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DESCRIPCION
Acidos bifenilcarboxilicos y sus derivados

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a compuestos que tienen la Férmula general | con las definiciones de Ri-R4 que se
proporcionan a continuacion, y/o una de sus sales o ésteres.

Ademas, la invencion se refiere al uso de dichos compuestos para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer y a
su uso para la modulacién de la actividad de la y secretasa. La presente solicitud se dirige a un subconjunto de un
género de compuestos aun por resolver, dado a conocer en la solicitud WO 2006/04555 Al.

Antecedente de la invencién

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo progresivo marcado por la pérdida de
memoria, cognicién y estabilidad de la conducta. La EA aqueja a un 6-10% de la poblacion con una edad superior a
65 afios y hasta a un 50% con una edad superior a 85 afios. Es la causa principal de demencia y la tercera causa
principal de muerte después de las cardiopatias y el cancer. En la actualidad no existe tratamiento eficaz para la EA.
El coste neto total relacionado con la EA en los EE.UU. excede de 100.000 millones de délares anualmente.

Sin embargo, la EA no tiene una etiologia sencilla.Se ha asociado con algunos factores que incluyen (1) la edad (2)
los antecedentes familiares (3) y un traumatismo craneoencefélico; otros factores incluyen toxinas ambientales y un
bajo nivel de educacion. Las lesiones neuropatoldgicas especificas en las cortezas limbica y cerebral incluyen ovillos
neurofibrilares intracelulares constituidos por proteina tau hiperfosforilada y la deposicion extracelular de agregados
fibrilares de péptidos beta amiloides (placas amiloides). EI componente principal de las placas amiloides son los
péptidos beta amiloides (A-beta, Abeta o AB) de diversas longitudes. Una de sus variantes, que es el péptido AB1-42
(Abeta-42), se considera el agente causante principal de la formacién amiloide. Otra variante es el péptido AB1-40
(Abeta-40). El beta amiloide es el producto proteolitico de una proteina precursora, la proteina precursora beta
amiloide (beta-APP o APP).

Se han relacionado las formas dominantes autosémicas familiares de aparicién temprana de la EA con mutaciones
sin sentido en la proteina precursora  amiloide (B-APP o APP) y en las proteinas presenilina 1 y 2. En algunos
pacientes, se han correlacionado las formas de aparicion tardia de la EA con un alelo especifico del gen de la
apolipoproteina E (ApoE), y, mas recientemente, el hallazgo de una mutacién en la alfa2-macroglobulina, que puede
relacionarse con al menos un 30% de la poblacién con EA. A pesar de esta heterogeneidad, todas las formas de la
EA presentan similares hallazgos patoldgicos. El analisis genético ha proporcionado las mejores pistas para una
solucién terapéutica logica de la EA. Todas las mutaciones encontradas hasta la fecha afectan a la produccién
cuantitativa o cualitativa de los péptidos amiloidogénicos conocidos como péptidos Abeta (AB), especificamente
AB42, y han proporcionado un fuerte respaldo a la “hipétesis de la cascada amiloide” de la EA (Tanzi y Bertram,
2005, Cell 120, 545). La probable conexion entre la generacién del péptido AR y la patologia de la EA refuerza la
necesidad de una mejor comprensiéon de los mecanismos de produccién de ARy garantiza vehementemente una
solucion terapéutica en los niveles moduladores del AB.

La liberacion de los péptidos AR esta modulada por al menos dos actividades proteoliticas denominadas secretasa
B-secretasa y y-secretasa que escinden el péptido AR en el extremo N (enlace Met-Asp) y el extremo C (restos 37-
42), respectivamente. En la ruta secretora, existe evidencia de que la B-secretasa escinde en primer lugar,
conduciendo a la secrecion de s-APPR (sfB) y a la retencion de un fragmento carboxiterminal unido a membrana de
11 kDa (CTF). Se cree que este ultimo da lugar a los péptidos AB tras la escisidn mediante la y-secretasa. La
cantidad de la isoforma mas larga, AB42, aumenta selectivamente en pacientes que tienen algunas mutaciones en
una proteina concreta (presenilina), y estas mutaciones se han correlacionado con la enfermedad de Alzheimer
familiar de aparicién temprana. Por tanto, muchos investigadores creen que AB42 es el principal culpable de la
patogénesis de la enfermedad de Alzheimer.

Ahora es evidente que la actividad de la secretasa y no se puede adscribir a una Unica proteina concreta, pero se
asocia de hecho con un conjunto de diferentes proteinas.

La actividad de la secretasa gamma reside en un complejo multiproteina que contiene al menos cuatro
componentes: el heterodimero presenilina (PS), la nicastrina, aph-1 y pen-2. El heterodimero PS consta de
fragmentos de PS amino y carboxiterminales generados mediante endoproteolisis de la proteina precursora. Los dos
aspartatos del centro catalitico se encuentran en la interfase de este heterodimero. Se ha sugerido recientemente
que la nicastrina sirve como receptor del sustrato de la secretasa gamma. Las funciones del resto de miembros de la
secretasa gamma son desconocidas, pero todas se requieren para la actividad (Steiner, 2004. Curr. Alzheimer
Research 1(3): 175-181).

De esta manera, aunque el mecanismo molecular de la segunda etapa de escision ha permanecido esquivo hasta la
actualidad, el complejo de la y-secretasa se ha convertido en uno de los objetivos principales en la investigacion de
compuestos para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

Se han propuesto diversas estrategias que toman la secretasa gamma como blanco terapéutico de la enfermedad
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de Alzheimer, que varian desde tomar como blancodirectamente el centro catalitico, desarrollar inhibidores y
moduladores especificos del sustrato de la actividad de la secretasa gamma. (Marjaux y col., 2004. Drug Discovery
Today: Therapeutic Strategies, Volumen 1, 1-6). De acuerdo con esto, se han descrito una variedad de compuestos
que tienen secretasas como dianas (Lamer, 2004. Secretases as therapeutics targets in Alzheimer's disease:
patents 2000 - 2004. Expert Opin. Ther. Patents 14, 1403-1420).

De hecho, este hallazgo fue respaldado recientemente por estudios bioguimicos en los que se mostré el efecto de
algunos AINE sobre la y-secretasa (Weggen y col (2001) Nature 414, 6860, 212 y documentos WO 01/78721 y US
2002/0128319; Morihara y col (2002) J. Neurochem. 83, 1009; Eriksen (2003) J. Clin. Invest. 112, 440). Las
potenciales limitaciones de utilizar los AINE para evitar o tratar la EA son su actividad inhibidora de las enzimas Cox,
que puede conducir a efectos secundarios no deseados, y su baja penetracion en el SNC (Peretto y col., 2005, J.
Med. Chem. 48, 5705-5720).

De esta manera, existe una fuerte necesidad de compuestos novedosos que modulen la actividad de la y-secretasa
gue abran nuevas posibilidades para el tratamiento de la enfermedad d Alzheimer.
El objeto de la presente invencion es proporcionar dichos compuestos.

Resumen de la invencién

La invencion se refiere a los compuestos que se muestran en la Férmula I.

R2
R"f ;[
%,‘I\,G OH

o
RS—M |
o~

R*

(Férmula 1)
en la que

R'esF, Cl, 0 CFs;
R%esF, Cl, 0 CFs;
R®esF, Cl, 0 CFs
R*es H, F, Cl, o CF3;

y sus solvatos, hidratos, ésteres, y sales farmacéuticamente aceptables.

El presente subgénero de compuestos muestra un aumento inesperado en la potencia y la eficacia in vivo.
Especificamente, el aumento en la potencia y la eficacia se produce cuando R! y R’ son grupos electroatrayentes,
tales como F, Cl o CF3, y cuando el carbono a del carboxilato esta sustituido con sec-butilo.

Descripcion detallada de la invenciéon

La invencion se refiere a los compuestos que se muestran en la Féormula I.

RE
R"f f[
%j\,o OH

o
RP— |
XN

R

(Formula 1)

en la que:
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R'esF, Cl, o CFs;
R%esF, Cl, 0 CFs;
R®esF, Cl, 0 CFs
R*es H, F, Cl, o CFs;

y sus solvatos, hidratos, ésteres, y sales farmacéuticamente aceptables.
En una realizacion de la invencion:

RlesF;

R%esF, Cl, 0 CF;
R®es CFs;

R*esH, F, Cl, o CFs;

y sus solvatos, hidratos, ésteres, y sales farmacéuticamente aceptables.
Otra realizacion de la invencién es un compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en:

Acido (R)-2-[5-(3,5-difluoro-benciloxi)-4'-trifluorometil-bifenil-3-il-4-metil-pentanoico

Acido (S)-2-[5-(3,5-difluoro-benciloxi)-4’-trifluorometil-bifenil-3-il]-4-metil-pentanoico,

Acido 2-[5-(4-fluoro-2-trifluorometil-benciloxi)-4 -trifluorometil-bifenil-3-il]-4-metil-pentanoico,
Acido 2-[4"-cloro-5-(3,5-difluoro-benciloxi)-3"-trifluorometil-bifenil-3-il]-4-metil-pentanoico,

y sus solvatos, hidratos, ésteres, y sales farmacéuticamente aceptables.

Un experto en la técnica reconocera que los compuestos de Férmula | pueden tener uno o mas atomos de carbono
asimétrico en su estructura. Se pretende que la presente invencidn incluya en su alcance formas enantioméricas
simples de los compuestos, mezclas racémicas, y mezclas de enantiomeros en las que esta presente un exceso
enantiomérico.

Algunos de los compuestos de las invenciones y/o sus sales o ésteres existirdn en diferentes formas
estereoisoméricas. Todas estas formas son sujetos de la invencion.

Se describen a continuacion sales a modo de ejemplo de los compuestos de acuerdo con la invencién que se
incluyen en el presente documento. No se pretende que la lista de diferentes sales indicada a continuacion sea
completa y limitante.

Los compuestos de acuerdo con la invencion que contienen uno o mas grupos acidos se pueden usar de acuerdo
con la invencién, por ejemplo, en forma de sus sales de metales alcalinos, sales de metales alcalinotérreos o sales
de amonio. Los ejemplos mas precisos de dichas sales incluyen sales de sodio, sales de potasio, sales de calcio,
sales de magnesio o sales con amonio o aminas organicas tales como, por ejemplo, etilamina, etanolamina,
trietanolamina o aminoacidos.

El término “farmacéuticamente aceptable” significa aprobado por una agencia reguladora tal como la EMEA (Europa)
y/o la FDA (EE.UU.) y/o cualquier otra agencia reguladora nacional para uso en animales, preferiblemente en seres
humanos.

Las respectivas sales de los compuestos de acuerdo con la invencidn se pueden obtener mediante procedimientos a
medida que conocen las personas expertas en la técnica, por ejemplo, poniendo en contacto estas con una base
organica o inorganica en un disolvente o dispersante, o0 mediante intercambio catiénico con otras sales.

Ademas la invencion incluye todas las sales de los compuestos de acuerdo con la invencién que, debido a la baja
compatibilidad fisiolégica, no sean directamente adecuadas para el uso en sustancias farmacéuticas pero que se
pueden usar, por ejemplo, como intermedios de reacciones quimicas o0 en la preparacion de sales
farmacéuticamente aceptables o que podrian ser adecuadas para estudiar la actividad moduladora de la y-secretasa
de un compuesto de acuerdo con la invencién en cualquier manera adecuada, tal como cualquier ensayo in vitro
adecuado.

