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HEXAH DROFURCPI RROLES COMO | NHI Bl DORES DE PDE1

CAMPO DE LA | NVENCI ON

La presente invenci 6n proporciona compuestos que son
i nhi bidores de enzimas PDEl1 y su uso cono un nedi canent o,
en particul ar para el tratam ento de trastornos
neur odegenerativos y trastornos psiquiatricos. La presente
i nvenci 6n tanbi én proporci ona conposiciones farmacéuticas
que conprenden conpuestos de la invenci6n y métodos para
tratar trastornos utilizando |os —conpuestos de Ila
i nvenci on.

ANTECEDENTES DE LA | NVENCI ON

A lo largo de esta solicitud, se hace referencia a
vari as publicaciones en su totalidad. Las descripciones de
estas publicaciones se incorporan por referencia a esta
solicitud para describir mas detal | adanente el estado de |a
técnica al cual pertenece esta invencion.

Los nucledétidos ciclicos que actuan conb nensajeros
secundarios (cN), el nonofosfato de adenosina ciclico
(cAMP) vy el nonofosfato de guanosina ciclico (cGwW)
desenpefian una  funci 6n i nportante en | a cascada
intracelular de transduccion de sefales, ya que regulan
proteinas cinasas dependientes de cN (PKA y PKG, EPAC
(proteina de intercanbio activada por cAMP), fosfoproteinas
fosfatasas y/o canal es cati énicos activados por cN En |as
neur onas, esto i ncl uye | a acti vaci 6n de ci nasas
dependientes de cAMP y cGW, y la fosforilacion posterior
de las proteinas inplicadas en la regulacién innediata de
la transmision sindaptica, asi cono tanmbién en la
supervivencia y la diferenciacion neuronal. Las

concentraciones intracelulares de CcAW y cGW estan
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regul adas estrictanente por la tasa de biosintesis por
parte de las ciclasas y por la tasa de degradaci 6n por
parte de |as fosfodiesterasas (PDE, EC 3.1.4.17). Las PDE
son hidrolasas binetédlicas que desactivan CcAWP/ cGW
nediante la hidrélisis catalitica del enlace de tipo éster
3, con lo cual se forma el 5 -nobnofosfato inactivo. Debido
a que |as PDE proporcionan el Unico nmedi o para degradar |os
nucl eétidos ciclicos cAMP y cGW en las células, |las PDE
desenpefian una funcion esencial en la sefalizacion de
nucl eétidos ciclicos. Las actividades cataliticas de |as
PDE proporcionan | a desconposici6n de |os cN para una gama
de concentraciones en todas las células y sus variados
nmecani snos regul adores proporcionan la integracion y la
i ntercomunicacién con miltiples vias de sefalizacidn

Ciertas PDE se dirigen a conpartinmentos discretos dentro de
las células donde controlan el nivel de cN y definen
m croentornos para varios signalosomas de cN (Sharron H
Francis, Mtsi A Blount y Jackie D. Corbin. Physiol Rev
2011, 91: 651-690).

Basandose en la especificidad por el sustrato, |as
famlias de PDE se pueden dividir en tres grupos: 1) |as
PDE especificas para cAWP, |as cual es incluyen PDE4, PDE7 y
PDE8, 2) las enzims PDE5 y PDE9 especificas para cGW y 3)
| as PDE de sustrato dual PDEl, PDE2, PDE3, asi conpb tanbi én
PDE10 y PDE11.

La fam lia PDElL, denom nada previ anente PDE esti nul ada
por cal nodulina (CaM PDE), es Unica en el sentido de que
estd regulada de un nodo dependiente de Ca?®" por la
cal nodulina (CaM una proteina de union a Ca? de 16 kDa)

conpl ejada con cuatro iones Ca?" (para consultar un
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articulo de revision, renmitase a Sharron H Francis, Mtsi
A. Blount y Jackie D. Corbin. Physiol Rev 2011, 91: 651-
690). De este npdo, esta famlia representa una conexién
regul adora interesante entre |os nucle6tidos ciclicos y el
Ca®* intracelular. La famlia PDE1l esta codificada por tres
genes: PDEL1A (mapeado en el cronosoma humano 2q32), PDELB
(l ocalizaci6n en el cronpsoma humano, hcl: 12gl13) y PDELC
(hcl: 7pl14.3). Estos tienen pronotores alternativos vy
originan miltiples proteinas nediante procesos de corte y
enpal ne alternativos, que difieren en sus propiedades
regul ador as, af i ni dades por el sustrat o, acti vi dades
especi ficas, const ant es de activaci 6n par a CaM
di stribucion tisular y  pesos nol ecul ar es. Se han
identificado mas de 10 isoformas humanas. Sus pesos
nol ecul ares varian entre 58 y 86 kDa por nononero. El
dom ni o regulador N-term nal que contiene dos dom nios de
uni6n a Ca®*/CaM y dos sitios de fosforilacion diferencia
sus proteinas correspondientes y nodula sus funciones
bi oqui m cas. PDEl es una PDE de sustrato dual y el subtipo
PDE1C presenta una actividad equivalente frente a cAMP y
cGW (Km~™ 1-3 pM, mentras que |os subtipos PDE1A y PDE1B
tienen preferencia por cGW (Km para cGW ~ 1-3 pMy para
CAMP © 10-30 pM.

Los subtipos PDEl se encuentran nuy enriqueci dos en el
cerebro y se localizan especialnente en el nlcleo estriado
(PDE1B), el hipocanpo (PDE1A) y la corteza (PDEl1A), y esta
| ocalizaci 6n se conserva en las diferentes especies (Any
Bernard et al. Neuron 2012, 73, 1083-1099). En la corteza,
PDE1A esta presente principalmente en |as capas corticales

profundas 5 y 6 (capas eferentes), y se utiliza cono un



10

15

20

25

30

0912- WO PCT
4

mar cador de especificidad para l|as <capas corticales
prof undas. Los inhi bi dores de PDEl potencian |os niveles de
los cN que actuan conb nensajeros secundarios, |o cual
conduce a una excitabilidad neuronal nejorada.

