REF: 23LGO3E

Titulo
DERIVADOS DE 1,3,4-OXADIAZOL COMO INHIBIDORES SELECTIVOS DE
HISTONA DESACETILASA 6
S
Campo de lainvencion
La presente invencion se refiere a inhibidores selectivos a base de oxadiazol de la
histona desacetilasa 6 (HDACB6) y usos de los mismos en el tratamiento de diversas

enfermedades y trastornos.

Estado de la técnica de lainvencion

El material genético de las células eucariotas esta organizado en una estructura
compleja y dindmica formada por ADN y proteina, la cromatina. Los principales
componentes proteicos de la cromatina son las histonas, proteinas basicas que
interactian con el ADN que forma la unidad estructural basica de la cromatina, el
nucleosoma, el primer nivel de compactacion cromosémica dentro del nucleo. La
interaccion entre los residuos basicos de las histonas y los residuos acidos del ADN
es crucial para determinar la compactacién del nucleosoma y la correspondiente
accesibilidad del ADN a los complejos moleculares que regulan la replicacion y la
transcripcion. En esta interaccién influye principalmente el grado de acetilacién de las
histonas. La desacetilacion de los residuos de lisina N-terminal de la histona permite
la protonacién del grupo amina, que al tener una carga positiva, interactia con las
cargas negativas contenidas en el ADN. Dicha interaccién se produce en un estado
mas compacto de la cromatina, lo que implica el silenciamiento de la expresion génica.
Por el contrario, la acetilacion de los mismos residuos impide la formacion de enlaces

i6nicos, lo que produce una forma menos compacta de cromatina que permite una
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mayor exposicion del ADN y la interaccion con complejos macromoleculares que
activan la transcripcion génica.

El grado de acetilacion de las histonas esta regulado por el equilibrio de actividad de
dos clases de enzimas: las histona acetil transferasas (histona acetil-transferasas
HAT) y las histona desacetilasas (histona desacetilasas HDAC). Una alteracion de
este delicado equilibrio puede llevar a una pérdida de la homeostasis celular,
comunmente hallado en diversas enfermedades humanas, que incluyen cancer,
trastornos neurolégicos, inflamacion y enfermedades autoinmunes.

Las histona desacetilasas se han clasificado asi porque catalizan de forma reversible
la desacetilacion de los grupos amina de los residuos de lisina N-terminal de las
histonas. Posteriormente, se ha descubierto que existe un gran niamero de sustratos
de estas enzimas, ya que su actividad también se debe a proteinas no histonas que
son sustratos de las enzimas HAT que contienen N-acetil-lisina, tales como factores
de transcripcién, enzimas de reparacién del ADN y otras proteinas del ndcleo y del
citoplasma.

La clase HDAC humana consiste en 18 enzimas, divididas en dos grupos: HDAC
dependientes de zinc y HDAC dependientes de NAD, también conocidas como
sirtuinas (clase Ill). Las HDAC dependientes de zinc se distribuyen a su vez en cuatro
clases: 1) Clase |, que incluye las HDAC1, 2, 3 y 8, isoenzimas ubicuas localizadas
principalmente en el nicleo; 2) Clase lla, que incluye las HDAC4, 5, 7 y 9, isoenzimas
localizadas tanto en el nacleo como en el citoplasma; 3) Clase Ilb, que incluye las
HDACG6 y HDAC10, localizadas principalmente en el citoplasma y 4) Clase 1V, que
incluye unicamente la HDAC11. A diferencia de las HDAC de clase |, clase lla 'y lIb

tienen una expresion especifica de tejido.
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Mediante la regulacion de la expresion génica y la accion sobre las histonas y los
factores de transcripcion, estas enzimas intervienen en una miriada de funciones
celulares. Ademas, al actuar sobre otros muchos sustratos proteicos, estas enzimas,
al igual que las fosfatasas, intervienen en muchos otros procesos, como la
transduccion de sefales y el reordenamiento del citoesqueleto.

En las dltimas décadas, las HDAC se han convertido en una diana terapéutica muy
estudiada. Se han sintetizado varios inhibidores de las HDAC, algunos de los cuales
se encuentran actualmente en ensayos clinicos avanzados y cuatro de ellas se han
aprobado para diferentes tipos de cancer: Vorinostat y Romidepsin para el linfoma
cutaneo de células T (CTLC), Belinostat para el linfoma periférico de células T (PTLC)
y Panobinostat para el mieloma mudltiple. Estos inhibidores pueden interactuar con
diferentes isoformas de HDAC.

A pesar de su eficacia clinica, el uso de paninhibidores, por tanto no selectivos para
una sola isoforma, esté limitado por su toxicidad y efectos secundarios observados
tanto en modelos preclinicos como, lo que es mas importante, en ensayos clinicos.
De ahi la necesidad de desarrollar inhibidores de HDAC con un mejor perfil
farmacoldgico y ventana terapéutica (relacion eficacia/toxicidad).

Por consiguiente, la atencién de la comunidad cientifica se ha centrado en la sintesis
y el estudio de inhibidores selectivos para isoformas individuales de HDAC, con el
objetivo de desarrollar moléculas con mejores capacidades farmacoldgicas.

Por lo tanto, el uso de inhibidores de la HDAC puede ser una importante herramienta
terapéutica o diagnostico para patologias causadas por la expresién génica, tales
como trastornos inflamatorios, diabetes, complicaciones de la diabetes, talasemia
homocigotica, fibrosis, cirrosis, leucemia promielocitica aguda (APL), rechazo de

trasplantes de érganos, patologias autoinmunes, infecciones protozoarias, canceres,
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etc. Ademas, la alteracion de la actividad de las HDAC también se ha correlacionado
con la neuropatia periférica inducida por la quimioterapia (CIPN) y la enfermedad de
Charcot-Marie-Tooth (CMT), la neuropatia periférica hereditaria mas comun. Los
inhibidores selectivos para una familia de HDAC o para una isoforma especifica,
especialmente HDACG6, pueden ser particularmente Utiles para tratar patologias
relacionadas con trastornos proliferativos y acumulacion de proteinas, trastornos del
sistema inmunitario y enfermedades neuroldgicas y neurodegenerativas, tales como
accidente cerebrovascular, enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotrofica
(ALS), enfermedad de Alzheimer, NPIQ y CMT.

Especialmente para HDACG6, se han identificado diferentes sustratos, tales como a-
tubulina, Hsp90 (proteina de choque térmico 90), cortactina, B-catenina. La
modulacién de la acetilacion de estas proteinas por HDACG6 se ha correlacionado con
varios procesos importantes, tales como la respuesta inmunitaria (Kozikowski, J. Med.
Chem. (2012), 55, 639-651; Mol. Cell. Biol. (2011), 31(10), 2066-2078), la regulacion
de la dinamica de los microtubulos, incluida la migracion celular, interaccion célula-
célula (Aldana-Masangkay et al., J. Biomed. Biotechnol. (2011), 2011, 875824),
transporte axonal y regeneracién axonal (Rossaerty Van Den Bosch, Brain Research,
2020, 1733, 146692).

Ademas, HDACSG participa en el proceso de catabolismo de las proteinas degradadas
a través del complejo conocido como agresoma: HDACG6 es capaz de unir proteinas
poliubiquitinadas y dineina, de este modo se activa una clase de ’liberacién de
proteinas desnaturalizadas a lo largo de los microtibulos hasta el agresoma
(Kawaguchi et al., Cell (2003) 115 (6), 727-738).

La alteracion de esta actividad citoprotectora de HDAC6 se ha correlacionado con

diversas patologias neurodegenerativas tales como enfermedad de Parkinson
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(Outerio et al., Science (2007), 317 (5837), 516-519) y enfermedad de Huntington
(Dompierre et al., J. Neurosci. (2007), 27(13), 3571-3583), en las que la acumulacion
de proteinas degradadas es una caracteristica patolégica comun.

La participacion de HDACS6 en la dinamica de los microtibulos y en la eliminacion de
proteinas mal plegadas se ha correlacionado con déficits de transporte axonal,
comunmente observados en neuropatias periféricas tanto de origen genético como
inducidas por quimioterapia. (Krukowski et al., Pain, 2017, 158(6), 1126-1137)
Ademas, HDACG6 participa en la regulacion de muchas proteinas oncoldgicas,
especialmente en tumores hematologicos, tales como varios tipos de leucemia (Fiskus
et al., Blood (2008), 112(7), 2896-2905) y mieloma mudltiple (Hideshima et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA (2005), 102(24), 8567-8572). La regulacion de la acetilacion de
a-tubulina por HDACG6 puede estar implicada en la aparicion de metastasis, en la que
la motilidad celular desempefia un papel importante (Sakamoto et al., J. Biomed.
Biotechnol. (2011), 2011, 875824).

En la ultima década se han sintetizado y estudiado varios inhibidores selectivos de
HDACSG. Algunos de ellos se encuentran todavia en fase de desarrollo preclinico activo
y dos de ellos, a saber, Ricolinostat y Citarinostat, estan actualmente en fase de
investigacion clinica.

La mayoria de los inhibidores selectivos de la HDAC6 pertenecen a la clase de los
hidroxamatos. El grupo hidroxamato tiene la importante funcién de unir el ion Zn++ en
el sitio activo de la enzima. No obstante, se asocia cierto nivel de toxicidad y
genotoxicidad a este resto, probablemente debido a su capacidad de unién
inespecifica al metal y a su tendencia a liberar hidroxilamina (Kozikowski,

ChemMedChem. 2016 enero; 11(1): 15-21).
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Por lo tanto, existe la necesidad de inhibidores de HDAC que se dirijan selectivamente
a una HDAC en particular, tal como HDACSG.

Los documentos  WO02022/029041, WO02022/013728, W02021/127643,
W02020/212479, W0O2019/166824 y W02022/049496 divulgan compuestos que
inhiben selectivamente la actividad de HDACG6 y usos de los mismos en el tratamiento
de diversas enfermedades y trastornos.

Sintesis de lainvencion

El objetivo de la presente invencién es proporcionar nuevos inhibidores de la histona
desacetilasa 6 (HDACS6).

Los presentes inventores han encontrado sorprendentemente una nueva clase de
derivados de 1,3,4-oxadiazol que garantizan la potencia frente a HDACG6 junto con la
selectividad sobre las otras isoformas y la estabilidad metabdlica.

Estos compuestos son Uutiles en el tratamiento de enfermedades o trastornos
modulados por dicha HDACS.

Definiciones

A menos que se defina lo contrario, todos los términos de la técnica, anotaciones y
demas terminologia cientifica utilizada en la presente tienen el significado
comunmente entendido por los expertos en la materia a la que se refiere esta
descripcion. En algunos casos, los términos con significados comunmente entendidos
se definen en la presente para mayor claridad y/o para facilitar la referencia; por lo
tanto, la inclusién de tales definiciones no se debe interpretar que representan una
diferencia sustancial sobre lo que generalmente se entiende en la técnica.

El término "hal6égeno” se refiere en la presente a fluor (F), cloro (Cl), bromo (Br) o yodo

().
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El término “alquilo C1-Cs” en la presente se refiere a un hidrocarburo ramificado o lineal
que contiene de 1 a 6 &tomos de carbono. Algunos ejemplos de grupos alquilo C1-Cs
incluyen, pero sin limitacion metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, sec-butilo,
isobutilo, ter-butilo, n-pentilo, n-hexilo.

El término "arilo" se refiere en la presente a los sistemas de anillos aromaticos
monocarbociclicos y policarbociclicos (i), en los que los anillos carbociclicos
individuales de los sistemas de anillos policarbociclicos pueden estar fusionados o
unidos entre si por un enlace simple. Los grupos arilo adecuados incluyen, pero sin
limitacion, fenilo, naftilo y bifenilo.

El término "ariloxi" se refiere en la presente al grupo O-arilo, en donde "arilo" es como
se definio anteriormente.

El término "alcoxi" se refiere en la presente al grupo O-alquilo, en donde "alquilo” es
como se definié anteriormente.

El término "tioalcoxi" se refiere en la presente al grupo S-alquilo, en donde "alquilo" es
como se definio anteriormente. El grupo tioalcoxi preferido es tioetoxi (-SEt) o
tiometoxi (-SMe), y aiin con més preferencia es tiometoxi. En otra realizacion, el grupo
tioalcoxi se refiere a un grupo alquilo en el que una de las unidades hidrocarbonadas
no terminales de la cadena alquilo se reemplaza con un &tomo de azufre.

El término “halogenado” se refiere en la presente a la sustitucion con halégeno, es
decir, cualquiera de los grupos alquilo, alcoxi, tioalcoxi anteriores puede estar total o
parcialmente sustituido con un atomo de halégeno. Con preferencia, el atomo de
hal6geno es F o Cl, y con mas preferencia es F.

El término "cicloalquilo” se refiere en la presente a un anillo de hidrocarburo saturado

o insaturado, que con preferencia tiene de 3 a 10 atomos de carbono. Ejemplos de
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cicloalquilo incluyen ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo y
ciclooctilo.

El término "arilalquilo” se refiere en la presente a un radical arilo como se define en la
presente, unido a un radical alquilo como se define en la presente. Un ejemplo de
arilalquilo es el bencilo.

El término "deuterado” se refiere en la presente a la sustitucion por deuterio, en otras
palabras, los atomos de hidrogeno se pueden reemplazar parcial o totalmente con
deuterio.

El término "heterociclo” se refiere en la presente a un anillo monociclico de 4, 5, 6, 7
u 8 miembros, saturado o insaturado, formado por &tomos de carbono y uno o mas
heteroatomos seleccionados de N, O y S, en el que los heteroatomos de nitrégeno y
azufre pueden estar opcionalmente oxidados y el heterodtomo de nitrégeno puede
estar opcionalmente cuaternizado. El anillo heterociclico se puede unir a cualquier
heteroatomo o atomo de carbono, siempre que la unién produzca la creacion de una
estructura estable. El término también incluye cualquier sistema biciclico en el que
cualquiera de los anillos heterociclicos anteriores esté fusionado a un arilo o a otro
heterociclo. Cuando el anillo heterociclico es un anillo heterociclico aromético, se
puede definir como un "anillo heteroaromatico".

El término "anillo insaturado” se refiere en la presente a un anillo parcial o totalmente
insaturado. Por ejemplo, un anillo monociclico insaturado C6 se refiere al ciclohexeno,
ciclohexadieno y benceno.

El término "sustituido" se refiere en la presente a la mono o poli sustituciéon con un
sustituyente definido (o indefinido) siempre que esta sustitucién Unica o multiple esté

quimicamente permitida.



REF: 23LGO3E

El término "excipiente fisiologicamente aceptable” en la presente se refiere a una
sustancia que carece de efecto farmacoldgico propio y que no produce reacciones
adversas cuando se administra a un mamifero, preferiblemente un ser humano. Los
excipientes fisiolégicamente aceptables son bien conocidos en la técnica y se
describen, por ejemplo, en el Handbook of Pharmaceutical Excipients, sexta edicion
de 2009, que se incorpora en la presente por referencia.

El término "sales farmacéuticamente aceptables o sus derivados” se refiere a aquellas
sales o derivados que poseen la eficacia biolégica y las propiedades del compuesto
salificado o derivado y que no producen reacciones adversas cuando se administran
a un mamifero, preferiblemente un ser humano. Las sales farmacéuticamente
aceptables pueden ser sales inorganicas u organicas; algunos ejemplos de sales
farmacéuticamente aceptables incluyen, pero sin limitacion: carbonato, clorhidrato,
bromhidrato, sulfato, sulfato de hidrégeno, citrato, maleato, fumarato, trifluoroacetato,
2-naftalensulfonato y para-toluensulfonato. Se puede hallar mas informacion sobre
sales farmacéuticamente aceptables en Handbook of pharmaceutical salts, P. Stahl,
C. Wermuth, WILEY-VCH, 127-133, 2008, incorporado en la presente por referencia.
Los derivados farmacéuticamente aceptables incluyen los ésteres, los éteres y los N-
oxidos.

Los términos "que comprende", "que tiene", "que incluye" y "que contiene" se deben
entender como términos abiertos (que significan "que incluyen, pero sin limitacion") y
se deben considerar como un soporte también para términos tal como "consiste
esencialmente en", "que consiste esencialmente en", "consiste en" o0 "que consiste
en".

Los términos "consiste esencialmente en", "consiste esencialmente en" se deben

entender como términos semicerrados, lo que significa que no se incluye ningln otro
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ingrediente que afecte a las caracteristicas novedosas de la invencion (por tanto,
pueden incluirse excipientes opcionales).

Los términos "consiste en”, "que consiste en" se deben entender como términos
cerrados.

El término "isbmeros” se refiere a estereoisémeros (0 isdmeros espaciales), es decir,
diastereoisbmeros y enantiomeros.

El término "profarmacos” se refiere a derivados farmacolégicamente inactivos, que
pueden sufrir una transformacion metabdlica in vivo para suministrar un compuesto
activo incluido en la férmula general de esta invencion. Se conocen muchos
profarmacos diferentes en la técnica (Prodrug approach: an effective solution to
overcome side-effects, Patil S.J., Shirote P.J., International Journal of Medical and
Pharmaceutical Sciences, 2011,1-13; Carbamate Prodrug Concept for Hydroxamate
HDAC Inhibitors, Jung, Manfred et al., ChemMedChem, 2011, 1193-1198).
Descripcion de lainvencion

Los inventores han descubierto experimentalmente que esta nueva clase de
compuestos, caracterizados por la presencia del resto 2-(difluorometil)- o 2-
(trifluorometil)-1,3,4-oxadiazol y por dos anillos centrales pentaheterociclicos,
presenta una actividad inhibidora elevada y selectiva contra la enzima HDACG6 e
inesperadamente muestra una potente actividad inhibidora de HDACG6 en varias lineas
celulares.

Los compuestos de la presente invencion mostraron una citotoxicidad muy baja, lo
que los hizo adecuados para un uso cronico.

De acuerdo con un primer aspecto, la presente invencién se refiere a compuestos de

férmula (1) y sus sales, isomeros y profarmacos farmacéuticamente aceptables:

10
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en donde:
W =H o F, con preferencia H;
G es un anillo heteroaromatico de 8 miembros que consiste en &tomos de carbono y
1 a 4 heterodtomos seleccionados de N, O, S y Se, opcionalmente sustituido con
alquilo C1-Cs, alcoxi, o tioalcoxi, sus derivados halogenados, o halégeno, o hidroxi;
con la condicién de que de que se excluyan los siguientes anillos heteroaroméaticos de
8 miembros:

- un anillo que consiste en atomos de carbono y 2 heteroatomos en donde 1

heteroatomo es N; y

- un anillo que consiste en atomos de carbono y 3 atomos de nitrégeno;
Z = alquilo Ci-C2, alcoxi o tioalcoxi, que incluye sus derivados halogenados o
deuterados, -S-, -O-, -NH-;
R3 esta ausente cuando Z = -S-, -O-, -NH-;
Cuando Z es alquilo C1-Cz, alcoxi o tioalcoxi, que incluye sus derivados halogenados
o deuterados, entonces R3 = H, D, halégeno, alquilo C1-Cs 0 cicloalquilo C3-Cs, no
sustituido o sustituido con:

e hidroxi, carbonilo, alcoxi C1-Cs, ariloxi o tioalcoxi, o sus derivados halogenados;

e haldgeno;

e amina primaria, secundaria o terciaria, sustituida con alquilo C1-Cs, cicloalquilo

C3-Cs 0 sus derivados halogenados;

11
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¢ fenilo, piridilo, tiofenilo, furano o pirrol, no sustituido o sustituido con alquilo Ci-
Cs, alcoxi, tioalcoxi o sus derivados halogenados, o halégeno;

e las siguientes subestructuras o sus derivados halogenados:

& ALK Y N D
Ay A, A, A A, [
00 o o oy

A=C,N,O,S;

B=C,N;

D=CHR% NR% O,0S;

E =CHR> NR> O,0S;

M=C,N;

R®> est4 de modo independiente ausente, -H, halégeno, =O, alquilo C1-Cs, alcoxi o
tioalcoxi, cicloalquilo C3-Cs, 0 sus derivados halogenados, opcionalmente sustituido
con carbonilo o carboxi, 0

RS se selecciona entre las siguientes subestructuras:

PN PUNEEN N BN -
i N i I =t )
Rb/ Z A \)\' Rb/ 7 Rb/ 7 Rb/ Rb
R R ; Ra—"/:>—! Ra—h/0 Ra |/H ’4(
7 ﬁ/{ N ﬂ/{ L/{ Tt

en donde Ra y Rb se seleccionan de modo independiente de H, halégeno, alquilo

C1-Cs, alcoxi o tioalcoxi, o sus derivados halogenados;

12
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L estd ausente, alquilo Ci-Ce, alcoxi o tioalcoxi, -(CH2)m-CHR*-(CH2)o-, -(CH2)m-

CH(NHR#)-(CH2)o-, -(CH2)m-NR*-(CHz2)o- 0 sus derivados halogenados;

) E/H\ﬁ])
b (9—n

(B5—a M/%

(lla) (Iib)

en donde m y o son cada uno de modo independiente 0, 1 0 2; o
L se selecciona entre las siguientes subestructuras (lla)-(lIf) y sus derivados

halogenados:

Q 0
Y.
~ )j\ Y.
APy T
R4
(llc) (Ild)
i 0
»,{H\ )j\ A A s// %
(lle) R (11F)

en donde a, b, c y d son de modo independiente 0, 1, 2, 0 3y ay b no puede ser 0 al
mismo tiempo;

Q es CHz, NR*u O;

endondenes0,1,02;

Y esta ausente, alquenilo C1-C2, 0 se selecciona entre las siguientes subestructuras y

sus derivados halogenados:

13
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en donde a, b y Q son como se definieron anteriormente;
R4 = H, alquilo C1-C4 no sustituido o sustituido con:
e hal6geno
¢ fenilo, piridilo, tiofenilo, furano o pirrol, no sustituido o sustituido con alquilo Ci-
Cs, alcoxi, tioalcoxi o sus derivados halogenados, o halégeno;
R! = ausente, -H, alquilo C1-Cs opcionalmente sustituido con -OH o -N(C1-Cs alquil)z,
0 -L-R?;
cuando R'= -L-R?, la sustitucién en M esta ausente;

R? se selecciona del grupo que consiste en:

RG R6 R6

14
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0 R? se selecciona del grupo que consiste en:
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N 7
H H R
6 /R7 R
R/~~~ =
N
\ I\):_% Re %
N N~ S
H N H N

en donde R® y R’ se seleccionan de modo independiente del grupo que comprende: -
H, -D, -OH, alquilo Ci1-C4, alcoxi o tioalcoxi, cicloalquilo C3-Cs 0 sus derivados
halogenados, halégeno, -(CH2)aNR'R”, -NHR8, -C(=O)OR’, -C(=0)R®, -C(=NH)R®, -
NOz2, -CN, -Ph, -SO2-N R'R”, =O, =NR8, -SO2-alquilo C1-C4, o alquilo C1-C4 sustituido
con —OH; o

R®y R’ se seleccionan de modo independiente entre las siguientes subestructuras:

17



I~ O™

NH,

Or- Q%
7T T /"/Ti"*

N H N\ H N}i Q'
T T '<\])
K_Y\/ Q_\Yy vy )\ N

N N L[\;——-NH )~‘
j Mo =L e

o
H H

ﬁz
@

ZT

18



REF: 23LGO3E

Loy

R11

R® = -H, -D, -OH, alquilo C1-Ce, cicloalquilo C3-Cs 0 sus derivados halogenados, -
(CH2)aNR'R”, -C(=O)OR’, -C(=0)R®, -C(=NH)R?®, -(CH2)aPh, -(CH2)aPy, -SO2-alquilo

C1-Cs 0 R8 se selecciona entre las siguientes subestructuras:

Q
|

X
-

F

-
::z/;q
O
e

R%=-NR’R”, alquilo C1-C4, 0 sus derivados halogenados o R® se selecciona entre las

siguientes subestructuras:
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\

R0y R se seleccionan de modo independiente de -H, alquilo C1-Ca, cicloalquilo Cs-
Cs 0 sus derivados halogenados, -OR’, -C(=0O)OR’, -C(=O)R’, o halégeno;

Qles CHz, O, S, NR¢;

Q?y Q3 son de modo independiente CR'R”, CF2, O, S, NR®;

R’ y R” son de modo independiente —H, alquilo Ci-Cs, cicloalquilo C3-Cs 0 sus
derivados halogenados;

a, b, ¢, y R®son como se definieron anteriormente.

