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DESCRIPCION
Nuevo derivado de benzazepina.

La presente invencion se refiere a un nuevo derivado de benzazepina que tiene actividad farmacoldgica, a procesos
para su preparacion, a composiciones que lo contienen y a su uso en el tratamiento de trastornos neurolégicos y
psiquiatricos.

Los documentos JP 2001226269 y WO 00/23437 (Takeda Chem. Ind. Ltd) describen una serie de derivados de
benzazepina que se afirma que son Utiles en el tratamiento de la obesidad. Los documentos DE 2207430, US
4.210.749 y FR 2171879 (Pennwalt Corp) y el documento GB 1268243 (Wallace and Tiernan Inc.) describen todos
ellos una serie de derivados de benzazepina que se afirma que son antagonistas de narcéticos (como morfina o
codeina), y también antihistaminas y agentes anticolinérgicos. El documento WO 02/14513 (Takeda Chem. Ind. Ltd)
describe una serie de derivados de benzazepina con actividad GPR12 que se afirma que son utiles en el tratamiento
del trastorno del déficit de atencion, la narcolepsia o la ansiedad. El documento WO 02/02530 (Takeda Chem. Ind.
Ltd) describe una serie de derivados de benzazepina como antagonistas de GPR14 que se afirma que son utiles en
el tratamiento de la hipertension, la aterosclerosis y el infarto de miocardio. El documento WO 01/03680 (Isis
Innovation Ltd) describe una serie de derivados de benzazepina que se afirma que son agentes eficaces en la
preparacion de células para el transplante, ademés de la inhibicibn de enfermedades como la diabetes. El
documento WO 00/21951 (SmithKline Beecham plc) describe una serie de derivados de tetrahidrobenzazepina como
moduladores de los receptores de dopamina D3 que se afirma que son Utiles como agentes antipsicéticos. El
documento WO 01/87834 (Takeda Chem. Ind. Ltd) describe una serie de derivados de benzazepina como
antagonistas de MCH que se afirma que son utiles en el tratamiento de la obesidad. EI documento WO 02/15934
(Takeda Chem. Ind. Ltd) describe una serie de derivados de benzazepina como antagonistas del receptor de
urotensina Il que se afirma que son Utiles en el tratamiento de trastornos neurodegenerativos.

El receptor H3 de histamina se expresa predominantemente en el sistema nervioso central (SNC) de mamiferos, con
una expresion minima en tejidos periféricos, excepto en algunos nervios simpaticos (Leurs et al. (1998), Trends
Pharmacol. Sci., 19, 177-183). La activacion de los receptores de H3 por agonistas selectivos o histamina produce la
inhibicion de la liberacion de neurotransmisores desde diversas poblaciones diferentes de nervios, incluyendo
neuronas histaminérgicas y colinérgicas (Schlicker et al. (1994), Fundam. Clin. Pharmacol. 8, 128-137). Ademas,
estudios in vitro e in vivo han demostrado que antagonistas de H3 pueden facilitar la liberacién de neurotransmisores
en areas del cerebro como la corteza cerebral y el hipocampo, importantes para la cognicién (Onodera et al. (1998),
en: The Histamine H3 receptor, ed. Leurs y Timmerman, pp. 255-267, Elsevier Science B.V.). Ademas una serie de
informes en la bibliografia han demostrado las propiedades potenciadoras de la cognicion de los antagonistas de H3
(por ejemplo, tioperamida, clobenpropit, ciproxifano y GT-2331) en modelos de roedor incluyendo la tarea de cinco
elecciones, reconocimiento de objetos, laberinto mas complicado, adquisicion de nuevas tareas y evitacion pasiva
(Giovanni et al. (1999), Behav. Brain Res., 104, 147-155). Estos datos sugieren que nuevos antagonistas de H3 y/o
agonistas inversos, como la serie actual, pueden ser Utiles para el tratamiento de déficit cognitivo en enfermedades
neuroldgicas como la enfermedad de Alzheimer y trastornos neurodegenerativos.

La presente invencién proporciona, en un primer aspecto, un compuesto que es 6-(3-ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-
benzo[d]azepin-7-iloxi)-N-metil-nicotinamida

SN (0]
H N—<>
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0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

El compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de la invencién es un compuesto de férmula (1) o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

Rz/o

V)
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R' representa ciclobutilo no sustituido; y
R? representa 2-piridinilo sustituido con un grupo CON(H)(Me), y representa 4-metilaminocarbonilpiridin-2-ilo;
0 sus solvatos.

Los grupos alquilo, por si solos 0 como parte de otro grupo, pueden ser lineales o ramificados, y los grupos alcoxi y
alcanoilo se interpretaran de forma similar. Los restos alquilo son mas preferiblemente alquilo C;4, por ejemplo
metilo o etilo. El término "halégeno” se utiliza en la presente para describir, a menos que se indique lo contrario, un
grupo seleccionado de fluor, cloro, bromo o yodo.

Las referencias a "arilo" incluyen referencias a anillos arométicos carbociclicos monociclicos (por ejemplo fenilo) y
anillos aromaticos carbociclicos biciclicos (por ejemplo naftilo) o anillos benzocondensados carbociclicos (por
ejemplo cicloalquilo C3 g condensado con un anillo de fenilo, como dihidroindenilo o tetrahidronaftalenilo).

El término "heterociclilo” pretende significar un anillo alifatico saturado o parcialmente insaturado monociclico de 4-7
miembros, o un anillo alifatico saturado o parcialmente insaturado de 4-7 miembros condensado con un anillo de
benceno que contiene de 1 a 3 heteroatomos seleccionados de oxigeno, nitrogeno o azufre. Los ejemplos
adecuados de estos anillos monociclicos incluyen pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo, morfolinilo, tiomorfolinilo,
tetrahidrofuranilo, tetrahidropiranilo, diazepanilo, azepanilo, imidazolidinilo, isotiazolidinilo, oxazolidinilo, pirrolidinona
y tetrahidrooxazepinilo. Los ejemplos adecuados de anillos heterociclicos benzocondensados incluyen indolinilo,
isoindolinilo, benzodioxolilo, dihidroisoindol, dihidrobenzofuranilo, dihidrobenzotiopiranilo y dihidroisoquinolinilo.

La expresion "heterociclilo que contiene nitrégeno” pretende representar cualquier grupo heterociclilo segin se
definié anteriormente, que contiene un atomo de nitrégeno.

El término "heteroarilo" pretende significar un anillo aroméatico monociclico de 5-7 miembros o un anillo aromético
biciclico de 8-11 miembros condensado que contiene de 1 a 3 heteroatomos seleccionados de oxigeno, nitrbgeno y
azufre. Los ejemplos adecuados de estos anillos aromaticos monociclicos incluyen tienilo, furilo, pirrolilo, triazolilo,
imidazolilo, oxazolilo, tiazolilo, oxadiazolilo, isotiazolilo, isoxazolilo, tiadiazolilo, pirazolilo, pirimidilo, piridazinilo,
pirazinilo, piridilo y tetrahidropiranilo. Los ejemplos adecuados de estos anillos arométicos condensados incluyen
anillos aromaticos benzocondensados como quinolinilo, isoquinolinilo, quinazolinilo, quinoxalinilo, cinnolinilo,
natftiridinilo, indolilo, indazolilo, furopiridinilo, pirrolopiridinilo, benzofuranilo, benzotienilo, benzimidazolilo, benzoxa-
zolilo, benzisoxazolilo, benzotiazolilo, benzisotiazolilo, benzoxadiazolilo, benzotiadiazolilo y similares.