Por o tanto, PDEl constituye una diana terapéutica
para |la regulacion de las vias de sefializacio6n
intracelul ares, preferentenente en el sistema nervioso, y
| os i nhi bi dores de PDE1 pueden potenciar |os niveles de |os
nmensaj eros secundarios CcAMP/cGW, |o cual conduce a la
nodul aci 6n de | os procesos neuronales y a la expresioén de
genes relacionados con l|a plasticidad neuronal, factores
neur ot r 6pi cos y nol écul as neur opr ot ect or as. Est as
propi edades potenci adoras de | a plasticidad neuronal, junto
con |la nodulacién de la transm sion sinaptica, hacen que
| os i nhi bidores de PDEl1 sean buenos candi dat os conp agentes
t erapéuti cos en nmuchas af ecci ones neur ol 6gi cas y
psiqui atricas. La evaluacién de inhibidores de PDEL en
nodel os con ani nmal es (para consultar articul os de revision,
remitase, p. e., a Blokland et al. Expert Opinion on
Therapeutic Patents (2012), 22(4), 349-354; y Medina, A E
Frontiers 1in Neuropharmacol ogy (2011), 5(Feb.), 21) ha
sugerido que |os inhibidores de PDEl tienen potencial para
uso terapéutico en trastornos neurol 6gi cos tales cono, p.
ej ., la enfernedad de Al zheiner, de Parkinson vy de
Huntington, y en trastornos psiquiatricos tales cono, p.
ej., el trastorno por déficit de at enci 6n con
hi peractividad (TDAH), sindrone de piernas inquietas,
depresi 6n, narcol epsia, deterioro cognitivo y deterioro
cognitivo asociado con |la esquizofrenia (DCAE). Tanbi én
exi sten solicitudes de patente que reivindican que |o0s
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i nhi bidores de PDEl1 son datiles en enfernedades que se
pueden ver aliviadas al nejorar la sefializacion de la
progesterona tal es conb una di sfunci 6n sexual fenenina.

Los conpuestos de la invencion pueden ofrecer
alternativas a los tratamentos conercializados en la
actual i dad par a trastornos neur odegener ati vos y/ 0
psiquiatricos, los cuales no son eficaces en todos |os
pacientes. Por |o tanto, se siguen necesitando netodos de
tratam ento al ternativos.

COVPENDI O DE LA | NVENCI ON

Las enzimas PDE1 se expresan en el sistema nervioso
central (SNC), lo cual hace que esta famlia de genes sea
una fuente atractiva de dianas nuevas para el tratam ento
de trastornos psiquiatricos y neurodegenerativos.

El objetivo de la presente invencidn consiste en
proporci onar comnmpuestos que sean inhibidores de PDEl v,
cono tal es, sean atiles par a tratar t rast ornos
neur odegenerativos y trastornos psiquiatricos. En una
real i zaci 6n preferida, 1|o0s conpuestos son inhibidores de
PDE1 sel ecti vos.

Por consiguiente, la presente invencién se refiere a

conpuestos de fornmula (1)

(1)
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donde

R, se selecciona del grupo constituido por H, F,
cicloalquilo G-G y alquilo C-C;, donde el alquilo y el
cicloalquilo pueden estar opcional mente sustituidos una,
dos o tres veces con fl tor;

R:;- Ri1 se seleccionan del grupo constituido por H,
alquilo CG-G;, cicloalquilo G3-GCs, fluor, hidroxi y alcoxi
C-G,;

y sales de adicién de acido farmacéuticanente
acept abl es del Conpuesto (1), nmezclas racémicas del
Compuesto (1), o el is6onero o6ptico y/o enantionero
correspondi ente del Conpuesto (1), y formas polinorficas
del Conpuesto (1), asi conp tanbi én formas tautonéricas de
Compuesto (1).

DESCRI PCI ON DETALLADA DE LA | NVENCI ON

REAL| ZACI ONES DE LA | NVENCI ON

En una prinera realizacion (Rl), |la presente invencién

se refiere a conmpuestos de fornmula (1) (Conpuesto (1))

\O
(o N YH
Ry N
A
Rg R
4
Rg Rs
Rio o
R
Ri1 Rz 6

Compuesto (1)
donde
R, se selecciona del grupo constituido por H, F,

cicloalquilo G-GCs y alquilo G-GCy;
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R;- Ri1 se sel ecci onan del grupo constituido por H, F,
OH, alquilo G-GC;, cicloalquilo G-G y alcoxi GC-Gs.

En una realizaci6on (R2) de (Rl), R;-R;; son H

En una realizaci6n (R3) de (Rl), al nenos uno de |os
grupos Ry R, es CHs.

En una realizacion (R4) de (R3), tanto R, conmb Ry son
CHs.

En una realizacion (R5) de (Rl), R, estd sustituido
una, dos o tres veces con fluor cuando R, es alquilo o
ci cl oal quil o.

En una realizacién (R6) de (R3), Ry R-Ri; son HYy R,
es Chs.

En una realizacién (R7) de (R3), R-Rs y Rs-Ry; son Hy
R; es CHs.

En una realizacion (R8) de (R4), R, R-Rs y Rs-Ry; son

En una realizaci6on (R9) de (Rl), uno o nas de |os
grupos Rx-R;; se sel eccionan, independientenente unos de
otros, del grupo constituido por metoxi, etoxi, propoxi,
but oxi y cicl oal coxi GCs-Gs.

En una realizacion (R10) de (Rl), uno o nas de |os
grupos Rx-R;; se sel eccionan, independientenente unos de
otros, del grupo constituido por alquilo GC-G vy
cicloal quilo Gs- Gs.

En una realizacién (RL1l) de (R10), uno o mas de |os
grupos R;-R;; estan sustituidos, independientenmente unos de
otros, con un sustituyente seleccionado del gr upo
constituido por F y alcoxi.

En una realizaci 6n (R12) de (Rl11l), el sustituyente de
uno o mas de | os grupos Ry-R;; es alcoxi GC-Gs.
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En una realizacién (R13) de <cualquiera de Ias
real i zaciones (R12) vy (R11), el al coxi C-GC esté
sustitui do adicional nente una o nas veces con fl Gor

En una realizaci6n (R14) de (R13), el alcoxi GC-G
estd sustitui do adicional nente una vez con fl tor

En una realizacion (R15) de cualquiera de |las
real i zaciones (Rl)-(R14), el conpuesto es un inhibidor de
PDE1A.

En una realizacion (R16) de cualquiera de |as
real i zaciones (Rl)-(R14), el conpuesto es un inhibidor de
PDE1B.

En una realizacién (Rl7) de ~cualquiera de Ias
real i zaciones (Rl)-(R14), el conpuesto es un inhibidor de
PDE1C.

En una realizacién (R18) de <cualquiera de Ias
real i zaciones (Rl)-(R17), el conpuesto se utiliza conb un
medi cament o.

DEFI NI Cl ONES

ENZI MAS PDE1

La famlia de isozimas PDEl1 incluye nunerosas
isoformas de PDEl que son variantes de corte y enpal ne.
Engl oba tres subtipos: PDE1A, PDEL1B y PDE1C, |os cual es se
di vi den adicional nente en varias isoformas. En el contexto
de la presente invencio6n, "PDE1l" y "enzinmas PDE1" son
sinéninos y se refieren a enzi mas PDELA, PDE1B y PDELC, asi
conp tanbi én a sus isofornas.