La presente invencién incluye ademas todos los solvatos de los compuestos de acuerdo con la invencion.

La presente invencion incluye ademas los derivados/profarmacos (incluyendo sus sales) de los compuestos de
acuerdo con la invencion que contienen grupos fisioldgicamente tolerables y escindibles y que se metabolizan en un
compuesto de acuerdo con la invencion en animales, preferiblemente mamiferos, lo mas preferible seres humanos.

La presente invencién incluye ademas los metabolitos de los compuestos de acuerdo con la invencion.

El término “metabolitos” se refiere a todas las moléculas derivadas de cualquiera de los compuestos de acuerdo con
la invencién dentro una célula u organismo, preferiblemente de mamifero.
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Preferiblemente, el término “metabolitos” se refiere a moléculas que difieren de cualquier molécula que esta presente
en cualquiera de dicha célula u organismo en condiciones fisiolégicas.

La estructura de los metabolitos de los compuestos de acuerdo con la invencion serd evidente para cualquier
persona experta en la técnica, usando los diversos procedimientos apropiados.

Los compuestos de acuerdo con la formula general (I) se pueden preparar de acuerdo con los procedimientos
publicados en la bibliografia o mediante procedimientos analogos.

Dependiendo de las circunstancias del caso individual, para evitar reacciones secundarias durante la sintesis de un
compuesto de la Férmula general (I), puede ser necesario 0 ventajoso bloquear temporalmente los grupos
funcionales introduciendo grupos protectores y desprotegerlos en una etapa posterior de la sintesis, o introducir
grupos funcionales en la forma de grupos precursores y en una etapa posterior convertirlos en los grupos
funcionales deseados. La persona experta en la técnica conoce las estrategias sintéticas, los grupos protectores y
los grupos precursores adecuados.

Si se desea, los compuestos de férmula (l) se pueden purificar mediante procedimientos de purificacion a medida,
por ejemplo, mediante recristalizacion o cromatografia. Los materiales de partida para la preparacion de los
compuestos de férmula (I) estdn comercialmente disponibles o se pueden preparar de acuerdo a o de manera
analoga a los procedimientos de la bibliografia.

Estos pueden servir como base para la preparacion del resto de compuestos de acuerdo con la invencién mediante
varios procedimientos bien conocidos por la persona experta en la técnica.

La invencion también se refiere a un compuesto de la invencion para uso como un medicamento. Los compuestos
son como se han definido anteriormente, ademas con respecto al medicamento, las realizaciones que se describen
a continuacion, por ejemplo, la formulacién, aplicacién y combinacion, se aplican también a este aspecto de la
invencion.

En particular, los compuestos de acuerdo con la invencién son adecuados para el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer.

Se describen adicionalmente a continuacion los detalles que se refieren a dicho uso.
Los compuestos se pueden usar para la modulacién de la actividad de la y-secretasa.

Tal como se usa en el presente documento, el término “modulacion de la actividad de la y-secretasa” se refiere a un
efecto sobre el procesamiento de APP por el complejo de la y-secretasa. Preferiblemente, esto se refiere a un efecto
en el que la tasa global de procesamiento de APP permanece esencialmente analoga a la existente sin la aplicaciéon
de dichos compuestos, pero en el que se han variado las cantidades relativas de los productos procesados; mas
preferiblemente, de tal manera que la cantidad de péptido AB42 producida se reduce. Se puede producir, por
ejemplo, una especie diferente de Abeta (por ejemplo, Abeta-38 u otra especie de péptido Abeta o una secuencia de
aminoacido mas corta en vez de Abeta-42) o las cantidades relativas de los productos son diferentes (por ejemplo, la
relacién de Abeta-40 a Abeta-42 esta cambiada, preferiblemente aumentada).

Se puede medir, por ejemplo, la actividad de la secretasa gamma determinando el procesamiento de APP, por
ejemplo determinando los niveles producidos de las especies del péptido Abeta, lo mas importante, los niveles de
Abeta-42 (véase seccion de Ejemplos, mas abajo).

Se ha demostrado anteriormente que el complejo de la y-secretasatambién esta implicado en el procesamiento de la
proteina Notch. Notch es una proteina de sefializacion que tiene un papel crucial en los procesos de desarrollo
(revisado por ejemplo en Schweisguth F (2004) Curr. Biol. 14, R129).

Con respecto al uso de dichos compuestos para la modulacién de la actividad de la y-secretasa en terapia, parece
particularmente ventajoso no interferir con la actividad de procesamiento de Notch de la actividad de la y-secretasa a
fin de evitar posibles efectos secundarios indeseados.

De esta manera, se prefieren compuestos que no muestren un efecto sobre la actividad de procesamiento de Notch
del complejo de la y-secretasa.

Comprendido en el significado de la invencion, “efecto sobre la actividad de procesamiento de Notch” incluye una
inhibicién o una activacion de la actividad de procesamiento de Notch por algun factor.

Se define un compuesto como que no tiene un efecto sobre la actividad de procesamiento de Notch, si dicho factor
es mas pequefio que 20, preferiblemente mas pequefio que 10, mas preferiblemente, mas pequefio que 5, lo mas
preferible, mas pequefio que 2, en el respectivo ensayo que se describe en Shimizu y col (2000) Mol. Cell. Biol, 20:
6913 a una concentracion de 30 puM.
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Dicha modulacion de la y-secretasa se puede llevar a cabo, por ejemplo, en animales tales como mamiferos. Los
mamiferos a modo de ejemplo son ratones, ratas, cobayas, monos, perros, gatos. La modulacion también se puede
llevar a cabo en seres humanos. En una realizacién particular de la invencion, dicha modulacion se lleva a cabo in
vitro o en cultivo celular. Como sabe la persona experta en la técnica, estan disponibles algunos ensayos in vitro y
de cultivo celular.

Los ensayos a modo de ejemplo para medir la produccion de fragmentos de APP del extremo C en lineas celulares
0 animales transgénicos mediante analisis de transferencia Western incluyen, pero no se limitan a, los descritos en
Yan y col., 1999, Nature 402, 533-537.

Se describe en el documento WO-03/008635 un ejemplo de un ensayo de y-secretasa in vitro. En este ensayo, un
sustrato peptidico adecuado se pone en contacto con una preparacion de y-secretasa y se mide la capacidad de
escindir el sustrato.

Se pueden determinar las concentraciones de los diversos productos de escision de la y-secretasa (los péptidos AR)
mediante diversos procedimientos conocidos por una persona experta en la técnica. Los ejemplos de dichos
procedimientos incluyen la determinacién de los péptidos mediante espectrometria de masas o la deteccion
mediante anticuerpos.

Los ensayos a modo de ejemplo utiles para la caracterizacion del perfil de los péptidos AR solubles en medios
celulares y fluidos biolégicos cultivados incluyen, pero no se limitan a, los descritos en Wang y col., 1996, J. Biol.
Chem. 271, 31894-31902. En este ensayo, se usa una combinacién de inmunoprecipitacion de péptidos Abeta con
anticuerpos especificos y la deteccion y cuantificacion de las especies de péptidos mediante espectrometria de
masas de tiempo de vuelo mediante desorcidn/ionizacién por laser asistida por matriz).

Los ensayos a modo de ejemplo (tiles para medir la produccion de los péptidos Abeta-40 y Abeta-42 mediante
ELISA incluyen, pero no se limitan a, los descritos en Vassar y col, 1999, Science 286, 735-741. Se da a conocer
informacién adicional por ejemplo en N. Ida y col. (1996) J. Biol. Chem. 271, 22908, y M. Jensen y col. (2000) Mol.
Med. 6, 291. Por ejemplo, estan disponibles anticuerpos adecuados en The Genetics Company, Inc., Suiza. Los kits
basados en anticuerpos estan también disponibles eninnogenetics, Bélgica.

Las células que se pueden emplear en dichos ensayos incluyen células que expresan enddégenamente el complejo
de la y-secretasa y células transfectadas que expresan de forma transitoria o estable algunos o todos los interactores
del complejo de la y-secretasa. La persona experta conoce numerosas lineas celulares adecuadas para dichos
ensayos. Son particularmente adecuadas las células y lineas celulares de origen neuronal o glial. Ademas, se
pueden usar células y tejidos del cerebro, asi como homogenados y preparaciones de membrana de los anteriores
(Xia y col., 1998, Biochemistry 37, 16465-16471).

Por ejemplo, se pueden llevar a cabo dichos ensayos para estudiar el efecto de los compuestos de acuerdo con la
invencioén en diferentes condiciones y configuraciones experimentales.

Ademas, se pueden llevar a cabo dichos ensayos como parte de estudios funcionales sobre el complejo de la y-
secretasa.

Por ejemplo, tanto uno como mas interactores (ya sea en su forma natural o conteniendo algunas mutaciones y/o
modificaciones) del complejo de la y-secretasa de un animal, preferiblemente un mamifero, mas preferiblemente
seres humanos, pueden expresarse en algunas lineas celulares y se puede estudiar el efecto de los compuestos de
acuerdo con la invencion.

Las formas mutadas del(de los) interactor(es) usado(s) pueden ser tanto formas mutadas que se han descrito en
algunos animales, preferiblemente mamiferos, mas preferiblemente seres humanos, como formas mutadas que no
se han descrito anteriormente en dichos animales.

Las modificaciones de los interactores del complejo de la secretasa y incluyen tanto cualquier modificacion fisiolégica
de dichos interactores como otras modificaciones que se han descrito como modificaciones de proteinas en un
sistema biolégico.

Los ejemplos de dichas modificaciones incluyen, pero no se limitan a, glicosilacion, fosforilacion, prenilacion
miristilacion y farnesilacion.

Ademas, los compuestos de acuerdo con la invencion se pueden usar para la preparacion de un medicamento para
la modulacion de la actividad de la y-secretasa.

La invencion se refiere ademas al uso de dichos compuestos para la preparacion de un medicamento para la
modulacion de la actividad de la y-secretasa.

La actividad de la y-secretasa se puede modular de diferentes maneras, es decir, dando como resultado diferentes
perfiles de los diversos péptidos A.
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Se prefieren los usos de un compuesto para la modulacién de la actividad de la y-secretasa que dan como resultado
una disminucién en la cantidad relativa de péptidos AB42 producida.

Las respectivas dosificaciones, rutas de administracion, formulaciones, etc, se dan a conocer adicionalmente a
continuacion.

La invencion se refiere ademas al uso de los compuestos de acuerdo con la invencion para el tratamiento de una
enfermedad asociada con un nivel de produccion elevado de AB42. La enfermedad con elevados niveles de
produccion y deposicion de péptido Abeta en el cerebro es de forma tipica la enfermedad de Alzheimer (EA),
angiopatia mieloide cerebral, demencia multi-infarto, demencia pugilistica o sindrome de Down, preferiblemente EA.

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que el término “tratamiento” se refiera a todos los procesos,
en los que puede haber un retraso, interrupcion, detencién, o parada de la evolucion de una enfermedad, pero no
indica necesariamente una eliminacion total de los sintomas.

Tal como se usa en el presente documento, el término “elevado nivel de produccion de AB42” se refiere a una
dolencia en la que la tasa de produccion del péptido AB42 estd aumentada debido a un aumento global en el
procesamiento de APP o, preferiblemente, se refiere a una dolencia en la que la produccion del péptido AB42 esta
aumentada debido a una modificacion del perfil de procesamiento de APP en comparacion con la APP natural y una
situacion no patologica.