Los compuestos de férmula (I) pueden formar sales de adicion de acido con acidos, tales como los acidos
farmacéuticamente aceptables convencionales, por ejemplo acido maleico, clorhidrico, bromhidrico, fosforico,
aceético, fumarico, salicilico, sulfato, citrico, lactico, mandélico, tartarico y metanosulfénico. Las sales, los solvatos y
los hidratos de los compuestos de formula (1) forman, por lo tanto, un aspecto de la invencion.

Los tautomeros de los compuestos de formula (I) también forman un aspecto de la invencion.

La presente invencién también proporciona un proceso para la preparacion de un compuesto de férmula (1) o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, comprendiendo dicho proceso:

(a) hacer reaccionar un compuesto de férmula (I1)

O. .
H/

()

en la que R es como se definié anteriormente, con un compuesto de férmula R*-L*, en la que R? es como se definid
anteriormente para R®oun grupo convertible en éste, y L representa un grupo saliente adecuado, como un atomo
de halégeno (por ejemplo bromo o yodo) o un grupo hidroxilo opcionalmente activado;

(b) hacer reaccionar un compuesto de férmula (111)

0]
Rz/
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en la que R? es como se definié anteriormente, con un compuesto de férmula R*-L?, en la que R* es como se definid
anteriormente para R'oun grupo convertible en éste, y L2 representa un grupo saliente adecuado, como un atomo
de halégeno (por ejemplo bromo o yodo) o tosilato; o

(c) hacer reaccionar un compuesto de formula (Ill) como se definié anteriormente, con una cetona de férmula R'=0,
en la que R' es como se definié anteriormente para R' oun grupo convertible en éste; o

(d) desproteger un compuesto de férmula (1) que esté protegido; o
(e) interconvertir en otros compuestos de férmula (1).

Cuando el grupo saliente L' estad unido a un carbono hibridado mediante sp? el proceso (a) comprende
opcionalmente el uso de una sal de cobre(l), como yoduro de cobre(l), en presencia de una base como hidruro de
sodio, en un disolvente apropiado, como piridina, a una temperatura apropiada, como el reflujo.

Cuando el grupo saliente L' esta unido a un carbono hibridado mediante sp® activado, por ejemplo R*-L* es un
haluro de heteroarilo, como 2-cloropiridina, el proceso (a) comprende, de forma tipica, el uso de una base adecuada,
como hidruro de sodio, en un disolvente apropiado, como dimetilformamida o sulféxido de dimetilo, a una
temperatura apropiada. Como alternativa, también puede emplearse terc-butéxido de potasio en terc-butanol a una
temperatura apropiada.

El proceso (b) comprende, de forma tipica, el uso de una base adecuada, como carbonato de potasio en un
disolvente apropiado, como 2-butanona, opcionalmente en presencia de un catalizador como yoduro de potasio a
una temperatura apropiada, como el reflujo.

El proceso (c) comprende, de forma tipica, el uso de condiciones reductoras (como el tratamiento con un
borohidruro, por ejemplo, triacetoxiborohidruro de sodio), opcionalmente en presencia de un &cido, como &cido
acético, en un disolvente apropiado, como diclorometano, a una temperatura adecuada, como la temperatura
ambiente.

En el proceso (d), pueden encontrarse ejemplos de grupos protectores y los medios para su retirada en T.W.
Greene, "Protective Groups in Organic Synthesis" (J. Wiley and Sons, 1991). Los grupos protectores de amina
adecuados incluyen sulfonilo (por ejemplo tosilo), acilo (por ejemplo acetilo, 2',2',2'-tricloroetoxicarbonilo, benciloxi-
carbonilo o t-butoxicarbonilo) y arilalquilo (por ejemplo bencilo), que pueden retirarse mediante hidrdlisis (por ejemplo
utilizando un &cido como acido clorhidrico en dioxano, o acido trifluoroacético en diclorometano) o de forma
reductora (por ejemplo hidrogenolisis de un grupo bencilo o eliminacion reductora de un grupo 2'2'2'-
tricloroetoxicarbonilo utilizando cinc en acido acético) como resulte apropiado. Otros grupos protectores de amina
adecuados incluyen trifluoroacetilo (-COCF3) que puede retirarse mediante hidrélisis catalizada por una base o una
resina en fase sélida unida a un grupo bencilo, como una resina Merrifield unida a un grupo 2,6-dimetoxibencilo
(conector Ellman), que puede retirarse mediante una hidrdlisis catalizada por acido, por ejemplo con &cido
trifluoroacético.

El proceso (e) puede realizarse utilizando procedimientos de interconversion convencionales, como oxidacion,
reduccién, alquilacion, sustitucién aromatica nucleofilica o electrofilica, hidrélisis de éster, formacion de enlaces
amida o reacciones de acoplamiento mediadas por un metal de transicion. Los ejemplos de reacciones de
acoplamiento mediadas por un metal de transicion Utiles como procedimientos de interconversion incluyen las
siguientes: reacciones de acoplamiento catalizadas por paladio entre electréfilos organicos, como haluros de arilo, y
reactivos organometalicos, por ejemplo &cidos borénicos (reacciones de acoplamiento cruzado de Suzuki);
reacciones de aminacion y amidacion catalizadas por paladio entre electréfilos organicos, como haluros de arilo, y
nucledfilos, como aminas y amidas; reacciones de amidaciéon catalizadas por cobre entre electréfilos organicos
(como haluros de arilo) y nucledfilos como amidas; y reacciones de acoplamiento mediadas por cobre entre fenoles y
acidos boronicos.

Los compuestos de formula (1) y (Ill) pueden prepararse segun el siguiente esquema
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en el que R, R?, R* y L' son como se definié anteriormente, y P* representa un grupo protector adecuado, como
Boc.

La etapa (i) comprende, de forma tipica, una reaccion de desproteccion, por ejemplo, cuando p! representa Boc, la
5 reaccion de desproteccion comprende la reaccion de un compuesto de férmula (IV) con un acido, por ejemplo &cido
clorhidrico en dioxano, o acido trifluoroacético en diclometano.

La etapa (ii) puede realizarse bajo condiciones reductoras de una manera analoga a la descrita para el proceso (c).
La etapa (iii) puede realizarse de una manera analoga a la descrita para el proceso (a).

La etapa (iv) comprende, de forma tipica, una reaccion de desproteccion para proporcionar un compuesto de férmula
10 (1) y puede realizarse como se describe en la etapa (i).

Los compuestos de formula (VI) en la que R® representa -2-piridinilo sustituido con un grupo CON(H)(Me), y
representa 4-metilaminocarbonilpiridin-2-ilo, también pueden prepararse seguln el siguiente esquema
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en el que R? y R? son como se definié anteriormente, y p representa un grupo protector adecuado, como Boc.

La etapa (i) puede realizarse bajo condiciones de acoplamiento cruzado catalizado por paladio, por ejemplo,
utiizando un complejo de bis(difenilfosfino)ferroceno-dicloropaladio (II) y 1,1'-bis(difenilfosfino)ferroceno como
sistema catalizador, junto con una base adecuada, como acetato de potasio, en un disolvente adecuado, por ejemplo
dioxano, a una temperatura adecuada, por ejemplo el reflujo.