SUSTI TUYENTES

Los térmnos "hal 0" y "hal 6geno", tal conp se utilizan
en el contexto de la presente invenciodn, se enplean

indistintanente y se refieren a fludor, cloro, bronb o yodo.
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Las expresiones "alquilo GC-G", M"alquilo G-GC",
"alquilo G-G" y "alquilo GC-G" se refieren a un
hi drocarburo saturado ram ficado o de cadena lineal que
contiene de uno a seis atonos de carbono, inclusive. Los
ej enpl os de tales grupos incluyen, sin caracter limtante,
netilo, etilo, 1l-propilo, 2-propilo, 1-butilo, 2-butilo, 2-
metil-2-propilo, 2-netil-1-butilo y n-hexilo.

La expresi on "cicloalquilo G- G se refiere
normal mente a ciclopropilo, ciclobutilo, <ciclopentilo vy
ci cl ohexi |l o.

El térmno "alcoxi CG-G" se refiere a un grupo al coxi
saturado ramficado, de cadena lineal o ciclico que
contiene de uno a seis atonos de carbono, inclusive, con la
valencia abierta en el oxigeno. Los ejenplos de tales
grupos incluyen, sin caracter limtante, netoxi, etoxi, n-
butoxi, 2-netilpentoxi y n-hexiloxi.

El térmno “cicloalcoxi” se refiere a una realizacidn
especifica de “alcoxi” segun se ha definido anteriornente,
donde el grupo alcoxi contiene al nenos tres atonos de
carbono, en particular de tres a seis atonos de carbono,
inclusive, que forman un “cicloalquilo GC-G" segun se ha
definido anteriornente, unidos a un atono de oxigeno con |la
val enci a abierta en el oxigeno.

El térmno "arilo" se refiere a un anillo de fenilo,
opci onal mrente sustituido con hal 6geno, alquilo G-G,
alcoxi C-Cs o halo(alquilo G-G) tal conp se han definido
anteriormente.

El térmno "heteroarilo" se refiere a un anillo
aromatico nono- o policiclico que conprende atonos de
carbono, &tonos de hidréogeno y uno o nas heteroatonos,
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preferentenente de 1 a 4 heteroatonos, tal conp de 1 a 3
het er oat onos, preferentenente 1 0 2 het er oat onos
sel ecci onados i ndependi entenente entre nitrogeno, oxigeno y
azufre. Los ejenplos ilustrativos de grupos heteroarilo
incluyen, sin caracter limtante, piridinilo, piridazinilo,
pirimdilo, pirazilo, triazinilo, pirrolilo, pirazolilo,
i mdazolil o, (2,2,3) vy (1,2,4)-triazolilo, pirazinil o,
pirimdinilo, tetrazolilo, furilo, tienilo, isoxazolilo,
tiazolilo, fenilo, isoxazolilo y oxazolil o.

Un grupo heteroaril o puede no estar sustituido o puede
estar sustituido con uno o dos sustituyentes adecuados.
Preferentenente, el heteroarilo de esta invencién es un
heteroarilo nmonociclico de 5 o 6 menbros, donde el anillo
conprende de 2 a 5 éatonos de carbono y de 1 a 3
het erodtonos, al cual se hace referencia en la presente
conp "heteroarilo nmonociclico de 5 o 6 m enbros”

FORMAS | SOVERI CAS

Cuando los conmpuestos de |a presente invencion
contengan uno o nmaAs centros quirales, la referencia a
cualquiera de l|os conpuestos cubrira, a nmenos que se
especifique de otro npdo, el conmpuesto enantiongrica o
di ast ereongri canente puro, asi conb tanbi én nmezclas de |os
enanti 6neros y di astereodnmeros en cual qui er proporci on.

Lo que se acaba de nencionar tanbi én se aplica cuando
| os conmpuestos de | a invenci 6n contienen mas de dos centros
qui ral es.

| NHI BI DORES DE PDE1l

En el contexto de |la presente invencion, se considera
gue un conpuesto es un inhibidor de PDE1 si la cantidad
necesaria para al canzar el nivel de Cls; de PDE1B es de 5
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mcromolar o inferior, preferentenmente inferior a 4
m cronol ar, tal como 3 mcromolar o inferior, mas
pref erent ement e 2 mcronmolar o inferior, tal conp 1

m cronmolar o inferior, en particular 500 nMo inferior. En
real i zaci ones preferidas, |la cantidad de inhibidor de PDEl
necesaria para al canzar el nivel de Clso de PDE1B es de 400
nM o inferior, tal comb 300 nM o inferior, 200 nM o
inferior, 100 nM o inferior, o incluso 80 nM o inferior,
tal conb 50 nMo inferior, por ejenmplo, 25 nMo inferior.

SALES FARMACEUTI CAMENTE ACEPTABLES

La presente invenci6n tanbi én conprende sales de |os
compuest o0s, nor mal nent e, sal es farmacéuti canent e
aceptables. Tales sales incluyen las sales de adicidén de
aci do farnmacéuti camente aceptabl es. Las sal es de adici 6n de
aci do i ncluyen sales de aci dos i norgéanicos asi cono también
de &ci dos orgéani cos.

Los ejenplos representativos de &cidos inorganicos
adecuados incluyen el &acido clorhidrico, bronmhidrico,
yodhidrico, fosforico, sulfurico, sulfémco, nitrico vy
simlares. Los ejenplos representativos de aci dos organi cos
adecuados i ncl uyen el aci do férm co, acético,
tricloroacético, trifluoroacético, propionico, benzoico,
cinam co, citrico, fumarico, glicolico, itacénico, |4actico,

nmet anosul f 6ni co, mal ei co, mal i co, mal 6ni co, mandél i co,

oxal i co, picrico, pi ravi co, salicilico, succi ni co,
nmet anosul f 6ni co, et anosul f 6ni co, tartarico, ascor bi co,
panoi co, bi smetil enosalicilico, et anodi sul f éni co,

gl ucoéni co, citracénico, aspartico, estearico, palnitico,
EDTA, glicolico, p- am nobenzoi co, gl utam co,
bencenosul f 6ni co, p-t ol uenosul f 6ni co, | os aci dos
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teofilinacéticos, asi conop tanbién |as 8-haloteofilinas,
por ejemplo, la 8-bronoteofilina y simlares. Oros
ej enpl os de sal es de adici 6n de aci do organi co o inorganico
farmacéuti canente acept abl es i ncl uyen | as sal es
farmacéuti canente aceptables enuneradas en Berge, S.M et
al., J. Pharm Sci. 1977, 66, 2, cuyo contenido se
incorpora a |la presente por referencia.