Como se ha resefiado anteriormente, dicho nivel elevado de AB42 es un hito para los pacientes que desarrollan o
padecen la enfermedad de Alzheimer.

Una ventaja de los compuestos o una parte de los compuestos de la presente invencion puede basarse en su
penetracion potenciada en el SNC.

Ademas, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con la
invencion en una mezcla con un vehiculo inerte.

En una realizacion preferida, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un compuesto
de acuerdo con la invencién en una mezcla con un vehiculo inerte, en el que dicho vehiculo inerte es un vehiculo
farmacéutico.

El término “vehiculo” se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente, o vehiculo con el que se administra el
compuesto. Dichos vehiculos farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, tal como agua y aceites, incluyendo los
derivados del petréleo, o de origen animal, vegetal o sintético, incluyendo pero sin limitarse a aceite de cacahuete,
aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y similares. El agua es un vehiculo preferido cuando la composicién
farmacéutica se administra oralmente. Se prefieren como vehiculos solucidon salina y dextrosa acuosa cuando la
composicion farmacéutica se administra por via intravenosa. Se emplean preferiblemente soluciones salinas y
dextrosa acuosa y soluciones de glicerol como vehiculos liquidos para soluciones inyectables. Los excipientes
farmacéuticos adecuados incluyen almiddn, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, creta, gel de
silice, estearato de sodio, monoestearato de glicerol, talco, cloruro de sodio, leche desnatada desecada, glicerol,
propileno, glicol, agua, etanol y similares. La composicién, si se desea, puede contener también cantidades menores
de agentes humectantes o emulsificantes, o agentes tamponantes del pH. Estas composiciones pueden tomar la
forma de soluciones, suspensiones, emulsiones, comprimidos, pildoras, céapsulas, polvos, formulaciones de
liberacién continua y similares. La composiciéon se puede formular como un supositorio, con aglutinantes y vehiculos
tradicionales tales como triglicéridos. La formulacién oral puede incluir vehiculos normalizados tales como calidades
farmacéuticas de manitol, lactosa, almidon, estearato de magnesio, sacarina sddica, celulosa, carbonato de
magnesio, etc. Se describen ejemplos de vehiculos farmacéuticos adecuados en "Remington’s Pharmaceutical
Sciences" de E.W. Martin. Dichas composiciones contendran una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto,
preferiblemente en forma purificada, junto con una cantidad adecuada de vehiculo con el fin de proporcionar la forma
para la administracion adecuada al paciente. La formulacion debe adaptarse al modo de administracion.

Los compuestos de acuerdo con la invencidn y sus sales farmacéuticamente aceptables, opcionalmente en
combinacién con otros compuestos farmacéuticamente activos, son adecuados para tratar o evitar la enfermedad de
Alzheimer o sus sintomas. Dichos compuestos adicionales incluyen farmacos potenciadores de la cognicion tales
como inhibidores de la acetilcolinesterasa (por ejemplo, Donepezil, Tacrina, Galantamina, Rivastigmina),
antagonistas de NMDA (por ejemplo, Memantina), inhibidores de PDE4 (por ejemplo, Ariflo) o cualquier otro farmaco
conocido por una persona experta en la técnica adecuado para tratar o evitar la enfermedad de Alzheimer. Dichos
compuestos incluyen también farmacos disminuidores del colesterol tales como estatinas (por ejemplo,
simvastatina). Estos compuestos se pueden administrar a animales, preferiblemente a mamiferos, y en particular a
seres humanos, como sustancias farmacéuticas por si mismas, en mezclas entre si o en la forma de preparaciones
farmacéuticas.

Se conocen y se pueden usar diversos sistemas de administracion para administrar un compuesto de la invencién
para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer o para la modulacion de la actividad de la y-secretasa, por
ejemplo, encapsulacion en liposomas, microparticulas, y microcapsulas:
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Si no se administra directamente en el sistema nervioso central, preferiblemente el cerebro, es ventajoso seleccionar
y/o modificar los procedimientos de administracion de tal manera que permitan al compuesto farmacéutico cruzar la
barrera hematoencefalica.

Los procedimientos de introducciéon incluyen, pero no se limitan a, las rutas intradérmica, intramuscular,
intraperitoneal, intravenosa, subcutanea, intranasal, epidural, y oral.

Los compuestos se pueden administrar mediante cualquier ruta conveniente, por ejemplo mediante infusion,
mediante inyeccién en bolo, mediante absorcién a través de los revestimientos epitelial o mucocutaneo, y se pueden
administrar junto con otras sustancias biolégicamente activas.

La administracién puede ser sistémica o local. Ademas, puede ser deseable introducir las composiciones
farmacéuticas de la invencion en el sistema nervioso central mediante cualquier ruta adecuada, incluyendo la
inyeccion intraventricular e intratecal; se puede facilitar la inyeccion intraventricular mediante un catéter
intraventricular, por ejemplo, conectado a un depdsito, tal como un depdsito de Ommaya. Se puede emplear también
la administracién pulmonar, por ejemplo, mediante el uso de un inhalador o nebulizador, y formulacién con un agente
formador de aerosoles.

En otra realizacién, el compuesto se puede administrar en una vesicula, en particular un liposoma (Langer (1990)
Science 249, 1527.

En otra realizacién mas, el compuesto se puede administrar mediante un sistema de liberacion controlada. En una
realizacién, se puede usar una bomba (Sefton (1987) CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14, 201; Buchwald y col. (1980)
Surgery 88, 507; Saudek y col. (1989) N. Engl. J. Med. 321, 574). En otra realizacion, se pueden usar materiales
poliméricos (Ranger y Peppas (1983) Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem. 23, 61; Levy y col. (1985) Science 228,
190; During y col. (1989) Ann. Neurol. 25, 351; Howard y col. (1989) J. Neurosurg. 71, 858). En otra realizacion mas,
se puede colocar un sistema de liberacién controlada en proximidad de la diana terapéutica, es decir, el cerebro,
requiriéndose de esta manera solo una fraccion de la dosis sistémica (por ejemplo, Goodson, 1984, En: Medical
Applications of Controlled Release, mas arriba, Vol. 2, 115). Se describen otros sistemas de liberacion controlada en
la revision de Langer (1990, Science 249, 1527).

A fin de seleccionar una forma de administracién adecuada, la persona experta en la técnica considerara también las
rutas de administracion que se han seleccionado para otros farmacos contra el alzhéimer conocidos.

Por ejemplo, Aricept/Donepezil y Cognex/Tacrina (todos inhibidores de la acetilcolinesterasa) se estan tomando por
via oral, Axura/Memantina (un antagonista del receptor de NMDA) se han presentado como comprimidos/liquido y
como una solucion i.v.

Ademas, la persona experta en la técnica tendrd en cuenta los datos disponibles con respecto a las rutas de
administracion de los miembros de la familia AINE en ensayos clinicos y otros estudios que investigan su efecto
sobre la enfermedad de Alzheimer.

A fin de seleccionar la dosificacion adecuada, la persona experta en la técnica escogera una dosificacion que se
haya demostrado que no sea téxica en estudios preclinicos y/o clinicos y que pueda estar de acuerdo con los
valores proporcionados de antemano, o que pueda desviarse de estos.

La dosis precisa que se va a emplear en la formulacién dependera también de la ruta de administracion, y de la
gravedad de la enfermedad o del trastorno, y debera decidirse de acuerdo con la opinion del especialista y las
circunstancias de cada paciente. Sin embargo, los intervalos de dosificacion adecuados para la administracion
intravenosa son generalmente de aproximadamente 20-500 microgramos de compuesto activo por kilogramo de
peso corporal. Los intervalos de dosificaciéon adecuados para la administracion intranasal son generalmente de
aproximadamente 0,01 mg/kg de peso corporal a 1 mg/kg de peso corporal. Se pueden extrapolar las dosis eficaces
a partir de las curvas de dosis-respuesta derivadas en sistemas de ensayo de modelos in vitro 0 animales.

Un modelo animal a modo de ejemplo es la cepa “Tg2576" de ratén transgénico que contiene una forma APP695
con la doble mutacion KM670/ctINL. Como referencia, véanse por ejemplo la patente US5877399 y Hsiao y col.
(1996) Science 274, 99 y también Kawarabayahsi T (2001) J. Neurosci. 21, 372; Frautschy y col. (1998) Am. J.
Pathol. 152, 307; Irizarry y col. (1997) J. Neuropathol. Exp. Neurol. 56, 965; Lehman y col. (2003) Neurobiol. Aging
24, 645. La persona experta en la técnica tiene disponibles datos sustanciales de diversos estudios, que ensefian a
la persona experta a escoger la dosificacion adecuada para la pauta terapéutica seleccionada.

Se han publicado numerosos estudios en los que se describen los efectos de las moléculas sobre la actividad de la
secretasa y. Los estudios a modo de ejemplo son Lim y col. (2001) Neurobiol. Aging 22, 983; Lim y col. (2000) J
Neurosci. 20, 5709; Weggen y col. (2001) Nature 414, 212; Eriksen y col. (2003) J Clin Invest. 112, 440; Yan y col.
(2003) J Neurosci. 23, 7504.
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Descripcion de la sintesis general

La siguiente descripcion general es Unicamente a titulo ilustrativo y de ninguna forma quiere significar que limite la
invencion.

El compuesto de Férmula | en la que R', R? R® y R’se han definido como en la Férmula I, se puede obtener
mediante hidroélisis del éster 1l en condiciones normalizadas de hidrélisis acida o basica, que incluyen la reaccién con
NaOH, a temperatura ambiente, durante algunas horas, en una mezcla disolvente adecuada, tal como agua,
tetrahidrofurano (THF), y metanol.

(R%)n (R?)
0 R
X 0 OH \)\/o OAlquilo
0 0
z
R3—\ \I Ra_i I
R)m R

Se puede obtener el compuesto Il, en el que alquilo incluye metilo y etilo, mediante alquilacién del compuesto Il con
bromuros de bencilo, cloruros de bencilo, tosilatos de bencilo, o mesilatos de bencilo en condiciones de bencilacién
tipicas, por ejemplo, en DMF o THF en presencia de base, tal como carbonato de potasio o carbonato de cesio con
intervalos de temperatura entre 25-120 grados C. Se puede obtener también el compuesto Il mediante reaccion del
compuesto Il con un cloruro de bencilo en condiciones de Mitsunobu, por ejemplo, en THF o tolueno en presencia
de azodicarboxilato de dietilo y trifenilfosfina.

El compuesto Il se puede preparar por desbencilacion del compuesto IV mediante hidrogenacion en alcohol, por
ejemplo, MeOH o EtOH en presencia de Pd-C. La desbencilacion se puede conseguir también con otros
procedimientos, tales como BBr; en DCM, NaCN en DMSO/ 120-200° C o LIiCN en DMF/ 120-200° C.
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El compuesto IV se puede preparar a partir de la alquilacion del compuesto V tanto con bromuro de sec-butilo como

con bromuro de sec-butenilo. El tratamiento del compuesto V en THF u otro disolvente aprético con una base, por

ejemplo, bis(trismetilsilil) amida de litio, bis(trismetilsilil) amida de sodio, o diisopropilamida de litio a -78° C, seguido
5 por la adicién de bromuro de sec-butilo o bromuro de sec-butenilo, da como resultado el compuesto alquilado 1V.