La etapa (ii) puede realizarse bajo condiciones de oxidacion, por ejemplo utilizando peryodato de sodio en presencia
de acetato de amonio, en un sistema disolvente adecuado, como acetona y agua, a una temperatura adecuada, por
ejemplo la temperatura ambiente.

La etapa (iii) puede realizarse en presencia de una sal de cobre, por ejemplo acetato de cobre, junto con una base
adecuada, como trietilamina, junto con tamices moleculares, en un disolvente apropiado, por ejemplo diclorometano,
a una temperatura adecuada, por ejemplo la temperatura ambiente.

Los compuestos de férmula (IV) pueden prepararse de una manera analoga a los descritos en la descripcién 3 del
documento WO 02/40471.

Los compuestos de formula (V1) pueden prepararse como se explica en términos generales en Bioorg. Med. Chem.
Lett., 10, 22, 2000, 2553-2556.

El compuesto de férmula (1) y sus sales farmacéuticamente aceptables tienen afinidad por el receptor H3 de
histamina y son antagonistas y/o agonistas inversos de éste, y se cree que tienen un uso potencial en el tratamiento
de enfermedades neuroldgicas incluyendo la enfermedad de Alzheimer, demencia, disfuncion de la memoria
relacionada con la edad, déficit cognitivo suave, déficit cognitivo, epilepsia, dolor neuropatico, dolor inflamatorio,
migrafia, enfermedad de Parkinson, esclerosis mdltiple, accidentes cerebrovasculares y trastornos del suefio,
incluyendo narcolepsia; trastornos psiquiatricos incluyendo esquizofrenia (en particular el déficit cognitivo de la
esquizofrenia), trastorno de déficit de atencidon por hiperactividad, depresién y adiccion; y otras enfermedades
incluyendo obesidad, asma, rinitis alérgica, congestion nasal, enfermedad pulmonar obstructiva crénica y trastornos
gastrointestinales.

Por tanto, la invencién también proporciona un compuesto de féormula (l) o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo para utilizar como sustancia terapéutica en el tratamiento o profilaxis de los anteriores trastornos, en
particular los déficit cognitivo en enfermedades como la enfermedad de Alzheimer y trastornos neurodegenerativos
relacionados.

El compuesto de formula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se puede utilizar en un método para
el tratamiento o la profilaxis de los anteriores trastornos, en mamiferos incluyendo seres humanos, que comprende
administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de férmula (I) o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.
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En otro aspecto, la invencion proporciona el uso de un compuesto de féormula (I) o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo en la fabricacién de un medicamento para utilizar en el tratamiento de los anteriores trastornos.

Cuando se usa en terapia, el compuesto de férmula (I) se formula, normalmente, en composiciones farmacéuticas
convencionales. Estas composiciones pueden prepararse utilizando procedimientos convencionales.

Por tanto, la presente invencion proporciona ademas una composicion farmacéutica para utilizar en el tratamiento de
los anteriores trastornos, que comprende el compuesto de férmula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La presente invencidn proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende el compuesto de férmula
(I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

El compuesto de férmula (I) puede utilizarse en combinacién con otros agentes terapéuticos, por ejemplo
antagonistas de la histamina H1 o medicamentos de los cuales se afirma que son Utiles como tratamiento
sintomatico o modificador de la enfermedad de Alzheimer. Los ejemplos adecuados de estos otros agentes
terapéuticos pueden ser agentes conocidos por modificar la transmision colinérgica, como antagonistas de 5-HTg,
agonistas muscarinicos M1, antagonistas muscarinicos M2 o inhibidores de acetilcolinesterasa. Cuando los
compuestos se utilizan junto con otros agentes terapéuticos, los compuestos pueden administrarse de forma
secuencial o simultanea mediante cualquier via convencional.

Por tanto, la invencion proporciona, en otro aspecto, una combinacion que comprende un compuesto de formula (I) o
un derivado del mismo farmacéuticamente aceptable, junto con uno o mas agentes terapéuticos.

Las combinaciones indicadas anteriormente pueden presentarse, de forma conveniente, para utilizar en forma de
una formulacion farmacéutica y, por tanto, las formulaciones farmacéuticas que comprenden una combinacién segun
se defini6é anteriormente, junto con un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable comprenden otro aspecto
de la invencion. Los componentes individuales de estas combinaciones pueden administrarse de forma secuencial o
simultanea en formulaciones farmacéuticas separadas o combinadas.

Cuando un compuesto de férmula (I) o un derivado del mismo farmacéuticamente aceptable se utiliza en
combinacion con un segundo agente terapéutico activo contra el mismo estado de enfermedad, la dosis de cada
compuesto puede diferir de la utilizada cuando el compuesto se utiliza por si solo. Un experto en la técnica apreciara
con facilidad las dosis apropiadas.

Una composicion farmacéutica de la invencion, que puede prepararse mediante mezcla, de forma adecuada a
temperatura ambiente y presion atmosférica, estd adaptada normalmente para la administracion oral, parenteral o
rectal y, como tal, puede estar en forma de comprimidos, cdpsulas, preparaciones liquidas orales, polvos, granulos,
pastillas, polvos reconstituibles, disoluciones o suspensiones inyectables o infusionables, o supositorios. Las
composiciones administrables por via oral se prefieren en general.

Los comprimidos y capsulas para la administracion oral pueden estar en una forma de dosificacion unitaria, y pueden
contener excipientes convencionales, como agentes ligantes, cargas, lubricantes para la formacién de comprimidos,
disgregantes y agentes humectantes aceptables. Los comprimidos pueden revestirse segun métodos muy conocidos
en la practica farmacéutica normal.

Las preparaciones liquidas orales pueden estar en forma, por ejemplo, de suspensiones, disoluciones, emulsiones,
jarabes o elixires acuosos u oleosos, o pueden estar en forma de un producto seco para la reconstitucién con agua u
otro vehiculo adecuado antes del uso. Estas preparaciones liquidas pueden contener aditivos convencionales como
agentes suspensores, agentes emulsionantes, vehiculos no acuosos (que pueden incluir aceites comestibles),
conservants y, si se desea, aromatizantes o colorantes convencionales.

Para la administracion parenteral, se preparan formas de dosificacion unitaria fluidas utilizando un compuesto de la
invencién o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un vehiculo estéril. EI compuesto, dependiendo del
vehiculo y concentracién utilizado, puede suspenderse o disolverse en el vehiculo. Para preparar disoluciones, el
compuesto puede disolverse para inyeccion y esterilizarse mediante filtracion antes de introducirse en un vial o
ampolla adecuado y sellar. De forma ventajosa, se disuelven adyuvantes como anestésicos locales, conservantes y
agentes tamponantes en el vehiculo. Para mejorar la estabilidad, la composicion puede congelarse después de
introducirse en el vial, y el agua se puede eliminar al vacio. Las suspensiones parenterales se preparan
sustancialmente de la misma manera, excepto que el compuesto se suspende en el vehiculo, en lugar de ser
disuelto, y la esterilizacion no puede realizarse mediante filtracion. El compuesto puede esterilizarse mediante
exposicion a oxido de etileno antes de la suspensiéon en un vehiculo estéril. De forma ventajosa, se incluye un
tensioactivo o agente humectante en la composicion para facilitar la distribucion uniforme del compuesto.