Es més, |os conpuestos de esta invencion pueden
existir en formas tanto no sol vatadas conp sol vatadas con
di sol ventes farmacéuti canente aceptables tales conp agua
etanol y simlares. En general, las formas sol vatadas se
consi deran equivalentes a las fornmas no solvatadas a |os
ef ectos de esta invencion.

CANTI DAD TERAPEUTI CAMENTE EFI CAZ

En el presente contexto, la expresion "cantidad
terapéuti camente eficaz" de un conmpuesto se refiere a una
cantidad suficiente para curar, aliviar o detener
parci al nente | as manifestaci ones clinicas de una enfernmedad
determnada y sus conplicaciones en wuna intervencioén
terapéutica que conprenda |la admnistracién de dicho
compuesto. Una cantidad adecuada para conseguir que se
produzca esto se definiréa cono una "canti dad
terapéuti canente eficaz". Las canti dades eficaces para cada
proposito dependeran de la gravedad de la enfernmedad o
| esi 6n, asi conp tanbién del peso y el estado de salud
general del sujeto. Se sobreentendera que se puede
determinar |la dosis adecuada utilizando experinentacioén
rutinaria, construyendo una nmatriz de valores y eval uando
diferentes puntos de la matriz, |o cual se encuentra dentro
de | as conpetencias de un médi co especi al i zado.



10

15

20

25

30

0912- WO PCT
13

En el presente contexto, los térmnos "tratamento y
"tratar" se refieren al control y al cuidado de un paciente
con el fin de conbatir wuna afecci6n, tal conp una
enfermedad o un trastorno. Se pretende que |os térmnos
incluyan toda |la ganma de tratam entos para una afeccion
determ nada que el paciente padezca, tales conp I|a
adm ni straci 6n del conpuesto activo para aliviar |os
sintomas o | as conplicaciones, para ralentizar el avance de
| a enfernedad, trastorno o afeccion, para aliviar o paliar
los sintomas y las conplicaciones, y/o para curar O
elimnar la enfernedad, trastorno o afeccion asi conp
tanbi én para prevenir |a afecci6n, donde |a prevenci 6n se
debe sobreentender conop el control y el cuidado de un
paciente con el fin de conmbatir |la enfernedad, afeccidn o
trastorno e incluye la admnistracién de |os conmpuestos
activos para prevenir la aparicion de los sintomas o |as
conpl i caci ones. A pesar de ello, |l os tratam entos
profilacticos (preventivos) y terapéuticos (curativos) son
dos aspectos diferentes de |l a invencion. El paciente que se
ha de tratar es preferentenmente un mamifero, en particul ar
un ser humano.

COVPCS| Cl ONES FARMACEUTI CAS

La presente i nvenci én pr opor ci ona ademas una
conposici 6n farmacéutica que conprende una cantidad
terapéuti canente eficaz de un conpuesto de fornmula (1) y un
portador o diluyente farmacéuticanente aceptable. La
presente invencién tanbién proporciona una conposicion
farmacéuti ca que conprende una cantidad terapéuticanente
eficaz de wuno de 1los conpuestos especificos que se
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describen en la Seccio6n experinmental de la presente y un
portador o diluyente farnmacéuti canente aceptabl e.

Los compuestos de la invencién se pueden adm nistrar
sol os o conbi nados con portadores, diluyentes o excipientes
farmacéuti canente aceptables, ya sea en dosis individuales
o nultiples. Las conposiciones farmacéuticas de acuerdo con
| a i nvenci 6n se pueden formular con portadores o diluyentes
farmacéuti canmente aceptables asi cono tanbi én con otros
adyuvantes y excipientes conoci dos cual esqui era de acuerdo
con técni cas convencional es tales conp | as que se describen
en Renington: The Science and Practice of Pharmacy, 19.°%
Edi ci 6n, Gennaro, Ed., Mack Publishing Co., Easton, PA,
1995.

Las conposiciones farmacéuticas se pueden formular
especificanente para su admnistracion por cualquier via
adecuada, tal cono la via oral, rectal, nasal, pulnonar,
topica (que incluye la via bucal y  sublingual),
transdérmca, intracisternal, intraperitoneal, vaginal vy
parenteral (que incluye |la via subcutanea, intranuscular,
intratecal, intravenosa e intradérmca). Se sobreentendera
que la via dependera del estado de salud general y |la edad
del sujeto que se ha de tratar, la naturaleza de |a
af ecci 6n que se ha de tratar y el principio activo.

Las conposiciones farnmacéuticas para |a adm ni straci on
oral incluyen formas farnmacéuticas solidas tales conp
capsul as, conprim dos, grageas, pildoras, pastillas, polvos
y granul os. Cuando proceda, |as conposiciones se pueden
preparar con recubrimentos, tales cono recubrimentos
entéricos, o se pueden forrmular de npbdo que proporcionen
una |iberacion controlada del principio activo, tal conp
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una |iberacién sostenida o prolongada, de acuerdo con
métodos nmuy conocidos en la técnica. Las fornmas
farmacéuticas |iquidas para | a adm nistraci é6n oral incluyen
sol uci ones, enul si ones, suspensiones, jarabes y elixires.

Las conposiciones farnmacéuticas para |a admi ni straci 6n
parenteral incluyen soluciones, dispersiones, suspensiones
o enul siones inyectables acuosas y no acuosas estériles,
asi conmp tanbién polvos estériles que se han de
reconstituir en soluciones o dispersiones inyectables
estériles antes de usarlos. Qras formas de adm nistraci 6n
adecuadas incluyen, sin caracter limtante, supositorios,
aerosol es, ponmadas, cremas, geles, inhaladores, parches
dérm cos e inpl antes.

Las dosis orales tipicas varian entre aproxi madamente
0.001 y aproxi madanmente 100 ngy/ kg de peso corporal al dia.
Las dosi s oral es tipicas t anbi én varian entre
apr oxi madanmente 0.01 y aproximdanmente 50 ng/kg de peso
corporal al dia. Las dosis orales tipicas varian ademés
entre aproxi madanmente 0.05 y aproximdanente 10 ngy/ kg de
peso corporal al di a. Las dosis orales se suelen
adm nistrar en una o mas dosis, nornml nente de una a tres
dosis al dia. La dosis exacta dependerd de la frecuencia y
el nodo de adm nistraci én, el sexo, la edad, el peso y el
estado de sal ud general del sujeto tratado, la naturaleza y
la gravedad de la afecci6on tratada, y cualesquiera
enf ermedades conconitantes que se deban tratar, asi cono
tanbi én otros factores evidentes para |os expertos en la
t écni ca.

Las formul aci ones tanbi én se pueden presentar en una
forma farmacéutica unitaria nediante neétodos con |os que
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estaran famliarizados |os expertos en la técnica. A
efectos ilustrativos, wuna forma farnmacéutica wunitaria
tipica para la adnministracién oral puede contener de
aproxi madanmente 0.01 a aproximdanmente 1000 ny, de
aproxi madanente 0.05 a aproxinmdanente 500 ng o de
apr oxi madanmente 0.5 ng a aproxi nadanente 200 ng.