@\/O OAlquilo

O
~
R |
™
\’\(R“)m
\Y)

El compuesto V se puede preparar a partir del compuesto VI mediante una reaccion de acoplamiento con un &cido
arilborénico en condiciones de Suzuki de una solucién acuosa de carbonato de sodio en DME en presencia de

Pd(PPhs)s.
alquilo

0]
OoTf

Vi
10
El compuesto intermedio VI se puede preparar a partir del compuesto VIl con anhidrido trifluorometanosulfénico en
DCM en presencia de un equivalente de piridina a 0° C.

O
OH
Vil

El éster fendlico intermedio VII se puede preparar a partir de la monodesbencilacion del compuesto VII. Se puede
15 conseguir la mono-desbencilacion selectiva del compuesto VII mediante el tratamiento con 1,1 equivalentes de base,
por ejemplo, hidroxido de sodio o hidroxido de potasio, en una solucién de etanol o metanol en presencia de Pd-C

10
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como catalizador en atmoésfera de hidrogeno (< 60 psi; 413,7 kPa) en un agitador Parr. Se deja proseguir la reaccién
hasta que se consume un equivalente de hidrégeno.

@\/0 OCHs
@\/0 0

El intermedio VII se puede preparar facilmente a partir de la reaccién del éster metilico del acido 3,5-dihidroxifenil
acético (comercialmente disponible) con bromuro de bencilo y carbonato de potasio en DMF a temperatura
ambiente.

El compuesto | tiene un centro quiral arespecto del grupo carboxilico, y puede existir como uno de dos enantiomeros
(o una de sus mezclas, en las que puede estar presente 0 no un exceso enantiomérico). Se muestran los
enantiomeros la (enantiomero R) e Ib (enantiomero S). Los enantidmeros puros la e Ib se obtienen mediante
separacion quiral usando una columna quiral. Los enantimeros la y Ib también se pueden separar mediante
resoluciones a través de la formacién de sales de amina quirales usando recristalizaciones fraccionadas. Los
enantiomeros la y Ib también se pueden obtener a partir de la resoluciéon cinética del racemato de los
correspondientes ésteres utilizando enzimas lipasas, por ejemplo AmanoAk, Amano lipasa PS, Amano lipasa A,
Amano lipasa M, Amano lipasa F-15 Amano lipasa G (de Biocatalytics Inc) en disolventes organicos acuosos, por
ejemplo, DMF acuoso, DMSO, soluciones acuosas de t-butil-etil éter o triton X-100.

Se pueden preparar ambos enantiomeros del compuesto | a partir de sintesis quiral. Los compuestos la e Ib se
pueden obtener a partir de la eliminacién de los grupos auxiliares quirales procedentes de los compuestos 1Xa e IXb
respectivamente con hidroxido de litio en THF acuoso en presencia de perdxido de hidrégeno.

2
(R%)y {Rn )\
R1_f"A 4 | R1{j\,0 E
\%j\/ﬂ OH = OH

o O

=z 1=

R | R I
SN %‘(R‘Jm

R-ﬂ-
- (R )m ib

Los compuestos 1Xa e IXb se pueden obtener mediante el acoplamiento de los compuestos Xa y Xb con bromuros,
cloruros o tosilatos o mesilatos de bencilo en condiciones basicas tipicas, por ejemplo, en DMF o THF en presencia
de una base, por ejemplo, carbonato de potasio o carbonato de cesio a intervalos de temperatura entre 25-120
grados C. Los compuestos IXa y IXb se pueden obtener también mediante la reaccion de acoplamiento de los
compuestos Xa y Xb con alcoholes bencilicos en condiciones de Mitsunobu, por ejemplo, en THF o tolueno en
presencia de azodicarboxilato de dietilo y trifenilfosfina.

11
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Los compuestos Xa y Xb se pueden preparar a partir de las desbencilacion de los compuestos Xia y Xlb
respectivamente mediante hidrogenacién en un disolvente alcohélico, por ejemplo, MeOH o EtOH, en presencia de

Pd-C.

Los compuestos Xia y Xlb se pueden preparar a partir de la alquilacion de los compuestos Xlla y Xllb

respectivamente con bromuro de sec-butilo o bromuro de sec-butenilo. El tratamiento de los compuestos Xlla y Xllb

en THF u otros disolventes aproéticos con bases, por ejemplo, bis(trismetilsilil) amida de litio, bis(trismetilsilil) amida

de sodio, o diisopropilamida de litio a -78° C, seguido por la adicion de los electrofilos, bromuro de sec-butilo o
10 bromuro de sec-butenilo proporciona los compuestos alquilados Xia y Xlb respectivamente.

12
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Los compuestos Xlla y Xllb se pueden preparar a partir del intermedio comdn XlIl mediante acoplamiento tanto con
el isdbmero R de la 4-bencil-oxazolidin-ona XIVa como con el isémero S de la 4-bencil-oxazolidin-ona XIVb mediante
los procedimientos de Evans. El intermedio Xlll se puede hacer reaccionar con cloruro de pivaloilo, cloruro de oxalilo
o cloroformiato de isopropilo en THF en presencia de una base, por ejemplo, trietilamina o N-metilmorfolina, para dar
anhidridos mixtos o cloruros de acido que a continuaciéon se hacen reaccionar con la sal de litio de XIVa o XIVb en
THF. En la sintesis quiral se pueden usar también otros grupos auxiliares quirales, por ejemplo pseudoefedrina
mediante las condiciones de A. G. Myers (J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 9361-9362). El tratamiento de cualquiera de
los enantidmeros de la pseudoefedrina con cloruros o anhidridos de acidos carboxilicos conduce al derivado de
amida XV. Las amidas se tratan con una base fuerte, por ejemplo, diisopropil amida de litio en presencia de cloruro
de litio, seguido por la adicion de un agente alquilante para dar como resultado los correspondientes productos
alquilados. A continuacién el grupo auxiliar quiral se puede eliminar con hidrélisis acida para dar los compuestos
diana quirales.

XiVa XIVb

RS—L/
(R* m/
XV

El compuesto intermedio Xlll se puede obtener a partir de la hidrélisis del éster del compuesto V con base en una
solucién alcohdlica acuosa, por ejemplo, LIOH o NaOH en una solucién acuosa de metanol.

Procedimientos sintéticos

Todas las reacciones se llevaron a cabo en atmosfera inerte a no ser que se indique otra cosa. Se obtuvieron los
espectros de RMN en un equipo Bruker dpx400. Se llevé a cabo la LCMS en un equipo Agilent 1100 usando una
columna ZORBAX® SB-C18, de 4,6 x 75 mm y 3,5 micrometros para el procedimiento A. El caudal de la columna
fue de 1 ml/min y los disolventes usados fueron agua y acetonitrilo (TFA al 0,1%) con un volumen de inyeccion de 10
pl. Las longitudes de onda fueron 254 y 210 nm. Los analisis de la pureza quiral se llevaron a cabo mediante
columnas quirales.

Abreviaturas

Ac Acetilo

d Doblete

DCM Diclorometano

DME 1,2-dimetoxietano
DMF N,N-dimetilformamida

DMSO Dimetil sulféxido

e.e. exceso enantiomérico

Equiv. Equivalentes

13
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Et Etilo
EtOAc Acetato de etilo
g Gramo
h Hora
ISCO Cromatografia Telydine ISCO
HPLC Cromatografia liquida de alta presion
K2COs3 Carbonato de potasio
I Litro
LCMS Cromatografia liquida — espectrometria de masas
LDA Diisopropilamida de litio
M Molar
m Multiplete
Me Metilo
min Minuto
mol Mol

14
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(continuacion)

RMN Resonancia magnética nuclear
q Cuartete
TR Tiempo de retencién
s Singlete
sat saturado
t Triplete
TFA Acido trifluoroacético
THF Tetrahidrofurano
Ejemplos
Ejemplo 1

5 Acido (R) 2-[5-(3,5-diflluoro-benciloxi)-4"-trifluo  rometil-bifenil-3-il]-4-metil-pentanoico

FQD -
0

a) Ester metilico del acido (3,5-bis-benciloxi-fenil  )-acético

©\/D OCH;
0O
Q\JD

10 Una mezcla deéster metilico del acido(3,5-dihidroxi-fenil)-acético (de Aldrich, 70 g, 0,385 moles), bromuro de bencilo
(137 ml, 1,16moles), carbonato de potasio (160 g, 1,16 moles) y DMF (1,5 I) en N2 se agitd mecanicamente a
temperatura ambiente durante la noche. La mezcla de reaccién resultante se vertido sobre una mezcla de 1,5 | de
agua con hielo con agitacion. El precipitado se obtuvo por filtracion y se lavé con heptano en sucesivas veces para
eliminar el bromuro de bencilo para dar los compuestos del titulo (123,7 g) como un sélido de color marrén que se

15 seco al aire para la siguiente reaccion. RMN 'y (CDCls): 6 3,60 (s, 2H), 3,71 (s, 3H), 5,05 (s, 4H), 6,60 (s, 3H), 7,35-
7,50 (m, 10H); calculado para C23H2204 (M+H) 363,15, encontrado 363.

Sintesis racémica y separacién quiral

b) Ester etilico del &cido 3-benciloxi-5-hidroxi-fen il)-acético

@L,D OEt

OH
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Una solucion de 50 gramos (1,38 moles) de éster metilico del acido 3,5-bis-benciloxi-fenil)-acético y NaOH (6,6 g,
1,65 moles) en 1 | de EtOH en presencia de Pd-C al 10% se hidrégeno en un agitador Parr hasta que se consumio
un equivalente de hidrogeno. La mezcla se acidific6 con HCI concentrado y a continuacion, el catalizador y el
disolvente se eliminaron para dar un residuo oleoso. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia en
columna de gel de silice ISCO (ISCO) usando EtOAc-heptano como eluyentes (gradiente desde 10% a 75% de
EtOAc) para dar 25 gramos (rendimiento del 65%) del compuesto del titulo (1b). RMN N (CDCls): 6 1,15-1,20 (t,
3H), 3,4-(s, 2H), 4,05-4,1 (q, 2H), 4,9 (s, 2H), 5,5 (s, 1H), 6,4 (s, 2H), 6,5 (s, 1H), 7,2-7,35 (m, 5H); calculado para
C17H1804 (M+H) 287,3, encontrado 287.

c) Ester etilico del acido (3-benciloxi-5-trifiuorom etanosulfoniloxi-fenil)-acético

O, -

o
oTf

A una solucion de éster etilico del acido 3-(benciloxi-5-hidroxi-fenil)-acético (74,4 g, 0,26 moles) en diclorometano
(700 ml) se afiadi6 piridina (62,5 ml, 0,78 moles). Se enfrid la mezcla a 0° C. A esta solucidn fria se afiadié anhidrido
trifluorometanosulfénico (65,6 ml, 0,39 moles) durante 1,5 h, manteniendo la temperatura interna por debajo de 5° C
y se agitd durante 0,5 h mas a 0° C. esta mezcla de reaccién se vertié sobre una mezcla de HCI 1 N (420 ml), y hielo
humedo (105 g) y se agitdé durante 0,5 h. La capa acuosa se extrajo con diclorometano (2 x 100 ml). Las fracciones
combinadas se lavaron con agua (2 x 100 ml), solucién saturada acuosa de NaHCO3; (2 x 100 ml), y salmuera (2 x
100 ml). Las capas organicas se secaron (MgSQO.) y se concentraron a vacio para recibir un liquido rojizo (108 g)
gue se llevé a la siguiente etapa sin purificacion adicional. calculado para C18H17F306S (M+H) 419,07, encontrado
419,1.

d) Ester etilico del &cido (5-benciloxi-4'-trifluoro metil-bifenil-3-il)-acético

J

CF4

Una mezcla de éster etilico del acido (3-benciloxi-5-trifluorometanosulfoniloxi-fenil)-acético (108 g, 0,26 moles), acido
4-(trifluorometil) fenilboroénico (55,6 g, 0,29 moles), 1,2-dimetoxietano (1,1 1) y una solucion acuosa de Na;COs (2 M,
129 ml, 0,26 moles) se agité mecanicamente con purga simultanea del N, a temperatura ambiente durante 10 min. A
este sistema se afiadié Pd(Phs)s (480 mg, 0,42 mmoles) y se calento a reflujo (95° C) durante 2,5 h. La mezcla de
color rojo-marrén se diluyé con EtOAc (0,5 ) y se lavé con solucion saturada acuosa de NaHCOs (3 x 200 ml) y
salmuera (2 x 200 ml). La fraccién organica se seco (Na;SO,) y se concentré a vacio. La mezcla bruta se purificd
mediante cromatografia en columna ISCO para obtener el éster etilico del acido(5-benciloxi-4'-trifluorometil-bifenil-3-
il)-acético (107 g, 100%).

