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DESCRIPCION
Derivados de 5-amino-3,6-dihidro-1H-pirazin-2-ona Gtiles como inhibidores de beta-secretasa (BACE)
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a derivados novedosos de 5-amino-3,6-dihidro-1H-pirazin-2-ona como inhibidores
de beta-secretasa, también conocida como enzima de escisién de amiloide en el sitio beta, BACE, BACE1, Asp2 o
memapsina 2. La invencion también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden tales compuestos, a
procedimientos para preparar tales compuestos y composiciones, y al uso de tales compuestos y composiciones
para la prevencion y el tratamiento de trastornos en los que estad implicada la beta-secretasa, tales como
enfermedad de Alzheimer (EA), deterioro cognitivo leve, senilidad, demencia, demencia con cuerpos de Lewy,
sindrome de Down, demencia asociada con accidente cerebrovascular, demencia asociada con enfermedad de
Parkinson o demencia asociada con beta-amiloide.

Antecedentes de la invencion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa asociada con el envejecimiento. Los
pacientes con EA presentan déficits cognitivos y pérdida de memoria asi como problemas conductuales tales como
ansiedad. Mas del 90% de los afectados con EA tienen una forma esporadica del trastorno mientras menos del 10%
de los casos son familiares o hereditarios. En los Estados Unidos, aproximadamente 1 de cada 10 personas a la
edad de 65 arios tiene EA mientras a la edad de 85 afios, 1 de cada dos individuos estd afectado con EA. La
esperanza de vida promedio desde el diagndstico inicial es de 7-10 afos, y los pacientes con EA requieren de
amplios cuidados o bien en una residencia asistida que es muy costoso o bien por miembros de la familia. Con el
namero en aumento de ancianos en la poblacion, la EA es una preocupacién médica creciente. Las terapias
disponibles actualmente para la EA meramente tratan los sintomas de la enfermedad e incluyen inhibidores de la
acetilcolinesterasa para mejorar las propiedades cognitivas asi como ansioliticos y antipsicéticos para controlar los
problemas conductuales asociados con esta dolencia.

Las caracteristicas patologicas distintivas en el cerebro de pacientes con EA son ovillos neurofibrilares que se
generan mediante hiperfosforilacion de la proteina tau y placas amiloides que se forman mediante agregacion de
péptido de beta-amiloide 1-42 (Abeta 1-42). Abeta 1-42 forma oligbmeros y luego fibrillas, y en ultima instancia
placas amiloides. Se cree que los oligomeros vy las fibrillas son especialmente neurotéxicos y pueden provocar la
mayor parte del dafio neurolédgico asociado con EA. Los agentes que previenen la formaciéon de Abeta 1-42 tienen el
potencial de ser agentes modificadores de la enfermedad para el tratamiento de EA. Abeta 1-42 se genera a partir
de la proteina precursora amiloide (APP), que se compone de 770 aminoacidos. El extremo N-terminal de Abeta 1-
42 se escinde por la beta-secretasa (BACE), y luego la gamma-secretasa escinde el extremo C-terminal. Ademas de
Abeta 1-42, la gamma-secretasa también libera Abeta 1-40 que es el producto de escisién predominante asi como
Abeta 1-38 y Abeta 1-43. Estas formas de Abeta también pueden agregarse para formar oligémeros Yy fibrillas. Por
tanto, se esperaria que inhibidores de BACE prevengan la formacion de Abeta 1-42 asi como Abeta 1-40, Abeta 1-
38 y Abeta 1-43 y que sean agentes terapéuticos potenciales en el tratamiento de EA.

Sumario de la invencion

La presente invencién se refiere a 5-amino-3,6-dihidro-1H-pirazin-2-onas de férmula (l)

R? R
R.T_N_ O
R4
4
H2N \N X\ L""'--.Ar
99
\xz’

y las formas estereoisoméricas de las mismas, en la que
R', R? son hidrégeno;
R?, R* son independientemente metilo o etilo;

X'y X3 son CH o CF;
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X2y X* son CH;
L es un enlace o -N(R®)CO- en el que R® es hidrégeno;
Ar es heteroarilo;

heteroarilo se selecciona del grupo que consiste en piridilo, pirimidinilo y pirazilo, cada uno opcionalmente
sustituido con cloro, ciano, metilo, metoxilo o trifluorometilo.

Es ilustrativa de la invencién una composicion farmacéutica que comprende un portador farmacéuticamente
aceptable y cualquiera de los compuestos descritos anteriormente. Una ilustracion de la invencién es una
composicién farmacéutica preparada mezclando cualquiera de los compuestos descritos anteriormente y un portador
farmacéuticamente aceptable. llustra la invencion un procedimiento para preparar una composicién farmacéutica
que comprende mezclar cualquiera de los compuestos descritos anteriormente y un portador farmacéuticamente
aceptable.

Un ejemplo de la invencion es cualquiera de los compuestos descritos anteriormente para su uso en el tratamiento
de: (a) enfermedad de Alzheimer, (b) deterioro cognitivo leve, (c) senilidad, (d) demencia, (e) demencia con cuerpos
de Lewy, (f) sindrome de Down, (g) demencia asociada con accidente cerebrovascular, (h) demencia asociada con
enfermedad de Parkinson y (i) demencia asociada con beta-amiloide, en un sujeto que lo necesita.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a compuestos de formula (1) tal como se definieron anteriormente en el presente
documento, y a sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. Los compuestos de férmula (l) son inhibidores
de la enzima beta-secretasa (también conocida como enzima de escision en el sitio beta, BACE, BACE1, Asp2 o
memapsina 2), y son utiles en el tratamiento de enfermedad de Alzheimer, deterioro cognitivo leve, senilidad,
demencia, demencia asociada con accidente cerebrovascular, demencia con cuerpos de Lewy, sindrome de Down,
demencia asociada con enfermedad de Parkinson y demencia asociada con beta-amiloide, preferiblemente
enfermedad de Alzheimer, deterioro cognitivo leve o demencia, mas preferiblemente enfermedad de Alzheimer.