Otra clase de compuestos preferidos comprende compuestos de formula (I) y sus
sales, isbmeros y profarmacos farmacéuticamente aceptables, en donde G se
selecciona del grupo que consiste en tiofeno, pirrol, tetrazol, furano, 1,3,4-tiadiazol,
1,2,4-tiadiazol, 1,3,4-oxadiazol, 1,2,4-oxadiazol, opcionalmente sustituido con
halégeno, o hidroxilo.

Con preferencia G se selecciona de tiofeno o furano, opcionalmente sustituido con
halégeno o hidroxilo.

Con mas preferencia G se selecciona de tiofeno o furano, opcionalmente sustituido en
position meta a 1,3,4-oxadiazol con Br, Cl o F 0 en la posicion orto a 1,3,4-oxadiazol
conCloF.

Otra clase de compuestos preferidos comprende compuestos de féormula (I) y sus

sales, isomeros y profarmacos farmacéuticamente aceptables, en donde Z es alquilo
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C1-C2, alcoxi o tioalcoxi, que incluye sus derivados halogenados o deuterados, y R3 =
H, D, alquilo C1-Cs 0 cicloalquilo C3-Cs, no sustituido o sustituido con:
¢ hidroxi, carbonilo, alcoxi C1-Cs, ariloxi o tioalcoxi, o sus derivados halogenados;
e haldgeno;
e amina primaria, secundaria o terciaria, sustituida con alquilo C1-Cs, cicloalquilo
C3-Cs 0 sus derivados halogenados;
¢ fenilo, piridilo, tiofenilo, furano o pirrol, no sustituido o sustituido con alquilo Ci-

Cs, alcoxi, tioalcoxi o sus derivados halogenados, o halégeno;

las siguientes subestructuras o sus derivados halogenados:

0 H H HN—
N J< N N / / &(0
Z2 ~
\/ Au)l\o X \LI/ \'¢ 0//8%0 A 0\>
0

(o}

A, A .
D0 o o iy

Con preferencia, Z es alquilo C1 que incluye sus derivados halogenados o deuterados.
Otra clase de compuestos preferidos comprende compuestos de formula (I) y sus
sales, isomeros y profarmacos farmacéuticamente aceptables, en donde L esta
ausente, alquilo C1-Cs 0 alcoxi, -(CH2)m-CHR*-(CH2)o-, -(CH2)m-CH(NHR*)-(CH2)o-, -
(CH2)m-NR*-(CH?2)o- 0 sus derivados halogenados;

en donde my o son cada uno de modo independiente 0, 1 0 2, con su suma no superior
azo

L se selecciona entre las siguientes subestructuras (lla)-(lIf) y sus derivados

halogenados:
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L,
h (‘-)a—N

(%—a M/%

(lla) (Iib)

en donde ay b son de modo independiente 0, 1, 2, 0 3y ay b no puede ser 0 al
mismo tiempo; ¢ y d son de modo independiente 0, 1 0 2, con su suma no superior a
2

Q es CH2, NR*u O;

%Ij\f Ay

(lic) (lid)

7 0
‘{H\ )J\ /Y\‘r‘ S// Y.
n >N N NN
H |4 o// N \“I
(lle) R (1If)

endondenesOo1;

Y esta ausente, alquenilo C1-Cz, 0 se selecciona entre las siguientes subestructuras y

sus derivados halogenados:

/><\ !
(8—a

en donde a, b y Q son como se definieron anteriormente;

R* = H, alquilo C1-Ca4 no sustituido o sustituido con:
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e halogeno
e fenilo, piridilo, tiofenilo, furano o pirrol, no sustituido o sustituido con alquilo Ci-
Cs, alcoxi, tioalcoxi o sus derivados halogenados, o halogeno.
En una realizacion preferida adicional, L est4 ausente, alquilo C1-C4, -CH2NHCH2-, -

NH-, -CH2NH-, 0 -CH20-; o L se selecciona entre las siguientes subestructuras:

en donde R* = H, alquilo C1-Ca.

Otra clase de compuestos preferidos comprende compuestos de formula (I) y sus
sales, isbmeros y profarmacos farmacéuticamente aceptables, en donde R? se

selecciona entre las siguientes subestructuras:
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R7£ X . ﬁ/\ R7_|R/N\ 7F\/\N
' A A

o s T
RG
=z \_R* R .
X /\ ‘ N7 '[ I \/\> ) % R/\\/ ~ \( R®
R’ NXW \N S N s )
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y N e
S , <
:y/b /_§ N /_§ R—</N | 7
o) R
o) R s R?
A
L <A
N F N N4 %
/8 /8 R’ Z RS
R R
5 N S
R’ / ﬁ R7 / j
\<Q1 l /% \<Q1 ‘ N/_é
RG
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en donde R® y R’ se seleccionan de modo independiente del grupo que comprende: -
H, -D, -OH, alquilo Ci1-C4, alcoxi o tioalcoxi, cicloalquilo C3-Cs 0 sus derivados
halogenados, halégeno, -(CH2)aNR'R”, -NHR?, -C(=O)R?, -NOz2, -Ph, -S02-NR'R”, =0,
=NR?&, -SO2-alquilo C1-C4, 0 -CH20H, o

Ry R’ se seleccionan de modo independiente entre las siguientes subestructuras:

)L/E [FXN
(=n o
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U YTy L

N N L[;-—NH N)\
R“’%O\J\N)\ R"’Z/S\/\kN)'Ik Rﬁ\)\H
R10

N
JaY:
R S Y
R® = -H, -D, -OH, alquilo C1-Cs, cicloalquilo C3-Cs 0 sus derivados halogenados, -
(CH2)aNR'R” -C(=0)OR’, -C(=0)R?, -C(=NH)R?®, -SO2-alquilo C1-C4 0 R® se selecciona

entre las siguientes subestructuras:

R® = -NR'R”, alquilo C1-C4, 0 sus derivados halogenados o se selecciona entre las

siguientes subestructuras:
3
Q*—),

Q*—q),
(QF o N/%

H
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R1%y Rl se seleccionan de modo independiente de -H, alquilo C1-Cg4, cicloalquilo Cs-
Ces 0 sus derivados halogenados, -OR’, -C(=O)OR’, -C(=O)R’, o halégeno;

Q'es CH2z, O, S, NR§;

Q?y Q® son de modo independiente CR'R”, CFz, O, S, NR¢;

R’ y R” son de modo independiente —H, alquilo Ci1-C4, cicloalquilo C3-Cs 0 sus
derivados halogenados;

a, b, ¢, y R¥son como se definieron anteriormente.

En una realizacion preferida adicional, R?> se selecciona entre las siguientes

subestructuras:
R’ N
R Sy RZ\/I\\
H H R
R7 R' Ru
RO~~~ =
X
CTH el TH
N N7 J
H N H N

en donde R® R’, R’, R”, a, b, y Q' son como se definieron anteriormente.

En una realizacion preferida, el anillo ABDEM se selecciona del grupo que consiste
en 1,2,3-triazol, tetrazol, imidazol, pirazol, 1,3,4-tiadiazol y 1,3,4-oxadiazol.

Otra clase de compuestos preferidos comprende compuestos de féormula (I) y sus
sales, isémeros y profarmacos farmacéuticamente aceptables, en donde B = N, y A,
D, E y M se seleccionan de modo independiente de C o N.

Otra clase de compuestos preferidos comprende compuestos de formula (I) y sus
sales, isdmeros y profarmacos farmacéuticamente aceptables, en donde D y E se

seleccionan de modo independiente de C, N u O;
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L = ausente, alquilo C1-C4, -CH2NHCH2-, 0 L se selecciona de -NH-, -CH2NH-, -CH20-

; 0 L se selecciona entre las siguientes subestructuras:

L3-S A a B
\)Lu H/\)k/\f’ ‘&)k/\a
U SN %O\/

KcRoRe

R* = H, alquilo C1-Cg;

R! = ausente, -H, alquilo C1-Cs, -LR?; cuando R!= -LR?, la sustitucion en M esta
ausente;

R? se selecciona del grupo que consiste en:
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R7£ X . ﬁ/\ R7_|R/N\ 7F\/\N
' A A

o s T
RG
=z \_R* R .
X /\ ‘ N7 '[ I \/\> ) % R/\\/ ~ \( R®
R’ NXW \N S N s )
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y N e
S , <
:y/b /_§ N /_§ R—</N | 7
o) R
o) R s R?
A
L <A
N F N N4 %
/8 /8 R’ Z RS
R R
5 N S
R’ / ﬁ R7 / j
\<Q1 l /% \<Q1 ‘ N/_é
RG
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/ Q2

0 R? se selecciona del grupo que consiste en:

R6//\/ 7\? RY | N\\%

«\

N
N N 7
H H R
Rll
R6”ﬂ - ~
6 N \N )
H

en donde R® y R” se seleccionan de modo independiente del grupo que comprende: -
H, -D, -OH, alquilo Ci1-C4, alcoxi o tioalcoxi, cicloalquilo C3-Cs 0 sus derivados
halogenados, halégeno, -(CH2)aNR’'R”, -NHR8, -C(=0)R?, -NO2, -Ph, -SO2-N R'R”, =0,
=NR?8, -SO2-alquilo C1-C4, 0 -CH20H; o

Ry R’ se seleccionan de modo independiente entre las siguientes subestructuras:

A Py
(=~ 0 L A
Q%b QRJf/)b
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YUY YTy L A

N N L[\;—-NH >‘
Ay A D s SO
R10

Lo

R

R® = -H, -D, -OH, alquilo C1-Cs, cicloalquilo C3-Cs 0 sus derivados halogenados, -
(CH2)aNR'R” -C(=0)OR’, -C(=0)R?, -C(=NH)R?®, -SO2-alquilo C1-C4 0 R® se selecciona

entre las siguientes subestructuras:

Q3

3
( a N ¢ R10Q/"(/\,: 10/\//\\ o R10//\\ A
ﬁ;/)b/N (M \H/% R ks)(% /(o)(%

RM o)

33



REF: 23LGO3E

R' o S

| N
R
R1o/N - ™~ INI R'—:

F

n—0°0

~

(o)

R® = -NR'R”, alquilo C1-C4, 0 sus derivados halogenados o se selecciona entre las

siguientes subestructuras:
3
Q*—),

Q3+‘ ),
( \-)a—N (M /zz
> y

R0y R se seleccionan de modo independiente de -H, alquilo C1-Ca, cicloalquilo Cs-
Cs 0 sus derivados halogenados, -OR’, -C(=0)OR’, -C(=O)R’, o halégeno;
Qles CHz, O, S, NR¢;
Q?y Q3 son de modo independiente CR'R”, CF2, O, S, NR®;

R’ y R” son de modo independiente —H, alquilo Ci-C4, cicloalquilo C3-Cs 0 sus
derivados halogenados;
a, b, ¢, y R¥son como se definieron anteriormente.
Se prefieren los siguientes compuestos de férmula (1):
- 5-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]tiofen-2-iljmetil]triazol-4-il]piridin-2-
amina; comp. 1
- 2-(difluorometil)-5-[5-[(4-feniltriazol-1-il)metil]tiofen-2-il]-1,3,4-oxadiazol; comp. 2
- 4-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-iltiofen-2-iljmetil]triazol-4-il]anilina;
comp. 3
- 2-(difluorometil)-5-[5-[[4-(1H-pirrolo[2,3-b]piridin-5-il)triazol-1-iljmetil]tiofen-2-il]-
1,3,4-oxadiazol; comp. 4
- 6-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-ilJtiofen-2-iljmetil]triazol-4-il]-1,3-
benzotiazol-2-amina; comp. 5

- 2-(difluorometil)-5-[5-[(4-feniltriazol-1-il)metil]furano-2-il]-1,3,4-oxadiazol; comp. 6
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- 6-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il[furano-2-iljmetil]triazol-4-il]-1,3-
benzotiazol-2-amina; comp. 7

- 5-[2-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-iltiofen-2-iljmetil]tetrazol-5-il] piridin-2-
amina; comp. 8

- 6-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-iltiofen-2-iljmetil]tetrazol-5-il]-1,3-
benzotiazol-2-amina; comp. 9

- 6-[2-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-iltiofen-2-iljmetil]tetrazol-5-il]-1,3-
benzotiazol-2-amina; comp. 10

- 5-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]furano-2-iljmetil]triazol-4-il]piridin-2-
amina; comp. 11

- 2-(difluorometil)-5-[5-[[5-(1-piridin-2-ilciclopropil)tetrazol-2-iljmetil]tiofen-2-il]-1,3,4-
oxadiazol; comp. 12

- 2-(difluorometil)-5-[4-[(4-feniltriazol-1-il)metil]tiofen-2-il]-1,3,4-oxadiazol; comp. 13
- 5-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]tiofen-3-iljmetil]triazol-4-il]piridin-2-
amina; comp. 14

- 6-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]tiofen-3-iljmetil]triazol-4-il]-1,3-
benzotiazol-2-amina; comp. 15

- 2-[5-[[4-(2-clorofenil)triazol-1-iljmetil]tiofen-2-il]-5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol,
comp. 16

- 2-(difluorometil)-5-[5-[[4-(2-metoxifenil)triazol-1-iljmetil]tiofen-2-il]-1,3,4-oxadiazol;
comp. 17

- 2-[5-[[4-(4-clorofenil)triazol-1-iljmetil]tiofen-2-il]-5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol,
comp. 18

- 2-[5-[(4-tert-butiltriazol-1-il)metil]tiofen-2-il]-5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol; comp.

19
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- 5-(1-(1-(5-(5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il)tetrahidrotiofen-2-il)etil)-1H-1,2,3-
triazol-4-il)piridin-2-amina ; comp. 20

- N-[3-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-0xadiazol-2-il]tiofen-2-il|metil]triazol-4-
ilJfeniljmorfolin-4-carboxamida; comp. 21

- 6-(1-((5-(5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il)tiofen-2-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)-
4,5,6,7-tetrahidrobenzold]tiazol-2-amina; comp. 22

- 2-(difluorometil)-5-[5-[[4-(4-metilfenil)triazol-1-iljmetil]tiofen-2-il]-1,3,4-oxadiazol;
comp. 23

- 5-(1-(2-(5-(5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il)tetrahidrotiofen-2-il)etil)-1H-1,2,3-
triazol-4-il)piridin-2-amina; comp. 24

- 6-[1-[1-[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]tiofen-2-il]etil]triazol-4-il]-1,3-
benzotiazol-2-amina; comp. 25

- 5-[1-[[5-[5-(trifluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]tiofen-2-ilmetil]triazol-4-il] piridin-2-
amina; comp. 26

- 6-[1-[[5-[5-(trifluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]tiofen-2-illmetil]triazol-4-il]-1,3-
benzotiazol-2-amina; comp. 27

- 5-(1-((5-(5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il)tiofen-2-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)-
1-isopropil-1H-benzo[d]imidazol-2-amina; comp. 28
5-[1-[(1S)-1-[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]tiofen-2-il]etil]triazol-4-il]piridin-2-
amina; comp. 29
5-[1-[(1R)-1-[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]tiofen-2-il]etil]triazol-4-il]piridin-2-
amina; comp. 30
6-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-ilJtiofen-2-iljmetil]triazol-4-il]-1H-indazol-3-

amina; comp. 31
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6-[1-[(1S)-1-[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-ilJtiofen-2-il]etil]triazol-4-il]-1,3-
benzotiazol-2-amina; comp. 32
6-[1-[(1R)-1-[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]tiofen-2-il]etil]triazol-4-il]-1,3-
benzotiazol-2-amina; comp. 33
N-[4-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-o0xadiazol-2-il]tiofen-2-iljmetil]triazol-4-il]fenil]-4,5-
dihidro-1H-imidazol-2-amina; comp. 34
5-[1-[1-[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]tiofen-2-il]butil]triazol-4-il]piridin-2-
amina; comp. 36
5-[1-[1-[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]tiofen-2-il]propil]triazol-4-il] piridin-2-
amina; comp. 37
5-[1-[1-[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]tiofen-2-il]-2-feniletil]triazol-4-il] piridin-
2-amina; comp. 38
5-[1-[1-[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]tiofen-2-il]-2-metilpropil]triazol-4-
il]piridin-2-amina; comp. 39
5-[1-[1-[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-iltiofen-2-il]-2-pirrolidin-1-iletil]triazol-4-
il]piridin-2-amina; comp. 40
2-(difluorometil)-5-[5-[(4-fenilpirazol-1-il)metilJtiofen-2-il]-1,3,4-oxadiazol; comp. 41
5-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]tiofen-2-illmetil]triazol-4-il]-
[1,3]tiazolo[5,4-b]piridin-2-amina; comp. 42
2-(difluorometil)-5-[5-[(4-fenilimidazol-1-il)metil]tiofen-2-il]-1,3,4-oxadiazol; comp. 43
2-(difluorometil)-5-[5-[[4-(3-metil-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-5-il)triazol-1-i[jmetil]tiofen-2-
il]-1,3,4-oxadiazol; comp. 44
6-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-ilJtiofen-2-iljmetilJtriazol-4-il]-3-metil-1,3-

benzotiazol-2-imine; comp. 45
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2-(difluorometil)-5-[5-[[4-(2-metil-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-5-il)triazol-1-iljmetil]tiofen-2-
il]-1,3,4-oxadiazol; comp. 46
N-[5-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]tiofen-2-illmetil]triazol-4-il]-2-
hidroxifenillmorfolin-4-carboxamida; comp. 47
6-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]tiofen-2-iljmetil]triazol-4-il]-5-metoxi-1, 3-
benzotiazol-2-amina; comp. 48
5-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-ilJtiofen-2-iljmetil]triazol-4-il]-1,3-
benzotiazol-2-amina; comp. 49
6-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]-4-fluorotiofen-2-iljmetilJtriazol-4-il]-1,3-
benzotiazol-2-amina; comp. 50
5-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-illtiofen-2-iljmetil]triazol-4-il]-1,2-
benzotiazol-3-amina; comp. 51
5-[1-[(1R)-1-[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-iltiofen-2-il]propil]triazol-4-il] piridin-
2-amina; comp. 52
5-[1-[(1S)-1-[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-illtiofen-2-il]propil]triazol-4-il]piridin-
2-amina; comp. 53
5-{1-[(1R)-1-{5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-iltiofen-2-il}-2-(pirrolidin-1-il)etil]-
1H-1,2,3-triazol-4-il}piridin-2-amina; comp. 54
5-{1-[(1S)-1-{5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]tiofen-2-il}-2-(pirrolidin-1-il)etil]-
1H-1,2,3-triazol-4-il}piridin-2-amina; comp. 55
5-[1-[2-[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]tiofen-2-il]propil]triazol-4-il] piridin-2-
amina; comp. 56
2-[5-[[4-(3-ciclobutil-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-5-il)triazol-1-iljmetil]tiofen-2-il]-5-

(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol; comp. 57
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5-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]tiofen-2-iljmetil]triazol-4-il]-3,3-dimetil-
1H-pirrolo[2,3-b]piridin-2-ona; comp. 58
5-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-ilJtiofen-2-iljmetil]triazol-4-il]-1,3-
dihidropirrolo[2,3-b]piridin-2-ona; comp. 59
[5-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-ilJtiofen-2-iljmetil]triazol-4-il]-1H-
pirrolo[2,3-b]piridin-2-ilfmetanol; comp. 60
2-(difluorometil)-5-[5-[[4-(2,3-dihidro-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-5-il)triazol-1-
iljmetil]tiofen-2-il]-1,3,4-oxadiazol; comp. 61
2-(difluorometil)-5-[5-[[4-(2,3-dimetil-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-5-il)triazol- 1-iljmetil]tiofen-
2-il]-1,3,4-oxadiazol; comp. 62
5-[1-[(1S)-1-[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-ilJtiofen-2-il]-2-feniletil]triazol-4-
il]piridin-2-amina; comp. 63
5-[1-[(1R)-1-[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]tiofen-2-il]-2-feniletil]triazol-4-
il]piridin-2-amina; comp. 64
2-(difluorometil)-5-[5-[[4-(1H-pirrolo[2,3-b]piridin-6-il)triazol-1-ilmetil]tiofen-2-il]-1,3,4-
oxadiazol; comp. 65
2-(difluorometil)-5-[5-[[4-(6-metoxi-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-5-il)triazol-1-iljmetil]tiofen-
2-il]-1,3,4-oxadiazol; comp. 66
2-(difluorometil)-5-[5-[[4-(6-metil-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-5-il)triazol-1-iljmetil]tiofen-2-
il]-1,3,4-oxadiazol; comp. 67
2-(difluorometil)-5-[5-[[4-(2-metil-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-6-il)triazol-1-iljmetil]tiofen-2-
il]-1,3,4-oxadiazol; comp. 68
2-(difluorometil)-5-[5-[[4-(1H-pirrolo[3,2-b]piridin-5-il)triazol-1-iljmetil]tiofen-2-il]-1,3,4-

oxadiazol; comp. 69
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2-(difluorometil)-5-[5-[[4-(1H-pirrolo[2,3-c]piridin-5-il)triazol-1-iljmetil]tiofen-2-il]-1,3,4-
oxadiazol; comp. 70
2-(difluorometil)-5-[5-[(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)metil]tiofen-2-il]-1,3,4-oxadiazol;
comp. 71
1-[5-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-iltiofen-2-iljmetil]triazol-4-il]-1H-
pirrolo[2,3-b]piridin-3-illetanona; comp. 72
2-(difluorometil)-5-[5-[(5-fenil-1,3,4-oxadiazol-2-il)metil]tiofen-2-il]-1,3,4-oxadiazol;
comp. 73
2-(difluorometil)-5-[5-[(5-fenil-1,3,4-tiadiazol-2-il)metil]tiofen-2-il]-1,3,4-oxadiazol;
comp. 74
2-(difluorometil)-5-[5-[(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)metil]tiofen-2-il]-1,3,4-oxadiazol;
comp. 75
2-(difluorometil)-5-[5-[(3-fenil-1,2-oxazol-5-il)metilJtiofen-2-il]-1,3,4-oxadiazol; comp.
76

2-(difluorometil)-5-[5-[(4-fenil-1,3-tiazol-2-il)metil]tiofen-2-il]-1,3,4-oxadiazol; comp. 77
2-(difluorometil)-5-[5-[(2-fenil-1,3-tiazol-5-il)metil]tiofen-2-il]-1,3,4-oxadiazol; comp. 78
N-[4-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]tiofen-2-iljmetil]triazol-4-il]fenil]-
1,4,5,6-tetrahidropirimidin-2-amina; comp. 79
N-[4-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]tiofen-2-iljmetil]triazol-4-il]fenil]-4,5-
dihidro-1,3-tiazol-2-amina; comp. 80
N-[5-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]tiofen-2-iljmetil]triazol-4-il]-1H-
pirrolo[2,3-b]piridin-3-illacetamida; comp. 82
6-[1-[[3-bromo-5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-ilJtiofen-2-iljmetil]triazol-4-il]-1,3-

benzotiazol-2-amina; comp. 83
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2-(difluorometil)-5-[5-[(2-fenil-1,3-oxazol-5-il)metil]tiofen-2-il]-1,3,4-oxadiazol; comp.
84

2-(difluorometil)-5-[5-[(2-fenil-1,3-tiazol-4-il)metil]tiofen-2-il]-1,3,4-oxadiazol; comp. 85
6-(1-((5-(5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il)-3-fluorotiofen-2-il)metil)-1H-1,2,3-
triazol-4-il)benzol[d]tiazol-2-amina; comp. 87
N-(3-(4-(6-aminopiridin-3-il)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-3-(5-(5-(difluorometil)-1,3,4-
oxadiazol-2-il)tiofen-2-il)propil)metansulfonamida; comp. 88
2-(difluorometil)-5-(5-((5-feniloxazol-2-il)tio)tiofen-2-il)-1,3,4-oxadiazol; comp. 91
2-(difluorometil)-5-(5-((3-fenil-1,2,4-tiadiazol-5-il)tio)tiofen-2-il)-1,3,4-oxadiazol; comp.
92

5-(1-((4-(5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il)tiofen-2-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-
i)piridin-2-amina; comp. 93
5-(1-((4-(5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il)furano-2-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-
i)piridin-2-amina; comp. 94
2-(difluorometil)-5-(5-((4-metil-5-(tiofen-2-il)-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)tiofen-2-il)-1,3,4-
oxadiazol; comp. 98
2-(difluorometil)-5-(5-(((5-fenil-1,3,4-oxadiazol-2-il)oxi)metil)tiofen-2-il)-1,3,4-
oxadiazol; comp. 101
2-(difluorometil)-5-(5-(((4-metil-5-(tiofen-2-il)-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)metil)tiofen-3-il)-

1,3,4-oxadiazol; comp. 104
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Los siguientes compuestos de formula (1) son particularmente preferidos: 1, 2, 3, 4, 5,
7,8,9, 10,11, 12, 15, 16, 17, 18, 20, 21, 22, 23, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
36, 37,40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 57, 58, 59, 60, 61,
62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 72, 73, 74, 76, 78, 79, 80, 82, 83, 84, 85, 87, 88, 91,

93, 94, 98 y 104.