RMN *H (CDCls): 8 1,26 (t, 3H), 3,66 (s, 2H), 4,17 (q, 2H), 5,12 (s, 2H), 6,99 (s, 1H), 7,12 (s, 2H), 7,34-7,49 (m, 5H),
7,67 (s, 4H); calculado para C24H21F303 (M+H) 415,14, encontrado 415,2.

e) Ester etilico del acido 2-(5-benciloxi-4"-trifluo  rometil-bifenil-3-il)-4-metil-pent-4-enoico
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@vo ! OEt

CF3
A una solucién del compuesto 1d (4,9 g, 11,8 mmoles) en THF (50 ml) a -78° C se afiadié Li[N(SiMes)2] (1 N en THF,
14.2 ml, 14,2 moles) gota a gota. La mezcla de reaccién se agité durante 1 h a -78° C y a continuacion se afiadié 3-
bromo-2-metil-propeno (1,25 ml, 12,4 mmoles) gota a gota. La solucién se calenté lentamente hasta -35° C y se
agito a -35° C durante 0,5 h. La reaccién se desactivd rapidamente con solucion saturada de NH4Cl y se extrajo con
EtOAc. Los extractos organicos se secaron (Na;SQ,), se concentraron y se purificaron mediante cromatografia en
columna para dar el compuesto 1e (5,1 g, 92%) como un aceite trasparente; RMN 'y (400 MHz, CLOROFORMO-D)
oppm 1,19 - 1,29 (m, 3 H), 1,74 (s, 3 H), 2,47 (m, 1 H), 2,85 (m, 1 H), 3,83 (m, 1 H), 4,11 (m, 2 H), 4,72 (s, 1 H), 4,77

(s, 1 H),512 (s, 2 H), 7,03 (s, L H), 7,10 (s, 1 H), 7,15 (s, 1 H), 7,35 - 7,48 (m, 5 H), 7,67 (s, 4 H); calculado para
C28H27F303 (M+H) 469,19, encontrado 469.

f) Ester etilico del acido 2-(5-Hidroxi-4"-trifluoro  metil-bifenil-3-il)-4-metil-pentanoico

HO OC;Hs
(LB

CF,

Una mezcla del compuesto 1e (5,1 g, 10,9 mmoles), Pd/C al 10% (500 mg) en EtOH (50 ml) se hidrogené en H, (40
psi; 275,8 kPa) en un agitador Parr durante 20 h. La mezcla de reaccién resultante se filtr6 a través de celite y el
filtrado se concentré para dar el compuesto 1f (4,2 g, 100%) como un aceite trasparente; RMN 'y (300 MHz,
CLOROFORMO-D) & ppm 0,92 (d, J=6,6 Hz, 6 H), 1,25 (m, 3 H), 1,49 - 1,61 (m, 1 H), 1,65 - 1,70 (m, 1 H), 1,95 -
2,05 (m, 1 H), 3,67 (t, J=7,7 Hz, 1 H), 4,10 - 4,29 (m, 2 H), 6,91 (s, 1 H), 6,97 (t, J=2,0 Hz, 1 H), 7,08 (s, 1 H), 7,65 (s,
4 H); calculado para C21H23F303 (M+H) 381,16, encontrado 381.

g) Acido 2-[5-(3,5-difluoro-benciloxi)-4'-trifluoro metil-bifenil-3-il]-4-metil-pentanoico

A una solucién del compuesto 1f (4 g, 10 mmoles) en DMF se afiadio carbonato de cesio (g, 15 mmoles) y a
continuacién bromuro de 3,5 difluorobencilo. La solucién resultante se agité a rt durante 18 h y a continuacién se
desactivo rapidamente con agua. La solucién acuosa se extrajo con EtOAc. La capa organica se lavo, se secl y se
evapor6 para dar un residuo (5 g). El producto bruto se puso a continuacion en KOH 1 N en MeOH (3 equiv.) a rt
durante la noche. La solucion se acidificé con HCI concentrado y a continuacion se extrajo con EtOAc. La capa
organica se lavo a continuaciéon con agua, se sec6 en Na;SOs, se evaporé a continuacion en un evaporador rotatorio
para dar un producto bruto. El producto bruto se trituré con heptano para dar como resultado 4,3 g (rendimiento del
91%) del producto (R) y (S).

La mezcla racémica se separé quiralmente mediante una columna Chiralpak AD usando como eluyente metanol y
acetonitrilo que contenia acido férmico al 0,1% para obtener el enantiomero (R), el compuesto 1 y el enantiomero
(S), el compuesto 2, respectivamente. Se encontré que el enantiémero (R) tenia una rotacion de -27,29 grados en
MeOH y que el enantiomero (S) tenia una rotacion de +25,2 grados en MeOH. Los centros estereoquimicos
absolutos se asignaron por correlacién con los materiales sintéticos descritos a continuacion.

Sintesis quiral del acido (R)-2-[5-(3,5-difluoro-benciloxi)-4'-trifluorometil-bifenil-3-il]-4-metil-pentanoico

h) Acido 5-benciloxi-4'-trifluorometil-bifenil-3-il )-acético
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A una solucién de éster etilico del acido 5-benciloxi-4'-trifluorometil-bifenil-3-il)-acético (120 g, 0,29 moles) en THF
(1,2 1) se afiadio agua (240 ml), LiOH.H20 (16 g, 0,32 moles) y la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente
durante 16 h. La solucion se filtr6 y se concentré a vacio para eliminar el THF. El liquido espeso resultante se
acidificé a pH 2 afiadiendo solucién acuosa de HCI 2 N y la suspension de color blanco se agité mecanicamente
durante 1 h a temperatura ambiente. El producto humedo de color blanco se recuperd tras la filtracion y se disolvié
en EtOAc (500 ml). La capa organica se separé del agua, se secé (MgSQO.) y se concentré a vacio para obtener
acido (5-benciloxi-4'-trifluorometil-bifenil-3-il)-acético (105 g, 94%).

RMN *H (de-DMSO): & 3,64 (s, 2H), 5,18 (s, 2H), 7,02 (s, 1H), 7,24 (d, 2H), 7,34-7,50 (m, 5H), 7,81 (d, 2H), 7,89 (d,
2H), 12,25 (bs, 0,6H); calculado para C22H17F303 (M+H) 387,11, encontrado 387,1.

i) 4-Bencil-3-[2-(5-benciloxi-4'-trifluorometil-bif  enil-3-il)-acetil]-oxazolidin-2-ona

Q

N0

J

CF4y

A una solucién mecanicamente agitada de acido (5-benciloxi-4'-trifluorometil-bifenil-3-il)-acético (20 g, 52 mmoles)
en THF (104 ml) a -78° C se afiadi6 N-metilmorfolina (NMM) (6,3 ml, 57 mmoles) y cloruro de trimetilacetilo (7,0 ml,
57 mmoles) manteniendo la temperatura interna por debajo de -70° C. Esta mezcla se agit6 a -78° C durante 15
minutos y 0° C en 1 h. El sélido de color blanco se eliminé mediante filtracion para recibir el anhidrido en el filtrado,
gue se enfrid de nuevo a -78° C. En un matraz separado, a una solucion de (R)-(+)-4-bencil-2-oxazolidinona (9,6 g,
54,4 mmol) en THF (109 ml) a -78° C se afiadié nBuLi (1,6 M en hexanos, 34 ml, 54,4 moles), gota a gota,
manteniendo la temperatura interna por debajo de -70° C y se agité a -78° C durante 45 min. Este auxiliar quiral
metalado se agreg6 al anhidrido a -78° C y se calenté a 0° C durante 1,5 h. La mezcla resultante se agitd
adicionalmente a 0° C durante 30 minutos y se desactivé rapidamenteafiadiendo solucién saturada acuosa de NH4Cl
en exceso. La solucién se diluyé con EtOAc (200 ml) y la fase organica se lavé con solucién saturada acuosa de
NaHCOs3 (3 x 100 ml) y salmuera (2 x 100 ml). La solucion se sec6 con MgSO. y el disolvente se eliminé a vacio. El
material bruto se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice ISCO para dar como resultado 20,3 g
(72%) de 4-bencil-3-[2-(5-benciloxi-4’-trifluorometil-bifenil-3-il)-acetil]-oxazolidin-2-ona como un sélido de color
blanco.

RMN H (CDCl): 8 2,76 (dd, 1H), 3,26 (dd, 1H), 4,19 (m, 2H), 4,35 (q, 2H), 4,69 (m, 1H), 5,13 (s, 2H), 7,04-7,46 (m,
13H), 7,67 (s, 4H); calculado para C32H26F3NO4 (M+H) 546,18, encontrado 546,3.

j) 4-Bencil-3-[2-(5-benciloxi-4'-trifluorometil-bif  enil-3-il)-4-metil-pent-4-enoil]-oxazolidin-2-ona
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A una solucion incolora de 4-bencil-3-[2-(5-benciloxi-4'-trifluorometil-bifenil-3-il)-acetil]-oxazolidin-2-ona(6,0 g, 11,00
mmoles) en THF seco (22 ml) a -78° C se afiadié hexametil disilazida de sodio (NaHMDS) (1 M en solucion de THF,
12,11 ml, 12,11 mmoles), gota a gota, manteniendo la temperatura interna por debajo de -75° C. La solucion de color
rojo resultante se agité a -78° C durante 30 minutos. A esta se afiadié 3-bromo-2-metil propeno (4,44 ml, 44 mmoles)
manteniendo la temperatura por debajo de -75° C. Cuando la adicién llegdé hasta casi completarse, la mezcla de
reaccion se volvié de color verde. En este momento se retird rapidamente el bafio de hielo seco y se sustituyé por un
bafio de agua-hielo y se completé la adicién. La mezcla de reaccién se agité a 0° C durante 30 min mas y se
desactivo rapidamente con solucién saturada acuosa de NH4Cl. El sistema se diluyé con EtOAc (100 ml) y la fase
organica se lavo con solucion saturada acuosa de NaHCO3 (3 x 50 ml) y se sec6 (MgSOQ.). El disolvente se eliminda
vacio y la mezcla bruta se purific6 mediante una columna de gel de silice ISCO para dar como resultado la 4-bencil-
3-[2-(5-benciloxi-4'-trifluorometil-bifenil-3-il)-4-metil-pent-4-enoil]-oxazolidin-2-ona (6,3 g, 95%). RMN N (CDCl3): o
1,80 (s, 3H), 2,46 (dd, 1H), 2,75 (dd, 1H), 3,05 (dd, 1H), 3,32 (dd, 1H), 4,08 (m, 2H), 4,59 (m, 1H), 4,80 (d, 2H), 5,13
(s, 2H), 5,48 (dd, 1H), 7,11 (d, 2H), 7,21-7,49 (m, 11H), 7,67 (s, 4H); calculado para C36H32F3NO4 (M+H) 600,23,
encontrado 600,3.

k) 4-Bencil-3-[2-(5-hidroxi-4'-trifluorometil-bifen il-3-il)-4-metil-pentanoil]-oxazolidin-2-ona

A una solucion de 4-bencil-3-[2-(5-benciloxi-4'-trifluorometil-bifenil-3-il)-4-metil-pent-4-enoil]-oxazolidin-2-ona (6,7 g,
11,2 mmoles) en MeOH (150 ml) se afiadié Pd/C al 10% (670 mg, 10% en peso). La suspension de color negro se
hidrogen6 a 45-45 psi (310,3-310,3 kPa) durante la noche. La mezcla se filtr6 a través de celite y el disolvente se
eliminé a vacio para obtener la 4-bencil-3-{2-(5-hidroxi-4'-trifluorometil-bifenil-3-il)-4-metil-pentanoil]-oxazolidin-2-ona
relativamente pura (5,4 g, 93%).