La composicién puede contener desde 0,1% a 99% en peso, preferiblemente desde 10% a 60% en peso, del
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material activo, dependiendo del método de administracion. La dosis del compuesto utilizada en el tratamiento de los
trastornos mencionados anteriormente variara de la manera habitual dependiendo de la gravedad de los trastornos,
el peso del paciente y otros factores similares. Sin embargo, como guia general, unas dosis unitarias adecuadas
pueden ser desde 0,05 a 1000 mg, de forma mas adecuada desde 1,0 a 200 mg, y estas dosis unitarias pueden
administrarse mas de una vez diaria, por ejemplo dos o tres veces diarias. Esta terapia puede extenderse durante
una serie de semanas 0 meses.

Las siguientes descripciones y ejemplos ilustran la preparacion de los compuestos de la invencion.
Descripcion 1
Ester terc-butilico del 4cido 7-benciloxi-1,2,4,5-tetrahidro-benzo[d]azepin-3-carboxilico (D1)

Se suspendieron éster terc-butilico del é&cido 7-hidroxi-1,2,4,5-tetrahidro-benzo[d]azepin-3-carboxilico (solicitud
internacional PCT (2002), documento WO 02/40471) (790 mg, 3 mmol), carbonato de potasio (1,24 g, 9 mmol) y
yoduro de potasio catalitico, en 2-butanona (20 ml). Se afiadié bromuro de bencilo (536 pl, 4,5 mmol) y la mezcla se
calent6 a reflujo durante 24 horas. Los sélidos se filtraron y después se lavaron con acetona. El filtrado se concentré
al vacio y el aceite bruto se purific6 mediante una cromatografia en columna, eluyendo con una mezcla de acetato de
etilo y hexano (1:4) para producir el compuesto del titulo (D1) (1,06 g, 100%), RMN de 'c (CDCl3) 7,44 (5H, m), 7,03
(1H, d, J 8,1 Hz), 6,77 (1H, s), 6,74 (1H, dd, J 8,1y 2,4 Hz), 3,49 (4H, m), 2,84 (4H, m), 1,48 (9H, s).

Descripcién 2
7-benciloxi-1,2,4,5-tetrahidro-benzo[d]azepina (D2)

Se disolvio el éster terc-butilico del acido 7-benciloxi-1,2,4,5-tetrahidro-benzo[d]azepin-3-carboxilico (D1) (1,06 g, 3
mmol) en diclorometano (15 ml) y se traté con &cido trifluoroacético (15 ml). La disolucion se agit6 a temperatura
ambiente durante 2 horas, se concentro al vacio y después se coevaporé dos veces con diclorometano. El residuo se
disolvié en metanol y se aplicé a una columna de intercambio i6nico SCX (Varian bond-elute, 10 g) y se lavd con
metanol y después con una mezcla de amoniaco 0,880/metanol. Las fracciones basicas reunidas se redujeron al
vacio y el residuo se purific6 mediante cromatografia en columna, eluyendo con una mezcla de amoniaco
0,880:etanol:diclorometano (1:9:90) para producir el compuesto del titulo (D2) (702 mg, 93%), MS (ES+) m/e 254
[M+H]".

Descripcién 5

1-(6-cloropiridin-3-il)-1-morfolin-4-ilmetanona (D5)

N Y

i

Se afiadié morfolina (0,2 ml, 2,2 mmol) a una disolucion agitada de cloruro de 6-cloronicotinoilo (250 mg, 1,4 mmol)
en diclorometano (10 ml). Después de 2 horas se dejé que la reaccién se enfriase y la mezcla bruta se aplicé a un
cartucho de intercambio i6nico SCX (Varian bond-elute, 10 g) y se lavé con metanol. Las fracciones metandlicas se
concentraron al vacio para producir el compuesto del titulo (D5).

Descripciones 6-31

Las descripciones 6-31 (D6-D31) se prepararon y utilizaron sin mayor caracterizacion utilizando el método descrito
para la descripcion 5 (D5) a partir del haluro de arilo y la amina apropiados indicados en la tabla:

Descripcion Haluro de arilo Amina

1-(6-cloropiridin-3-il)-1-pirrolidin-1- Cloruro de 6-cloronicotinoilo Pirrolidina
ilmetanona (D6)

6-cloronicotinamida (D7) Cloruro de 6-cloronicotinoilo Amoniaco
6-cloro-N,N-dimetilnicotinamida (D8) Cloruro de 6-cloronicotinoilo Dimetilamina
6-cloro-N-etil-N-metilnicotinamida (D9) Cloruro de 6-cloronicotinoilo N-etilmetilamina
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6-cloro-N-metilnicotinamida (D10)

Cloruro de 6-cloronicotinoilo

Metilamina

6-cloro-N-ciclopentil-nicotinamida (D11)

Cloruro de 6- cloronicotinoilo

Ciclopentilamina

1-(6-cloropiridin-3-il)-1-piperidin-1- Cloruro de 6-cloronicotinoilo Piperidina
ilmetanona (D12)
1-(2-cloropiridin-4-il)-1-piperidin-1- Cloruro de 2-cloroisonicotinoilo Piperidina
ilmetanona (D13)
1-(2-cloropiridin-4-il)-1-pirrolidin-1- Cloruro de 2-cloroisonicotinoilo Pirrolidina
ilmetanona (D14)
1-(2-cloropiridin-4-il)-1-morfolin-4- Cloruro de 2-cloroisonicotinoilo Morfolina
ilmetanona (D15)
1-(6-cloropiridin-2-il)-1-piperidin-1- Cloruro de 6-cloro-piridin-2- Piperidina

ilmetanona (D16)

carbonilo

1-(6-cloropiridin-2-il)-1-(1,1-
dioxotiomorfolin-4-il)metanona (D17)

Cloruro de 6-cloro-piridin-2-
carbonilo

1,1-di6xido de tiomorfolina

1-(6-cloropiridin-2-il)-1-pirrolidin-1- Cloruro de 6-cloro-piridin-2- Pirrolidina
ilmetanona (D18) carbonilo

1-(6-cloropiridin-2-il)-1-morfolin-4- Cloruro de 6-cloro-piridin-2- Morfolina
ilmetanona (D19) carbonilo

1-(2-cloropiridin-3-il)-1-morfolin-4- Cloruro de 2-cloronicotinoilo Morfolina
ilmetanona (D20)

1-(2-cloropiridin-3-il)-1-piperidin-1- Cloruro de 2-cloronicotinoilo Piperidina
ilmetanona (D21)

1-(4-yodofenil)-1-morfolin-4-ilmetanona Cloruro de 4-yodobenzoilo Morfolina

(D22)

4-yodo-N-ciclopropilmetil-benzamida
(D23)

Cloruro de 4-yodobenzoilo

Ciclopropil-metilamina

1-(4-yodofenil)-1-pirrolidin-1-ilmetanona
(D24)

Cloruro de 4-yodobenzoilo

Pirrolidina

4-yodo-N-ciclobutil-benzamida (D25)

Cloruro de 4-yodobenzoilo

Ciclobutilamina

4-yodo-N,N-dietilbenzamida (D26)

Cloruro de 4-yodobenzoilo

Dietilamina

4-yodo-N-(2-cianoetil)-N-metilbenzamida
(D27)

Cloruro de 4-yodobenzoilo

3-metilamino-propionitrilo

1-(3-yodofenil)-1-morfolin-4-ilmetanona
(D28)

Cloruro de 3-yodobenzoilo

Morfolina

3-yodo-N-ciclopropilmetil-benzamida
(D29)