Los compuestos de la presente invencién pueden contener uno 0 mas centros quirales
(atomos de carbono asimétricos), por lo que pueden existir en formas enantioméricas
y/o diastereoisoméricas.

Todos los isdbmeros Opticos posibles, solos o mezclados entre si, se hallan dentro del
alcance de la presente invencion.

Los compuestos de acuerdo con la invencion se pueden usar solos 0 en combinacién

con otros farmacos tales como inhibidores de proteasoma, inhibidores
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inmunoquimicos, esteroides, inhibidores de bromodominio y otros farmacos
epigenéticos, agentes quimioterapéuticos tradicionales, tales como, por ejemplo, pero
sin limitacion, vincristina, cisplatino, taxol, inhibidores del proteasoma, tales como, por
ejemplo, pero sin limitacion, bortezomib, inhibidores de quinasa tal como, por ejemplo,
pero sin limitacion, inhibidores de los puntos de control de la familia JAK, CTLA4, PD1
o PDL1, tal como nivolumab, pemprolizumab, pidilizumab o BMS-936559 (anti-PD1),
atezolizumab o avelumab (anti-PDL1), ipilimumab o tremelimumab (anti-CTLA4).

Un segundo objeto de la presente invencion son los anteriores compuestos de formula
(I) para su uso como medicamentos.

Un tercer objeto de la presente invencion son los compuestos anteriores para su uso
en la prevencioén y/o tratamiento de una enfermedad o trastorno modulado por HDACG.
Los compuestos de la invencidén solos o en combinacién son con preferencia utiles
para el tratamiento de neuropatias periféricas, tanto de origen genético, tal como, por
ejemplo, pero sin limitacion, enfermedad de Charcot-Marie-Tooth, inducidas por
medicacion (quimioterapia o antibidticos, tal como las clases metronidazol y
fluoroquinolona) como debidas a enfermedades sistémicas, tal como diabetes o lepra
0, en general, para el tratamiento de neuropatias periféricas correlacionadas con un
déficit grave de transporte axonal. Los compuestos de la invencién también pueden
ser Utiles para el tratamiento del deterioro cognitivo relacionado con la quimioterapia
(CRCI).

Los compuestos de la invencion solos o en combinacion son con preferencia Gtiles
para el tratamiento del rechazo de injertos, GVHD, miositis, enfermedades asociadas
con funciones linfocitarias anormales, mieloma mudltiple, linfoma no Hodgkin,

neuropatia periférica, enfermedades autoinmunes, enfermedades inflamatorias,
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cancer y enfermedades neurodegenerativas, enfermedades oculares (por ejemplo,
uveitis).

Un cuarto objeto de la presente invencion son las composiciones farmacéuticas que
comprenden una cantidad terapéuticamente efectiva de compuestos de formula (1) o
sales farmacéuticamente aceptables, isomeros y profarmacos farmacologicamente
aceptables de los mismos, junto con al menos un excipiente farmacéuticamente
aceptable.

Dichas composiciones pueden ser liquidas, adecuadas para administracion enteral o
parenteral, o sdélidas, por ejemplo, en forma de cépsulas, comprimidos, pildoras,
polvos o granulos para administracion oral, o en formas adecuadas para
administracion cutanea tales como cremas o0 ungientos, o para administracion por
inhalacion.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se pueden preparar
mediante métodos conocidos.

Via de sintesis general

Los compuestos descritos en la presente invencion se pueden preparar utilizando
meétodos conocidos por los expertos en la materia.

Todos los materiales de partida, reactivos, acidos, bases, solventes y catalizadores
utilizados en la sintesis de los compuestos descritos estan disponibles
comercialmente.

La progresion de la reaccion se monitore6 mediante analisis TLC, HPLC, UPLC o
HPLC-MS.

Los compuestos finales se analizaron mediante HPLC y LC-MS. El andlisis
cromatografico se realizé con un HPLC 1100 Agilent equipado con un detector de

matriz de diodos. Se utilizé una columna cromatografica XTerra RP18 3,5 um 2,1x150
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mm (Waters). La fase mavil consistio en: (A) acido trifluoroacético 0,1% en agua y (B)
acido trifluoroacético 0,1% en acetonitrilo. ElI programa de gradiente se fij6 de 0 a
100% (B) en 39 minutos, y el caudal de flujo fue de 0,2 ml/min. El analisis LCMS se
realizé utilizando un HPLC Shimadzu Nexera X2 conectado a un espectrometro de
masas de triple cuadrupolo 3200 QTrap (Ab Sciex). El instrumento estaba equipado
con una fuente de iones Turbo Spray, que opera en modo positivo. Se establecié un
analisis de barrido completo en el rango m/z 50-800 amu. Para el analisis
cromatografico se utilizé6 una columna cromatografica XTerra RP18 3,5 uym 2,1x150
mm (Waters). La fase movil consistio en: (A) acido formico 0,1% en agua y (B) acido
formico 0,1% en acetonitrilo. El programa de gradiente se fijo de 0 a 100% (B) en 39
minutos, y el caudal de flujo fue de 0,3 ml/min.

Las moléculas 2-(difluorometil)- y 2-(trifluorometil)-1,3,4-oxadiazol se sintetizaron en
la mayoria de los casos, se tratan la hidrazida correspondiente con un exceso de
anhidrido difluoroacético o trifluoroacético respectivamente (ver esquema 1). El
anhidrido tiene una doble funcién de agente acilante y deshidratante (Lee, Jaekwang;
Han, Younghue; Kim, Yuntae; Min, Jaeki; Bae, Miseon; Kim, Dohoon; Jin, Seokmin;
Kyung, Jangbeen; 2017; "1,3,4-Oxadiazole sulfonamide derivatives as histone
deacetylase 6 inhibitors and their pharmaceutical composition and preparation®;
W02017018805). El reactivo de Burgess puede ayudar a la ciclizaciéon de la
acilhidrazida intermedia. En algunos casos, el resto de 2-(difluorometil)-1,3,4-
oxadiazol se preparé a partir del tetrazol correspondiente, que se convirtio en 2-
(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol en presencia de anhidrido difluoroacético.
(Vereshchagin et al Rus. J. Org. Chem. 2007, 43(11), 1710 — 1714).

Esguema 1 — Sintesis del resto de 2-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol
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La sintesis de compuestos basados en 1,2,3-triazoles y tetrazoles se basé en los
intermediarios comunes 2-(4-(bromometil)aril)-5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazoles o 2-
(4-(bromometil)aril)-5-(trifluorometil)-1,3,4-oxadiazoles (Esquema 2). Los metil o etil
ésteres se trataron con hidrazina para obtener las hidrazidas correspondientes, que
se convirtieron en moléculas de difluorometil y trifluorometil-1,3,4-oxadiazol como se
describi6 anteriormente. A continuacion, se obtuvieron intermediarios de bromometilo
por bromacion en posicion bencilica con N-bromosuccinimida y azobisisobutironitrilo

(AIBN) o peroéxido de dibenzoilo (BPO) como catalizador.

Esquema 2 — Sintesis de intermediarios comunes de 2-(4-(bromometil)aril)-5-

(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol@

a Reactivos y condiciones: (a) N2H4*H20, MeOH, reflujo; (b) DFAA o TFAA, DMF, r.t.;
(c) NBS, AIBN o BPO, CCl4, 80°C

La conversién de bromuro en azida y la reaccion de clic CUAAC de un solo tubo con
un alquino apropiado dieron productos que contienen 1,2,3-triazol (Esquema 3A) (en
placa: T. Suzuki et al. J. Med. Chem. 2012, 55(22), 9562-9575; en lote: T.U. Connell
et al. J. Label Compd. Radiopharm. 2014, 57, 262-269.). En algunos casos se aislo el
intermediario  2-(4-(azidometil)aril)-5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol a partir del
correspondiente (halometil)aril nitrilo mediante la introduccion concomitante del resto
azido y la formacién de tetrazol (Esquema 3B). A continuacion, el tetrazol se

transformé en el resto 5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol como se describid
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anteriormente. Cuando el (halometil)aril éster estaba disponible comercialmente,
como en el caso del 5-(clorometil)furano-2-carboxilato de etilo (Esquema 3C), la
instalaciéon del resto de DFMO o TFMO como se describié anteriormente seguia a la
conversion del haluro en azida, en presencia de azida sodica.

Esquema 3 — Sintesis de compuestos que incorporan 1,2 3-triazol?
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a Reactivos y condiciones: (a) NaNs, DMF, 1h, r.t.; (b) CuSOa4-5H20, ascorbato de
sodio, DMF:H20 (1:1), 16h, 40 °C; (c) NaNs, DMF, 16h, r.t.— 70 °C; (d) DFAA, DCM,
rt. — 40 °C; (e) N2Ha*H20, MeOH, reflujo; (f) DFAA o TFAA, DMF, r.t.; (g) Pd(dppf)Clz,
Cul, EtsN, DMF; (h) TBAF, DMF o K2COs, MeOH; (i) K2CO3s, MeOH, luego reactivo de

Ohira-Bestmann.

Los alquinos arilicos no comerciales se prepararon mediante acoplamiento
Sonogashira, reaccion de un haluro de arilo adecuado con etil(trimetil)silano en
presencia de trietilamina, utilizando [1,1'-Bis(difenilfosfino)ferroceno]dicloropaladio(ll)
(Pd(dppf)CI2) y yoduro de cobre(l) como catalizadores (A. G. Sams et al Bioorg. Med.
Chem. Lett. 2011, 21(11), 3407-3410), y posterior escision de la proteccién TMS con
fluoruro de tetrabutilamonio (TBAF) o carbonato de potasio en metanol. La sintesis de
alquinos alifaticos se llevé a cabo a partir de los aldehidos correspondientes en
condiciones de Ohira-Bestmann, con carbonato de potasio en metanol (Honig, M.,
Carreira, E. M. Angew. Chem. Int. Ed. 2020, 59(3), 1192 - 1196).
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En algunos casos el resto de 2-(difluorometil)- o 2-(trifluorometil)-1,3,4-oxadiazol se
sintetizo en la Ultima etapa.

Esguema 4 — Sintesis de intermediarios azida que tienen ZZCH» 2
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a Reactivos y condiciones: (a) RMgX, THF; (b) MsClI, TEA, DCM; (c) NaNs, DMF, 1h,
r.t.; (d) N2Ha*H20, MeOH, reflujo; (e) DFAA o TFAA, DMF, r.t.;

Cuando Z # CH2, se sigui6 la misma via sintética para formar el andamio central de
1,2,3-triazol. En los ejemplos descriptos, la sintesis de la azida adecuada pasé por la
activacion de un grupo hidroxi con cloruro de mesilo y la posterior sustitucion
nucleofilica en presencia de azida sédica. El precursor del alcohol, cuando no estaba
disponible comercialmente, se prepar6 a partir de un aldehido, que se sometié a la
reaccion de Grignard. Por ultimo, el metil éster se convirti6 en DFMO o TFMO como
ya se ha descrito (esquema 4). De acuerdo con la naturaleza del sustituyente Rs,
pueden ser necesarias diversas estrategias (Marchini M. et al WO 2022/029041 Al).

Los compuestos portadores de tetrazol como andamio central se sintetizaron por
sustitucion nucleofilica, haciendo reaccionar el intermediario comun bromometilo con
5-(difluorometil)- o 5-(trifluorometil)-1,3,4-oxadiazol (descrito anteriormente, esquema
2) con tetrazoles sustituidos apropiados en DMF a temperatura ambiente durante la

noche, utilizando carbonato de potasio como base (ver el esquema 5). Se obtiene una
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mezcla de regioisomeros en proporciones variables, generalmente el regioisomero
2,5-sustituido el mas abundante. Los regioisdmeros se separaron facilmente mediante
cromatografia flash.

La misma estrategia se siguié en el caso de los imidazoles y pirazoles como andamio
central (Esquema 6).

Esquema 5 — Sintesis de compuestos gue contienen tetrazol2

N\
N\ N 7\

o HNTN @ RN\ @M
+ N~ +
© = &
R
b T N//

R
@ Reactivos y condiciones: (a) K2COs, DMF; (b) NaNs, NH4Cl, DMF, 100 °C.

Br

Se dispone comercialmente de varios tetrazoles sustituidos. Los bloques de
construccion no comerciales se sintetizaron a partir del carbonitrilo correspondiente

por reaccion con un exceso de azida sodica en presencia de cloruro de amonio.

Esquema 6 — Sintesis de compuestos que contienen pirazol y imidazol?2

On N Y
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a Reactivos y condiciones: (a) K2COs, DMF.
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La etapa clave para la sintesis de compuestos que contienen oxazoles y tiazoles como
andamio central es la preparacion de reactivos de Grignard mediante intercambio
metal-halogeno, a partir del correspondiente bromuro de arilo en presencia de
iIPrMgCl. Los reactivos de Grignard arilicos asi obtenidos se hicieron reaccionar

directamente con el formil metiléster correspondiente para proporcionar un alcohol
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secundario, que se redujo con TES. El metiléster se convirtié6 en DFMO o TFMO como
ya se ha descrito. Para facilitar la ciclizacion final, se utilizo el reactivo de Burgess

(esquema 7).

Esquema 7 — Sintesis de compuestos gue contienen oxazol o tiazol2
(o) OH
o} @ Oo—
LG B — e
H R o

c,d,e

— @0 — @,

& Reactivos y condiciones: (a) iPrMgCl, THF; (b) Et3SiH, TFA, DCE; (c) N2H4*H20,
MeOH, reflujo; (d) DFAA o TFAA, DMF, r.t.; (e) reactivo de Burgess, THF, 65 °C.

Se prepararon compuestos con andamios centrales de 1,3,4-oxadiazol o 1,3,4-
tiadiazol mediante la sintesis de un intermediario clave acilhidrazida, utilizando
reactivos comunes de acoplamiento amida. Al tratar la acilhidrazida con el reactivo de
Burgess, se formo el 1,3,4-oxadiazol, mientras que el 1,3,4-tiadiazol se formd en
presencia del reactivo de Lawesson. En ambos casos, se formé DFMO (o TFMO) en
la Gltima etapa (Esquema 8).

En el caso de la sintesis de compuestos que contienen 1,2,4-oxadiazoles (ambos
regioisémeros), se hace reaccionar una amidoxima con un &cido carboxilico activado
adecuado para formar un intermediario acilamidoxima, que rapidamente da lugar al
producto ciclizado. También en este caso, se formé DFMO (o TFMO) en la ultima
etapa (Esquema 9). Se utilizé el reactivo de Burgess para ciclizar la acilhidrazida

intermedia.

Esquema 8 — Sintesis de compuestos que contienen 1,3,4-oxadiazol o0 1,3,4-tiadiazol?
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& Reactivos y condiciones: (a) HATU, DIPEA, DMF; (b) reactivo de Burgess, THF, 65
°C; (c) reactivo de Lawesson, THF, 50 °C; (d) N2H4*H20, MeOH, reflujo; (e) DFAA o
TFAA, DMF, r.t.; (f) reactivo de Burgess, THF, 65 °C.

Esquema 9— Sintesis de compuestos que contienen 1,2 ,4-oxadiazol2

A)
o) a H,N O b R N o]
Z — | — T 7
N N o—
o— ~OH (0] N\OH o—
o \ P def R Ny
— —_—
R—( 0/ 0-N @ '
_<O’N OJ\CWFZ
B)
0
N/OH g.h R { B 6]
. :
Ho @ o~ R 'NH N-O @
o) 2 o—
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& Reactivos y condiciones: (a) NH20H, MeOH, 1h, 50 °C; (b) RCO2H, HATU, DIPEA,
DMF; (c) DMF, MW, 150 °C, 5 min; (d) N2H4*H20, MeOH, reflujo; (e) DFAA o TFAA,
DMF, r.t.; (f) reactivo de Burgess, THF, 65 °C; (g) HATU, DIPEA, DMF; (h) 80°C, 4 h.

Los compuestos que contienen 1,2-oxazol se obtuvieron mediante la reaccion de
Sonogashira, mediante la reaccién de 2-(difluorometil) o (trifluorometil) -5-(4-
bromoaril)-1,3,4-oxadiazol con etil(trimetil)silano y trietilamina, en presencia de Cul y
[1,1'-Bis(trifenilfosfino)dicloropaladio(ll) (Pd(PPh3)2CI2) como catalizadores. La
proteccion con trimetilsililo se eliminG mediante tratamiento con fluoruro de
tetrabutilamonio (esquema 10). El intermediario obtenido se sometié a acoplamiento
Glazer con un algquino apropiado en presencia de acetato de cobre(ll) (B. Nammalwar
et al WO2017083434 2017; Ding, Shi et al Bioorg. Med. Chem. Lett. 2018, 28(2), 94-
102), que proporciona un intermediario abierto, que se cicliz6 mediante tratamiento
con clorhidrato de hidroxilamina y trietilamina a 100 °C (L. Wang et al Org. Lett. 2012,

14(9), 2418-2421).

Esquema 10 — Sintesis de compuestos gue contienen 1,2-oxazol2
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ms—= |

Br
o —0
CWF2 N\N)\CWF2
R
rR—=\ R
f
e \\

>—CWF2
=N

a Reactivos y condiciones: (a) N2H4*H20, MeOH, reflujo; (b) DFAA o TFAA, DMF, r.t.;
(c) Cul, PdCI2(PPh3)2, K2COs, DMF; (d) TBAF, THF; (e) Cu(OAc)2, Py, MeOH; (f)
NH20H, TEA, DMSO, 100 °C, 1 h.

Los intermediarios DFMO (o TFMO) bromometil comunes podrian utilizarse en la
sintesis de compuestos que tengan Z = tioalcoxi, mediante reaccién de sustitucion
nucleofilica con un heteroarilo mercapto convenientemente sustituido en presencia de

carbonato de potasio como base (Esquema 11).

Esquema 11 — Sintesis de compuestos gue tienen Z = tioalcoxi2

N
N" S —CWF
A SN O
. __SH s |
Br R R”
/kCWFz

a Reactivos y condiciones: (a) K2CO3, MeOH

Los siguientes ejemplos estan destinados a ilustrar mejor la invencién pero no son

limitantes.

Ejemplo 1. Sintesis de 6-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]furano-2-
ilmetil]triazol-4-il]-1,3-benzotiazol-2-amina (Comp. 7)
Etapa A
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o} o}
G

o \ | DMSO N\ |

5-(clorometil)furano-2-carboxilato de etilo (1 g, 5,3 mmol, 1 equiv.) se disolvié en 10

ml de DMSO y se afiadio azida soédica (1,1 equiv.). La mezcla de reaccion se agito a

r.t. durante la noche. La mezcla de reaccién se diluyo con Et20 y se lavo con salmuera

(x3). La capa organica se secO en Na2S0Oa, se filtré y concentrd. El producto bruto se

empled en la siguiente etapa sin purificacion.

Etapa B
N
1) NHy-NH,+H,0 N~
lo) 2-NF2°H3
MeOH, 50°C, 16h l \>‘CF2H
o l o ——> 0 ] o
\ 2) DFAA \
N3 DMF, r.t, 16h N3

A una solucién de 5-(azidometil)furano-2-carboxilato de etilo (840 mg, 4,3 mmol) en
metanol (14 ml, 0,3 M) se afiadieron monohidrato de hidrazina (0,84 ml, 17,2 mmol) y
la mezcla de reaccion se calent6 a 50 °C durante la noche. Se observo la conversion
completa por UPLC. La mezcla de reaccién luego se concentrd y seco.

El producto bruto se disolvio en DMF y se afiadi6 DFAA (3 equiv.), y la mezcla de
reaccion se agito a r.t. durante la noche. 90% de conversién se detecto por UPLC. La
mezcla se diluyé con Et20 y se afadié gota a gota una solucién acuosa saturada de
NaHCOs para inactivar el exceso de DFAA. La mezcla se extrajo con Et20 fresco (3x),
y la fase organica se lavd con soluciéon acuosa saturada de NaHCOs (3x), agua y
salmuera. Luego se sec6 en Na2S0Oa, se filtrd y concentro, lo que produce 600 mg del
producto deseado como un aceite anaranjado (2,49 mmol, 58% de rendimiento). El
producto fue suficientemente puro para ser utilizado en la posterior etapa sin

purificacion adicional.

Etapa C
—TMS
_r" N, Pdfdp pf]Clz DCM —
m-—{{\uﬁ—Er Cul, TEA r:': d-{t}. r’r}%TMS
HoM ’Jx"S/ 1,4-dioxano  H,N” S

6-bromo-1,3-benzotiazol-2-amina (8g, 34,9 mmol, 1 equiv.) se disolvio en 75 ml de

dioxano. Se afnadio trietilamina (2 equiv.) y la mezcla se desgasificO con Ar. Se
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afiadieron yoduro de cobre (0,1 equiv.) y complejo DCM [1,1'-
Bis(difenilfosfino)ferroceno] dicloropaladio (1) (0,1 equiv.) y la mezcla se desgasificd
nuevamente. Se afiadio Etinil(trimetil)silano (3 equiv.) y la mezcla se agit6 a 95 °C
durante la noche. La mezcla de reaccion se dejé alcanzar r.t., luego se diluyé con
EtOAC, y se filtré en celite. La solucion se filtrado se lavo con solucién acuosa de NHs
5%, luego con solucion acuosa saturada de NaHCOs3 y salmuera. La fase organica
luego se secOd en NaxSOas, se filtrd6 y concentré a sequedad. El producto bruto se
purifico por cromatografia flash (gel de silice, Hex/EtOAc 20-50%), para obtener 7,38
g del intermediario deseado (29,9 mmol, 86% de rendimiento).