RMN *H (CDCls): 80,94 (d, 3H), 0,98 (d, 3H), 1,54 (m, 1H), 1,74 (m, 1H), 2,12 (m, 1H), 2,79 (dd, 1H), 3,36 (dd, 1H),
4,11 (m, 2H), 4,62 (m, 1H), 5,25 (t, 1H), 6,97 (m, 2H), 7,21-7,37 (m, 6H), 7,67 (s, 4H); calculado para C29H28F3NO4
(M+H) 512,20, encontrado 512,3.

I) 4-Bencil-3-{2-[5-(3,5-difluoro-benciloxi)- 4'-tr  ifluorometil-bifenil-3- il]-4-metil-pentanoil}-oxaz olidin-2-ona
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A una solucion de 4-bencil-3-[2-(5-hidroxi-4’-trifluorometil-bifenil-3-il)-4-metil-pentanoil]-oxazolidin-2-ona (18,77 g,
36,73 mmoles) en acetonitrilo (184 ml) a 0° C se afiadieron 1-bromometil-3,5-difluoro-benceno (7,13 ml, 55,10
mmoles) y Cs,CO3 (23,94 g, 73,46 mmoles) en porciones durante 5 minutos. La suspension de color blanco
resultante se agité a temperatura ambiente durante 2 h. El sélido de color blanco se eliminé mediante filtracion y el
disolvente se eliminé a vacio para obtener la 4-bencil-3-{2-[5-(3,5-difluoro-benciloxi)-4’-trifluorometil-bifenil-3-il]-4-
metil-pentanoil}-oxazolidin-2-ona relativamente pura.

m) Acido 2-[5-(3,5-difluoro-benciloxi)-4-trifluoro metil-bifenil-3-il]-4-metil-pentanoico

F 10
Fﬁj\,ﬂ OH
G o)
oI
CF,

A una solucién de 4-bencil-3-(2-[5-(3,5-difluoro-benciloxi)- 4'-trifluorometil-bifenil-3-il]-4-metil-pentanoil]-oxazolidin-2-
ona (23,40 g, 36,73 mmoles) en THF (180 ml) se afiadié agua (60 ml). El sistema se enfrid a 0° C. A esta solucién
fria se afadié LIOH.H.O (1,54 g, 36,73 mmoles) y H,O, al 30% (16,65 ml, 146,92 mmoles), gota a gota,
manteniendo la temperatura interna por debajo de 5° C. La solucion turbia resultante se agité a 0° C durante 20 min.
El H,O, en exceso se desactivd rapidamente afiadiendo una solucion acuosa de Na,SO3z 1,5 M (97,9 ml, 146,92
mmoles) y se agité a temperatura ambiente durante 15 min. El disolvente organico se elimin6é a vacio. El liquido
resultante se acidificé a pH 2 afiadiendo solucion acuosa de HCI 1 N. La capa acuosa se extrajo con EtOAc (3 x 200
ml), se sec6 con MgSQ., y se concentrd a vacio dando como resultado una mezcla bruta que se purific6 mediante
cromatografia en columna de gel de silice ISCO para dar como resultado el acido (R)-2-[5-(3,5-difluorobenciloxi)-4'-
trifluorometil-bifenil-3-il]-4-metil-pentanoico (12,25 g, 70%).

RMN *H (CDCls): 3 0,93 (d, 6H), 1,51 (m, 1H), 1,72 (m, 1H), 1,98 (m, 1H), 3,72 (t, 1H), 5,09 (s, 2H), 6,76 (m, 1H),
6,98 (m, 3H), 7,07 (t, 1H), 7,17 (s, 1H), 7,66 (m, 4H); calculado para C26H23F503 (M+H) 479,45, encontrado 479,2.

Ejemplo 2

Acido (S) -2-[5-(3,5-difluoro-benciloxi)-4-trifluor  ometil-bifenil-3-il-4-metilpentanoico
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a) 4-Bencil-3-[2-(5-hidroxi-4’-trifluorometil-bifen il-3-il)-4-metilpentanoil]-oxazolidin-2-ona

El compuesto del titulo se prepard a partir de la 4-bencil-3-[2-(5-benciloxi-4'-trifluorometilbifenil-3-il)-4-metilpent-4-
enoil]-oxazolidin-2-ona siguiendo el mismo procedimiento que para la sintesis del Ejemplo 1, parte (k).

RMN 'H (CDCls): 3 0,94 (d, 3H), 0,98 (d, 3H), 1,54 (m, 1H), 1,74 (m, 1H), 2,12 (m, 1H), 2,79 (dd, 1H), 3,3 6 (dd, 1H),
4,11 (m, 2H), 4,62 (m, 1H), 5,25 (t, 1H), 6,97 (m, 2H), 7,21-7,37 (m, 6H), 7,67 (s, 4H); calculado para C29H28F3NO4
(M+H) 512,20, encontrado 512,3.

b) 4-Bencil-3-{2-[5-(3,5-difluoro-benciloxi)- 4'-tr  ifluorometil-bifenil-3-il]-4-metil-pentanoil}-ozazo lidin-2-ona
R NE
. }»—0
0 - N\)
J ! ©
CF3 15
A una solucién de 4-bencil-3-[2-(5-hidroxi-4'-trifluorometil-bifenil-3-il)-4-methyl-pentanoil]-oxazolidin-2-ona (0,400 g,
0,78 mmoles) en acetonitrilo (3 ml) a temperatura ambiente se afiadié 1-bromometill-3,5-difluoro-benceno (0,243 g,
1,17 mmoles) y Cs,COs (0,508 g, 1,56 mmoles). La suspension de color blanco resultante se agité durante 1 h. El

sélido de color blanco se elimind mediante filtracion y el disolvente se elimind a vacio para obtener la 4-bencil-3-{2-
[5-(3,5-difluorobenciloxi)-4'-trifluorometil-bifenil-3-il]-4-metil-pentanoil}-oxazolidin-2-ona.

c) Acido 2-[5-(3,5-difluoro-benciloxi)-4'-trifluoro metil-bifenil-3-il]-4-metilpentanoico
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A una solucién de 4-bencil-3-{2-[5-(3,5-difluoro-benciloxi)-4'-trifluorometil-bifenil-3-il]-4-metil-pentanoil}-oxazolidin-2-
ona (0,425 g, 0,67 mmol) en THF (10 ml) se afiadié agua (3,5 ml). El sistema se enfrié a 0° C. A esta solucién fria se
afiadio LiOH.H,O (0,028 g, 0,67 mmoles) y H,0, al 30% (304 ml, 2,68 mmoles), gota a gota, manteniendo la
5 temperatura interna por debajo de 5° C. La solucion turbia resultante se agité a 0° C durante 20 min. El H,O, en
exceso se desactivd rapidamente afiadiendo una solucién acuosa de Na;SOs; 1,5 M (1,79 ml, 2,68 mmoles) y se
agité a temperatura ambiente durante 5 min. El disolvente organico se eliminé a vacio. El liquido resultante se
acidificé a pH 2 afiadiendo una solucion acuosa de HCI 1 N. La capa acuosa se extrajo con EtOAc (3 x 25 ml) y se
sect (MgSQ.). La mezcla se concentrd a vacio para recibir una mezcla bruta que se purific6 mediante cromatografia
10 en columna de gel de silice ISCO para dar como resultado el acido (S)-2-[5-(3,5-difluoro-benciloxi)-4’-trifluorometil-
bifenil-3-il]-4-metil-pentanoico (0,295 g, 92%).
RMN *H (CDCls): 3 0,93 (d, 6H), 1,51 (m, 1H), 1,72 (m, 1H), 1,98 (m, 1H), 3,72 (t, 1H), 5,09 (s, 2H), 6,76 (m, 1H),
6,98 (m, 3H), 7,07 (t, 1H), 7,17 (s, 1H), 7,66 (m, 4H); calculado para C26H23F503 (M+H) 479,45, encontrado 479,2.

Ejemplo 3

15 Acido (R) -2-[5-(4-fluoro-2-trifluorometil-bencilox  i)-4"-trifluorometil-bifenil-3-il-4-metil-pentanoi co

4

a) 4-Bencil-3-{2-[5-(4-fluoro-2-trifluorometil-benc  iloxi)-4’-trifluorometilbifenil-3-il]-4-metil-penta noil}-

oxazolidin-2-ona
10
F. CF5 Oﬁ"g
g P
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20 A una soluciéon de 4-bencil-3-[2-(5-hidroxi-4'-trifluorometil-bifenil-3-il)-4-metilpentanoil]-oxazolidin-2-ona (preparada
como en el Ejemplo 1, etapa (k)) (0,400 g, 0,78 mmoles) en acetonitrilo (3,9 ml) se afiadié 1-bromometil-4-fluoro-2-
trifluorometil-benceno (0,181 ml, 1,17 mmoles) y Cs,CO3 (0,508 g, 1,56 mmoles). La suspension de color blanco
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resultante se agité a temperatura ambiente durante 1 h. El sélido de color blanco se eliminé mediante filtracion y el
disolvente se eliminé a vacio para obtener la 4-bencil-3-{2-{5-(4-fluoro-2-trifluorometil-benciloxi)- 4'-trifluorometil-
bifenil-3-il]-4-metilpentanoil}-oxazolidin-2-ona.

b) Acido 2-[5-(4-fluoro-2-trifluorometil-benciloxi) -4'-trifluorometil-bifenil-3-il]-4-metil-pentanoico

F
. F
o o]
O %

F
F

A una solucion de 4-bencil-3-{2-[5-(4-fluoro-2-trifluorometil-benciloxi)- 4’-trifluorometil-bifenil-3-il]-4-metil-pentanoil}-
oxazolidin-2-ona (0,535 g, 0,78 mmoles) en THF (9 ml) se afiadi6 agua (3 ml). El sistema se enfri6 a 0° C. A esta
solucién fria se afiadié LiOH.H,O (33 mg, 0,78 mmoles) y H.0; al 30% (0,354 ml, 3,12 mmoles) y se agité a 0° C
durante 20 min. El H.O,se desactivé rapidamente afiadiendo una soluciéon acuosa de Na,SO3 1,5 M (2,08 ml, 3,12
mmoles) y se agité a temperatura ambiente durante 5 min. El disolvente organico se elimind a vacio. El liquido
resultante se acidificé a pH 2 afiadiendo una solucion acuosa de HCI 1 N. La capa acuosa se extrajo con EtOAc (3 x
50 ml) y se sec6 (MgSO.). La mezcla se concentr6 a vacio para recibir una mezcla bruta que se purificé mediante
cromatografia en columna de gel de silice ISCO para dar como resultado el acido (R)-2-[5-(4-Fluoro-2-trifluorometil-
benciloxi)-4'-trifluorometil-bifenil-3-il]-4-metilpentanoico (310 mg).