Cloruro de 3-yodobenzoilo

Ciclopropil-metilamina

4-(4-yodobencensulfonil)-morfolina (D30)

Cloruro de 4-yodobencensulfonilo

Morfolina

4-yodo-N,N-dietilbencen-sulfonamida
(D31)

Cloruro de 4-yodobencensulfonilo

Dietilamina

Descripcién 39

7-({5-[(metilamino)carbonil]-2-piridinil}oxi)-1,2,4,5-tetrahidro-3H-3-benzazepin-3-carboxilato de 1,1-dimetiletilo
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(D39)
AN o
/ﬂ\(@f T -

Se disolvi6 éster terc-butilico del &cido 7-hidroxi-1,2,4,5-tetrahidro-benzo[d]azepin-3-carboxilico (solicitud
internacional PCT (2002), documento WO 02/40471) (8,7 g, 33 mmol) en terc-butanol y se tratdé con terc-butéxido de
potasio (4 g, 36 mmol). Después de agitar durante 30 minutos a temperatura ambiente, se afiadi6 6-cloro-N-
metilnicotinamida (D10) (5,1 g, 30 mmol) y la mezcla de reaccion se agitd a reflujo durante 20 horas. La mezcla de
reaccion se enfrid hasta la temperatura ambiente y se concentré al vacio. Se afadi6é hielo/agua al residuo bruto,
produciéndose un precipitado que se recogié mediante filtracién. El precipitado sélido se disolvié en acetato de etilo,
se lavé con salmuera y se secé (sulfato de magnesio). La capa organica se filtrd, se concentré al vacio y el residuo
resultante se purific6 mediante una cromatografia en columna, eluyendo con una mezcla de acetato de etilo:hexano
(2:1) para producir el compuesto del titulo (D39). RMN (CDCls) 8,52 (1H, d, J = 2,4), 8,12 (1H, dd, J = 8,8), 7,16 (1H,
m), 6,95-6,81 (3H, m), 6,02 (1H, a), 3,57 (4H, a), 3,02 (3H, d, J = 2,4), 2,89 (4H, a), 1,49 (9H, s).

Descripcién 40

N-metil-6-(2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-benzazepin-7-iloxi)-3-piridincarboxamida (D40)

5]

-
=]

Se disolvié  7-({5-[(metilamino)carbonil]-2-piridinil}oxi)-1,2,4,5-tetrahidro-3H-3-benzazepin-3-carboxilato de 1,1-
dimetiletilo (D39) (3,98 g, 10 mmol) en dioxano (40 ml) y se tratdé con una disolucion de cloruro de hidrégeno 4 M en
dioxano (35 ml). La mezcla de reaccién se dej6 en agitacion a temperatura ambiente durante 6 horas y después se
concentré al vacio para producir el compuesto del titulo (D40), MS (ES+) m/e 298 [M+H]".

Ejemplo de referencia 1

7-benciloxi-3-ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepina (E1)

g
SOV

Se disolvié 7-benciloxi-1,2,4,5-tetrahidro-benzo[d]azepina (D2) (25,3 g, 100 mmol) en acido acético al 2,5% en
diclorometano (400 ml) a 0°C y se trat6 gota a gota con ciclobutanona (11,2 ml, 150 mmol). La mezcla se agit6é
durante 30 minutos y después se afiadio de forma discontinua triacetoxiborohidruro de sodio (31,8 g, 150 mmol). La
mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 4 horas, se basificé con una disolucién de carbonato de
sodio saturada y se extrajo con diclorometano. Los extractos reunidos se lavaron con agua, salmuera, se secaron
sobre sulfato de sodio anhidro y se concentraron al vacio. El residuo bruto se tritur6 con hexano y se filtr6 para
producir el producto del titulo (E1), MS (ES+) m/e 308 [M+H]".
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Ejemplo de referencia 3

3-ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-ol (E3)

W

Se disolvié 7-benciloxi-3-ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepina (E1) (9,22 g, 30 mmol) en etanol (150 ml) y
tetrahidrofurano (50 ml). Se afiadié paladio (1,5 g, al 10% sobre pasta de carbon) y la mezcla de reaccion se agit6 a
temperatura ambiente bajo una atmosfera de hidrégeno (1 atmésfera) durante 5 horas. La mezcla de reaccién se
filtré a través de celite y el filtrado se concentré al vacio. El residuo bruto se trituré con éter dietilico y se filtr6 para
producir el producto del titulo (E3), MS (ES+) m/e 218 [M+H]".

Ejemplo 121

6-(3-ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-iloxi)-N-metilnicotinamida (E121)

Se afiadié hidruro de sodio (dispersion al 60% en aceite mineral, 60 mg, 1,5 mmol) a una disolucion agitada de 3-
ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-ol (E3) (200 mg, 0,9 mmol) en sulféxido de dimetilo (10 ml).
Después de 0,5 horas, se afiadio 6-cloro-N-metilnicotinamida (D10) (400 mg, 2,5 mmol) y la mezcla de reaccion se
calent6 hasta 120°C durante 6 horas. Se dej6 que la reaccion se enfriase y la mezcla bruta se aplicé a un cartucho
de intercambio i6nico SCX (Varian bond-elute, 10 g) y se lavd con metanol y después con una mezcla de amoniaco
0,880:metanol (1:9). Las fracciones basicas reunidas se redujeron al vacio para producir el compuesto del titulo
(E121), RMN de 'H (DMSO-dg) & 8,56 (1H, dd, J = 2,4, 0,4 Hz), 8,48 (1H, ma), 8,20 (1H, dd, J = 8,4, 2,4 Hz), 7,16
(1H, d, J = 8,0 Hz), 7,03 (1H, dd, J = 8,4, 0,4 Hz), 6,91 (1H, d, J = 2,4 Hz), 6,86 (1H, dd, J = 8,0, 2,4 Hz), 2,87-2,77
(8H, m), 2,36 (4H, m), 2,00 (2H, m), 1,78 (2H, m), 1,58 (2H, m), MS (ES+) m/e 352 [M+H]".

Ejemplo 121 (procedimiento alternativo 1)

6-(3-ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-iloxi)-N-metilnicotinamida (E121)

Se afiadié hidruro de sodio (dispersion al 60% en aceite mineral, 0,331 g, 8,28 mmol) a una disolucién agitada de 3-
ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-ol (E3) (1,5 g, 6,9 mmol) en sulféxido de dimetilo (15 ml). Después
de 0,5 horas, se afiadid 6-cloro-N-metilnicotinamida (D10) (2,34 g, 13,8 mmol) y la mezcla de reaccién se calentd
hasta 100°C durante 18 horas. Se dejé que la reaccion se enfriase hasta la temperatura ambiente y después se
repartié entre acetato de etilo y agua. La capa de acetato de etilo se separd y la capa acuosa se lavd con mas
volumenes de acetato de etilo. Las capas organicas reunidas entonces se lavaron con agua, salmuera, se secaron
(Na,SO,) y después se filtraron. La mezcla se concentrd al vacio y el residuo resultante se purificé mediante una
cromatografia en columna, eluyendo con una mezcla de amoniaco 0,880:etanol:diclorometano (0,5:4,5:9,5, después
1:9:90) para producir el compuesto del titulo (E121), que después se recristaliz en tolueno, RMN de 'H (DMSO-dg) &
8,56 (1H, dd, J = 2,4, 0,4 Hz), 8,48 (1H, ma), 8,20 (1H, dd, J = 8,4, 2,4 Hz), 7,16 (1H, d, J = 8,0 Hz), 7,03 (1H, dd, J =
8,4, 0,4 Hz), 6,91 (1H, d, J = 2,4 Hz), 6,86 (1H, dd, J = 8,0, 2,4 Hz), 2,87-2,77 (8H, m), 2,36 (4H, m), 2,00 (2H, m),
1,78 (2H, m), 1,58 (2H, m), MS (ES+) m/e 352 [M+H]".
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Ejemplo 121 (procedimiento alternativo 2)