Etapa D

N =——TMS K;CO3 N/Q—:
| |
HzN/kS M

MeOH, r.t., 16h  H,N S

6-((trimetilsililetinil)benzo[d]tiazol-2-amina (7,38 g, 29,9 mmol, 1 equiv.) se suspendio
en 75 ml de MeOH y se afiadi6 carbonato de potasio (1,5 equiv.). La mezcla resultante
se agitd a r.t. durante la noche para obtener la conversion completa. El producto bruto
se purificé por cromatografia flash (gel de silice, carga seca, 0-4 % MeOH/DCM) para
obtener 4,2 g del intermediario deseado (24,1 mmol, 80% de rendimiento).

Etapa E

HN" 8
~N NaAscorbato AT, N
N \ g =
E\ Q:’—(.‘-FzH CuS0y5Hz0 t’l ) _,j?“{_\ N
e = Ny SN M 0L cRm
U DMSO, r.t,, 16h o” T Tt

5 v N—N

6-etinil-1,3-benzotiazol-2-amina (29 mg, 0,166 mmol, 1 equiv.) y 2-[5-
(azidometil)furano-2-il]-5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol (40 mg, 0,166 mmol, 1 equiv.)
se disolvieron en 1 ml de DMSO. L-ascorbato de sodio (1 M, 0,4 equiv.) y sulfato de
cobre pentahidrato (0,5 M, 0,3 equiv.) se afiadieron a r.t. como soluciones acuosas.
RM se agito a r.t. durante la noche. La conversion completa se detectoé por UPLC. La
mezcla de reaccion se dejo caer en solucion acuosa de amoniaco diluida (2 ml,
solucion acuosa 5%) en agua (4 ml). El precipitado que se formé se recolecto por
filtracion, se lavé con agua, y se secé. El producto bruto se purific6 por HPLC
preparativa (agua/ACN + 0,1% FA). 22,9 mg del compuesto del titulo, base libre, se

aislaron como un sélido blanco (0,055 mmol, 99,7% de pureza, 33% de rendimiento).
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!H RMN (400 MHz, DMSO-d6) & 8,56 (s, 1H), 8,15 (d, J = 1,8 Hz, 1H), 7,71 (dd, J =
8,3, 1,8 Hz, 1H), 7,57 (br s, 2H), 7,54 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 7,53 (t, J = 51,3 Hz, 1H),
7,37 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 6,95 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 5,89 (s, 2H); LRMS (ESI+) calculado
para C17H12F2N702S [M+H]" 416,38 experimental 416,13.

Los siguientes compuestos se sintetizaron de acuerdo con el mismo procedimiento:

Comp |Estructura I'I'I.I1+H 1" Expes rr.eq;ali "H MR

THHNMR (400 MHz, DM S0-d5) 8 8.68 (=, 1H),

u—-_-.'"\'
= TH0-7.583(m,2H),7.54 d,J=38Hz 1H), 7.53
g fr; o ¢ 34418 (t,J =513Hz 1H),7.45(dd, J=28.4 85 Hz 2H),
i ﬁ T38-7.31(m,1H), 855 d,) =38 Hz 1H), 5.50
- (3, ZH).

THHMR (400 MHz, DM S0-d5) 8 8.45 (5, 1H},

]
W
R 238(d, J=23Hz 1H),7.81 (dd, J = 88,24 Hz,
11 » ) / ; 350,18 1H), 7.68 —7.38 (m, 1H), 7.53(d, J = 1.4 Hz, 1H},
'j—“\ 554(d, J=36Hz 1H),6.50 (dd, J = 8.5 0.9 Hz,
¢ 1H}, 8.12 (=, 2H), 5.85 (2, 2H).

Ejemplo 2. Sintesis de 5-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]tiofen-3-
illmetil]triazol-4-il]piridin-2-amina (Comp. 14)

Etapa A
_ 1) NH;-NHy*H,0 R
o MeOH, 75°C, 16h F
- 0
S o) \

2) DFAA AN
\_s DMF, r.t., 16h \@/(N

4-metiltiofeno-2-carboxilato de metilo (1 g, 6,4 mmol, 1 equiv.) se disolvié en 15 ml de
metanol y se afiadi6 hidrato de hidrazina (4 equiv.). La mezcla resultante se agité a 75
°C durante la noche. ElI material de partida se convirti6 completamente en el
intermediario hidrazida. La mezcla de reaccion se concentré a presion reducida y
solido blanco residual se seco durante la noche.

La hidrazida bruta se disolvi6 en DMF bajo argén, y la solucién resultante se enfrio a
0 °C. Anhidrido difluoroacético se afiadié gota a gota; luego, la mezcla se dejo alcanzar
r.t. y se agité a r.t. durante la noche. Se afiadié agua a la mezcla de reaccién, que se
extrajo con EtOAc. La capa organica combinada se lavo con solucién acuosa saturada
de NaHCOs y salmuera, se seco (MgS0O4), se filtro y concentrd a presion reducida. El
residuo se purifico por cromatografia flash (hexano/EtOAc, 95:5 a 7:3) que suministra

el producto como aceite/sdlido incoloro (727 mg, 3,36 mmol, 52% de rendimiento).
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Etapa B

F NBS, AIBN F
0— . 0—
XX, N CCl4, 70°C, 16h & N
\@AN Br/\Q/(N

Una mezcla de 2-(difluorometil)-5-(4-metiltiofen-2-il)-1,3,4-oxadiazol (581 mg, 2,69
mmol, 1 equiv.) y N-bromosuccinimida (1,05 equiv.) en 10 ml de tetracloruro de
carbono se agit6 bajo argon hasta la disolucién completa. Luego se afadié AIBN (0,03
equiv.) a la mezcla de reaccion, que se agitdo a 70 °C durante la noche. La mezcla
luego se dejo alcanzar r.t., se diluyé con DCM y se lavd sucesivamente con solucion
acuosa saturada de NaHCOs3, agua y salmuera. La capa organica se separo, se seco
en MgSOs4, se filtré y concentr6 a presion reducida. El residuo se purific6 por
cromatografia flash (gel de silice, hexano/EtOAc, 9:1 a 8:2) que suministra el producto

como solido blanco (405 mg, 1,37 mmol, 51% de rendimiento).

Etapa C
1) NaN3, DMF, 1h
2
F ' Ny M=
% /i \1 = . N.
z.I;'—'F HEN_{“\ _ ; H""f‘?;_ .-"'J'“::-“'-J' _\..‘_L___
o= - | \] 7
A~ s N Na Ascorbato HoN ™ {‘*-S_JLH_ o F
Br H‘\LSF N CuS0,4+5H,0 T o
DMSO, r.t., 16h N-p F

2-(4-(bromometil)tiofen-2-il)-5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol (130 mg, 0,44 mmol, 1
equiv.) y azida sédica (1 equiv.) se disolvieron en DMSO y la mezcla de reaccion se
agité a r.t. durante 1 hora. Luego se afiadio 5-etinilpiridin-2-amina (1 equiv.), seguido
por la adicion de soluciones acuosas de L-ascorbato de sodio (1 M, 0,4 equiv.) y
sulfato de cobre pentahidrato (0,5 M, 0,2 equiv.). La mezcla de reaccién se agit6 ar.t.
durante la noche. Se afiadi6 agua a la mezcla y se produjo la precipitarian del
producto. El precipitado se recolectd por filtracion y se lavé con agua. El producto
bruto asi obtenido se purific6 por HPLC preparativa (agua/ACN + 0,1% FA) que
suministra el producto como un sélido blanco, como una sal de formiato (41,3 mg, 0,11
mmol, 98,56% de pureza, 25% de rendimiento). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) & 8,49
(s, 1H), 8,38 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 8,22 (s, 1H), 8,01 (d, J=1,5Hz, 1H), 7,94 (d,J =15
Hz, 1H), 7,80 (dd, J = 8,5, 2,4 Hz, 1H), 7,52 (t, J = 51,3 Hz, 1H), 6,50 (d, J = 8,6 Hz,
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1H), 6,10 (s, 2H), 5,69 (s, 2H); LRMS (ESI+) calculado para C15H12F2N70S [M+H]*
376,36 experimental 376,13.

Los siguientes compuestos se sintetizaron de acuerdo con el mismo procedimiento:

| Comp | Estructura

i'l'l.l1 +HT Experments

'H MR |

13

& O

360.13

1H MMR (400 MHz, DMS0-d6) & 8.71 (s, 1H),
8.03 (d, J=15Hz 1H), 7.97 (d, J= 1.5 Hz, 1H),
7.86 (dd, J =83 13H 2H), 752t J=514Hz
H), 745, J=7.7Hz, 2H), 734t J =7 .4 Hz,
1H), 5.74 (5, 2H).

15

HxM

OO

432.08

AH MMR (400 MHz, DMS0-d6) § 8.60 (5, 1H),
.14 (d, J=1.8Hz 1H), 8.04(d, J=15Hz 1H),
796 (d, J=15Hz 1H), 7.70(dd, J =83 1.8 H,
H), 7.57 (5, 2H), 7.521(t, J = 51.2 Hz, 1H), 7.38 (d,
J=84Hr 1H) 573 (5. 2H).

16

{ f@\/@%%
=l i

30400

1H MMR (400 MHz, DM S0-d6} § 8.87 (5, 1H),
8.09 (dd, J =78, 1.8Hz, 1H), 7.86(d, J= 3.8 Hz,
1H), .50 (dd, J=7.9,1.4H, 1H), 752 &, J =51.2
H, 1H), 748 (mJ=7515H 1H), 744 -739
(m _2H), 6.06 (s, 2H).

17

@JU\)@%

30012

AH MMR (400 MHz, DM S0-d6} § 8.58 (5, 1H),
816 (dd J=77 18H 1H), 7.85(d J=38H
H), 788 (1, =812 H 1H), 739 (d, J=41Hz,
2H),7.150(d,J=83H H),7.06 & J=75H
AHY. 6.03 (s, 2H), 3.93 (s, 3H).

18

398409

1H MMR (400 MHz, DMS0-d6} § 8.76 (5, 1H),
792 -785(m 3H), 7.55-7.51(m 2H), 7.52(t, J
=51.3Hz, H), 740 (d, /=39 Hz, 1H), 6.03 (5,
2H).

19

34015

1H MNMR (400 MHz, DMS0-d6} § 8.00 (s, 1H),
7.84(d, J=38H 1H), 752 & J =513 H, 1H),
734, J=38Hz 1H), 5.88 (5 2H), 1.27 (5, 9H).

21

485.14

1H MMR (400 MHz, DMS0-d6) § 8.67 (s, 1H),
86405 1H, 803 & J=20H 1H), 787(d J=
38Hz H), 7591 =513 H 1H), 7.49-7.45
(m AH), 742 -7.39 (m 2H), 7311, J=7.8H,
H), 6.0 (5, 2H), 3.64 - 359 (m 4H), 34511 J =
48 Hz 4H).

23

37415

AH MMR (400 MHz, DM S0-d6} § 8.65 (5, 1H),
TBE M J=39H H), 778 -7.72(m 2H), 7.52
ft, J=513Hz 1H), 740 (d J=3.7Hz 1H), 726
(d,J=8.0Hz 2H),6.00 (5, 2H), 233 (5, 3H).

28

45715

1H MMR (400 MHz, DMS0-d6) § 8.59 (s, 1H),
.86 (d, J=38H 1H), 7595 1H), 7521 J =
513 Hz1H), 7.40(d J=3.9Hz 1H),7.38(d,J =
14 Hz 2H), 6.39(5, 2H), 5.98 (5, 2H), 460(m J =
6.8 Hz 1H), 1.489(d, J= 68 Hz, GH).
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IComp |

Estructura

il
[M+H T Experimentz

'H-NMR

31

HAH

THNMR #00MHz, DMS0-d5) 5 11.47 (8, 1H),

874 (s 1H), 787 [d,J=38Hz1H,773(d,J=

TO9Hz2H), 752t J=513Hz1H), 745 -7 .35
(m,2H}, 601 (5, 2H},5.36 (8, 2H).

1H NMR (300 MHz, DM50-d6) 58.68 (s, 1H), 8.35
(s, 1H}, 787, J=3.8Hz 1H), 784(d,J =86 Hz,
2H), 7.521,J=51.2Hz 1H),7.40(d, J=389Hz
1H}, 7.24 id, J = 8.5 Hz, 2H}, 6.01 (5, 2H}, 3.58 (8,
4H}.

42

THHNMR (400 MHz, DMS0} 8 555 (5 1H), 7.94 -
T83(m 2H),7.70(d J=83Hz1H), 758 ¢J=
314 HZ 1H), 7.42 [d,J = 3.9 Hz, 1H), 6.02 (8, ZH).

41414

THMWMR (200MHz DMS0-d8) 08 11.38(d,J =23

Hz,1H}, 873 (s, 1H}, 871 (d, J=20Hz 1H}, 835

(d,J =2.0Hz 1H),7.88 d, J = 3.8 Hz 1H}, 7531,

J=513Hz 1H}, 743(d J =3.5Hz 1H)}, 7.27 (dd,

J=24 13Hz 1H},6.04 (5, 2H), 2.30d, J =11
Hz, 3H}

45

4458.0%

TH NKMR (400 MHz, DM 50-d5) §8.60 (5 1H}), 8.15
{brs, 1H), 7852, J=1FHz1H), 787 (d,J=38
Hz 1H}, 7.74 (dd, J=8.4 18Hz 1H),7.52  J =
513 Hz 1H), 740 d,J=4.0Hz 1H), 711, J=

46

41411

1H NMR 400 MHz DMS048) 5 11.55 (=, 1H),
565 (= 1H), 880 (d, J=2.0H=z 1H), 823 (d, ] =
2.0Hz 1H), T.87 (d, )= 3.8Hz 1H), 752t J =
513 Hz 1H),7.42 (d,J = 3.8 Hz 1H), 6.20 (d, J =
1.5 Hz, 1H), 6.02 (s, 2H), 2.43 — 2.33 im, 3H .

a7

TH NMR (400 MHz, DMS0) 5 5.94 (5, 1H), 852 (5,
1H}, 8.05 (3, 1H), 758(d, J =22 Hg 1H)}, 786 id, J
=38Hz 1H), 7.52 (t J=51.4Hz 1H), 744737
(m,2H}, 680 (d,J =83 Hz 1H), 5.98 (3,2H), 353
(dd,J =57, £40Hz 4H), 345 - 3.42 {m, 4H).

48

H
f@«i" |
)

1H NMR (€00 MHz, DM 5S0-d5) 58.48 (5 1H), 8.34
(8, 1H), 785 (d,J=3.8Hz 1H), 7.56 (8, 2H}, 7 51
{t,d=51.4Hz 1H), 7.38 [d, J =38 Hz 1H}, 7.10

(=, 1H},6.01 (5, 2H}, 3.593 (5, 3H).
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IComp

Estructura

i'Ii.'1 +H T Experimenta

'H-NMR

45

SO~
. O

1H NMR (200 MHz DMS0-d5)8 8.72 (s, 1H), T.87
id, J=38Hz 1H),7.81 d, 1= 1.6 Hz 1H), 7.71 (d,
J=8.1Hz 1H), T.57 bre, 2H), 755752 (m,
1H), 752 (t J=518Hz 1H), 7.41 (d,J = 3.8 Hz
1H), 6.01 (5, 2H ).

50

TH NMR (400 MHz, DMS0-d8)3 862 (s, 1H), 816

id,d=18Hz 1H}, 7.72 (dd, J = 8.3, 1.8 Hz, 1H},

7.58 (s, 2H), 7.54 (1 J=51.3 Hz, 1H), 7.47 (5, 1H},
7.39(d,J=84Hz 1H), 5.88 (5, 2H}

51

1H NMR (400 MHz, DMS0)8 8880, J=14Hz

2H),8.03 -7.93 (m,2H), 788 (d,J=38Hz 1H),

T.52(t,J=51.3Hz 1H), 743 (d,J=3.9Hgz 1H},
8.87 (=, 2H), 6.07 (5, 2H).

57

454.08

THHNMR (400 MHz,DMS0-d8)5 1145 (brs, 1H},
87505 1HL&70(d,J=20Hz 1H), 835, J=
2.0Hz 1H, 788 (d,J=38Hz TH}, 752 (tJ =
S1.3HEZ1H), 742 @, J=38HZz 1H),7T35-T7.31
(m, TH}, 8.03 (s, 2H}, 3.78 -3588 (m, 1H), 2.44 -
232(m, 2H), 226 -2.14 (m, 2H},2.11 - 1.99 (m,
1H), 1.98 — 1.85 (m, 1H}

58

44410

THHMR (200 MHz, DWMS0-d8) 5 11.10 (=, 1H),
868 (5 1H), 856 (d,J=21Hz 1H), 814 (d,J=
20Hz 1H), 788 d,J=38Hz 1H), 752t )=
51.3Hz 1H), 7.41 d, J Hz 1H},6.04 s, 2H},

=35
1.33 (3, 6H).

59

TH NMR (400 MHz,DMS0-d533 11.11 (brs, 1H},

8659 (5 1H), 856 (d,J=21Hz 1H),8.01{d, J=

18Hz 1H), 787 d,J=38Hz 1H), 752t J=

51.3Hz 1H), 7.4 IJ[:I.J=QE‘>H21H 8602 (3, 2H},
2 (s, 2H).

&0

430.08

THHNMR (400 MHz,DMS0-d8)5 1154 (brs, 1H),
8.70(s 1H), 865(d,J=21Hz 1H),831(d,J=
20Hz, 1H}L 787 (d,J=38Hz 1H)L 7.52 )
‘1."Ha1H_.?.-—.¢[d.J 38 Hz 1H), 635 -6
(m,1H},6.03 (8, 2H},5.30 (t, ] = 5.7 Hz, 1H),

[d J=56Hz2H).

14
4.4

61

THNMR (400 MHz, DM50-d56)0 5.459 (5, 1H), 7.85

(d,J=38Hz 1H), 768 (brd,J=1.8 Hz, 1H}, 7.52

t, J=514Hg 1H), 7.38 [d,J =3.89Hg 1H), 6.57

(brs, 1H}, 587 (5, 2H), 3.51 (1, J= 85 Hz, zH_. 3.02
t,J=85HZ ZH}

62

428.13

1H MMR (400 MHz, DMS0) 6 11 28 (s, 1H), 8 59
(s,1H), 8580, J=20Hz 1H),818(d, 1 =20 Hz,
1H), 7.87 (d,J = 3.8 Hz, 1H}, 7.51 {t,J = 51.3 Hz
1H),7.41(d, J = 4.0 Hz 1H), .02 (=, 2H), 2.33 (&,
3H), 2.19 (s, 3H ).
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IComp Estructura M+H T Experimanta "H-NMR
H
r " 1H NMR (400 MHz, DMS0) 6 1167 (s, 1H), 855
= 'y (s,1H), 8.04 (d,J =81 Hz 1H),7.87 (d, J = 3.8 Hz,
65 g & 1 ; £00.08 1H}, 7790, J=B1Hz 1H), 7521 J=513Hz,
p 1H}, 7.50 (dd, J = 3.5, 2.3 Hz, 1H), 743 (d, J = 3.8
I Hz 1H), 6.48 (dd, J = 3.5, 1.6Hz 1H),6.05 (5 2H).
. b 1H NMR (400 MHz, DMS0) 6 11.55 (s, 1H), 8586
— ", {s, 1H), 851 (s, 1H), 7.85{d,) =38 Hz 1H), 7.52
13 s Lz W F 430.08 it,J=513Hz 1H}, 740 (d, J= 3.9 H=, 1H}, 7.25
\'@\fb’l\' (dd,J=34,24Hz 1H), 6.45 (dd,J = 3.5, 18 Hg,
) 1H},6.03 (s, 2H), 4.04 (s, 3H).
W M 1H NMR (400 MHz, DMS0) 6 11.55 (s, 1H), 855
ay e fz, 1H), 821 (s, 1H), 7.7 id,) =38 Hz 1H), 7.52
67 = bl f 41413 it,J =51.3Hz 1H}, 7.42 (dt, J = 3.5, 1.0 Hz, 2H),
\"@K{?/{, 6.44 (dd, J =3.4, 19 Hz 1H),6.04 (5, 2H), 2.65 (s,
- 3H}.
H
] \ 1HNMR 400 MHz, DMS0) 6 11.50 (s, 1H), 8.59
= " iz, 1H) 780 - 783 (m 2H), 772, J= 80 Hz,
6& bz - ; £14.10 1H}, 7.52 ,J =51.1Hz, 1H), 7.43 id, J =39 Hz,
\.-@\{?/& 1H}, 6.17 (s, 1H),5.04 (5, 2H), 2.41 d,J =10 Hz,
I 3H).
U = " 1H NMR (400 MHZ, DMS0) 6 11.40 (8, 1H), 870
59 b 1\“; . 40041 (s, 1H), 781 - 7.81 (m, 3H), 767 () =30 Hz 1H},
\ { }J a : 7521 J=513Hz 1H), 7.44 (d,J=38Hz 1H),
L?’j\r 8.56 (t,1=28Hz 1H), 6.02 (s, 2H).
W 1H NMR (400 MHz DMS0) 6 1166 (8, 1H), 876
M . {d,J=1.1Hz 1H), 8.58 i3, 1H}, 8.22 (5, 1H}, 7.88
70 = o 309.83 id,J =38Hz 1H), 764 (d J=28Hz 1H), TB5-
h ‘r"\ 7.37 (m, 1H)}, 742 (d, ) =39 Hz 1H), 8.58 (s, 1H),
= 5.02 (s, 2H).
M 1H NKMR (400 MHz, D MS0-d8) & 12.57 (8, 1H),
' ﬁ"* ﬁ- . 8910 J=21H=z1H), 886 (s, 1H), 883, J =
72 = i 442 08 21Hz1H), 852, J=30Hz1H),787(d J =
. xj/& 3.8Hz, 1H), 752 J=51.3Hz 1H), 743, J =
38Hz 1H),6.04 (5 2H)
H e . 1H NMR (400 MHZ DMS0-d6) 6 872 (s, 1H), 782
79 'ﬂh@&i\/@\{ 457 31 —785(m,3H), 752 (tJ =51.3Hz 1H),7.40 (d, ]
L/ H \'f\r = =3.8Hz 1H), 7.27 (d, ] =8.8Hz 2H),5.02 (s, 2H),
3.28 @t J = 5.8 Hz, 4H), 192 — 183 (m, 2H).
" . 1H MR (400 MHZ DMS0-48) 8 873 (s, 1H), 7 .81
"‘@_C‘; ; {d,J=86Hz2H), 7.67 (d,J =3.8Hz 1H),T52
80 '=§ % o 460.06 J=51.4Hz 1H}, 7.47 (d,J = 8.1 Hz 2H), 7.40 (d, J
C Sy

= 3.8 Hg 1H), 603 (s, 2H), 3.98 &, J=T7.6 Hz 2H},

3.53 1,J =7.5Hg, 2H).
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82

EX

NH

457.09

1H NV (400 MHz, DMSO) & 11.42 (s, TH),

10.12 (s, TH), 8.74 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 8.70 (s,

1H), 8.67 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.88 (d, J = 3.8

Hz, 1H), 7.79 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 7.52 (d, J =

§1.3 Hz, 1H), 7.43 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 6.04 (s,
2H), 2.10 (s, 3H).

B3

509.95

1H NVIR (400 MHz, DMSO) & 8.60 (s, 1H), 8.16
(d,J=1.7 Hz, 1H), B.05 (s, 1H), 7.72 (dd, J =
8.3, 1.8 Hz, 1H), 7.57 (s, 2H), 7.54 {t, J=51.2
Hz, 1H), 7.38 (d, J = 8.4 Hz, TH), 5.96 (s, 2H).