RMN *H (CDCls): 3 0,92 (d, 6H), 1,52 (m, 1H), 1,71 (m, 1H), 1,99 (m, 1H), 3,73 (t, 1H), 5,27 (s, 2H), 6,98 (bs, 1H),
7,06 (bs, 1H), 7,17 (bs, 1H), 7,29 (m, 1H), 7,42 (m, 1H), 7,68 (m, 5H); calculado para C27H23F703 (M+H) 529,46,
encontrado 529,2.

Ejemplo 4

Acido 2-[4’-cloro-5-(3,5-difluoro-2 -benciloxi)-3- trifluorometil-bifenil-3-ilJ4-metil-pentanoico

fa L
e

a) Ester metilico del acido 2-(3,5-bis-benciloxi-fen  il)-4-metil-pent-4-enoico

23



10

15

20

ES 2395083 T3

o

Una solucién de LDA 2 M en THF-heptano-etilbenceno (21,5 ml, 43,0 mmoles) se afiadié gota a gota a una solucion
agitada de éster metilico del acido (3,5-bis-benciloxifenil) acético (preparado en el Ejemplo 1, etapa (a)) (13,0 g,
35,9 mmoles) en THF (80 ml) a -78° C en atmosfera de nitrdgeno. La temperatura se mantuvo por debajo de -70° C
durante 50 min mas, a continuacién se afiadié 3-bromo-2-metilpropeno (4,0 ml, 39,7 mmoles) en una porcion y la
mezcla de reaccion se calent6 a 0° C. Tras 2 h, la mezcla se concentré a vacio, se diluy6é con una solucién saturada
acuosa de NH4ClI (100 ml) y se extrajo con EtOAc (100 ml). La capa organica se lavé con salmuera (100 ml), se secé
(MgS0s), se concentrd a vacio y se purificé mediante cromatografia instantanea (silice, EtOAc al 0-10% en éter de
petréleo) para dar como resultado el producto del titulo como un aceite de color amarillo (14,1 g, 94%).

RMN 'H (400 MHz, CDCly): & 7,42-7,25 (m, 10H), 6,58 (s, 2H), 6,52 (s, 1H), 5,02 (s, 4H), 4,74 (s, 1H), 4,66 (s, 1H),
3,74 (t, 1H), 3,64 (s, 3H), 2,79 (dd, 1H), 2,38 (dd, 1H), 1,70 (s, 3H).

b) Ester etilico del acido2-(3-benciloxi-5-hidroxi-f  enil)-4-metil-pentanoico

A
O

HO.

A una mezcla del intermedio 4a (20 g, 48 mmoles), NaOH (2,3 g, 57 mmoles) en EtOH (500 ml) se afiadieron 0,5 g
de Pd-C al 10% sobre carbdn activo en N2, la mezcla se sometid a hidrogenacion bajo 40 psi (275,8 kPa) durante 30
min, en cuyo momento, la LC/MS indicé que el material de partida se habia consumido. El catalizador se eliminoé por
filtracion y el EtOH se evapord. La cromatografia en columna (0-40% EtOAc/ Heptano) proporciondé 11,8 g
(rendimiento del 75%) de aceite incoloro, como una mezcla de ésteres de metilo y etilo y el doble enlace del éster sin

reducir. MH" 341 (éster etilico con doble enlace sin reducir); 343 (éster etilico con ramificacion de isopropilo
reducido); 327 (éster metilico con doble enlace no reducido).

c) Ester etilico del acido 2-[3-benciloxi-5-(3,5-dif  luoro-benciloxi)-fenil]-4-metil-pentanoico

5
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Una solucion del éster etilico (mezclado con éster metilico) 4b (5 g, 15 mmoles), K.COs (4,1 g, 30 mmoles), y
bromuro de 3,5 difluorobencilo (2,9 ml, 22 mmoles) en DMF (70 ml) se calent6 a 80° C durante una hora. El DMF se
elimin6é mediante vacio y el producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna (EtOAc/heptano al 0-30%)
para dar 4,5 g de producto (rendimiento del 66%). MH" 453,1 y otros iones moleculares (éster metilico y las
correspondientes olefinas).

d) Ester etilico del 4cido 2-[3-(3,5-difluoro-bencil  oxi)-5-trifluorometanosulfoniloxi-fenil]-4-metilpen tanoico

F
F/@\/O 0\/
O
OTf

A una solucién del intermedio 4c (4,5 g, 10 mmoles) en MeOH (100 ml) se afiadieron 0,45 g de Pd-C al 10% sobre
carbon activo en Ny; la mezcla se sometié a hidrogenacién bajo 20 psi (137,9 kPa) durante dos horas. El catalizador
se filtrd y se evaporé el MeOH. La cromatografia en columna (EtOAc/Heptano al 0-50%) proporciono 3,0 g de fenol
como un aceite incoloro, que se disolvié en 50 ml de DCM y se enfrié a 0° C. Se afadieron piridina (2 ml, 40
mmoles) y anhidrido del acido trifluorometanosulfénico 2 ml, 12 mmoles). La solucién se agité a 0° C durante una
hora antes de verterse en una solucion de HCI 1 N (20 ml), se extrajo con DCM (200 ml), y se lavé mediante una
solucién acuosa de NaHCOs / NaCl. La capa de DCM se sec6 en Mg>SO, y se evapor6 para dar 4,0 g de un aceite
de color amarillo. (78% en dos etapas). MH* 511,2

e) Ester etilico del &4cido 2-[4’-Cloro-5-(3,5-difluo  ro-benciloxi)-3'-trifluorometil-bifenil-3-il]-4-met il-pentanoico

F/©VO O I o
()

Cl

CF;

Una solucion de acido 3-CF3-4-Cl-bencenoborénico (3,6 g, 16 mmoles), el triflato 4d (4 g, 7,8 mmoles), (PPhs)sPd
(0,5 g, 0,4 mmoles), K,CO3 (2,2 g, 16 mmoles), en tolueno/EtOH/H,0O (20/10/5 ml) se coloc6 en un tubo de reaccion
sellado y se calent6 a 80° C durante una hora. Se afiadié EtOAc (200 ml) y se lavé con salmuera. La capa de EtOAc
se secO en Mg,SO, y se evapord. La cromatografia en columna (0-20%/EtOAc/ hexano) dio como resultado 3,05 g
de aceite incoloro (74%). MH" 541,3.

f) Acido 2-[4'-cloro-5-(3,5-difluoro-2-benciloxi)-3  ’-trifluorometil-bifenil-3-ill-4-metil-pentanoico

Una solucion del intermedio 4e (3 g, 5,5 mmoles) NaOH 1 N (16 ml) en THF/MeOH (50/50 ml) se agit6 a temperatura
ambiente durante un dia. La solucién se concentr6é y se afiadi6 EtOAc (500 ml). Tras el lavado con HCL 1 Ny
salmuera, la capa de EtOAc se sec6 con Mg>SO4 y se evapord. La cromatografia en columna (0-30% /EtOAc/
hexano) dio como resultado 2,7 g de un soélido de color blanco (71%). A continuacion el solido se disolvié en EtOAc
(100 ml) y se afadi6 a NaOH 1 N (5,26 ml, 5 mmoles) y se agité a temperatura ambiente durante 10 min. A
continuacién el disolvente se eliminé mediante vacio y se obtuvo el compuesto como su sal de sodio MH" 513,2
(pico débil). RMN *H (300 MHz, CDsOD): 5 0,94 (d, 6H, J=6,51 Hz), & 1,5-1,67 (m, 2H), 51,9-2,0 (m, 1H), & 3,67 (t,
1H, J=7,85 Hz), 6 5,2 (s, 2H), 6 6,89 (m, 1H), 6 7,1 (m, 4H), 6 7,27 (s, 1H), 4 7,68 (d, 1H, J=8,42 Hz), 6 7,85 (m, 1H),
67,97 (d, 1H, J=2,0 Hz).

Determinacion del efecto de los compuestos de acuer do con la invencién sobre la ciclooxigenasa-1 vy la

ciclooxigenasa-2 (Cox-1, Cox-2)

Se determino la inhibicion de Cox-1 y Cox-2 usando el ensayo colorimétrico de seleccion del inhibidor de Cox
proporcionado por Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, EE.UU. (N° de Cat. 760111) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

25



ES 2395083 T3

Seleccidn de los compuestos de la invencion porlaa  ctividad de modulacion de la  y-secretasa

Se llevo a cabo la seleccién usando células SKNBE2 que transportaban la APP 695 — natural haciéndolas crecer en
DMEM/NUT mezclado con F12 (HAM) proporcionado por Gibco (n° de cat 31330-38) que contenia Suero/Fe al 5%
suplementado con aminoacidos no esenciales al 1%.

Se hicieron crecer las células hasta casi la confluencia.

Se llevo a cabo la seleccion usando el ensayo que se describe en Citron y col (1997) Nature Medicine 3: 67.

Estructura CES5O en el ensayo de células WTAPP AB42 (uM)
Compuesto 1 0,525
Compuesto 2 1,123
Compuesto 3 0,316
F Compuesto 4 0,19
F H
0
Fa

Por comparacion,

o L

3 L]

cuyas caracteristicas ni los valores R! y R? seleccionados, ni el grupo sec-butilo, mostraron una CI50 de 2,5 uM en el
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anterior ensayo de células WTAPP
Demostracion de la eficacia in vivo

Los agentes disminuidores de AB42 de la invencion se pueden usar para tratar la EA en mamiferos tales como seres
humanos o alternativamente demostrar eficacia en modelos animales tales como, pero sin limitarse a, el ratén, rata,
0 cobaya. El mamifero puede no estar diagnosticado con EA, o puede no tener una predisposicién genética para la
EA, pero puede ser transgénico de tal manera que produce en exceso y eventualmente deposita el AR de una
manera similar a la que se observa en los seres humanos que padecen EA. Los agentes disminuidores de AB42 se
pueden administrar en cualquier forma estandar usando cualquier procedimiento normalizado. Por ejemplo, pero sin
limitarse a, los agentes disminuidores de AP42 pueden estar en forma de liquido, comprimidos o capsulas que se
toman por via oral 0 mediante inyeccion. Los agentes disminuidores de AB42 pueden administrarse a cualquier dosis
gue sea suficiente para reducir significativamente los niveles de AB42 en la sangre, plasma sanguineo, suero, fluido
cerebroespinal (CSF), o cerebro.