Par a | as vi as par ent er al es, tal es cono | a
adm nistraci é6n intravenosa, intratecal, intranuscular vy
simlares, las dosis tipicas son del orden de la nmitad de
| as dosis enpl eadas para | a adm ni straci 6n oral

La presente invenci6n tanbi én proporciona un proceso
para preparar una conposicién farmacéutica que conprende
nmezclar una cantidad terapéuticanente eficaz de un
conmpuesto de férmula (1) y al nenos un portador o diluyente
farmacéuti canente aceptable. En wuna realizacion de la
presente invencion, el conmpuesto utilizado en el proceso
nmenci onado anteriornente es uno de |los conpuestos
especificos que se describen en |a Secci én experinental de
| a presente.

Los conpuestos de esta invencion se utilizan
general nente cono la sustancia libre o conb una de sus
sal es farmacéuticanmente aceptables. Un ejenplo es una sal
de adici 6n de acido de un conpuesto que tiene la utilidad
de una base libre. Cuando un conmpuesto de foérmula (1)
contiene una base libre, tales sales se preparan de una
forma convencional tratando una soluci6n o suspension de
una base libre de formula (1) con un equival ente nolar de
un acido farmacéuti canente aceptable. Anteriornente se han
descrito ejenplos representativos de | os aci dos orgéani cos e
i nor gani cos adecuados.
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Para |a adm nistraci 6n parenteral, se pueden enplear
sol uci ones de conpuestos de fornula (1) en soluci 6n acuosa
estéril, propilenglicol acuoso, vitam na E acuosa, 0 aceite
de sésanb o mmni. Estas soluciones acuosas deben estar
debi dament e tanponadas, cuando proceda, y en primer |ugar
se debe garantizar que el diluyente liquido sea isoténico
afiadi endo suficiente solucién salina o glucosa. Las
sol uci ones acuosas son particularnente adecuadas para |a
adm ni straci 6n intravenosa, intramuscular, subcutanea e
intraperitoneal. Los conmpuestos de fornula (1) se pueden
i ncorporar facilnmente en nedi os acuosos estériles conoci dos
utilizando técnicas est andar con las gue estaréan
famliarizados | os expertos en |la técnica.

Los portadores farnacéuticos adecuados incluyen
di luyentes o rellenos sélidos inertes, soluciones acuosas
estériles y diversos disolventes orgéani cos. Los ejenplos de
portadores solidos incluyen |actosa, alabastro, sacarosa
ci cl odextri na, tal co, gel ati na, agar, pecti na, goma
ar abi ga, estearato de magnesi o, &cido estearico y éteres de
alquilos inferiores de la celulosa. Los ejenplos de
portadores |iquidos incluyen, sin caracter limtante,
almbar, aceite de mani, aceite de oliva, fosfolipidos,
acidos grasos, am nas de &cidos grasos, polioxietileno y
agua. De forma analoga, el portador o diluyente puede
incluir cualquier material de |iberacidén sostenida conocido
en la técnica, tal conp el npnoestearato de glicerilo o
di estearato de glicerilo, solo o nezclado con una cera. Las
conposi ci ones farmacéuti cas f or radas combi nando | os
conmpuestos de férmula (I) y un portador farmacéuticanmente
aceptabl es se adnministran después facilnmente en diversas
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f or mas farnmacéuti cas adecuadas par a | as vi as de
adm ni straci 6n descritas. Las formnulaciones se pueden
presentar convenientemente en una forma farnmacéutica
unitaria nediante nétodos conocidos en la técnica
farmacéuti ca.

Las formul aciones de l|la presente invencion adecuadas
para la admnistracién oral se pueden presentar conp
uni dades discretas, tales conb céapsulas o conprim dos,
donde cada uno contiene una cantidad predeterm nada del
principio activo y opcionalnente un excipiente adecuado.
Adenés, | as f ormul aci ones di sponi bl es par a | a
adm ni straci 6n oral pueden estar en fornma de un polvo o
granul os, wuna soluci6on o una suspensién en un |iquido
acuoso o0 no acuoso, o0 una enulsién liquida de aceite en
agua o de agua en aceite.

Si se utiliza un port ador sélido par a I a
adm nistracion oral, el preparado se puede conprimr,
introducir en una capsula de gelatina dura en forma de
polvo o pellet, o puede estar en forma de una tableta o
pastill a. La cantidad de portador sélido variaréa
consi der abl enent e per o estara conpr endi da entre
apr oxi madanente 25 ng y aproxi madanente 1 g por uni dad de
dosificacion. Si se utiliza un portador |iquido, el
preparado puede estar en forma de un jarabe, una emnul sio6n
una capsula de gelatina blanda o un liquido inyectable
estéril tal conp una suspensi 6n o soluci 6n |iquida acuosa o
no acuosa.

Las conposiciones farmacéuticas de la invencién se
pueden preparar nmediante métodos convencionales en la
t écni ca. Por ejenplo, los conprimdos se pueden preparar
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nmezcl ando el principio activo con adyuvantes y/o diluyentes
habitual es, y posteriornente conprimendo |la nezcla en una
prensa convenci onal para preparar conprim dos. Los ejenplos
de adyuvantes o diluyentes conprenden: almdén de nmaiz,
al m don de papa, talco, estearato de mmgnesio, gelatina

| actosa, gomas y simlares. Se pueden enplear otros
adyuvantes o aditivos de uso comin cual esquiera con tales

fines, tales conp colorantes, saborizantes, conservantes,

etc., sienpre que sean conpatibles con [|os principios
activos.

TRATAM ENTOS DE TRASTORNCS

Tal cono se ha nencionado anteriornente, | os

conmpuestos de formula (1) son inhibidores de enzinas PDEl
Y, cono tales, son utiles para tratar trastornos
psi qui atricos y neurol 6gi cos asoci ados.