87

450.01

TH MWVIR (200 MHz, DMS0O) 6 B.58 (5, 1H), 8.15
(d.J=18Hz 1H), 798 (s, 1H), 7.71 (dd, J =
8.3, 1.8 Hz, 1H), 7.57 (s, 2H), 7.53 [t J=51.2
Hz, 1H), 7.38 (d. J = 8.3 Hz, 1H), 5.95 (s, 2H)

Ejemplo 3. Sintesis de 2-(difluorometil)-5-[5-[[4-(1H-pirrolo[2,3-b]piridin-5-

iDtriazol-1-ilmetilJtiofen-2-il]-1,3,4-oxadiazol (Comp. 4)

Etapa A

Br S
W,

1) NaN,

DMF, 30min, r.t.

=N ——————— >

2) NaN3, NH4CI
DMF, 70°C, 16h

N3 S
| )

5-(bromometil)tiofeno-2-carbonitrilo (500 mg, 2,47 mmol, 1 equiv.) se disolvié en 3 ml

de DMF. Se afiadi6 azida sédica (1 equiv.), y la mezcla se agité ar.t.. Después de 30

min, el bromuro se convirti6 completamente en azida. Se afiadieron una alicuota

adicional de azida sédica (1,1 equiv.) y cloruro de amonio (1,1 equiv.). La mezcla se

calentd a 70 °C y se agitdé durante la noche. La conversion completa al producto

deseado se observo mediante LCMS. La mezcla de reaccion se diluyd con agua (10x),

y se acidificé con HCI 1 M hasta pH ~ 5. El solido blanco que precipito se filtrd, se lavd

con agua, y se secé. El producto se us6 en la siguiente etapa sin purificacion adicional

(411 mg, 1,98 mmol, 80% de rendimiento).

Etapa B

Ns/\ES>_</N\']IH
Y/ NﬁN

DFAA, K,CO;

DCM, 40°C, 16h

<
N\
% N

O

5-[5-(azidometil)tiofen-2-il]-2H-tetrazol (411 mg, 1,98 mmol, 1 equiv.) se disolvié en 4

ml de DCM. Se afadieron anhidrido difluoroacético (2 equiv.) y carbonato de potasio
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(1 equiv.), y la mezcla de reaccion se agité a 40 °C. Después de 1 h, se afiadieron 2
equiv. Extra de DFAA. Después de 16 h se detectd la conversién completa. La mezcla
luego se concentrd a presion reducida; el producto bruto asi obtenido se suspendio
en agua y se extrajo con EtOAc (3x). Las capas orgénicas se combinaron y se lavaron
con solucion acuosa saturada de NaHCOs y salmuera, se secaron en Na2SOa4, se
filtraron y concentraron.

El producto se us6 en la posterior etapa sin purificacién adicional (426 mg, 1,65 mmol,
83% de rendimiento).

Etapa C
Ir;-:\}.-_x
HN— N —
F -{\' — - f’.f"\\ — N:N r"':\_ !"L.
| N 1 T ; i | '\.}_ o
NS O~ o HNd NN g
T T N= ) O -F
# n-N Ma Ascorbato F
CuS0,45H,0
DMSO, r.t.. 16h

El recipiente de reaccion se cargd con 5-etinil-1H-pirrolo[2,3-b]piridina (21 mg, 0,15
mmol, 1 equiv.). Luego se afadieron 500 pL de 2-(5-(azidometil)tiofen-2-il)-5-
(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol (solucion 0,33 M en DMF, 1,1 equiv.), seguido por 250
ML de L-ascorbato de sodio (solucion acuosa 0,3 M, 0,5 equiv.) y 250 L sulfato de
cobre pentahidrato (solucion acuosa 0,12 M, 0,2 equiv.). La mezcla de reaccion se
agité a 40 °C durante la noche.

La conversion completa al producto deseado se observé mediante HPLC y LC-MS. La
mezcla de reaccion se concentré a sequedad y se purificd por cromatografia flash (gel
de silice, carga seca, DCM/MeOH 1-5%). Las fracciones que contienen producto se
recolectaron juntas y evaporaron a sequedad, para dar el compuesto del titulo en 60%
de rendimiento (36 mg, 0,09 mmol). LRMS (ESI+) calculado para C17H12F2N70S
[M+H]* 400,39 experimental 400,30.

Los siguientes compuestos se sintetizaron de acuerdo con el mismo procedimiento:

68



REF: 23LGO3E

iComp | Estructura T+H T Experimensal "H N MR

=
=
[}
23
(=5
3%}
[

ra
j x
E P
=
)
&

d
§ P
¢S

THHKMR (400 MHz, DM 5048} 5§ 8.51 (s, 1H),

T = | S §.400d, J =24 Hz 1H), 791 (d,J =3.8 Hz, 1H),
25 SR N ! ,‘?)\’ 19408 7.810dd, J=86 24 Hz, 1H} 7.40id, J =35Hz
y—i 1H), 8.51 (d,J = 86 Hz, 1H), .13 (5, 2H), 5.99 (=,
ZHL
l‘ﬁ" 1H NMR (400 MHz, DMS0-d8) 6 .61 (5, 1H),
& “bT ' 815(d,J =17 Hz 1H), 792 (d,J = 3.8 Hz, 1H),
~ U AC c d d
7 D—ﬁ, » xu\ff)( =005 T71(dd, J=83,18H=1H), 757 (5 2H), 7.44 -
u—i 7.34(m, 2H), 8.02 (=, 2H).

Ejemplo 4. Sintesis de 6-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]tiofen-2-
illmetil]tetrazol-5-il]-1,3-benzotiazol-2-amina  (Comp. 9 vy 6-[2-[[5-[5-
(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]tiofen-2-iljmetil]tetrazol-5-il]-1,3-benzotiazol-
2-amina (Comp. 10)

Etapa A
F
o 1) NH,-NH,*H,0 F
0’ MEOH, 75°C, 16h [o) H/N
S —_— > NH ©
\ 2) DFAA s
A DMF, r.t., 10h \

AN

Monohidrato de hidrazina (2,5 equiv.) se afiadié a una solucién de 5-metiltiofeno-2-
carboxilato de etilo (10 g, 58,7 mmol, 1 equiv.) en metanol (75 ml, 0,78 M). La mezcla
resultante se calento a 50 °C y se agité durante la noche. La conversion completa al
intermediario hidrazida se observé mediante UPLC, y la mezcla se concentrd y se

seco.
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La hidrazida bruta se disolvié en DMF (50 ml) y se afiadié anhidrido difluoroacético (2
equiv.). La mezcla de reaccion se agito a r.t. durante 10 h. La conversion a
acilhidrazida se observo mediante UPLC. La reaccion se inactivd mediante la adicion
de una solucion acuosa saturada de NaHCOs gota a gota a 0 °C. La mezcla de
reaccion se diluyé con EtOAc, se separaron las capas, y la fase acuosa también se
extrajo con EtOAc (2x). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se
secaron en Na2SOa y se concentraron a presion reducida. El producto bruto se usé en

la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Etapa B
F
F 2
O, HN DFAA —
NH O > ; fo)
s DMF, r.t., 36h N /)\(F
N N

A una solucion de N'-(2,2-difluoroacetil)-5-metiltiofeno-2-carbohidrazida (12,4 g, 52,9
mmol) en DMF (30 ml, 1,77 M) se afiadio anhidrido difluoroacético (3 equiv.) a 0 °C.
La mezcla de reaccion se agitdé durante 36 horas a r.t.. Después de esto, la reaccion
se vertié gota a gota en solucion acuosa saturada de NaHCOs. El producto bruto que
precipitd se recolectd por filtracidon y se usé en la siguiente etapa sin purificacion
adicional (4,46 g, 20,63 mmol, 39% de rendimiento).

Etapa C

NBS AIBN 7S

|= CCI4 70°C, 16h —Q

A una solucion de 2-(difluorometil)-5-(5-metiltiofen-2-il)-1,3,4-oxadiazol (4,46 g, 20,63
mmol) en tetracloruro de carbono (80 ml, 0,26 M) se afiadieron N-bromosuccinimida
(1,05 equiv.) y AIBN (0,03 equiv.). La mezcla resultante se desgasificé con Ar y se
calento a 70 °C durante 8 horas. La mezcla de reaccion luego se enfrié a temperatura
ambiente, se diluyé con DCM (150 ml) y se lavé sucesivamente con solucién acuosa
saturada de NaHCOs (3x), y salmuera. La capa organica se separd, se secO en

Na:SOa4, se filtr6 y concentré a presion reducida. El residuo se purificé por
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cromatografia flash (gel de silice, hexano/EtOAc 0-20%) que suministra el producto

como un sdlido color canela en 51% de rendimiento (3,1 g, 10,5 mmol).

Etapa D

//N | N
Q/ NaN3 NH,CI N
N [
>\—s DMF, 1h ‘S
H,N
2-amino-1,3-benzotiazol-6-carbonitrilo (400 mg, 2,28 mmol, 1 equiv.) se disolvié en 7
ml de DMF, y se afadieron azida sédica (2,2 equiv.) y cloruro de amonio (2,2 equiv.).
La mezcla resultante se agitd a 95 °C durante la noche, luego se dej6 alcanzar ar.t. y
se diluyé con agua. Se afadi6 HCI 1 M hasta que se alcanz6 un pH~4. El soélido
precipitdé después de 30 min de enfriamiento en refrigerador. El producto se recolect6
por filtracion y se secé en un evaporador rotatorio (262 mg, 1,20 mmol, 53% de

rendimiento).

Etapa E

NN
cho3 . N
N/N
DMF r.t., 16h
=z

68 mg de 6-(2H-tetrazol-5-il)-1,3-benzotiazol-2-amina (0,31 mmol, 1 equiv.) y
carbonato de potasio (1,2 equiv.) se suspendieron en 1,5 ml de DMF. Después de 15
min 2-[5-(bromometil)tiofen-2-il]-5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol (92 mg, 0,31 mmol, 1
equiv.) se afiadio a la suspension y la mezcla se agito a r.t. durante la noche. Se
observo la conversion completa por LCMS. Se afiadié agua a la mezcla de reaccion y

se produjo la precipitacién. Los productos se extrajeron en EtOAc. Las capas
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organicas combinadas se lavaron con soluciéon acuosa saturada de NaHCOs y
salmuera, se secaron en MgSOa, se filtraron y concentraron a presion reducida. El
producto bruto se purifico por HPLC preparativa (neutral) que suministra el comp. 9
(regioisomero menor) como un solido amarillo (5 mg, 0,012 mmol, 3% de rendimiento)
y comp. 10 (regioisémero mayor) como un sélido blanco (40 mg, 0,09 mmol, 30% de
rendimiento). Los productos se aislaron como bases libres. Comp. 9: LRMS (ESI+)
calculado para C16H11F2N80S2 [M+H]* 433,44 experimental 433,02; 1H RMN (400
MHz, DMSO-d6) 6 8,19 (d, J = 1,8 Hz, 1H), 7,88 (s, 2H), 7,79 (d, J = 3,9 Hz, 1H), 7,66
(dd, J =8,4, 1,9 Hz, 1H), 7,50 (t, J = 51,2 Hz, 1H), 7,50 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,23 (d, J
= 3,9 Hz, 1H), 6,18 (s, 2H). Comp. 10: LRMS (ESI+) calculado para C16H11F2N80S2
[M+H]* 433,44 experimental 433,06; 1H RMN (400 MHz, DMSO-d6) 6 8,38 (d, J =1,7
Hz, 1H), 7,92 (dd, J = 8,4, 1,8 Hz, 1H), 7,88 (d, J = 3,8 Hz, 1H), 7,76 (s, 2H), 7,53 (t, J
=51,2 Hz, 1H), 7,50 (d, J = 3,9 Hz, 1H), 7,46 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 6,38 (s, 2H).

Los siguientes compuestos se sintetizaron de acuerdo con el mismo procedimiento:

Comp | Estructura Experimental H nMR

k" 1H HM R (400 MHz DMS0-d5) 8 860 @d,J =23
(= =y Hz, 1H},8.15 (s, 1H}, 7.86 (dd, J= 8.7, 24 Hz,
& - | il r 37715 1H}, 7.87 (d, J=3.8 Hz 1H}, 7.55 {1, J =51.3 Hg
H P
i

i ?_{ 1H}, 745 (d, J=3.9Hz 1H),6.57 (d, J =87 Hz
. F

1H},6.53 (5, 2H), 6.34 (5, 2H)}.

ey 1H MM R (300 MH=z DMS0-d8) § 2.53 — 848 (m,
M . 1H), 7.88 (d, ) = 3.8 Hz, 1H), 770 {td,1 = 77,19

12 hE ‘ifj\ 402.15 Hz 1H},7.52 (t,J =512 Hz 1H), 7.45 (d, ] = 2.8
g Hz 1H},7.32 = 7.20 (m, 2H}, 6.32 (s, 2H}, 1.70 (g,

J=40,35Hz2H), 153 (g, J=44 4.0Hz 2H).

Ejemplo 5. Sintesis de  5-(1-(2-(5-(5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-
itetrahidrotiofen-2-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)piridin-2-amina (Comp. 24)

Etapa A

5-(2-hidroxietil)tiofeno-2-carboxilato de metilo (250 mg, 1,34 mmol, 1 equiv.) se
disolvi6 en 5 ml de DCM. Se afadieron Trietlamina (2 equiv.) y cloruro de
metansulfonilo (1,2 equiv.), y la mezcla se agito a r.t. durante la noche. Se observo
conversion completa. La mezcla de reaccion se diluydo con EtOAc, se lavd con

salmuera, se secO en Na2S0a, se filtrd y concentrd. El producto bruto asi obtenido se
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uso en las siguientes etapas sin purificacion adicional (320 mg, 1,09 mmol, 81% de

rendimiento).

Etapa B

o0— NaN3 N3 S o0—

MsO S
%O DMSO, r.t., 1h %O

5-(2-metilsulfoniloxietil)tiofeno-2-carboxilato de metilo (320 mg, 1,09 mmol, 1 equiv.)
se disolvié en 3,5 ml DMSO y se afadio azida sodica (1 equiv.). Después de 1 h se
observo la conversion completa a azida. La mezcla de reaccién se diluyé con MTBE,
se lavo con salmuera, se secO en Naz2SOs, se filtré y concentro. El producto bruto se
uso en la siguiente etapa sin purificacion adicional (125 mg, 0,59 mmol, 54% de

rendimiento).

Etapa C

1) NH,-NH,*H,0 F

Ns s O— MeOH, 75°C, 16h

L/ zoma "BV\EH)?N/LF

DMF, r.t., 10h N

Una solucién de 5-(2-azidoetil)tiofeno-2-carboxilato de metilo (125 mg, 0,59 mmol, 1
equiv.) y monohidrato de hidrazina (2,5 equiv.) en 1 ml de metanol se sometio a reflujo
durante la noche. La conversion al intermediario hidrazida se observé mediante TLC
y el solvente se evaporé a sequedad.
El residuo se disolvié en 1,5 ml de DMF, y la mezcla se enfrié a 0 °C con un bafio de
hielo. DFAA (2,2 equiv.) se afiadio gota a gota; la mezcla de reaccién se dejo alcanzar
r.t., luego se agité durante la noche. Se afiadieron 1,5 equiv. de DFAA adicionales, y
la mezcla se agit6 durante 4 h adicionales. Se observd la conversion completa al
producto deseado. La mezcla de reaccion se inactivé al vertirla en 400 ml de solucién
acuosa saturada de NaHCOs con hielo. El s6lido blanco que precipitd se recolecto por
filtracion y se secd. El producto bruto asi obtenido se purificé por cromatografia flash
(gel de silice, DCM/MeOH 0-5%), para obtener el producto deseado (160 mg, 0,59
mmol, 100% de rendimiento).

Etapa D

73



REF: 23LGO3E

P

! o
F o OHN—, p— NN 7T
| ‘N_{-‘r | N-— } --IJ
N o~ "F - T STN-O F
3 H-,.-"'ﬂ"‘u...-'s I n - rl_ l‘L ;
o4 N MaAscorbato " | N.. 7%
L N- CuSO45H;0  H,;N~ N” N F

DMSO, r.t., 16h

L-ascorbato de sodio (solucién acuosa 0,3 M, 0,5 equiv.) y sulfato de cobre
pentahidrato (solucién acuosa 0,12 M, 0,3 equiv.) se afiadieron a una suspension de
2-[5-(2-azidoetil)tiofen-2-il]-5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol (23 mg, 0,08 mmol, 1
equiv.) y 5-etinilpiridin-2-amina (10 mg, 0,08 mmol, 1 equiv.) en 1 ml de DMSO. La
mezcla resultante se agit6 a r.t. durante la noche. Se observo la conversion completa
por LCMS. La mezcla se filtré y el producto bruto se purifico por HPLC preparativa. El
producto se aislé como una base libre (6,7 mg, 0,017 mmol, 20% de rendimiento).
LRMS (ESI+) calculado para C16H14F2N70S [M+H]* 390,39 experimental 390,11; 1H
RMN (400 MHz, DMSO-d6) & 8,40 (s, 1H), 8,35 (dd, J = 2,4, 0,8 Hz, 1H), 7,79 - 7,74
(m, 2H), 7,50 (t, J = 51,3 Hz, 1H), 7,08 (d, J = 3,8 Hz, 1H), 6,51 (d, J = 8,8 Hz, 1H),
6,11 (s, 2H), 4,72 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,58 (t, J = 6,7 Hz, 2H).

El siguiente compuesto se sintetizé de acuerdo con el mismo procedimiento:

Comp Estructura M+H] Experimental ]'I-I NMRE

TH NMR (400 MHz, DMS0-d5)88.33 d, 1 =23

H,um ; Hz 1H), 832 (s, 1H), 778 [d, ) = 3.8Hz, 1H), .75
N 0 (0d, ) =865,24Hz 1H),7.51 1, J =51.4 Hz, H),
>6 =J’Y@ﬂf‘ 40421 | 515 (4, J=3.8Hz 1H),6.50 @, ] = 85 Hz, 1H),
6.09 (s, 2H), 465 (d,J = 7.3 Hz, 2H), 356 (q,d =

7.1Hz 1H),1.38(d, ] = 6.9 Hz 3H).

Ejemplo 6. Sintesis de  5-(1-(1-(5-(5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-
iltetrahidrotiofen-2-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)piridin-2-amina (Comp. 20)
Etapa A

Q MeMgBr Q
° | o~ THF, -70°C, 20min ¢ | o~
O/ \ » " ’ HO \

5-formiltiofeno-2-carboxilato de metilo (1 g, 5,87 mmol, 1 equiv.) se disolvié en 25 ml
THF. La mezcla se enfrio a -70 °C, y se afiadio gota a gota bromuro de metilmagnesio
(1 equiv., solucion 3 M en Et20). La mezcla se agito a -70 °C durante 20 min, luego se

inactivo con solucion acuosa de NH4Cl, y se extrajo con MTBE. Las capas organicas
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combinadas se secaron en MgSO4, se filtraron y concentraron. El producto bruto se
purificd por cromatografia flash (gel de silice, hexano/EtOAc 0-20%) para suministrar

el alcohol deseado (628 mg, 3,37 mmol, 57% de rendimiento).

Etapa B

Q MsCI, TEA 0
%@%/ “oow O
HO \ MsO \

5-(1-hidroxietil)tiofeno-2-carboxilato de metilo (628 mg, 3,37 mmol, 1 equiv.) se
suspendiéo en DCM (15 ml). Trietilamina (2 equiv.) y cloruro de metansulfonilo se
afadieron sucesivamente (1,2 equiv.), y la mezcla resultante se agito a r.t. durante 1
h. La mezcla de reacciéon se diluyé con salmuera y se extrajo con DCM. Las capas
organicas se recolectaron juntas, se secaron en Na2SOa, se filtraron y concentraron.
El producto bruto asi obtenido se usé en las siguientes etapas sin purificacion adicional
(700 mg, 2,65 mmol, 79% de rendimiento).

Etapa C

Q NaN; o
| ° DMSO, r.t.,, 1h | °
msd N\ P \

5-(1-metilsulfoniloxietil)tiofeno-2-carboxilato de metilo (700 mg, 2,65 mmol, 1 equiv.)
se disolvié en 7 ml DMSQO, y se afadié azida sodica (1 equiv.). La mezcla se agité a
r.t. durante la noche. La mezcla de reaccion luego se diluyé con Et20, y se lavo con
agua y salmuera. La fraccion organica se secO en Na2SOs, se filtr6 y concentrd. La
purificacion por cromatografia flash (gel de silice, hexano/EtOAc 0-20%) proporcioné
el producto deseado (490 mg, 2,32 mmol, 87% de rendimiento).

Etapa D
1) NH,-NH,+H,0

o F
N MeOH, 75°C, 16h \ o\’)\
3 S O/ —_— N I 4 | F
\ | 2) DFAA 3 s N-N
DMF, r.t., 10h

5-(1-azidoetil)tiofeno-2-carboxilato de metilo (490 mg, 2,32 mmol, 1 equiv.) se disolvio

en 10 ml de metanol. Se afiadi6 monohidrato de hidrazina (4 equiv.), y la mezcla
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resultante se sometio a reflujo durante 3 h. La conversion al intermediario hidrazida se
observo mediante TLC y el solvente se evaporo a sequedad.

El residuo se suspendioé en 6 ml de DMF. La mezcla se enfrié a 0 °C y se afadio gota
a gota DFAA (3 equiv.); la mezcla de reaccidén se dej6é alcanzar r.t., luego se agitd
durante 3 h. Se observo la conversion completa al producto deseado. La mezcla de
reaccion se diluyé con solucidn acuosa saturada de NaHCOs y se extrajo con Et20.
La capa organica se secO en NazSOas, se filtr6 y concentré. La purificacion por
cromatografia flash (gel de silice, hexano/EtOAc 0-30%) proporcion6 el producto

deseado (242 mg, 0,89 mmol, 38% de rendimiento).

Etapa E
ﬁ&
Fp HaN &Y
0 = = DN (
\ . | [
e AT T ———— "\ L
R g by ~-N N - g W0
‘[ M aAscorbato I| N—N
CUSD4‘5H20

DMSO, r.t., 16h
2-[5-(1-azidoetil)tiofen-2-il]-5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol (100 mg, 0,37 mmol, 1
equiv.) y 5-etinilpiridin-2-amina (44 mg, 0,37 mmol, 1 equiv.) se disolvieron en 1,5 ml
de DMSO. Se afiadieron sulfato de cobre pentahidrato (0,3 equiv.) y L-ascorbato de
sodio (0,5 equiv.) como una solucién en 1,5 ml de agua. La mezcla resultante se agit6
a r.t. durante 2 h. La conversion completa se confirmé por LCMS. La muestra se filtrd
y se envi6 para HPLC preparativa. El producto se aisl6 como base libre (63 mg, 0,16
mmol, 43% de rendimiento). LRMS (ESI+) calculado para C16H14F2N70S [M+H]*
390,39 experimental 390,37; *H RMN (400 MHz, DMSO-d6) & 8,63 (d, J = 2,4 Hz, 1H),
8,40 (s, 1H), 7,85 (d, J = 3,9 Hz, 1H), 7,82 (dt, J = 8,6, 2,5 Hz, 1H), 7,52 (t, J = 51,3
Hz, 1H), 7,35 (dd, J = 3,9, 0,9 Hz, 1H), 6,51 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 6,40 (q, J = 6,9 Hz,
1H), 6,12 (s, 2H), 2,04 (dd, J = 7,2, 2,5 Hz, 3H).