Para determinar si la administracion aguda de un agente disminuidor de AB42 podria reducir los niveles de AB42 in
vivo, se utilizaron roedores no transgénicos, por ejemplo, ratones o ratas. Alternativamente, se pueden utilizar
ratones Tg2576 de dos a tres meses de edad que expresan APP695 que contienen la variante “Swedish” o un
modelo de raton transgénico desarrollado por el Dr. Fred Van Leuven (K.U. Leuven, Bélgica) y colaboradores, con
expresion especifica de neuronas de un mutante clinico de la proteina precursora amiloide humana [V717I]
(Moechars y col., 1999 J. Biol. Chem. 274, 6483). Los ratones transgénicos jovenes tienen elevados niveles de AB
en el cerebro pero no deposicion detectable de AB. Aproximadamente a los 6-8 meses de edad, el ratén transgénico
comienza a mostrar una acumulaciéon progresiva espontanea de [-amiloide (AB) en el cerebro, dando como
resultado eventualmente placas amiloides en el subiculo, el hipocampo y la corteza. Los animales tratados con el
agente disminuidor de AB42 se examinaran y compararan con aquellos no tratados o tratados con vehiculo, y se
cuantificaran los niveles cerebrales de AR42 soluble y AR total mediante técnicas normalizadas, por ejemplo, usando
ELISA. Los periodos de tratamiento pueden variar desde horas a dias y se ajustaran basandose en los resultados de
la disminucion de AB42 una vez se pueda establecer el curso de tiempo de comienzo del efecto.

Se muestra un protocolo tipico para medir la disminucion de AB42 in vivo pero es solo una de muchas variaciones
que podrian usarse para optimizar los niveles de AR detectable. Por ejemplo, los compuestos que disminuyen AB42
como &cidos libres o sales de sodio se formularon como un 5% de soluto en agua o hidroxipropil § ciclodextrina al
20% Los agentes disminuidores de AB42 se administran como una Unica dosis oral o0 mediante cualquier ruta de
administracion aceptable, por ejemplo, tres a cuatro horas antes del sacrificio, determinado empiricamente, y
andlisis, o podrian proporcionarse alternativamente durante una serie de dias y sacrificarse los animales tres a
cuatro horas después de proporcionar la dosis final.

Los ratones se anestesiaron con una mezcla de ketalar (Ketamina), Rompun (Xilazina al 2%) y Atropina (2.1:1) y se
lavaron transcardialmente con suero fisioldgico a 4° C. Se recogi6 la sangre durante el sacrificio. La recogida de
sangre se llevd a cabo mediante una puncién en el corazén durante la anestesia en tubos de recogida tratados con
EDTA. Se centrifugé la sangre a 4000 g durante 5 minutos a 4° C y el plasma se recuperd y se congel6 rapidamente
para el posterior analisis. Se retir6 el cerebro del craneo y se separaron el rombencéfalo y el prosencéfalo con un
corte en el plano coronal/frontal. Se retir6 el cerebelo y se retuvo para el analisis cuantitativo de los niveles del
compuesto de ensayo. El prosencéfalo se dividié equitativamente en hemisferio izquierdo y derecho utilizando un
corte sagital en la linea media.

Ambos hemisferios se sumergieron inmediatamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -70° C hasta la
homogeneizacién para los ensayos bioquimicos.

Los cerebros de ratdon se volvieron a suspender en 10 volumenes de DEA (dietilamina) / NaCl 50 mM al 0,4% pH 10
(para animales no transgénicos) o CHAPS al 0,1% en TBS (para animales transgénicos) que contenia inhibidores de
la proteasa (Roche-11948699) por gramo de tejido, por ejemplo, para 0,158 g de cerebro, afiadir 1,58 ml de DEA al
0,4%. Todas las muestras se sonicaron durante 30 segundos en hielo a un 30% de potencia de salida. Los
homogenados se centrifugaron a 355.000 x g durante 30 min. Los sobrenadantes de alta velocidad resultantes se
transfirieron a continuacion a tubos frescos para posterior purificacion o ensayo inmediato.

Los sobrenadantes obtenidos se purificaron con columnas de fase inversa Oasis HLB de Waters (Waters Corp.,
Milford, MA) para eliminar el material inmunoreactivo no especifico procedente de los lisados cerebrales antes de la
posterior deteccion de AB. Usando un manguito de vacio, todas las disoluciones se pasaron a través de las
columnas a una velocidad de aproximadamente 1 ml por minuto, de tal manera que la presion del vacio se iba
ajustando segun lo requeria el procedimiento. Las columnas se preacondicionaron con 1 ml de MeOH al 100%,
antes del equilibrio con 1 ml de H,O. Los lisados cerebrales no neutralizados se introdujeron en las columnas. Las
muestras introducidas se lavaron a continuacion dos veces, el primer lavado llevado a cabo con 1 ml de MeOH al
5%, y el segundo lavado con 1 ml de MeOH al 30%. Finalmente, el AB se eluy6 de las columnas a tubos de vidrio de
100 x 30 mm, con una solucién de MeOH al 90% con NH4OH al 2%. A continuacion,el eluato se transfiri6 a tubos de
1,5 ml y se concentr6 en un concentrador speed-vac calentado a alta temperatura durante aproximadamente 2
horas. El concentrado AB se volvid a suspender a continuacion en medio libre de suero UltraCULTURE de fin

27



10

15

20

25

ES 2395083 T3

inespecifico (Cambrex Corp., Walkersville, MD) mas inhibidores de la proteasa afiadidos de acuerdo con las
recomendaciones de los fabricantes.

Para cuantificar la cantidad de AB42 en la fraccion soluble de los homogenados cerebrales, se usaron kits de
enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA) (Innotest® B-Amyloid.42), Innogenetics N.V., Ghent, Bélgica). Se llevo a
cabo el ELISA de AB42 esencialmente de acuerdo con el protocolo del fabricante. De manera breve, el patrén (una
dilucion de AB1-42 sintético) y las muestras se prepararon en una placa de 96 pocillos prerrevestida de polipropileno
suministrada con el kit (Nunc-lmmuno MaxiSorp, A/S Nunc, Dinamarca). Las diluciones normalizadas con
concentraciones finales de 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,3 y 15,6 pg/ml y las muestras se prepararon en un
diluyente de la muestra, suministrado con el kit ELISA, hasta un volumen final de 60 ul. Muestras, patrones y blancos
(50 ul) se afiadieron a la placa revestida con anticuerpo dirigido contra AB42 (el anticuerpo de captura reconoce
selectivamente el extremo C del antigeno). La placa se dejé incubar durante la noche a 4° C con el fin de permitir la
formacion del complejo anticuerpo-amiloide. Tras esta incubacion y las posteriores etapas de lavado, se afiadié un
conjugado de anticuerpo dirigido contra AR selectivo (anticuerpo de deteccion biotinilado, por ejemplo, 4G8
biotinilado (Covance Research Products, Dedham, MA) y se incub6 durante un minimo de 1 hora con el fin de
permitir la formacion del complejo anticuerpo-amiloide-anticuerpo. Tras la incubacién y las etapas de lavado
adecuadas, se afiadié estreptavidina-peroxidasa-conjugado, seguido 30 minutos después por la adicion de una
mezcla de TMB/perdxido, que dio como resultado la conversién del sustrato en un producto coloreado Esta reaccion
se detuvo mediante la adicién de acido sulfarico (1 M) y se midio la intensidad del color por medio de fotometria con
un lector para ELISA con un filtro de 450 nm. Se obtuvo la cuantificacién del contenido de AB de las muestras
comparando la absorbancia con una curva patrén preparada con AB1-42 sintético. Alternativamente, se puede
conseguir la deteccion usando el sustrato fluorogénico para la peroxidasa QuantBlu de Pierce y los reactivos de
deteccion de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Pierce Corp., Rockford, II).

En el mencionado modelo seria ventajosa al menos una disminucion del 20% del AB42 en comparacién con los
animales no tratados.

Datos in vivo
30 mg/kg de dosis oral en un punto temporal de 4 h

Estructura Inhibicién de la eficacia in vivo | Concentracion Cerebro / plasma
de AB42 de ratén a 30 mpk (4 a 30 mpk de dosis oral (4 h)
h)

Compuesto 50% 6,9+23uM/45+ 12,2 uM

1
Compuesto 45% 11,1 + 2,8 uM/43,3 £ 8,9 uM

2
Compuesto 25% 51+1,1uM/ 18,4+ 2,8 uM

3
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(continuacion)

Estructura Inhibicién de la eficacia in vivo | Concentracion Cerebro / plasma
de AB42 de ratén a 30 mpk (4 a 30 mpk de dosis oral (4 h)
h)
Compuesto 42% 65+15uM/24,5+6,3uM
4

Por comparacion,

la dosis requerida para disminuir los niveles en plasma de AB42 en ratones en un 40% es de 100 MPK dos veces al
dia.

Aunque la memoria anterior ensefia los principios de la presente invencion, con ejemplos proporcionados a fines de

ilustracion, se entendera que la practica de la invencion abarca todas las variaciones, adaptaciones y/o
modificaciones usuales comprendidas en el alcance de las siguientes reivindicaciones y sus equivalentes.
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REIVINDICACIONES

1.Un compuesto de Férmula I:

R‘—I’{P "rl
W OH

R:’T\’; |
\R4

(Formula 1)
en la que:

R' es F, Cl, o CF3;

R®es F, Cl, o CF3;

R’esF, Cl, 0 CF;

R*es H, F, Cl, o CF3;

y sus solvatos, hidratos, ésteres y sales farmacéuticamente aceptables.

2.Un compuesto de la reivindicacién 1 en el que:
R'es F;
R’ es CF3;
y sus solvatos, hidratos, ésteres y sales farmacéuticamente aceptables.
3.Un compuesto de la reivindicacion 2 seleccionado del grupo que consiste en:
Acido (R)-2-[5-(3,5-difluoro-benciloxi)-4’-thfluorometil-bifenil-3-il]-4-metil-pentanoico,
Acido (S)-2-[5-(3,5-difluoro-benciloxi)-4'-trifluorometil-bifenil-3-il]-4-metil-pentanoico,
Acido 2-[5-(4-fluoro-2-trifluorometil-benciloxi)-4 -trifluorometil-bifenil-3-il]-4-metilpentanoico,
Acido 2-[4’-cloro-5-(3,5-difluoro-benciloxi)-3’-trifluorometil-bifenil-3-il]-4-metilpentanoico,
y sus solvatos, hidratos, ésteres y sales farmacéuticamente aceptables.
4.Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para uso como un medicamento.

5.Uso de un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para la preparacion de un
medicamento para la modulacién de la y-secretasa.

6.Uso de un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para la preparacion de un
medicamento para el tratamiento de una enfermedad asociada con un elevado nivel de produccion de AB42.

7.Uso de un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para la preparacién de un
medicamento para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

8.Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1
a 3 en premezcla con un vehiculo inerte.

9.Procedimiento para la preparacién de un medicamento que comprende las etapas de:

a) preparar un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3; y
b) formulacién de un medicamento que contiene dicho compuesto.

10.Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para uso en un procedimiento de
tratamiento de un mamifero par la modulacién de la y-secretasa.

11.Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para uso en un procedimiento de
tratamiento en un mamifero de una enfermedad asociada con un elevado nivel de produccion de AR42.

12.Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para uso en un procedimiento de
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer en un mamifero.

13.Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 como una base sustancialmente pura.

14.Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 en forma aislada.
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