6-(3-ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-iloxi)-N-metilnicotinamida (E121)

Una mezcla de N-metil-6-(2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-benzazepin-7-iloxi)-3-piridincarboxamida (D40) (1,04 g, 3,5 mmol)
en diclorometano (12 ml) que contiene acido acético (240 ul) a 0°C se traté gota a gota con ciclobutanona (400 pl,
5,3 mmol) y después se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. La mezcla entonces se enfrié hasta 0°C y se
traté de forma discontinua con triacetoxiborohidruro de sodio (1,11 g, 5,3 mmol) y se agit6 a temperatura ambiente
durante 16 horas. La disolucion se basificd cuidadosamente con hidréxido de sodio 2 N, se agitdé durante 30 minutos,
y después se extrajo con diclorometano. Los extractos reunidos se lavaron con salmuera, se secaron sobre sulfato
de sodio anhidro y se concentraron al vacio. El material bruto se purific6 mediante una cromatografia en columna,
eluyendo con diclorometano, y después con una mezcla de amoniaco 0,880:metanol:diclorometano (1:9:90) para
producir el compuesto del titulo (E121), MS (ES+) m/e 352 [M+H]".

Ejemplo de referencia 122

Ester metilico del &acido 5-(3-ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-iloxi)pirazin-2-carboxilico

(E122)
LU0
/\n)\/'

Se afiadi6 hidruro de sodio (dispersion al 60% en aceite mineral, 332 mg, 8,3 mmol) a una disolucién agitada de 3-
ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-ol (E3) (1,64 g, 7,5 mmol) en dimetilformamida (4 ml). Después de
0,5 horas, se afiadié una disolucién del éster metilico del acido 5-cloropirazin-2-carboxilico (1,95 g, 11,3 mmol) en
dimetilformamida (8 ml) y la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. La mezcla de
reaccion se diluyé con diclorometano, y la capa organica se lavo con agua, salmuera, y se secO sobre sulfato de
magnesio. La capa organica se filtr6, se concentr6 al vacio, y el residuo resultante se purific6 mediante
cromatografia en columna, eluyendo con una mezcla de amoniaco 0,880:etanol:diclorometano (1:9:90) para producir
el compuesto del titulo (E122), MS (ES+) m/e 354 [M+H]".

Ejemplo de referencia 123a

Acido 5-(3-ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-iloxi)pirazin-2-carboxilico (E123a)

Se disolvio el éster metilico del 4cido 5-(3-ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-iloxi)pirazin-2-carboxilico
(E122) (880 mg, 2,5 mmol) en una mezcla de etanol (15 ml) e hidréxido de sodio 2 N (4 ml). La mezcla resultante se
agitdé a temperatura ambiente durante 0,5 y después se concentr6 al vacio para eliminar los disolventes organicos.
La mezcla de reaccién entonces se acidificod hasta pH 5 (acido clorhidrico 2 N) y los precipitados resultante se
filtraron, se lavaron con agua y se secaron al vacio para producir el compuesto del titulo (E123a), MS (ES+) m/e 340
[M+H]".
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Ejemplo de referencia 123
1-[5-(3-ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-iloxi)pirazin-2-il]-1-morfolin-4-ilmetanona (E123)

Etapa 1: Cloruro de 5-(3-ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-iloxi)pirazin-2-carbonilo

Se afiadié cloruro de tionilo (5 ml) lentamente al acido 5-(3-ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-
iloxi)pirazin-2-carboxilico (E123a) (485 mg). La mezcla de reaccion resultante se agitd a temperatura ambiente
durante 1 hora y después se calentd a reflujo durante otra hora mas. La mezcla de reaccion se enfrié, se diluyd con
tolueno y se concentrd al vacio para producir el compuesto del titulo, que se utilizé sin mayor caracterizacion.

Etapa 2: 1-[5-(3-ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-iloxi)pirazin-2-il]-1-morfolin-4-ilmetanona

Se afiadié morfolina (0,17 ml, 2,0 mmol) a una disolucion agitada del producto de la etapa 1 (394 mg, 1 mmol) y
poli(dietilaminometilestireno) (1,88 g, 3,2 mmol/g, 6 mmol) en diclorometano (10 ml). La mezcla resultante se dej6 en
agitacion a temperatura ambiente durante 24 horas y se filtr6. El filtrado se concentré al vacio y el residuo bruto
resultante se purific6 mediante una cromatografia en columna, eluyendo con una mezcla de amoniaco
0,880:etanol:diclorometano (1:9:90) para producir el compuesto del titulo (E123), MS (ES+) m/e 409 [M+H]".

Ejemplo de referencia 196a

Ester metilico del &cido 6-[(3-ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-benzazepin-7-il)oxi]-3-piridincarboxilico
(E1964a)

El compuesto del titulo se prepar6 a partir de 3-ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-ol (E3) y 6-cloro-3-
piridincarboxilato de metilo de una manera anéloga a la descrita para E122, MS (ES+) m/e 353 [M+H]".

Ejemplo de referencia 196b

Acido 6-[(3-ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-benzazepin-7-il)oxi]-3-piridincarboxilico (E196b)

El compuesto del titulo se preparé a partir del ejemplo de referencia 196a (E196a) utilizando un método analogo al
descrito para el ejemplo de referencia 123a (E123a), MS (ES+) m/e 339 [M+H]".

Ejemplo de referencia 196

6-[(3-ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-benzazepin-7-il)oxi]-N-ciclopropil-3-piridincarboxamida (E196)
R S
o

Se afiadio carbonildiimidazol (142 mg, 0,88 mmol) a una disolucién agitada del &cido 6-[(3-ciclobutil-2,3,4,5-
tetrahidro-1H-3-benzazepin-7-il)oxi]-3-piridincarboxilico (E196b) (150 mg, 0,44 mmol) en diclorometano (5 ml).
Después de agitar a temperatura ambiente durante 3 horas se afiadio ciclopropilamina (0,15 ml, 2,2 mmol) y se dejé
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la mezcla en agitacion durante 18 horas mas. La mezcla de reaccion se aplicd a un cartucho de intercambio i6nico
SCX (Varian bond-elute, 10 g) y se lavo con metanol y después con una mezcla de amoniaco 0,880:metanol (1:9).
Las fracciones basicas reunidas se concentraron al vacio para producir el compuesto del titulo (E196), MS (ES+) m/e
378 [M+H]".

Datos bioldgicos

Puede prepararse una preparacion de membrana que contiene receptores de histamina H3 segun el siguiente
procedimiento.