Por lo tanto, la invenci 6n proporciona un conpuesto de
formula (1) o una de sus sales de adicion de é&cido
farmacéuti canente  acept abl es, asi cono tanbién una
composi ci 6n farnmacéutica que contiene un conmpuesto de este
tipo, para su uso en el tratamento de wun trastorno
neur odegenerativo, un trastorno psiquiatrico o la adicciodn
a drogas en mamferos, incluidos |os seres humanos; donde
el trastorno neurodegenerativo se selecciona del grupo
constituido por |la enfernedad de Al zheiner, denencia por
i nfartos mul ti pl es, denenci a al cohdl i ca 0] denenci a
rel aci onada con otras drogas, denencia asoci ada con tunores
intracraneales o traumatisnp cerebral, denencia asociada
con la enfermedad de Huntington o l|a enfernedad de
Parkinson o denencia relacionada con el SIDA; delirio;

trastorno anmmésico; trastorno de estrés postraumatico;
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retraso nental; un trastorno del aprendizaje, por ejenplo,
un trastorno de la lectura, un trastorno relacionado con
las matematicas o un trastorno de la expresién escrita;
trastorno por déficit de atenci 6n/ hi peracti vi dad; y
deterioro cognitivo relacionado con |la edad; y donde el
trastorno psiquiatrico se selecciona del grupo constituido
por  esqui zofrenia, por ejenplo, de tipo paranoico,
desor gani zado, catatonico, no diferenciado o residual
trastorno esqui zofreni fornme; trastorno esqui zoaf ectivo, por
ejenplo, de tipo delirante o de tipo depresivo; trastorno
delirante; trastorno psicotico inducido por sustancias, por
ej enpl o, psicosis inducida por el alcohol, anfetam nas,
canabi s, cocaina, alucinbgenos, inhalantes, opioides o
fenciclidina; trastornos de I|la personalidad de tipo
paranoico y trastornos de |a personalidad de tipo
esqui zoide; y donde l|a adiccion a las drogas es una
adi cci 6n al al cohol, anfetam nas, cocaina u opi aceos.

Los compuest 0s de formula (1) 0O sus sal es
farmacéuti canente aceptables se pueden utilizar conbi nados
con uno o mas farmacos diferentes en el tratamento de
enf ernedades o afecciones para |las cual es | os conmpuestos de
| a presente invencion tienen utilidad, donde |a conbi naci én
de los féarmacos juntos es mas segura o eficaz que cada
farmaco por separado. Ademés, | os conpuestos de |a presente
i nvenci 6n se pueden utilizar conbinados con uno 0 nAsS
farmacos diferentes que traten, pr evengan, control en
nejoren o reduzcan el riesgo de efectos secundarios o
toxi ci dad de | os conpuestos de | a presente invenci én. Estos
otros farmacos se pueden adm nistrar nediante una ruta y en
una cantidad utilizadas habitualmente con este fin, de
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forma sinultdnea o secuencial con |os conpuestos de la
presente invencion. Por consiguiente, |as conposiciones
farmacéuticas de la presente invencién incluyen aquellas
que contienen uno o mas principios activos diferentes,
ademds de |os conpuestos de la presente invencioén. Las
conbi naci ones se pueden admnistrar conp parte de un
product o conbi nado que sea una forma farnmacéutica unitaria,
o conb un kit o protocolo de tratamento en el que se
adm nistren uno o mas farmacos adicionales en formas
farmacéuticas diferentes conb parte de un réginmen de
tratam ento.

La presente invencién proporciona un nmétodo para
tratar a un manifero, incluido un ser humano, que padece un
trastorno neurodegenerativo sel eccionado entre un trastorno
cognitivo o un trastorno relacionado con la novilidad,
donde el nmétodo conprende administrar al sujeto wuna
canti dad terapéuticanmente eficaz de un conpuesto de férnul a
(1).

Esta invencion proporciona adenmas un nmétodo para
tratar una afeccidén o un trastorno neurodegenerativo en un
mam fero, incluido un ser hunmano, donde el netodo conprende
adm nistrar a dicho manifero una cantidad de un conpuesto
de férmula (1) eficaz para inhibir PDEl

Esta invencién tanbién proporciona un nmétodo para
tratar a un sujeto que padece un trastorno psiquiatrico,
donde el nmétodo conprende administrar al sujeto wuna
canti dad terapéuticanente eficaz de un conpuesto de férnul a
(1). Los ejenplos de trastornos psiquiatricos que se
pueden tratar de acuerdo con |a presente invencion

incluyen, sin caracter limtante, el trastorno por déficit
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de atenci 6n con hiperactividad (TDAH), esquizofrenia, por
ej enpl o, de tipo paranoico, desorganizado, catatoénico, no
diferenciado o residual; trastorno esqui zofreniforneg;
trastorno esqui zoaf ectivo, por ejenplo, de tipo delirante o
de tipo depresivo; trastorno delirante; trastorno psicoético
i nduci do por sustancias, por ejenplo, psicosis inducida por
el alcohol, anfetam nas, canabis, cocaina, alucindgenos,
i nhal ant es, opioides o fenciclidina; trastorno de Ila
personalidad de tipo paranoico y trastorno de la
personal i dad de ti po esquizoide; y el trastorno de ansiedad
se selecciona entre trastorno de panico; agorafobia; una
fobia especifica; fobia social; trastorno obsesivo-
compul sivo; trastorno de estrés postraumti co; trastorno de
estrés agudo y trastorno de ansi edad generali zada.

Se ha descubierto que |os conmpuestos de férmula (1) o
sus sal es farmacéuti canent e acept abl es se pueden
adm nistrar de forma favorable conbi nados con al nenos un
agente neurol éptico (el cual puede ser un agente
antipsicotico tipico o atipico) para proporcionar un
tratam ento nejorado de trastornos psiquiatricos tales conp
| a esqui zofreni a. Las conbi naci ones, |os usos y |os métodos
de tratam ento de |l a invencidn tanbi én pueden proporcionar
ventajas en el tratamento de pacientes que no consiguen
responder de forma adecuada o0 que son resistentes a otros
trat am ent os conoci dos.

Por lo tanto, la presente invencidn proporciona un
método para tratar a un mamfero que padece un trastorno
psiqui atrico, tal cono esquizofrenia, donde el método
conpr ende adm ni strar al mani f er o una canti dad
terapéuti canmente eficaz de un conpuesto de forrmula (1), ya
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sea solo o conp una terapia conbi nada junto con al nenos un
agent e neurol épti co.

La expresion "agente neuroléptico", tal conp se
utiliza en la presente, se refiere a farnacos que ejercen
el efecto sobre la cognicion y el conportamento de
farmacos que son agentes antipsicéticos, |os cual es reducen
la confusidn, los delirios, las alucinaciones y la
agitaci6n psiconotriz en pacientes con psicosis. Los
agentes neurol épticos tanbién se conocen conp farmacos
antipsicoticos y tranquilizantes inportantes e incluyen,
sin caracter limtante: farmacos antipsicoticos tipicos,
gue incluyen fenotiazinas, | as cual es se dividen
adi cionalnente en derivados alifaticos, piperidinas vy

pi perazi nas, ti oxant enos (p. e ., ci sordi nol),
butirofenonas (p. ej., haloperidol), dibenzoxazepinas (p.
ej., loxapina), dihidroindolonas (p. e€j., nolindona),
di fenilbutil piperidinas (p. €., pinpbzida), y farnacos

antipsicoticos atipicos, que incluyen benzisoxazoles (p.
ej ., ri speridona), sertindol, ol anzapi na, guet i api na,
osanetant y ziprasidona.