El siguiente compuesto se preparé de acuerdo con el mismo procedimiento:

Comp |Estructura Experimental v NMR

TH NMR £00 MHz, DM S0-d5) & 8.74 (=, 1H),

HA
N
{@.@\’/@R{h. 845, J=17 Hz 1H), 7.85 (d, J = 3.9 Hz, 1H),
25 I 446509 7.71(dd, J= 8.3, 1.8Hz 1H), 758 (s, 2H), T.52 (1,
)k'r’ =513 Hz, 1H), 7.40 — 7.36 (m, 2H),6 43 (q, ) =
£.9 Hz, 1H),2.05 (d, J = 7.1 Hz, 3H).
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T T
Comp Estructura [M+H] Experimental 'H-NMR
1H MR (400 MHz, DMSO-d6) 58.82 (s, 1H),
L, 8.40 (d J=24H, 1H), 7.85(d J =38 H,
i - F N _ . _
- ‘@—{L . aggqq | THN 78100 =86, 2.4k 1H, 7510, J=
o - 513 Hz, 1H), 7.35(dd, J= 39, 0.8 H, TH),
/ - 6.51(dd, J= 86,08 H, 1H), 6.39 (q, J=6.9
He, TH), 6.1 (s, 2H), 203 (d J =7.0 Hz, 3H).
1H NUR (400 MHz, DMSO-d6) 58.82 (s, 1H),
SV, B.40(d J=24H, 1H), 7.85(d J =38 H,
R - F i = | =
20 m; . aggqq | 178100, =86, 2.4k 1H, 7514, J=
: o 51.3 He, 1H), 7.35(dd, J= 39, 0.8 H, TH),
: - 6.51(dd, J= 86, 08 H, 1H), 6.39 (q, J=59
He, TH), B.11 (s, 2H), 203 (d J =7.0 Hz, 3H).
.|
i THNMR (400 MHz, DUSO-d6) §8.15 (d, J =
T ", F 1.8 H, TH), 7.86 (d, J= 39 He, 1H), 7.71 (dd,
32 w o 44807 | J=8.3,18Hz, 1H, 757 (s, 2H), 752t J=
% T[’I‘f 51.4Hz, 1H), 7.40-7.36 (m 2H), 6.42 (g, J=
: . 7.0Hz, 1H, 205(d, J=7.0H, 3H.
b
. 1H MUR (400 MHz, DMSC-d6) 58.73 (s, 1H),
T 8.15(d J= 18 H, 1H), 7.86(d J =3.9H,
3 \D__@. , Li507 1H), 7.71(dd, J =8.3, 18 H, 1H), 7.57 (s,
\ \,@\{JA&F ' 2H),7.52 (t, J =514 H, 1H), 7.40 - 7.36 (m
I W 2H), 6.42 (q, J=T7.0 Hz, H), 2.05 (d, J=7.0
Hz, 3H.
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Comp

Estructura

[I+H] Experimental

"H-NMR

36

99.91

1H NMR (400 MHz, DMS0-d6) 5 8.65 (s, 1H),

8.40 (d, 1=2.4 Hz, 1H), 7.85 (d, 1 = 3.8 Hz,
1H), 7.81 (dd, ] = 8.6, 2.4 Hz, 1H), 752 (t, J =
51.3 Hz, 1H), 7.40 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 6.51 (d,
1 =26 Hz, 1H), 6.25 (dd, 1 = 9.3, 5.3 Hz, 1H),
.13 (s, 2H), 2.43 (td, ] = 9.1, 5.1 Hz, 1H), 2.38

—2.25 (m, 1H), 1.26 (ddt, J =35.1, 16.4, 7.0

Hz,2H), 0.94 (t, 1 = 7.3 Hz, ).

37

40215

TH NMR (400 MHz, DM50-d8) & 8.64 (=, 1H),
&.40 (d, J=2.3 Hz, 1H), 7.85 (d, J=3.59 Hz,
1H}, 7.82 (dd, 1 = 8.6, 2.4 Hz, 1H), T.52 (t, J =
1.3 Hz, 1H), 7.38 (d, ] = 3. 1H}, 6.51 (d,
J=88Hz, 1H}, 6.18 (dd, J 2, 8.4Hz, 1H},
8.12 (8, 2H), 2.48 - 2.35 (m, 2H}, 085 (1, 1 =

7.2 Hz, 3H).

& Hz,
=4
m, 2

38

1H NMR (400 MHz, DMS0-d8) 5 8.72 (s, 1H),
8.35 (d, J=2.3 Hz, 1H), 8.01 (d, J = 8.8 Hz,
1H), T.85 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 7.52 (1, J =513
Hz, 1H), 743 (d, ] = 4.0 Hz, 1H), 732 - 7.22
{m, &H), 7.21 = 7.16 (m, 1H), 7.02 (s, 2H), 6.76
id, )= 8.3Hz, 1H), 654 (dd, J = 33, 6.7 Hz,
1H), 3.89 — 3.67 (m, 2H).

52

40£.15

1H NMR (400 MHz, DMS0-d6) 5 8.64 (s, 1H),
2.41(d, J=2.4 Hz, 1H), 7.85 (d, J = 3.9 Hz,
1H), 7.82 (dd, J = 8.6, 2.4 Hz, 1H), 752 (t, J =
51.3 Hz, 1H), 7.40 — 7.38 (m, 1H), 651 (dd, J =
8.6, 0.9 Hz, 1H), 6.16 (dd, J = 9.2, 64 Hz, 1H),
5.13 (s, 2H), 2.49 — 2.35 (m, 2H), 0.90 t, J =
7.2 Hz, 3H).

53

40£.15

1H NMR (400 MHz, DMS0-d6) 5 8.64 (s, 1H),
2.41(d, J=2.4Hz, 1H), T.85 (d, J= 3.9 Hz,
1H), 7.82 (dd, J = 8.8, 2.4 Hz, 1H), T.52 (1, J =
51.3 Hz, 1H), 7.40 — 7.38 (m, 1H), 651 (dd, J =
2.6, 0.9 Hz, 1H), 6.18 (dd, J = 5.2, B4 Hz, 1H),
5.13 (3, 2H), 2.49 — 2.35 (m, 2H), 0.80 t, J =
7.2 Hz, 3H).

63

1H MR (400 MHz, DMS0-d8) § 8.63 (=, 1H),

8.42-8.31(m, 1H}, 7.284 (d, J = 3.9Hz, 1H)},

776 (dd, J=886 24Hz 1H), 751 i, J=51.3

Hz, 1H}, 7.41(d, J = 3.9 Hz, 1H}, 7.32 - 7.22

(m, 4H}, 7.21 =714 (m, 1H), 8.55 (dd, 1 = 5.4,

8.5 Hz, 1H), & -:'[::I::I J=85 028Hz 1H), 6.12
(8, 2H}, —3.64 (m, 2H}

1H NMR (400 Az Df-1ED—::I'c_. 587208, 1H),
8.35 (d, J= 2.3 Hz, 1H), 8.01 (d, ] = 8.8 Hz,
1H), 7.85 (d, J = 2.9 Hz, 1H), 7.52 (t,J = 51.3
Hz, 1H}, 743 (d, ] = 4.0 Hz, 1H), 7.32 - 7.22
(m, 4H), 7.21 = 7.16 (m, 1H), 7.02 (s, 2H), 6.75
(d, J = 8.9Hz, 1H), 654 (dd, J = 93, 6.7 Hz,
1H), 3.88 — 367 (m, 2H).
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Los compuestos 29, 30, 32, 33, 52 y 53 se obtuvieron como enantibmeros unicos
después de la separacion por SFC quiral.
Para la sintesis de los compuestos 63 y 64, el intermediario de azida racémica se

separé en dos enantiomeros por SFC quiral.

Ejemplo 7. Sintesis de 6-(1-((5-(5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il)tiofen-2-
i)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[d]tiazol-2-amina (Comp. 22)
Etapa A

+ CI’
PhyP__OMe

S o KOt-Bu S o~
T ST
N THF, r.t., 16h N

2-amino-5,7-dihidro-4H-1,3-benzotiazol-6-ona (5,86 g, 34,83 mmol, 1 equiv.) y cloruro

de (Metoximetil)trifenilfosfonio (1,25 equiv.) se disolvieron en 80 ml de THF. Se afiadio
ter-butoxido de potasio (1,25 equiv.) y la mezcla de reaccién se agit6 a r.t. durante la
noche. La mezcla se diluy6 con agua y se extrajo en EtOAc (3x). Las capas organicas
combinadas se lavaron con salmuera y concentraron a presion reducida. El residuo
asi obtenido se purificé por cromatografia flash (gel de silice, DCM/MeOH 98:2) que

suministra el producto como un sdlido rojo (2,87 g, 14,6 mmol, 42% de rendimiento).

Etapa B
HCI
5.~ __.:_.‘-‘H.n.-" cone, S. . -
N T T T . MM Y
N - 1,4.dioxano N—"-

(6E)-6-(metoximetiliden)-5,7-dihidro-4H-1,3-benzotiazol-2-amina (2,87 g, 14,6 mmol,
1 equiv.) se disolvié en 70 ml de 1,4-dioxano y se afadio lentamente HCI conc. (12 M,
8 equiv.). La mezcla resultante se agitd a r.t. durante la noche; luego se diluyé con
EtOAc. Se afiadi6 solucion acuosa saturada de NaHCOs (>100 ml) para inactivar el
exceso de HCI. La capa orgénica se separd y se lavé con salmuera, se sec6 (MgS0Oa),
se filtré y concentro a presion reducida, lo que proporciona un sélido amarillo, que se

uso directamente en la siguiente etapa (2,1 g, 11,5 mmol, 79% de rendimiento).

Etapa C
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S 1) KzCO3 MeOH B =
HoN— T \\\I""Q}D - = 2N— 7
N 2) Reactivo de N— -

Ohira-Bestmann

1-diazo-1-dimetoxifosforilpropan-2-ona (1,2 equiv.) se afiadié a una solucién de 2-
amino-4,5,6,7-tetrahidro-1,3-benzotiazol-6-carbaldehido (2,1 g, 11,5 mmol, 1 equiv.) y
carbonato de potasio (2 equiv.) en 70 ml de metanol. La mezcla resultante se agit6 a
r.t. durante la noche, y la conversion se examiné mediante LCMS.

La mezcla de reaccion se diluyé con EtOAc y se lavo con solucién acuosa saturada
de NaHCOs y salmuera. La capa organica se sec6 en MgSOa, se filtré y concentré a
presion reducida. El producto bruto se purificd por cromatografia flash (gel de silice,
EtOAc/MeOH 0-2%) que suministra el producto como un solido amarillo (806 mg, 4,52,

39% de rendimiento).

Etapa D
] A
)
F)\E Y(;)\/Br
HZN\<\ D/
N

2-[5-(bromometil)tiofen-2-il]-5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol (50 mg, 0,17 mmol, 1

F

H NS N
N NN s \NJ«

equiv., etapa C, ejemplo 4), 6-etinil-4,5,6,7-tetrahidro-1,3-benzotiazol-2-amina (30 mg,
0,17 mmol, 1 equiv.), sulfato de cobre pentahidrato (0,3 equiv.) y L-ascorbato de sodio
(0,5 equiv.) se suspendieron en 1 ml de DMSO. Luego se afadié azida sodica (1,2
equiv)y la mezcla se agit6é ar.t.. Después de 2 h, LCMS revel6 la conversion completa
en el compuesto del titulo. La mezcla de reaccién se filtr6 y el filtrado se purific6 por
HPLC preparativa. El producto se aislé6 como una base libre (13 mg, 0,028, 17% de
rendimiento). LRMS (ESI+) calculado para C17H16F2N70S2 [M+H]* 436,48
experimental 436,12; *H RMN (400 MHz, DMSO-d6) d 8,24 (br s, 1H), 8,06 (s, 1H),
7,84 (d, J = 3,8 Hz, 1H), 7,52 (t, J = 51,3 Hz, 1H), 7,34 (d, J = 3,8 Hz, 1H), 6,65 (s,
2H), 5,92 (s, 2H), 3,20 — 3,12 (m, 2H), 2,89 (dd, J = 15,7, 5,4 Hz, 1H), 2,72 — 2,63 (m,
1H), 2,45 (d, J = 20,9 Hz, 1H), 2,12 (d, J = 13,3 Hz, 1H), 1,92 — 1,78 (m, 1H).

Ejemplo 8. 5-{1-[(1R)-1-{5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]tiofen-2-il}-2-
(pirrolidin-1-il)etil]-1H-1,2,3-triazol-4-il}piridin-2-amina (comp. 54).

Etapa A

80



REF: 23LGO3E

NaBH3 HO o 7 P
)\M U cron Qﬁf °
5-(2-bromoacetil)tiofeno-2-carboxilato de metilo (500 mg, 1,0 mmol, 1 eq.) se disolvio
en etanol (11 ml) y se afadié pirrolidina (202,73 mg, 2,85 mmol, 1,5 eq.). La RM se
agité a 50 °C durante 1 h. Luego se afiadi6 borohidruro de sodio (75,5 mg, 2 mmol,
1,05 eq.) y la RM se agit6 a rt durante la noche. Se afiadié agua al RM y la extraccién
se realizo con acetato de etilo. La fase organica se lavo con salmuera y se concentro
a presion reducida. El residuo se purificé por FCC, lo que suministra el producto

deseado como solido marron claro (250 mg, 51,5% de rendimiento).
Etapa B

0 o~
HO s _ DPPA, DBU N3 S

e T I °
DT T T

A una solucion del alcohol (75 mg, 0,294 mmol, 1 eq.) en DMF (2 ml) a 0 °C se
afnadieron difenil fosforil azida (97 mg, 0,35 mmol, 1,2 eq.) y DBU (62,6 mg, 0,411
mmol, 1,4 eq.). La RM se agité a 0 °C durante 3 h y a rt durante la noche. Se afiadi6
la misma cantidad de DPPA y DBU y la RM se agit6 a rt durante la noche. La reaccion
se inactivé con agua y se extrajo con acetato de etilo. La capa orgénica se lavo con
salmuera, se secO en MgSO4, se filtr6 y concentré a presion reducida. El residuo se
purificd por FCC, que suministra el producto deseado como un aceite amarillo (43 mg,
52,2% de rendimiento).

Etapa C

N’N F
A\
H, (CHF,CO),0 | > <
m 2 4( 2C0), WO F
MeOH
9 O/

Metiléster (41 mg, 0,146 mmol, 1 eq.) se disolvié en metanol (1,5 ml) y se afadio
hidrato de hidrazina (58,57 mg, 1,17 mmol, 8 eq.). La RM se agit6 a 75 °C durante la
noche, luego se concentré a presion reducida y el sélido blanco residual se secé
durante la noche. La hidrazida obtenida se disolvi6 en DMF bajo argén y se afiadio
gota a gota DFAA (0,055 ml, 0,44 mmol, 3 eq.). La RM se agit6 a rt durante la noche.
Se afiadié agua a la RM y la extraccion se realizé con acetato de etilo. La capa acuosa

se alcalinizé6 mediante la adicion de bicarbonato de sodio sélido y se extrajo con
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acetato de etilo. Las capas organicas combinadas se lavaron con NaHCOs, salmuera,
se secaron (MgSOa), se filtraron y concentraron a presion reducida. El residuo se

purificé por FCC.

Etapa D
N F -"__'l.
N~ ; CusS0y, {\
L, M. _NH : N..
Ny S__J,U__Of ¥ . [ H *  Ascorbato de Sodio M s NN
. P = N T e W F
-\N—‘I \_l _’_;:::_ezm_f DMS0 HEM—{i e N "'IE } ""f\gfﬁmlx
s N—  NEN o F

El derivado de azida (62 mg, 0,182 mmol, 1 eq.) se disolvié en DMSO (1,5 ml). Se
afiadio 5-etinilpiridin-2-amina (21,5 mg, 0,182 mmol, 1 eq.) seguido por las soluciones
de CuSO4 (0,073 ml, 0,036 mmol, 0,2 eq.) y ascorbato de sodio (0,073 ml, 0,073 mmol,
0,4 eq.). La RM se agitd a rt durante la noche. Se afiadi6é agua y la precipitacién se
produjo. El sélido amarillo se filtré y se lavo con agua. El filtrado se alcalinizé mediante
la adicion de bicarbonato de sodio solido y se extrajo con acetato de etilo. Las capas
organicas combinadas se lavaron con NaHCOs, salmuera, se secaron (MgSOa), se

filtraron y concentraron a presién reducida.

El residuo se purificé por FCC y mediante HPLC preparativa que suministra el
producto como un sdlido incoloro. El producto se aislé6 como una sal de formiato (33,5
mg, 83,5% de rendimiento).

La mezcla racémica se separé mediante SFC quiral, que suministra 3,5 mg de
compuesto puro (y 3,4 mg del enantiomero opuesto, comp. 55). [M+H]+experimental
459,20; 1H RMN (400 MHz, DMSO-d6) & 8,62 (s, 1H), 8,40 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 7,84 —
7,78 (m, 2H), 7,52 (t, J = 51,4 Hz, 1H), 7,17 (d, J = 3,9 Hz, 1H), 6,52 (d, J = 8,6 Hz,
1H), 6,38 (t, J = 7,5 Hz, 1H), 6,13 (s, 2H), 3,44 — 3,35 (m, 2H), 2,65 — 2,56 (m, 4H),
1,69 (t, J = 3,9 Hz, 4H).

El siguiente compuesto se preparé de acuerdo con el mismo procedimiento:
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Comp Estructura W+H] Experimental 'H-NMR

TH NMR (200 MHz, DM S0} 8 8.565 (s, 1H), 840 (d,
H - Ty F J=25Hz 1H), 7.88 -7.81 (m, 2H}, 7.52 {,J =

MW an Y o S14Hz 1H), 750 (d,J = 39 Hz 1H), 654 (d, J =
35 f\r@‘{j)\‘ 418.15 86 Hz 1H),6.22 [brs, 2H),5.93 (d, ) = 10.4Hz
1H), 2,80 — 2,68 (m, 1H), 0.97 (d, ] = 6.6 Hz 3H)

0.3 (d,J = 65 Hz, 3H).

TH NMR (400 MHz, DMS 0-d8) & 852 (3, 1H), 8.40

H M "_- IE‘:'" F . .
b b, ':'?/k, fd, J=24Hz 1H), 8.15 (3, 1H), T84 -7.7%(m,
& 2H), 7521, J=51.3Hz 1H}, 717 (d,J =35 Hz
40 ‘\C@\i— 459.33 1H)},6.51(d,J=86Hz 1H}, 6838t J=7.5Hz,
Q TH}6.13 (8, 2H), 3.38(gd, J = 125, 7.5Hz 2H),
2560 (s 4H), 1.69 (5, 4H).

" = Fe, 1H NMR (400 MHz, DMS0-d8) 8 862 (8, 1TH), 8.40
' a = i {d,J=23Hz 1H), 7.84-7.78(m, 2H), 7.52(t J =
- 51.4Hz 1H), 717 id,J=39Hz 1H), 652 (d,J =
b J )
33 H 459.09 86H=z 1H), 838 (t J =7.5Hz, 1H}, 6.13 (5, 2H},
b 3.44-3.35(m, 2H), 2.65— 2.56 (m, 4H), 169t J
=3.9 Hz, 4H).

Ejemplo 9. 5,2-(difluorometil)-5-[5-[(4-fenilimidazol-1-il)metil]tiofen-2-il]-1,3,4-
oxadiazol (comp. 43).

EtapaA
F
/NYK
N\ o - HN\ S '}l_h{ F
S W KqCOy 0)\(
AN Y
\ /) F
N DMF N/
Br

5-fenil-1H-imidazol (60 mg, 0,416 mmol, 1 eq.) se disolvié en DMF (2 ml) y se afiadié
K2COs (69 mg, 0,499 mmol, 1,2 eq.). Después de 30 min, se afadid 2-[5-
(bromometil)tiofen-2-il]-5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol (ejemplo 4, etapa C, 122,8
mg, 0,416 mmol, 1 eq.) a la mezcla de reaccion. Después de 1 h, se afiadio agua y el
producto se extrajo con AcOEt, se secO en Naz2S0O4 y se concentrd a presion reducida.
El producto puro se obtuvo después de la purificacion por HPLC preparativa (62,7 mg,
41,8% de rendimiento). [M+H]+experimental 359,12; 1H RMN (400 MHz, DMSO-d6)
0789(d,J=13Hz 1H),7,85(d, J=3,8 Hz, 1H), 7,77 (dd, J = 3,6, 1,4 Hz, 2H), 7,74
(d, J=1,3 Hz, 1H), 7,51 (t, J = 51,3 Hz, 1H), 7,38 — 7,30 (m, 3H), 7,24 — 7,15 (m, 1H),
5,58 (s, 2H).

El siguiente compuesto se preparé de acuerdo con el mismo procedimiento:

83




REF: 23LGO3E

Comp Estructura : [M+H] Experimental "H-NMR

1H MMR {400 MHz, DMBOY 58.35(d, J=0.8

=y -
'\_" | F Hz, 1H), 8.00{d, J=0.8 Hz, 1H), 7.83({d.J =
J'II II". 1] 350,16 3.8 Hz, 1H), 781 —7.57 {m 2H), 7.51 {t, 52H=,
b '\ﬁr TH), 7.40 - 733 {m, 2H), 7.20({d, J =328 H=,
1H‘ T25 -7.17 (m 1H), 588 (s, 2H).

Ejemplo 10. 2-(difluorometil)-5-[5-[(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-i)metil]tiofen-2-il]-
1,3,4-oxadiazol (comp. 71).
Etapa A

HATU, DIPEA

Acido 2-(5-metoxicarboniltiofen-2-il)acético (200 mg, 1 mmol, 1 eq.), benzamidoxima
(136 mg, 1 mmol, 1 eq.) y DIPEA (193,66 mg, 1,5 mmol, 1,5 eq.) se mezclaron en
DMF (8 ml) y se afiadié HATU (493,8 mg, 1,3 mmol, 1,3 eq.). La mezcla se agit6 a r.t.
durante 2 h. LCMS mostro la conversion completa en amida. La mezcla de reaccion
luego se calentd a 80 °C durante 4 h para obtener el producto de ciclizacion. La mezcla
de reaccion se enfri6 a temperatura ambiente, luego se lavo con agua y se extrajo con
EtOAc. El producto bruto se purific6 por cromatografia flash (80 mg, 26,7% de

rendimiento).

ETAPA B
5 7 M-
L “‘v— _n{\ } 1. hidrazina g Y
VAR M= W - 2.Reactivo de Burgess _ Nee ™ 7 A
{ — Y A . O |
" }' N .0 - lk-"r '\.} —=in, CI} 4 E
= DMF, MeOH P N~

5-[(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)metilltiofeno-2-carboxilato de metilo (80 mg, 0,266
mmol, 1 eq.) se disolvié en MeOH (2 ml) y se afiadié monohidrato de hidrazina (0,039
ml, 0,799 mmol, 3 eq.). La mezcla se calent6 a 65 °C o/n. LCMS mostro la conversion
completa. La mezcla se enfrié a temperatura ambiente y se concentré a sequedad. El
producto bruto material se disolvio en DMF (3 ml) y se afiadi6 DFAA (0,093 ml, 0,799
mmol, 3 eq.). La mezcla de reaccion se agito a r.t. durante la noche. LCMS mostro la
formacion del intermediario abierto. La mezcla se lavé con agua y se extrajo con
EtOAc. El residuo se disolvio en THF y se agitdé con el reactivo de Burgess a r.t.
durante la noche. LCMS mostré la conversion completa. La mezcla se lavo con

NaHCOs, luego se extrajo con EtOAc y se lavé con agua. La fase organica se secé en
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Na2SO0a4, se filtro y concentrd. El producto bruto se purifico por pTLC. (13,5 mg, 13%
de rendimiento). [M-1] experimental 358,85; 1H RMN (400 MHz, DMSO-d6) & 8,05 —
7,98 (m, 2H), 7,87 (d, J = 3,8 Hz, 1H), 7,66 — 7,54 (m, 3H), 7,53 (t, J = 51,3 Hz, 1H),
7,37 (d, J = 3,8 Hz, 1H), 4,90 (s, 2H).