(i) Generacion de unalinea celular de histamina H3

Se clon6 DNA que codifica el gen de histamina H3 humano (Huvar, A. et al. (1999), Mol. Pharmacol., 55(6), 1101-
1107) en un vector soporte, pCDNA3.1 TOPO (InVitrogen) y su cDNA se aislé a partir de este vector mediante
digestion de restriccion del DNA del plasmido con las enzimas BamH1 y Not-1, y se acopl6 al vector de expresion
inducible pGene (InVitrogen) digerido con las mismas enzimas. El sistema GeneSwitch™ (un sistema en el que la
expresion de un transgén se desconecta en ausencia de un inductor y se conecta en presencia de un inductor) se
realiz6 segun se describe en las patentes de EEUU n° 5.364.791, 5.874.534 y 5.935.934. El DNA acoplado se
transformé en células bacterianas hospedantes de E. coli DH50 competentes y se colocaron en placas en agar Luria
Broth (LB) que contenia Zeocin™ (un antibidtico que permite la seleccion de células que expresan el gen sh ble, que
esta presente en pGene y pSwitch) a 50 ug.ml’l. Las colonias que contenian el plasmido reacoplado se identificaron
mediante analisis de restriccion. EI DNA para la transfeccién en células de mamifero se prepar6 a partir de 250 ml de
cultivos de la bacteria hospedante que contenia el plasmido pGeneH3, y se aislaron utilizando un kit de preparacion
de DNA (Qiagen Midi-Prep) segun las directrices de los fabricantes (Qiagen). Células CHO K1 previamente
transfectadas con el plasmido regulador pSwitch (InVitrogen) se sembraron a 2 x 10e6 células por matraz T75 en
medio completo, que contenia medio Hams F12 (GIBCOBRL, Life Technologies) suplementado con suero bovino
fetal dializado al 10% v/v, L-glutamina e higromicina (100 pg.ml'l) 24 horas antes de su utilizacion. EI DNA del
plasmido se transfectd en las células utilizando Lipofectamine plus, segun las directrices del fabricante (InVitrogen).
A las 48 h?ras después de la transfeccion, las células se colocaron en medio completo suplementado con Zeocin™
500 pg.ml™.

De 10-14 dias después de la seleccion se afiadié mifepristona 10 nM (InVitrogen) al medio de cultivo para inducir la
expresion del receptor. A las 18 horas después de la induccion, las células se separaron del matraz utilizando acido
etilendiaminotetraacético (EDTA, 1:5000, InVitrogen), después de varios lavados con disolucién salina tamponada
con fosfato, pH 7,4, y se resuspendieron en medio de seleccién que contenia medio esencial minimo (MEM), sin rojo
de fenol, y se suplementé con sales de Earles y clon fetal Il al 3% (Hyclone). Se examinaron aproximadamente 1 x
10e7 células para detectar la expresion del receptor mediante tincion con un anticuerpo policlonal de conejo, 4a,
producido contra el dominio N-terminal del receptor H3 de histamina, se incubd en hielo durante 60 minutos, seguido
de dos lavados en medio de seleccion. Se detectdé el anticuerpo unido al receptor mediante la incubacion de las
células durante 60 minutos en hielo con un anticuerpo de cabra anticonejo, conjugado con el marcador de
fluorescencia Alexa 488 (Molecular Probes). Después de dos lavados mas con medio de seleccion, las células se
filtraron a través de un Filcon™ de 50 um (BD Biosciences) y después se analizaron en un citémetro de flujo FACS
Vantage SE equipado con una unidad de depdsito de células automética. Las células control eran células no
inducidas tratadas de una manera similar. Las células que se tifieron de modo positivo se seleccionaron como
células individuales en placas de 96 pocillos, que contenian medio completo que contenia Zeocin™ 500 pg.ml'1 y se
dejaron expandir antes del reandlisis para detectar la expresién del receptor mediante estudios de union de
anticuerpo y ligando. Se seleccioné un clon, 3H3, para la preparacion de membranas.

(ii) Preparacion de membranas a partir de células cultivadas

Se realizaron todas las etapas del protocolo a 4°C con reactivos preenfriados. El sedimento celular se resuspendio
en 10 volumenes de tampon A2 que contenia acido N-2-hidroxietilpiperazin-N'-2-etansulfénico (HEPES) (pH 7,40)
suplementado con leupeptina 10e-4 M (acetil-leucil-leucil-arginal, Sigma L2884), bacitracina 25 ug/ml (Sigma B0125),
acido etilendiaminotetraacético 1 mM (EDTA), fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM (PMSF) y pepstatina A 2 x 10e-6 M
(Sigma). Las células entonces se homogeneizaron mediante 2 x 15 segundos de golpes en un mezclador Waring de
vidrio de 1 litro, seguido de centrifugaciéon a 500 g durante 20 minutos. El sobrenadante entonces se centrifuga a
48.000 g durante 30 minutos. El sedimento se resuspende en 4 volimenes de tampdn A2 mediante la creacion de un
vortice durante 5 segundos, seguido de una homogeneizacién en un homogeneizador Dounce (10-15 golpes). En
este punto se toman partes alicuotas de la preparacion en tubos de polipropileno y se conservan a -70°C.
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Los compuestos de la invencién pueden ensayarse para detectar actividad bioldgica in vitro segin los siguientes
ensayos.

(I) Ensayo de union de histamina H3
Para cada compuesto ensayado, en una placa de 96 pocillos transparente de paredes blancas, se afiade:

(&) 10 pl del compuesto de ensayo (o 10 ul de yodofenpropit (un conocido antagonista de histamina H3) a una
concentracion final de 10 mM) diluido hasta la concentracion requerida en DMSO al 10%

(b) 10 pl de *?1-4-[3-(4-yodofenilmetoxi)propil]-1H-imidazolio (yodoproxifan) (Amersham, 1,85 MBg/ul 0 50 uCi/ml,
actividad especifica: aproximadamente 2000 Ci/mmol) diluido hasta 20 pM en tampon de ensayo (tampon
Tris(hidroximetil)Jaminometano (TRIS) 50 mM, pH 7,4, acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0,5 mM) para producir
una concentracion final de 20 pM; y

(c) 80 ul de una mezcla de esferas/membranas preparada suspendiendo esferas de ensayo de proximidad de
centelleo (SPA) tipo WGA-PVT a 100 mg/ml en tampdn de ensayo, seguido de una mezcla con membranas
(preparadas segun la metodologia descrita anteriormente) y diluyendo en tampén de ensayo para producir un
volumen final de 80 ul que contiene 7,5 ug de proteinas y 0,25 mg de esferas por pocillo (la mezcla se premezcl6 a
temperatura ambiente durante 60 minutos en un rodillo).

La placa se agita durante 5 minutos y después se deja en reposo a temperatura ambiente durante 3-4 horas antes de
realizar la lectura en un contador Wallac Microbeta mediante un protocolo de cuentas de tritio normalizado de 1
minuto. Los datos se analizaron utilizando una ecuacion logistica de 4 parametros.

(I) Ensayo de antagonistas funcionales de histamina H3
Para cada compuesto ensayado, en una placa de 96 pocillos transparente de paredes blancas, se afiade:

(a) 10 pl del compuesto de ensayo (o 10 ul de guanosina 5'-trifosfato (GTP) (Sigma) como control no especifico)
diluido hasta la concentracion requerida en tampon de ensayo (acido N-2-hidroxietilpiperazin-N'-2-etansulfénico
(HEPES) 20 mM + NaCl 100 mM + MgCl, 10 mM, pH 7,4, NaOH);

(b) 60 pl de una mezcla de esferas/membranas/GDP preparada suspendiendo esferas de ensayo de proximidad de
centelleo (SPA) de aglutinina de germen de trigo-poliviniltolueno (WGA-PVT) a 100 mg/ml en tampon de ensayo,
seguido de una mezcla con membranas (preparadas segun la metodologia descrita anteriormente) y diluyendo en
tampon de ensayo para producir un volumen final de 60 pl que contiene 10 pg de proteinas y 0,5 mg de esferas por
pocillo (la mezcla se premezclé a 4°C durante 30 minutos en un rodillo, y justo antes de la adiciéon a la placa se
afade guanosina 5'-difosfato (GDP, Sigma, diluida en tampdn de ensayo) a una concentracion final de 10 uM).