Los agentes neurol épticos particularnmente preferidos
para ser utilizados en la invencién son sertindol
ol anzapi na, ri speridona, qguet i api na, ari pi prazol
hal operi dol, clozapina, ziprasidona y osanetant.

La presente invenci én proporci ona ademas un netodo
para tratar a un sujeto que padece un trastorno cognitivo,
donde el nmétodo conprende administrar al sujeto wuna
canti dad terapéuticanente eficaz de un conpuesto de férnul a
(1). Los ejenplos de trastornos cognitivos que se pueden

tratar de acuerdo con |a presente invencion incluyen, sin
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caracter limtante, la enfernedad de Al zheiner, denencia
por infartos nultiples, denencia alcohdlica o denencia
rel aci onada con otras drogas, denencia asoci ada con tunores
intracraneales o traumatisno cerebral, denencia asociada
con la enfermedad de Huntington o l|la enfernmedad de
Parkinson o denencia relacionada con el SIDA; delirio;
trastorno ammésico; trastorno de estrés postraumatico;
retraso nmental; un trastorno del aprendizaje, por ejenplo,
un trastorno de la lectura, un trastorno relacionado con
las matematicas o un trastorno de la expresién escrita;
trastorno por déficit de atenci on/ hi peractivi dad, y
deterioro cognitivo rel aci onado con | a edad.

Esta invencion tanbién proporciona un nétodo para
tratar un trastorno rel acionado con |a novilidad, donde el
metodo conprende administrar al sujeto una cantidad
terapéuti canente eficaz de un compuesto de fornula (1). Los
ej enpl os de trastornos rel aci onados con | a novilidad que se
pueden tratar de acuerdo con |la presente invencion
i ncl uyen, sin caracter limtante, la enfernedad de
Huntington y la discinesia asociada con la terapia de
agoni stas de | a dopam na. Esta invenci 6n proporci ona ademas
un neétodo para tratar un trastorno relacionado con la
novi | i dad sel eccionado entre |a enfernmedad de Parkinson y
el sindrone de piernas inquietas, donde el método conprende
adm nistrar al sujeto una cantidad terapéuticanente eficaz
de un conpuesto de fornmula (1).

Esta invencion tanbién proporciona un nétodo para
tratar un trastorno del estado de &nino, donde el netodo
conpr ende adm ni strar al suj eto una canti dad
terapéuti canente eficaz de un compuesto de fornula (1). Los
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ej enpl os de trastornos del estado de anino y episodi os de

estado de anino que se pueden tratar de acuerdo con la
presente invencio6n incluyen, sin caracter limtante, un
epi sodi o depresivo nmayor de tipo |eve, noderado o grave, un
epi sodi o de estado de aninb m xto o maniaco, un episodio de
estado de anino hiponmaniaco; un episodio depresivo con
caracteristicas atipicas; un episodio depresivo con
caracteristicas nelancélicas; un episodio depresivo con
caracteristicas catatonicas; un episodio de estado de ani no
con inicio tras el parto; depresion tras un accidente
cer ebrovascul ar; trastorno depresivo mayor; trastorno
distimco; trastorno depresivo nenor; trastorno disforico
prenmenstrual ; trastorno depresi vo pospsi coético de
esqui zof reni a; un trastorno depresivo nayor superpuesto con
un trastorno psicético tal conb un trastorno delirante o
esqui zof reni a; un trastorno bipolar, por ejenplo, trastorno
bi polar 1, trastorno bipolar Il y trastorno ciclotimco. Se
sobreentendera que un trastorno del estado de aninb es un
trastorno psiquiétrico.

Esta invencién proporciona ademas un nmétodo para
tratar un trastorno que conprende conb sintoma una
deficiencia en la atencién y/o |la cognicio6n en un nmanifero,
incluido un ser humano, donde el meét odo conprende
adm nistrar a dicho manifero una cantidad de un conpuesto
de férmula (1) eficaz para tratar dicho trastorno.

Oros trastornos que se pueden tratar de acuerdo con
la presente invenci6on son los trastornos obsesivo-
conmpul sivos, el sindrone de Tourette y otros trastornos con
tics.
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La expresi 6n "afecci 6n o trastorno neurodegenerativo",
tal conp se utiliza en la presente y a nenos que se indique
de otro nodo, se refiere a una afeccidn o un trastorno que
esta provocado por la disfuncion y/o la nuerte de |as
neuronas en el sistema nervioso central. El tratamento de
estos trastornos y afecciones se puede ver facilitado por
| a adm ni straci 6n de un agente que prevenga |la disfuncidn o
la nuerte de |las neuronas en riesgo en estos trastornos o
af ecciones y/o potencie la funcion de |as neuronas dafiadas
o sanas de un nodo tal que conpense |a pérdida de funcidn
provocada por la disfuncién o la nuerte de |as neuronas en
riesgo. La expresién "agente neurotroéfico", tal conp se
utiliza en la presente, se refiere a una sustancia o0 un
agente que posea algunas de estas propiedades o todas
el | as.

Los ej enpl os de af ecci ones y trastornos
neur odegenerati vos que se pueden tratar de acuerdo con la
presente invencion incluyen, sin caréacter limtante, la
enfermedad de  Parkinson; enfermedad de  Huntington;
denmencia, por ejenplo, enfernmedad de Al zheiner, denencia
por infartos miltiples, denencia relacionada con el SIDA vy
denenci a frontotenporal; neurodegeneraci 6n asoci ada con un
traumati sno cerebral; neurodegeneraci 6n asociada con un
acci dente cerebrovascul ar, neurodegeneraci 6n asoci ada con
un infarto cerebral; neur odegeneraci é6n i nduci da por
hi pogl ucemni a; neurodegeneraci 6n asociada con un ataque
epi | épti co; neurodegeneraci 6n asoci ada con una i ntoxicaci én
provocada por neurotoxinas; y atrofia multisistém ca.

En una realizacion de la presente invencion, |a

af ecci 6n o trastorno neur odegenerati vo inplica Ila
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neur odegeneraci 6n de |as neuronas espinosas medi anas del
ndcl eo estriado en un nmamifero, incluido un ser humano.

En otra realizacion de l|a presente invencion, la
afecci 6n o trastorno neurodegenerativo es |la enfernedad de
Hunt i ngt on.

Todas las referencias, incluidas |as publicaciones,
solicitudes de patente y patentes, citadas en |la presente
se incorporan en su totalidad a la presente por referencia
y en |la msm nedida en que si se indicara de forma
individual y especifica que cada referencia se ha de
i ncorporar por referencia y se expusiera en su totalidad en
| a presente (en | a mayor nedida permitida por la ley).