Ejemplo 11. 2-(difluorometil)-5-[5-[(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)metil]tiofen-2-il]-
1,3,4-oxadiazol; (comp. 75)

Etapa A
g O cianuro de trimetilzililo
) TETE %x ~,
Er/“"‘“{u,l “E*’ o e . 2 }’ﬁ\o -
b ACN

Una solucion de 5-(bromometil)tiofeno-2-carboxilato de metilo (3 g, 12,8 mmol, 1 eq.)
y TMSCN (1266 mg, 12,8 mmol, 1 eq.) en ACN (15 ml) se agitd6 a temperatura
ambiente durante 30 min. La mezcla se enfri6 a 0 °C y se tratd con TBAF (12,8 ml,
12,8 mmol, 1 eq.). La mezcla de reaccion se agité durante 2 h, luego se diluyé con
agua y se extrajo con EtOAc. La capa organica se separ0, se secd (Na2S0a), y se
concentrd. El producto bruto se purificd por cromatografia flash. (550 mg, 23,8% de

rendimiento).

Etapa B
s. P NH,OH N s.
. 2 —
7 \/ © MeOH Y \ / ©
HO'

Se afadi6 hidroxilamina (1 g, 15,18 mmol, 5 eq.) a una solucibn de 5-
(cianometil)tiofeno-2-carboxilato de metilo (550 mg, 3,03 mmol, 1 eq.) en metanol (3,5
ml). La RM se agit6 durante 1 h a 50 °C. LCMS mostro la conversion completa. La RM
se concentr6 a sequedad y el producto bruto se usé directamente en la siguiente
etapa.

Etapa C

O
HATU DIPEA
O

\OH
5-[(2E)-2-amino-2-hidroxiiminoetil]tiofeno-2-carboxilato de emtilo (615 mg, 2,87 mmol,
1 eq.) y acido benzoico (385,62 mg, 3,16 mmol, 1,1 eq.) se mezclaron con DIPEA (1,5
ml, 8,61 mmol, 3 eq.) en DMF (15 ml) y se afladié HATU (1419 mg, 3,78 mmol, 1,3
eq.). La mezcla se agit6 a r.t. durante 2 h. LCMS mostro la conversion completa. La
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mezcla de reaccion se lavo con agua y se extrajo con EtOAc, luego se lavo con agua
3 veces. La fase orgéanica se seco en Na2S0s, se filtré y concentro. El producto bruto
se purifico por FCC (965 mg, 100% de rendimiento).

Etapa D

o

\OH
5-[(2E)-2-benzamido-2-hidroxiiminoetil]tiofeno-2-carboxiIato de metilo (500 mg, 1,49
mmol) se disolvi6 en DMF (5 ml) y la mezcla se calenté a 150 °C en microondas
durante 5 min. LCMS mostré la conversion completa. El producto bruto se purificé por
cromatografia flash.

Etapa E

o s. N
o-N o~

5-[(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)metilltiofeno-2-carboxilato de metilo (60 mg, 0,2 mmol,
1 eq.) se disolvio en MeOH (0,3 ml) y se afiadié monohidrato de hidrazina (0,194 ml,
4 mmol, 20 eq.) (10 eq). La hidrazida bruta se purificé por cromatografia flash. La
hidrazida obtenida se disolvi6 en DMF y se afiadi6 DFAA (10 eq.). Después de la
agitacion durante la noche a r.t. se observo la conversion completa. La mezcla de
reaccion luego se lavd con NaHCOs, se extrajo con Et2O y se lavd con agua. El
producto bruto se purific6 por pTLC. (3,2 mg, 3,2% de rendimiento). [M-H]*
experimental 361,04; 1H RMN (400 MHz, DMSO-d6) 6 8,16 — 8,09 (m, 2H), 7,84 (d, J
= 3,8 Hz, 1H), 7,77 - 7,69 (m, 1H), 7,65 (m, J = 8,3, 6,5, 1,4 Hz, 2H), 7,46 (t, J = 51,3
Hz, 1H), 7,33 = 7,28 (m, 1H), 4,61 (s, 2H).

Ejemplo 12. 5-[1-[(1S)-1-[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-0xadiazol-2-il]tiofen-2-il]-2-

feniletil]triazol-4-il]piridin-2-amina; comp. 63
Etapa A

o
HATU DIPEA N
W L) o
T omF H O

Una mezcla de acido 2-(5-metoxicarboniltiofen-2-il)acético (500 mg, 2,5 mmol, 1 eq.),
benzohidrazida (340 mg, 2,5 mmol, 1 eq.), HATU (1234 mg, 3,25 mmol, 1,3 eq.) y

86



REF: 23LGO3E

DIPEA (0,652 ml, 3,75 mmol, 1,5 eq.) en DMF (10 ml) se agito a rt durante 2 h. Se
afiadi6é agua a la mezcla de reaccion y la precipitacion se produjo. El sélido amarillo

se filtr6 y se seco. (690 mg, 87% de rendimiento).

Etapa B
0 n -"S'H E Reactivo de Burgess s _J?
|I|I | / .l_.:-" - 3 \\' )
/H::b{fﬁn _\_TII /‘\‘(IIII l|:|l' 0 - R P__I_(/"‘xﬁ: ,-".r s Bl
ﬁ | H b — THE é " —{-\_ N IIIH_'."
|‘I—-___f?$} R N

5-[2-(2-benzoilhidrazinil)-2-oxoetil]tiofeno-2-carboxilato de metilo (200 mg, 0,628
mmol, 1 eq.) se disolvié en THF (5 ml) y se afiadi6é reactivo de Burgess (179,6 mg,
0,754 mmol, 1,2 eq.). La mezcla de reaccidn se agité a 50 °C durante la noche. Se
afiadi6 aguay el sélido ligeramente beige formado se filtré y se lavé con agua. El filtro
se lavé con DCM/metanol para recuperar el producto deseado (130 mg, 69% de

rendimiento).

Etapa C
5 2 hidrato de hidrazi “*w’s‘x E
. lf idrato de hidrazina — 4 " -
. o Rx/ \‘.-""J\G,-- .- I 7&;\__ HEI | W H NH2
4 j}——% U MeOH o/ A%

5-[(5-fenil-1,3,4-oxadiazol-2-il)metilltiofeno-2-carboxilato de metilo (100 mg, 0,333
mmol, 1 eq.) se disolvié en metanol (4 ml) y se afiadié hidrazina (0,162 ml, 3,33 mmol,
10 eq.). La mezcla de reaccion se agité a 70 °C durante la noche y se concentr6 a
presion reducida; luego se afiadid acetonitrilo y se concentré de nuevo. El residuo

sélido marrén se seco durante la noche a presion reducida.

Etapa D

F
s P 1. DFAA ) 04\2\
2. Bugess .
YA St SO S
n-N DMF N~

5-[(5-fenil-1,3,4-oxadiazol-2-il)metiltiofeno-2-carbohidrazida (100 mg, 0,333 mmol, 1
eg.) se disolvi6 en DMF (3 ml) bajo argbén y se afiadié gota a gota DFAA (0,041 ml,

0,333 mmol, 1 eq.). La mezcla de reaccion se agité a rt durante 1 hora. Se afiadio
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agua y se produjo la precipitacion. El solido blanco se filtro y se lavé con agua. La N'-
(2,2-difluoroacetil)-5-[(5-fenil-1,3,4-oxadiazol-2-il)metil]tiofeno-2-carbohidrazida
obtenida se disolvié en THF (2 ml) y se afadi6 el reactivo de Burgess (114,63 mg,
0,48 mmol). La mezcla de reaccion se agité a 55 °C durante la noche. La mezcla de
reaccion se diluy6 con agua y se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se lavo
con NaHCOz3 y salmuera. La capa organica combinada se sec6 en MgSOu, se filtro y
concentr6 a presion reducida. El residuo se purificO por HPLC preparativa que
suministra el producto como un sélido blanco (15,6 mg, 17% de rendimiento). [M-H]+
experimental 361,08; 1H RMN (400 MHz, DMSO-d6) 6 8,02 — 7,97 (m, 2H), 7,86 (d, J
= 3,9 Hz, 1H), 7,68 — 7,58 (m, 3H), 7,53 (t, J = 51,4 Hz, 1H), 7,35 (d, J = 3,8 Hz, 1H),
4,81 (s, 2H).

El siguiente compuesto se prepar6 de acuerdo con el mismo procedimiento, usando

reactivo de Lwesson en lugar de Burgess'’:

Comp Estructura [N+H] Experimental 'H-NMR

" IH MAR (400 MHez, DMS0-d6) §8.00-7.94

- . .

@‘g ! ; (m 2H), 7.85 (d, J =3.8 Hz, 1H), 7.60- 7.53

I J\J‘@\ﬁ}/& 37705 | (maH), 752t J=513 e, H), 732(d J =
38 He, 1H), 4.94 (s, 2H)

Ejemplo 13. 2-(difluorometil)-5-[5-[(3-fenil-1,2-oxazol-5-il)metil]tiofen-2-il]-1,3,4-

oxadiazol; comp. 76

Etapa A
5 C' 1. hidrato de hidrazina s M—N .
Br._ .- lf Br_ - & W |
- b - 2.0FAA PN M
L o oY

MeOH, DMF

5-bromotiofeno-2-carboxilato de metilo (2 g, 9 mmol, 1 eq.) se disolvié en metanol (25
ml) y se afiadio hidracina (1,1 ml, 22,6 mmol, 2,5 eq.). La mezcla de reaccion se agitd
reflujo durante la noche, luego se concentré a presiéon reducida y se coevapord con
tolueno. El residuo se disolvié en DMF (25 ml) y se afiadié anhidrido difluoroacético
(3,36 ml, 27 mmol, 3 eq.) a 0 °C. la mezcla de reaccion se agitd durante la noche a rt.
Se afadio NaHCOs y la mezcla de reaccion se extrajo con MTBE y se concentro a

presién reducida. El producto se usé en la siguiente etapa sin purificacién.
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Etapa B
N—N }
5 Cul, Pd —5&i_ MN—
e s = S SO L L F
A .-' F 1y dioxano -\\"1 ..-"I,-" |

2-(5-bromotiofen-2-il)-5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol (1 g, 3,2 mmol, 1 eq.) se
disolvié en dioxano (10 ml), se afiadieron catalizador de Pd (264,7 mg, 0,32 mmol, 0,1
eg.) y Cul (60,98 mg, 0,320 mmo, 0,1 eq.) y la mezcla de reaccién se desgasificd con
N2. Luego se afiadieron EtsN (0,89 ml, 6,4 mmol, 2 eq.) y etinil(trimetil)silano (0,912
ml, 6,4 mmol, 2 eq.). La mezcla de reaccion se agité durante la noche a 80 °C. RM se
filtré a través de la torta de celite. Se afiadié agua al filtrado y se extrajo con AcOEt,
se lavo con salmuera, se secé en Na2SOs y se concentré a presion reducida. Se

purificd por cromatografia flash (603 mg, 63% de rendimiento).

Etapa C

< TBAF N—-N S N—N
Si = S 7\ F = S I\ F
F —> —_—
w )\( \@AO)\g @ 0)\g

2-[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol-2-il]tiofen-2-il]etinil-trimetilsilane (603 mg, 2
mmol, 1 eq.) se disolvié en THF (4 ml) y se afiadiéo TBAF (581 mg, 2,2 mmol, 1,1 eq.).
Después de 30 min, se afiadié agua y la mezcla se extrajo con AcOEt. El residuo se
purificé por cromatografia flash, luego (240 mg, 1,06 mmol) se disolvié en metanol (1
ml). Se afadio piridina (1 ml) y etinilbenceno (1,1 g, 10,6 mmol) seguido por acetato
de cobre (578 mg, 3,18 mmol). La mezcla de reaccion se agité durante la noche, luego
se concentrd a presion reducida y se purificd por cromatografia flash (140 mg).
Etapa D

Z
o A NN hidroxilamina s ,g_'g' F
=aom "'\-'::\_-u____:‘:_\-_\_\_\_ 5 i = M . TEA . — A D.-}"'ﬂ-..lf'
T Y omse. ¢ m,r ‘
A F DMSO R M-

2-(difluorometil)-5-[5-(4-fenilbuta-1,3-diynil)tiofen-2-il]-1,3,4-oxadiazol (160 mg, 0,49
mmol, 1 eq.) se disolvio en DMSO (5 ml) y se afiadieron EtsN (0,274 ml, 1,96 mmol, 4
eg.) y clorhidrato de hidroxilamina (85 mg, 1,23 mmol, 2,5 eq.) y la mezcla de reaccion
se agité durante 1 h a 100 °C. Se afadio agua y la mezcla de reaccion se extrajo con

AcOEt, se sec6 en Na2S0Oa4 y se concentrd a presion reducida. El producto se purificd
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por HPLC preparativa (14 mg, 7% de rendimiento). [M-H]+ experimental 359,97; 1H
RMN (400 MHz, DMSO) 6 7,90 — 7,83 (m, 3H), 7,53 (t, J = 51,2 Hz, 1H), 7,52 — 7,49
(m, 3H), 7,27 (dd, J = 3,8, 0,9 Hz, 1H), 6,95 (s, 1H), 4,63 (s, 2H). 1H RMN (400 MHz,
DMSO) & 7,90 — 7,83 (m, 3H), 7,53 (t, J = 51,2 Hz, 1H), 7,52 — 7,49 (m, 3H), 7,27 (dd,
J=3,8,0,9 Hz, 1H), 6,95 (s, 1H), 4,63 (s, 2H).

Ejemplo 14. 2-(difluorometil)-5-[5-[(4-fenil-1,3-tiazol-2-il)metil]tiofen-2-il]-1,3,4-
oxadiazol; comp. 77

Etapa A

HO [o)
S

s . )—Br iPrMgClI S \ \ / o~
H — N e \_N
\ / © THF

2-bromo-4-fenil-1,3-tiazol (56,436 mg, 0,235 mmol, 1 eq.) se disolvié en THF seco (1
ml) bajo atmodsfera de N2 y se afiadio lentamente iPrMgCl 1 M en THF (0,235 mmol, 1
eg.). La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 2 h y luego se afiadio
aldehido (50 mg, 0,294 mmol, 1,25 eq.) en THF. La agitacion continué durante 2 h
adicionales. La mezcla de reaccion se lavé con agua y se extrajo con EtOAc. El

producto bruto se purificé por pTLC (13 mg, 17% de rendimiento).

Etapa B
HO s [o) . s
S _ 0—
o TES, TFA | \ /
Q! \ / TES, TFA_ QN
1,2-DCE

5-[hidroxi-(4-fenil-1,3-tiazol-2-il)metilJtiofeno-2-carboxilato de metilo (240 mg, 0,724
mmol, 1 eq.) se disolvié en DCE y se trat6 con trietilsilano (1,16 ml, 7,24 mmol, 10 eq.)
y TFA (1,11 ml, 14,48 mmol, 20 eq.). La mezcla se calenté a 80 °C durante 1 h, luego
se concentré a sequedad y el producto bruto se purificé por FCC (150 mg, 66% de

rendimiento).

Etapa C
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He o © 1. hidrazina s AEJ_T} ]
3 it e
JS"T/W j}r“”\o,,. SE_EDFAA {1;3__'{' ( o 1#
= . GUrgess J
N gess %N b
' MeOH, DMF A
llr:,:;,.-'-.\ﬁ B ' = \fl
R bll JI&“Q__.J

5-[(4-fenil-1,3-tiazol-2-il)metil]tiofeno-2-carboxilato de metilo (150 mg, 0,476 mmol, 1
eq.) se disolvi6 en MeOH (3 ml) y se afiadi6 monohidrato de hidrazina (3 eq). La
mezcla de reaccidn se agitd a 65 °C durante la noche. Se afadieron otros 3 eq de
hidracina y el calentamiento continué durante 24 h. La mezcla de reaccion se
concentro a sequedad, luego el residuo se disolvio en DMF (2 ml) y se tratd con DFAA
(0,277 ml, 1,4 mmol, 3 eq.). La mezcla se agit6 a r.t. durante la noche, luego se lavo
con agua, se extrajo con EtOAc, y se concentr0 a sequedad. El intermediario se
disolvié en THF (3 ml) y se afiadi6 reactivo de Burgess (226,7 mg, 0,951 mmol, 2 eq.).
La mezcla de reaccion se agit6 a 65 °C durante la noche. La RM se enfri6 a
temperatura ambiente, luego se lavé con NaHCOgs y se extrajo con EtOAc. El producto
bruto se purificé por prep. HPLC (17,5 mg, 9,5% de rendimiento). [M-H]+ experimental
376,10; 1H RMN (400 MHz, DMSO-d6) & 8,06 (s, 1H), 8,01 — 7,93 (m, 2H), 7,84 (d, J
= 3,8 Hz, 1H), 7,52 (t, J = 51,3 Hz, 1H), 7,46 (t, J = 7,7 Hz, 2H), 7,40 — 7,31 (m, 1H),
7,31 (dt, J=3,8, 0,9 Hz, 1H), 4,81 (s, 2H).

Los siguientes compuestos se prepararon de acuerdo con el mismo procedimiento, a

partir del correspondiente bromuro de arilo:

Comp Estructura [M+H] Experimental 1|-|.|".,,|| MR
Q . AHMAR (400 MHz, DMS0-dE) § 7.91 (dd, J=
- 7.3, 24H, 2H), 7.86-7.80 (m 2H), 7511 J
[u} L .
78 @ xj’l\’ 376.35 =513 He, H), 7.49(dt, J=4.8, 27 H, 3H),

7.23(d J=39H, 1H), 463(5, 2.

THMNMR (400 MHz, DMS30-d6) § 7.99-7.91

' (m 2H), 7.84 (d, J= 38 H, 1H), 7.53 (dd, J =
84 ©_<, ) T\)\ 360.10 |52 20H, 3H), 752(t, J=513 H, 1H), 7.25
5 e (d J=38H, 1H), 7.21(d, J= 1.1 H, 1H),
454 (g, 2H).

THNMR (400 MHz, DMSO-d6) § 7.98—7.92

=\ . (M 2H), 7.81(d J= 38 H, H), 7.58 (s, 1H),

\ pu -.;T,-dx_‘ _,_,;..\ - L " L

85 |\ ] T|J—<? T 37807 | 7 57-746(m 3H), 751 (0, =513 H, 1H,
) 7.21(d, J =38 H, 1H), 448 (s, 2H).
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Ejemplo 15. 2-(difluorometil)-5-(5-(((4-metil-5-(tiofen-2-il)-4H-1,2,4-triazol-3-
itio)metil)tiofen-3-il)-1,3,4-oxadiazol; comp. 104

Etapa A
0 1) HATU, DIPEA, DMF N f
OH  2) N,H,*H,0 N, \>/<F
- o
I\ 3) DFAA, 1h, rt. /d\
S

Acido 5-metiltiofeno-3-carboxilico (400 mg, 2,8 mmol, 1 equiv.) se disolvi6 en DMF y
se traté con HATU (1,2 equiv.) en la presencia de DIPEA (3 equiv.) bajo agitacion.
Tras la activacion del acido carboxilico durante 15 min a r.t., se afiadié hidrato de
hidrazina (3 equiv.). La formacion cuantitativa de hidrazida se observo dentro de 30
min. Se afiadié anhidrido difluoroacético (7 equiv.) a la mezcla de reaccion. Se formé
inmediatamente el intermediario abierto acilhidrazida. Después de agitar la mezcla a
r.t. durante 1 h, el intermediario acilhidrazida se cicl6 completamente al producto de
DFMO deseado. La mezcla se diluy6 con solucion acuosa saturada de NaHCOs y se
extrajo con EtOAc. La fase organica se lavd de nuevo con solucidén acuosa saturada
de NaHCOg, se seco, se filtro y concentro.
El producto bruto asi obtenido se purificé por cromatografia flash (100% DCM) (300
mg, 1,4 mmol, 49% de rendimiento).
Etapa B

F F

N N
N \>/< NBS, BPO N \>/<F

\ F \
() B — (@)
/[f\ CHClj, reflux Br\/d\

S S

2-(difluorometil)-5-(5-metiltiofen-3-il)-1,3,4-oxadiazol (300 mg, 1,38 mmol, 1 equiv.) se
disolvié en cloroformo. Se afiadieron N-bromosuccinimida (1,4 equiv., en porciones) y
peréxido de dibenzoilo (0,2 equiv.), y la mezcla se agitd bajo reflujo durante 3 h. La
mezcla luego se concentré y el residuo se purificO por cromatografia flash
(Hex:AcOEt=95:5—70:30). Se obtuvieron 320 mg del producto deseado (1,08 mmol,

78% de rendimiento).
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4-metil-5-(tiofen-2-il)-4H-1,2,4-triazol-3-tiol (1 equiv.) y carbonato de potasio (2 equiv.)
se afiadieron a una solucién de 2-(5-(bromometil)tiofen-3-il)-5-(difluorometil)-1,3,4-
oxadiazol (50 mg, 0,17 mmol, 1 equiv.) en metanol. La mezcla se agito a r.t. durante

30 min. Se observo conversion completa.

La mezcla de reaccion se concentrd por evaporacion rotatoria, el residuo se suspendio
en EtOAc y se lavo con salmuera. La capa organica se secé en Na2S04, se filtrd, se
concentrd a sequedad. El producto bruto asi obtenido se purificé por cromatografia
flash (Hex:EA = 7:3 — 0:10). Se obtuvieron 7 mg del producto puro deseado (10% de

rendimiento). [M-H]+ experimental 412,4 Da.

Ejemplo 16. N-[5-[1-[[5-[5-(difluorometil)-1,3,4-0xadiazol-2-il]tiofen-2-
illmetil]triazol-4-il]-2-hidroxifeniljmorfolin-4-carboxamida; comp. 47
Etapa A

N Br 0 /\N N Br
O=<o:©/ * [Nj ~ \g/ j@/
H
5-bromo-3H-1,3-benzoxazol-2-ona (500 mg, 2,33 mmol, 1 eq.) se disolvié en dioxano
(8 ml), y se afadié morfolina (0,370 ml, 4,67 mmol, 2 eq.). La mezcla de reaccion se
agité durante 5 h a 70 °C, luego se concentrd a presion reducida. El producto se utilizé
directamente en la siguiente etapa sin purificaciéon (64 0 mg, 61% de pureza por

UPLC).
Etapa B

Una solucion de N-(5-bromo-2-hidroxifenil)morfolin-4-carboxamida (640 mg, 2,12
mmol, 1 eq.) en dioxano (8 ml) se purgd con Argon. Luego se afiadieron los

catalizadores, [1,1'-Bis(difenilfosfino)ferroceno]dicloropaladio Il) diclorometano (175
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mg 0,21 mmol, 0,1 eq.) y yoduro de cobre(l) (20 mg, 0,11 mmol, 0,05 eq.) seguido por
TMS-acetileno (0,9 ml, 6,37 mmol, 3 eq.) y TEA (0,593 ml, 4,25 mmol, 2 eq.). La
mezcla de reaccion se agité a 80 °C durante la noche, se diluyé con agua y se extrajo
con acetato de etilo. La fase organica se lavo varias veces con agua, NaHCOs, y
salmuera, se seco en MgSOQOa, se filtro a través de Celite, y se concentro a presion

reducida. El residuo se purifico por FCC (115 mg, 17% de rendimiento).