La placa se incuba a temperatura ambiente para equilibrar el antagonista con el receptor/esferas mediante agitacion
durante 30 minutos, seguido de la adicion de:

(c) 10 pl de histamina (Tocris) a una concentracion final de 0,3 uM; y

(d) 20 pl de la sal de trietilamina de guanosina 5'[y35-S]tiotrifosfato (Amersham, concentracion de radiactividad = 37
kBg/ul o 1 mCi/ml, actividad especifica: 1160 Ci/mmol) diluida hasta 1,9 nM en tamp6n de ensayo para producir una
concentracion final de 0,38 nM.

La placa entonces se incuba en un agitador a temperatura ambiente durante 30 minutos, seguido de una
centrifugacion durante 5 minutos a 1500 rpm. La placa se lee entre 3 y 6 horas después de terminar la centrifugacion
en un contador Wallac Microbeta mediante un protocolo de cuentas de tritio normalizado de 1 minuto. Los datos se
analizaron utilizando una ecuacion logistica de 4 parametros. La actividad basal utilizada como minimo, es decir,
histamina, no se afiade al pocillo.

Resultados

Los compuestos del ejemplo 121 y del Ejemplo de Referencia 1 se ensayaron en el ensayo de antagonistas
funcionales de histamina H3 y mostraron antagonismo en el siguiente intervalo: 9,0-10,5 pKy. Aln mas en concreto,
el compuesto del ejemplo 121 mostrdé antagonismo > 9,5 pKj,.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que es 6-(3-ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-iloxi)-N-metil-nicotinamida

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Una sal farmacéuticamente aceptable segun la reivindicacion 1, que es una sal de adicion de acido formada a
partir de 6-(3-ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-iloxi)-N-metil-nicotinamida y un acido.

3. Una sal farmacéuticamente aceptable segun la reivindicacion 2, en donde el acido es acido maleico, clorhidrico,
bromhidrico, fosférico, acético, fumarico, salicilico, sulfdrico, citrico, lactico, mandélico, tartarico o metanosulfénico.

4. Una composicion farmacéutica que comprende 6-(3-ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-iloxi)-N-metil-

nicotinamida
°
N—<>
- N

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

ZT

5. Un compuesto segun la reivindicacion 1 para uso en terapia.

6.El uso de 6-(3-ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-iloxi)-N-metil-nicotinamida o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo en la fabricacién de un medicamento para uso en el tratamiento de una
enfermedad neuroldgica o un trastorno psiquiatrico.

7. El uso segun la reivindicacion 6, en donde el medicamento es para uso en el tratamiento de: una enfermedad
neuroldgica que es la enfermedad de Alzheimer, demencia, disfuncién de la memoria relacionada con la edad, déficit
cognitivo débil, déficit cognitivo, epilepsia, dolor neuropético, enfermedad de Parkinson, esclerosis miltiple o
apoplejia; o un trastorno psiquiatrico que es el déficit cognitivo de la esquizofrenia, trastorno de hiperactividad con
déficit de atencion, depresién, o adiccion.

8. El uso segun la reivindicacion 6, en donde el medicamento es para uso en el tratamiento de déficit cognitivo en
una enfermedad.

9. El uso segun la reivindicacién 8, en donde el medicamento es para uso en el tratamiento de déficit cognitivo en la
enfermedad de Alzheimer o un trastorno neurodegenerativo relacionado.

10. 6-(3-Ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-iloxi)-N-metil-nicotinamida segun la reivindicacion 2 o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para uso como sustancia terapéutica en el tratamiento de una
enfermedad neuroldgica o un trastorno psiquiatrico.

11. 6-(3-Ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-iloxi)-N-metil-nicotinamida o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, segun la reivindicacién 10, para uso como sustancia terapéutica en el tratamiento de: una
enfermedad neurolégica que es enfermedad de Alzheimer, demencia, disfuncién de la memoria relacionada con la
edad, déficit cognitivo débil, déficit cognitivo, epilepsia, dolor neuropatico, enfermedad de Parkinson, esclerosis
multiple o apoplejia; o un trastorno psiquiatrico que es el déficit cognitivo de la esquizofrenia, trastorno de
hiperactividad con déficit de atencién, depresion, o adiccion.

12. 6-(3-Ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-iloxi)-N-metil-nicotinamida o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo segun la reivindicacion 10 para uso como sustancia terapéutica en el tratamiento de déficit
cognitivo en una enfermedad.

13. 6-(3-Ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-iloxi)-N-metil-nicotinamida o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, segun la reivindicacion 12, para uso como sustancia terapéutica en el tratamiento de déficit
cognitivo en enfermedad de Alzheimer o un trastorno neurodegenerativo relacionado.
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14. 6-(3-Ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-iloxi)-N-metil-nicotinamida o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, segun la reivindicacion 13, para uso como sustancia terapéutica en el tratamiento de déficit
cognitivo en la enfermedad de Alzheimer.

15. Una composicion farmacéutica para uso en el tratamiento de enfermedades neurologicas que comprende 6-(3-
ciclobutil-2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzo[d]azepin-7-iloxi)-N-metil-nicotinamida o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

16. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 15, en donde la enfermedad neurolégica es enfermedad
de Alzheimer, demencia, disfunciéon de la memoria relacionada con la edad, déficit cognitivo débil, déficit cognitivo,
epilepsia, dolor neuropatico, enfermedad de Parkinson, esclerosis mdltiple o apoplejia.

17. Un procedimiento para la preparacion de un compuesto de formula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del

mismo:

Rz/o

)
en donde:
R' representa ciclobutilo no sustituido; y
R? representa 2-piridinilo sustituido con un grupo CON(H)(Me), y representa 4-metilaminocarbonilpiridin-2-ilo;
donde dicho procedimiento comprende:

(a) hacer reaccionar un compuesto de férmula (Il)

0. .
H/

)

en la que R* es como se definié anteriormente, con un compuesto de férmula R*-L*, en la que R* es como se definid
anteriormente para R%oun grupo convertible en éste, y Lt representa un grupo saliente adecuado; o

(b) hacer reaccionar un compuesto de férmula (111)

0]
Rz/

N—H
an)

en la que R? es como se definié anteriormente, con un compuesto de férmula R*-L?, en la que R' es como se definid
anteriormente para R'oun grupo convertible en éste, y L2 representa un grupo saliente adecuado; o

(c) hacer reaccionar un compuesto de formula (Ill) como se definié anteriormente, con una cetona de férmula R'=0,
en la que R' es como se definié anteriormente para R' oun grupo convertible en éste; o

(d) desproteger un compuesto de férmula (I) que esté protegido.
18. Un procedimiento segun la reivindicacion 17, en el que

en la etapa (a), R? es como se definié anteriormente para R? y Lt representa un grupo saliente adecuado que es un
atomo de halégeno o un grupo hidroxilo activado; y

en la etapa (b), R' es como se definié anteriormente para R! y L2 representa un grupo saliente adecuado que es un
atomo de halégeno.
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