Los titulos y los subtitulos se wutilizan en Ila
presente (nicanmente por conveniencia Yy no se deben
interpretar cono limtantes de | a invenci 6n de ni ngun nodo.

Se pretende que el uso de cual quiera de |os ejenplos y
de todos ellos, o de lenguaje ilustrativo (que incluye "por
ej enpl 0", p. e€j.
descriptiva sea Unicanmente para esclarecer nejor la

y "tal conp") en |la presente nenoria

i nvenci 6n y dicho uso no supone ninguna limtacién para e
alcance de la invencidon a nmenos que se indique de otro
nodo.

La nenci6n y | a incorporaci 6n de docunentos de patente
en |la presente se realiza Unicanente por conveniencia y no
refleja ningun punto de vista sobre la validez,
patentabilidad y/o aplicabilidad de tales docunentos de
pat ent e.

La presente invenci6n incluye todas |as nodificaciones
y equivalentes de la materia en cuesti én nenci onada en | as
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reivindi caciones que se adjuntan a l|a presente, segun
permta la ley pertinente.
COVPUESTOS DE LA | NVENCI ON

B Cl 50 de(Cl 50 de(Cl 50 de
Narer o del
Compuest o PDE1C |PDE1B |PDE1A
conpuest o
(nM ("M (M
1 (3aSs, 6as)-4-(7, 8- 120 120 160
di met oxi qui nazol i n-4-
i 1) hexahi dro-2Hfuro[ 3, 2-
b] pi rrol
2 (3aR, 6aR)-4-(7, 8- 2800 | 3700 | 3200
di met oxi qui nazol i n- 4-
i 1) hexahi dro-2Hfuro[ 3, 2-
b] pi rrol

Tabla 1: wvalor de Clso de los conpuestos de la
i nvenci 6n. Los valores de Cls; se determ naron de acuerdo
con el método descrito en la seccién “ensayo de inhibicidn
de PDEL”

SECCI ON EXPERI MENTAL

PREPARACI ON DE LOS COVPUESTOS DE LA | NVENCI ON

Mét odos gener al es

Los datos analiticos de LC-MS se obtuvieron utilizando
uno de | os métodos que se identifican a continuaci 6n.

Método 1: Se utilizd un sistema de LCMS Agilent 1200
con un detector de ELS. Columa: Agilent TCCl8 5 pum
2.1x50 mm tenperatura de la columa: 50 °C, sistema de
di sol ventes: A = agua/éacido trifluoroacético (99.9:0.1) y B
= acetonitrilo/acido trifluoroacético (99.95:0.05); método:
elucion en gradiente lineal con A°B = 99:1 hasta 0:100 en
4.0 mnutos y con una tasa de flujo de 0.8 nL/m nuto.
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La SFC preparativa se Ilevdé a cabo en un instrumento
Thar 80. Unas condiciones ilustrativas pueden ser, sin
caracter limtante: columa AD 250 X 30 mm con un tamafio de
particula de 20 uym tenperatura de la columa: 38 °C, fase
movil : CO, supercritico/ EtCH(con un 0.2% de NH;HO) = 45/55.

EJEMPLCS

Ej enpl 0 1:

O

ci s-4-(7, 8-di net oxi qui nazol i n-4-il) hexahi dro-2H
furo[3,2-b]pirrol:

A una sol uci 6n de 4-cl oro-7, 8-di net oxi qui nazolina (2.0
g, 89 mol) en DM (50 nL), se afiadi 6 ci s-hexahidro-2H
furo[3,2-b]pirrol (900 ny, 8.10 mml), D PEA (3.45 g, 26.7
mmol) y se agitd a reflujo durante 12 horas. La mezcla se
concentro y se purificdé nediante HPLC prep. (columa C18,
el uyente CHCN H,O desde 38/62 hasta 58/42, soluciodn de
anoni aco al 0. 05% par a obt ener cis-4-(7, 8-
di met oxi qui nazol i n-4-i1l) hexahi dro-2Hfuro[ 3, 2-b] pirrol
(1.31 g, rendimento: 54.2% conp un sélido blanco.

El producto se purificd adicional nente nediante SFC y
se numer 6 de acuerdo con su orden de el uci én:

Estereoisonmero 1 (primero eluido por SFC): 406 ng
(31% conmp un sélido blanco.

LCGMS (mz) 302.1 (M#), tgr (mn, nmétodo 1) = 1.912.

[a] %% = 344.0 (c = 0.1 ng/nL, CHQ )
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Este estereoisonmero se identificdo conmp (3aS, 6aS)-4-
(7, 8-di net oxi qui nazol i n-4-i1l)hexahi dro-2H-furo[ 3, 2-b] pirrol
por cocristalizacion con |a enzi ma PDELB.

Estereoi sonero 2 (segundo eluido por SFC: 414 ny
(33% cono un sélido blanco.

LCMS (mz) 302.1 (MH#), tg (min, nmétodo 1) = 1.913.

[a] %> = -336.0 (¢ = 0.1 ng/m., CHd3).

Este es el est er eoi séner o (3aR, 6aR) -4- (7, 8-
di met oxi qui nazol i n-4-il)hexahidro-2Hfuro[3,2-b]pirrol.

ENSAYO DE | NHI BI CI ON DE PDE1

Se realizaron ensayos de PDE1A, PDELIB y PDE1C conp se
indica a continuacion: |los ensayos se |levaron a cabo en
nuestras de 60 pL que contenian una cantidad fija de la
enzima PDE1 (suficiente para convertir un 20-25% del
sustrato nucleotidico ciclico), un tanpén (HEPES 50 mM pH
7.6; Mg, 10 mM un 0.02% de Tween20), 0.1 ng/nL de BSA,
CAMP nmarcado con tritio 15 nMy diferentes cantidades de
i nhi bidores. Las reacciones se iniciaron nediante la
adi ci 6n del sustrato nucleotidico ciclico y se dej6 que |as
reacciones transcurrieran durante 1 h a tenperatura
anbi ente antes de detenerlas nezcl andolas con 20 pL (0.2
ng) de mcroesferas SPA de silicato de itrio (PerkinEl mer).
Se dej 6 que |as microesferas se asentaran durante 1 h en la
oscuridad antes de realizar un conteo de |las placas en un
contador Wallac 1450 Mcrobeta. Las sefales nedidas se
convirtieron en la actividad relativa respecto a un control
sin inhibir (1009 y los valores de Clso se calcularon
utilizando XIFit (nodel o 205, |1DBS).

Se hace constar que con relacién a esta fecha, el
nej or método conocido por la solicitante para llevar a la
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practica |la citada invencion,

presente

descri pci 6n

31

es el
de

gue resulta claro de la

| a

i nvenci on.