Etapa C

85

OHO
Se afadio una solucion de TBAF 1 M en THF(0,264 ml, 0,264 mmol, 1,05 eq.) a N-[2-
hidroxi-5-(2-trimetilsililetinil)fenillmorfolin-4-carboxamida (80 mg, 0,251 mmol, 1 eq.)
En un matraz separado, 2-[5-(bromometil)tiofen-2-il]-5-(difluorometil)-1,3,4-oxadiazol
(74,14 mg, 0,251 mmol, 1 eq.) se mezclé con NaNs (17,15 mg, 0,264 mmol, 1,05 eq.)
en DMSO. Después de 1 hora las mezclas se combinaron y se afiadieron ascorbato
de sodio (20 mg, 0,1 mmol, 0,4 eq.) y CuSOa4 (6,3 mg, 0,025 mmol, 0,1 eq.). Después
del consumo de los materiales de partida, la mezcla de reaccién se filtré y el producto
se purificé por HPLC preparativa. El producto se aislé como base libre (34,88 mg, 27%
de rendimiento). [M-H]+ experimental 504,13; 1H RMN (400 MHz, DMSO) & 9,94 (s, 1H),
8,52 (s, 1H), 8,05 (s, 1H), 7,98 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 7,86 (d, J = 3,8 Hz, 1H), 7,52 (t, J = 51,4
Hz, 1H), 7,44 — 7,37 (m, 2H), 6,90 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 5,98 (s, 2H), 3,63 (dd, J = 5,7, 4,0 Hz,
4H), 3,49 — 3,42 (m, 4H).

Ejemplo 17. 2-(difluorometil)-5-(5-((4-metil-5-(tiofen-2-il)-4H-1,2,4-triazol-3-
iDtio)tiofen-2-il)-1,3,4-oxadiazole; compd. 98

Etapa A
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OH 1) HATU, DIPEA IF
s 2NHz*H, o4

I > ~ N
\ | 2) DFAA S N’
<7

HATU (1.2 equiv.) y DIPEA (3 equiv.) son afiadidos a una solucidon de acido 5-

yodotiofeno-2-carboxilico (200 mg, 0,78 mmol, 1 equiv.) en DMF (10 mL) bajo
agitacion. Después de 15 min, hidrato de hidrazina (3 equiv.) fue afiadido. Se observo
una conversion total a la hidrazida dentro de 15 minutos. Anhidrido difluoroacético (12
equiv.) fue luego afadido. Después de agitar la mezcla a temperatura ambiente por
30 min, el intermedio estuvo completamente convertido al producto ciclado. La mezcla
de reaccion fue neutralizada mediante la adicion de NaHCO3s acuoso saturado. El
precipitado que se formd fue recolectado por filtracion y Urificado por cromatografia
flash (Hex:EtOAc = 95:5 -> 7:3) para obtener el producto puro (180 mg, 0,55 mmol,

70% rendimiento).

Etapa B
F.
. F
F Cul, K;CO 0
ﬂ’z. \H—{ SH n'ans-DAC:I - \‘H
oo s AN T 5 N
53N @’Au‘ DMSO v A
=\ s I N
"/

El tanque de reaccion fue cargado con 2-(difluorometil)-5-(5-yodotiofen-2-il)-1,3,4-
oxadiazol (50 mg, ,15 mmol, 1 equiv.) del paso previo, 4-metil-5-(tiofen-2-il)-4H-1,2,4-
triazol-3-tiol (1 equiv.), carbonato de potasio (3 equiv.) yoduro de cobre (0.2 equiv) y
trans-(1R,2R)-ciclohexano-1,2-diamina (0.3 equiv.). Los reactivos fueron disueltos en
DMSO (4 mL), y la mezcla resultante fue agitada a 110°C durante 1h 30 min. La
mezcla de reaccion fue diluida con agua. El precipitado que se formo fue recolectado
por filtracion y purificado por cromatografia flash (Hex:EtOAc = 7:3) para obtener el
compuesto del titulo (35 mg, 0,09 mmol, 60% rendimiento). [M-H]+ experimental 397.9
Da.
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Los siguientes compuestos fueron preparados de acuerdo al mismo procedimiento,

empezando por el mercaptoaril sustituido correspondiente:

Compd Estructura [M+H]* experimental 'H-RMN
1H RMN (400 MHz,
DMSO-d6) & 7.98(D,
J=4.0 Hz, 1H), 7.84
(s, 1H), 7.74 (d, J=4.0
91 =T e L 378.11 Hz, 1H), 7.71-7.64 (m.

T 2H), 7.61 (t, J=52.6
Hz, 1H), 7.53-7.44 (m,
2H), 7.44-7.35 (m,
1H)
N M .
92 Wandl S:HOIF 394.7

Ejemplo 18. 2-(difluorometil)-5-(5-(((5-fenil-1,3,4-oxadiazol-2-il)oxi)metil)tiofen-2-
il)-1,3,4-oxadiazol; compd. 101

Etapa A
OH F F
o~ F KyCO, F
N ] ~ N acetone, r.t. q S > N
s” \J W 16h Nw? \ W~

5-fenil-1,3,4-oxadiazol-2-ol (1 equiv.), 2-[5-(bromoetil)tiofen-2-il]-5-(difluorometil)-
1,3,4-oxadiazol (50 mg, 0,17 mmol, 1 equiv.) y carbonato de potasio (4 equiv.) fueron
suspendidos en acetona (3mL), y la mezcla de reaccion fue agitada durante la noche.
Una conversion casi total a producto fue observada. La mezcla fue diluida con agua y
extraida en EtOAc. El solvente fue evaporado y el residuo crudo fue purificado por
cromatografia flash (hexano:DCM = 3.7 -> 0:10) para obtener el compuesto del titulo
(11,7 mg, 0,03 mmol, 18% rendimiento). [M-H]+ experimental 377,17 Da.
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Ejemplo 19. Pruebas enzimaticas

Para cada compuesto de prueba, se prepararon soluciones 100X concentradas de
DMSO a 8 dosis y luego se diluyeron en buffer de ensayo (Tris-HCI 25 mM, pH 8, NaCl
130 mM, Tween-20 0,05%, Glicerol 10%) para obtener soluciones 5X concentradas
en relacién con las concentraciones finales (rango tipico de concentracion final - 6,4-
200000 nM o 0,18-50000 nM, contenido final de DMSO - 1%). A continuacion, se
colocaron 10 uL de solucion de cada concentracion de compuesto de prueba en una
placa de 96 pocillos por triplicado y se afadieron a cada pocillo 15 yL de solucion
enzimatica concentrada 3,33X en el buffer de ensayo que contenia BSA concentrada
3,33X (concentracion final de BSA 1 mg/ml) y, en el caso de HDAC6, TCEP
concentrada 3,33X (concentracion final de TCEP - 200 uM). Después de un periodo
de preincubacion a 25 °C (30 minutos para HDAC6 y 120 minutos para HDAC1), se
afiadieron 25 pL de solucion que contiene el sustrato. Como sustrato se utilizaron
sustrato de desacetilasa FLUOR DE LYS® (Enzo Life Sciences, cat: BML-KI104, FdL),
FLUOR DE LYS®-sustrato verde (Enzo Life Sciences, cat: BML-KI572, FdL_G) o Boc-
Lys(Tfa)-AMC (Bachem, cat: 4060676,005, Tfal) - solucién concentrada 2X en buffer
de ensayo. Después de un periodo de reaccién (30 minutos a 25 °C), se afiadieron 50
ML de la solucién de revelado consistente en el revelador concentrado FLUOR DE
LYS® | (Enzo Life Sciences, ca: BML-KI105), diluido 200 veces en buffer (Tris-HCI 50
mM, pH 8, NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, MgCl2 1 mM) mas 2 uM TSA y después de 25
minutos a temperatura ambiente en la oscuridad, utilizando el instrumento Victor 1420
Multilabel Counter Perkin Elmer Wallac, se realiz0 la lectura de fluorescencia
(excitacion/emision: 485/535 nM - Fluor de Lys Verde, 355/460 nM - Tfal, Fluor de

Lys).
Se evalué la actividad enzimatica sobre HDAC6 y HDAC1 humanas recombinantes

(Tabla 1) para cada compuesto sintetizado.

Tabla 1 - Ensayo de actividad enziméatica inhibitoria sobre HDAC6 y sobre HDAC1
(1C50 en unidad nM).

HDACG6 HDAC1 ICso,

Ejemplo | o nm M
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1 9,1 17115

2 38 > 100000
3 16 > 100000
4 7.4 > 100000
5 6,5 > 100000
6 490 > 100000
7 32 > 100000
8 13 > 50000
9 135 > 50000
10 12 > 100000
11 141 > 100000
12 130 >200000
13 850 >50000

14 310 > 50000
15 79 > 50000
16 71 > 50000
17 84 > 50000
18 160 > 50000
19 290 > 50000
20 17 13575

REF: 23LGO3E
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21 19 >50000
22 19 61600
23 89 >50000
24 433 >50000
25 9 >50000
26 32 11887
27 85 >200000
28 12 >50000
29 8 5761
30 9 >100000
31 17 37180
32 11 >100000
33 14 >100000
34 2 4199
36 17 >100000
37 20 53300
38 65 >100000
39 181 >100000
40 10 39000
41 56 >100000

REF: 23LGO3E

99



42 6 >100000
43 21 80000
44 10 >100000
45 4 5573
46 15 >100000
47 3 >100000
48 13 >100000
49 11 16210
50 35 >100000
51 14 >100000
52 12 21630
53 20 36860
54 16 25850
55 16 17080
56 1264 >100000
57 52 >100000
58 9 34150
59 16 >100000
60 3 3496
61 8 >100000

REF: 23LGO3E

100



62 30 >100000
63 41 102600
64 53 144600
65 16 >100000
66 18 >100000
67 12 >100000
68 29 >100000
69 4 >100000
70 4 37030
71 410 >100000
72 2 >100000
73 45 >100000
74 43 >100000
75 276 61220
76 105 >100000
77 367 171700
78 98 >100000
79 2 2917

80 10 >100000
82 6 >100000

REF: 23LGO3E
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83 172 3698

84 263 >100000
85 776 >100000
87 17 6767

88 6 8022

91 333 >100000
93 70 >50000
94 91 >100000
98 17 >100000
104 7584 >100000

Todos los compuestos analizados resultaron practicamente inactivos (IC50 > 15 puM)
frente a HDACL1.

Todos los compuestos analizados presentan una actividad inhibidora elevada y

selectiva frente a la enzima HDACSG.

Ejemplo 20. Acetilacion de a-tubulina in vitro en 697 lineas celulares

La acetilacion in vitro de la a-tubulina se evalué en células B precursoras 697 de

leucemia humana.

Las células 697 se mantuvieron en medio RPMI 1640 (Gibco, cat: 21875-034)
suplementado con HEPES 10 mM (Gibco, cat: 15630-080), Pen-Strep (Penicilina 100
U/ml, Estreptomicina 100 pg/ml, Gibco, cat: 15140-122) y suero bovino fetal 10%
(Gibco, cat: 10270-106).

Las células se sembraron en placas de 12 pocillos (Costar, cat: 3512) a una densidad
de 5,5 x 10° células/ml.
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Se prepararon diluciones seriadas de los compuestos de prueba en DMSO utilizando
soluciones patrén 20 mM para obtener 8 dosis 200x concentradas con respecto a las
dosis finales (2,7-100000 nM). A continuacion, las soluciones de DMSO se diluyeron
10x en medio de cultivo para obtener soluciones 20 veces concentradas que se
utilizaron para el tratamiento de las células (se anadieron 125 ul de soluciones de
medio a 2,375 ml de suspension celular). El contenido final de DMSO se fij6 en el

0,5%. Las placas se incubaron a 37 °C, CO2 5% durante 16 horas.

Al final del periodo de incubacion, se recolectaron las células, se centrifugaron durante
5 minutos a 200 x g y se lavaron con NaCl 0,9% a 4 °C. El pellet resultante se tratd
durante 30 minutos a 4 °C con 100 ul de buffer completo Lisis-M que contiene
inhibidores de proteasas (Lisis completo-M Roche + Comprimidos completos, Mini
Easypack, cat: 4719956001) y cocteles de inhibidores de fosfatasas (PhosStop
Easypack, Roche, cat: 4906837001) y luego se centrifugd 10 minutos a 18213 x g. La
concentracion de proteinas en cada sobrenadante se determiné utilizando un kit de
ensayo de proteina BCA (Pierce, cat: 23227). Las muestras se diluyeron en PBS 1x
para obtener una concentracién de 2 ug/ml y se recubrieron en placas MaxiSorp de
96 pocillos (Nunc, cat: 442404). Las placas se incubaron durante la noche a

temperatura ambiente.

Las placas se lavaron dos veces con buffer de lavado (PBS 1x + tween 20 0,005%) y
se saturaron durante 1 hora a temperatura ambiente con 300 yL de 1x PBS que
contiene FBS 10%. Después de lavar dos veces con buffer de lavado, las placas se
incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente en presencia de 100 pl/pocillo de
anticuerpo anti-a-tubulina acetilada (anticuerpo monoclonal anti-Tubulina, acetilado
producido en raton, Sigma-Aldrich, cat: T6793) o anticuerpo anti-a-tubulina total
(Monoclonal anti-a-Tubulina producido en ratén, Sigma-Aldrich, cat: T6074) diluido
1:1000 en 1x PBS que contiene FBS 10%. Después de 5 ciclos de lavado con buffer
de lavado se afadi6é el anticuerpo secundario conjugado con la enzima HRP (lgG,
IgM, IgA (H+L) anti-ratén de cabra, concentracion patrén 0,5 mg/ml, Thermo Fisher
Scientific, cat: A10668), diluido 1:1000 en 1x PBS + FBS 10% se afiadié a un volumen
de 100 ul/pocillo. Después de dos horas de incubacién a temperatura ambiente, las
placas se lavaron 4 veces con buffer de lavado y, a continuacién, se afiadieron 100
pl/pocillo de sustrato TMB (kit de sustrato TMB, Thermo Fisher Scientific, cat: 34021)

durante 10 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. La reaccion se detuvo
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mediante la adicién de 50 uyl de H2SO4 2M. Las placas se leyeron en el lector

multimodo de microplacas BioTek Synergy H1 a una longitud de onda de 450 nm.

La absorbancia medida se corrigié mediante la sustraccién de la media de los valores

del blanco (muestras sin el anticuerpo primario). Se calcularon las relaciones de

absorbancia de los ensayos de acetil tubulina a total y se normalizaron con respecto

a la curva logistica de 4 parametros del compuesto de referencia (control positivo),

donde 0% es la parte inferior ajustada y 100% es la parte superior ajustada de la curva.

Los resultados se expresan como ECso relativa.

Tabla 2 — Acetilacion de tubulina en la linea celular 697 (ECso en unidades nM).

Ejemplo Células TubAc Ejemplo Células TubAc
697 ECso, NnM 697 ECso, NnM
1 30 41 210
2 168 42 8
3 50 43 159
4 11 44 2
5 6 45 9
7 72 46 18
8 17 47 4
10 25 48 8
12 278 49 16
15 83 50 20
16 326 51 9
17 149 52 37
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18 602 53 21

19 681 54 28

20 26 55 35

21 40 57 6
22 a7 58 24
23 382 59 46
24 9737 60 13
25 10 61 14
26 1105 62 26
27 498 63 158
28 10 64 66
29 39 70 4
30 29 73 505
31 61 78 1137
32 20 79 108
33 14 80 47
34 34
36 43
37 55
38 65
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39 1340

40 25

La mayor parte de los compuestos analizados muestran actividad muy alta en la

induccion de la acetilacion de tubulina en la linea celular 697.
Ejemplo 21. Acetilacidon de a-tubulina in vitro en las lineas celulares N2a

La acetilacion in vitro de la a-tubulina se evalud en lineas celulares de neuroblastoma

murino N2a.

Las células se mantuvieron en medio esencial minimo de Eagle (ATCC, cat: 30-2003)

suplementado con un 10% de suero bovino fetal - FBS (Gibco, cat: 10270-106).

Las células se sembraron en placas de 12 pocillos (Costar, cat: 3512) a una densidad
de 6 x 10 células/cm2, respectivamente. Los compuestos de prueba se prepararon
como soluciones concentradas 20X del medio respecto a las concentraciones finales.
Las células se trataron al dia siguiente. Los compuestos se analizaron a 3 dosis: 10
MM, 1 uM y 0,1 uM. El contenido final de DMSO se fij6 en el 0,5%. Las células se

incubaron con los compuestos a 37 °C durante 16 horas.

Al final del periodo de incubacion, se recogieron las células, se centrifugaron durante
5 minutos a 200 x g y se lavaron con NaCl 0,9% a 4 °C. El pellet resultante se tratd
durante 30 minutos a 4 °C con 100 pl de buffer de lisis M completo que contiene
inhibidores de proteasas (Lisis completo-M Roche + Comprimidos completos, Mini
Easypack, cat: 4719956001) y cocteles de inhibidores de fosfatasa (PhosStop
Easypack, Roche, cat: 4906837001) y luego se centrifugdé 10 minutos a 18213 x g. La
concentracion de proteinas en cada sobrenadante se determiné utilizando el kit de
ensayo de proteina BCA (Pierce, cat: 23227). Las muestras se diluyeron en PBS 1x
para obtener una concentracion de 2 ug/ml y se recubrieron en placas MaxiSorp de
96 pocillos (Nunc, cat: 442404). Las placas se incubaron durante toda la noche a
temperatura ambiente, después se lavaron dos veces con buffer de lavado (PBS 1x +
tween 20 0,005%) y se saturaron durante 1 hora a temperatura ambiente con 300 uL
de PBS 1x que contiene FBS 10%. Después de lavar dos veces con buffer de lavado,
las placas se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente en presencia de 100

pli/pocillo de anticuerpo anti-a-tubulina acetilada (Anticuerpo monoclonal anti-
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Tubulina, acetilada, producida en raton, Sigma-Aldrich, cat: T6793) o anticuerpo anti-
a-tubulina total (Monoclonal anti-a-Tubulina producido en raton, Sigma-Aldrich, cat:
T6074) diluido 1:1000 en 1x PBS que contiene FBS 10%. Después de 5 ciclos de
lavado con buffer de lavado, se afiadié el anticuerpo secundario conjugado con la
enzima HRP (IgG, IgM, IgA (H+L) anti-raton de cabra, concentracion patrén 0,5 mg/ml,
Thermo Fisher Scientific, cat: A10668), diluido 1:1000 en 1x PBS + FBS 10% se
afiadié a un volumen de 100 ul/pocillo. Después de dos horas de incubacién a
temperatura ambiente, las placas se lavaron 4 veces con buffer de lavado vy, a
continuacion, se afadieron 100 pl/pocillo de sustrato TMB (kit de sustrato TMB,
Thermo Fisher Scientific, cat: 34021) durante 15 minutos a temperatura ambiente en
la oscuridad. La reaccion se detuvo mediante la adicidn de 50 yl de H2SO4 2 M. Las
placas se leyeron en el lector de microplacas multimodo BioTek Synergy H1 a una
longitud de onda de 450 nm.

La absorbancia medida se corrigié mediante la sustraccion de la media de los valores
del blanco (muestras sin el anticuerpo primario). Se calcularon las relaciones de
absorbancia de los ensayos de acetil tubulina a total. Los resultados se expresan como
nivel de aumento de la relacion a-tubulina acetilada/a-tubulina total de cada muestra
a 1 uM en relacion con la muestra de control (no tratada) y se resumen en las Tablas
3.

Tabla 3 - Acetilacién de tubulina en la linea celular N2a (nivel de aumento de la

relacion de tubulina acetilada y tubulina total con respecto al control, a una

concentracién de muestra de 1 uM)

Ejemplo Células TubAc
N2a Fl, @1uM

1 17

2 4

3 15

4 36
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5 42
7 5
8 14
9 2
10 19
11 2
12 3
13 2
14 2
15 8
16 3
17 3
18 2
19 2

La mayor parte de los compuestos analizados muestran actividad alta en la induccién

de la acetilacion de tubulina en la linea celular N2a.

Ejemplo 22. Acetilaciéon in vitro de a-tubulina en lineas celulares SH-SY5Y
indiferenciadas

Las células SH-SY5Y (ATCC, cod. CRL-2266) se siembran en placas negras de 96
pocillos 6pticamente optimizadas (Perkin Elmer, cod. 6055302) a 5000 células/pocillo
en 100 pl/pocillo de medio de crecimiento (DMEM/F12 (1:1) + 10 mM de hepes + 100
unidades/ml de penicilina + 100 pg/ml de estreptomicina + 10% de suero de ternera

fetal inactivado (FCS, Hyclone)).
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Después de 24 h de siembra, las células se incuban durante la noche con las
moléculas seleccionadas a 0,1 - 1 - 10 uM. ACY 1083 y Tubastatina A, a las mismas
dosis, se analizan como controles positivos de la acetilacién de a-Tubulina, mientras
que las células no tratadas se incuban con DMSO 0,01% y se indican como CTRL
DMSO.

Al final de la incubacion, las células se fijan afladiendo 100 pl/pocillo de formaldehido
8% en PBS (concentracion final de formaldehido 4% en 200 pl/pocillo) directamente
en los 100 pl/pocillo de medio, durante 30 min a RT. La solucién fijadora se retira
cuidadosamente, y los pocillos se lavan dos veces con PBS durante 10 min cada uno.

Las células fijadas se mantienen en PBS a 4 °C hasta la tincion.

El dia del experimento de tincion, las células fijadas se incuban 60 min con el buffer
de bloqueo (PBS con FCS 5% + Triton™ X-100 0,3%). Mientras se bloquea, se
preparan los anticuerpos primarios diluyendo 1:200 el conjugado anticuerpo a-
Tubulina Alexa Fluor 488 (Cell Signaling, cod. 5063) y 1:50 de conjugado de
anticuerpo Acetil-a-Tubulina Alexa Fluor 647 (Cell Signaling, cod. 81502) en el buffer
de dilucion de anticuerpo (PBS con BSA 1% + Triton™ X-100 0,3%). Una vez aspirada
la solucion de bloqueo, se aplican los anticuerpos primarios diluidos y se incuban
durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente, las células se enjuagan dos veces con
PBS (10 min cada una), se incuban 5 min con DAPI 300 nM en PBS y se enjuagan
dos veces con PBS (10 min cada una). Para cada tratamiento se tifien 3 pocillos.

Las imagenes de las células tefiidas se adquieren mediante el instrumento IN
Analizador celular 2500 HS, utilizando: el canal rojo lejano para la tincién de Acetil-a-
Tubulina (exposicién 0,02 seg), el canal verde para la tincion de a-Tubulina
(exposicion 0,02 seq), y el canal azul para la tincion de DAPI (nucleos). Para cada
pocillo se adquieren 10 imagenes.

Las imagenes de las células tefiidas se analizan con el software InCarta (Molecular
Devices) para obtener la intensidad de fluorescencia considerando células enteras.
Para cada tratamiento, los valores medios de intensidad celular - Bckg (Cell), para
ambas tinciones, se obtienen utilizando los datos sin procesar InCarta por FOV (Field
of View). Los resultados se expresan como nivel de aumento de la relaciéon de tubulina

acetilada y tubulina total respecto al control.
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Tabla 4 — Acetilacion de la tubulina en la linea celular SH-SY5Y indiferenciada (nivel

de aumento de la relacién de tubulina acetilada y tubulina total respecto al controla 1

uMm).
Ejemplo Células TubAc SH-SY5Y Fl,
@1uM

1 14
2 11
3 15
4 17
5 17
6 1

7 13
8 15
9 4

10 15
11 3

12 5

15 11
20 14
21 11
22 13
25 17
28 15
29 14
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30 15
31 14
32 15
33 16
34 9
36 14
42 14
44 16
45 15
46 9
47 16
48 14
49 13
51 15
57 15
58 14
59 10
60 13
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