En una realizacién de la presente invencion,

R', R® son hidrogeno; R%, R* son metilo; X', X2, X®, X* son CH; L es -N(R®)CO- en el que R® es hidrégeno; Ar es
heteroarilo; heteroarilo es piridilo sustituido con cloro, ciano, metoxilo o trifluorometilo, pirimidinilo o pirazilo sustituido
con metilo.

Definiciones

“Halégeno” indicara fluoro, cloro y bromo; “alquilo C43” indicard un grupo alquilo saturado lineal o ramificado que
tiene 1, 2 6 3 atomos de carbono, por ejemplo metilo, etilo, 1-propilo y 2-propilo; “alquiloxilo C1.3” indicara un radical
éter en el que alquilo Cy.3 es tal como se definié anteriormente; “mono y polihaloalquilo C+.3” indicara alquilo C43 tal
como se definié anteriormente, sustituido con 1, 2, 3 o0 cuando sea posible con méas atomos de halégeno tal como se
definié anteriormente; “mono y polihaloalquiloxilo C+.3” indicara un radical éter en el que mono y polihaloalquilo Ci-3
es tal como se definié anteriormente; “cicloalquilo Cs.¢” indicara ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo y ciclohexilo;
“cicloalcanodiilo Cs.6” indicara un radical bivalente tal como ciclopropanodiilo, ciclobutanodiilo, ciclopentanodiilo y
ciclohexanodiilo.

El término “sujeto” tal como se usa en el presente documento, se refiere a un animal, preferiblemente a mamifero, lo
mas preferiblemente un ser humano, que es o ha sido objeto de tratamiento, observacién o experimento.

El término “cantidad terapéuticamente eficaz” tal como se usa en el presente documento, significa que la cantidad de
compuesto activo o agente farmacéutico que logra la respuesta biolégica o farmacéutica en un sistema tisular,
animal o ser humano que esta buscandose por un investigador, veterinario, doctor en medicina u otro médico clinico,
que incluye alivio de los sintomas de la enfermedad o el trastorno que esté tratandose.

Tal como se usa en el presente documento, el término “composicion” pretende abarcar un producto que comprende
los componentes especificados en las cantidades especificadas, asi como cualquier producto que resulta, directa o
indirectamente, de combinaciones de los componentes especificados en las cantidades especificadas.

Se apreciara que algunos de los compuestos segun la formula (I) y las sales de adicion, hidratos y solvatos de los
mismos pueden contener uno o mas centros de quiralidad y existir como formas estereocisoméricas.

Anteriormente en el presente documento y a continuacion en el presente documento, el término “compuesto de
formula (1)” pretende incluir las sales de adicion, los solvatos y los esterecisémeros del mismo.
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El término “estereoisbmeros” o “formas estereoquimicamente isoméricas” anteriormente en el presente documento o
a continuacion en el presente documento se usan de manera intercambiable.

La invencién incluye todos los estereoisémeros del compuesto de férmula (1) o bien como un estereoisémero puro o
bien como una mezcla de dos 0 mas estereoisémeros.

Los enantidmeros son estereocisdmeros que no son imagenes especulares superpuestas entre si. Una mezcla 1:1 de
un par de enantiomeros es un racemato o una mezcla racémica. Los diasteredmeros (o diastereoisémeros) son
estereoisbmeros que no son enantiomeros, es decir ellos no estan relacionados como imagenes especulares. Si un
compuesto contiene un doble enlace, los sustituyentes pueden estar en la configuracion E o Z. Si un compuesto
contiene un grupo cicloalquilo disustituido, los sustituyentes pueden estar en la configuracién cis o trans. Por tanto,
la invencién incluye enantiémeros, diasteredmeros, racematos, isémeros E, isomeros Z, isomeros cis, isomeros trans
y mezclas de los mismos.

La configuracién absoluta se especifica segun el sistema de Cahn-Ingold-Prelog. La configuracién en un atomo
asimétrico se especifica mediante o bien R o bien S. Los compuestos resueltos cuya configuracién absoluta no se
conoce pueden designarse mediante (+) o (-) dependiendo del sentido en el que hacen rotar luz polarizada plana.

Cuando se identifica un esterecisémero especifico, esto significa que dicho esterecisomero esta sustancialmente
libre, es decir asociado con menos del 50%, preferiblemente menos del 20%, mas preferiblemente menos del 10%,
incluso mas preferiblemente menos del 5%, en particular menos del 2% y lo mas preferiblemente menos del 1%, de
los demas isdmeros. Por tanto, cuando un compuesto de férmula (I) se especifica por ejemplo como (R), esto
significa que el compuesto esta sustancialmente libre del isémero (S); cuando un compuesto de féormula (I) se
especifica por ejemplo como E, esto significa que el compuesto esta sustancialmente libre del isémero Z; cuando un
compuesto de férmula (I) se especifica por ejemplo como cis, esto significa que el compuesto esta sustancialmente
libre del isbmero trans.

Ademas, algunas de las formas cristalinas para los compuestos de la presente invencién pueden existir como
polimorfos y como tal pretenden estar incluidos en la presente invencion. Ademas, algunos de los compuestos de la
presente invencién pueden formar solvatos con agua (es decir, hidratos) o disolventes organicos comunes, y
también se pretende que tales solvatos estén abarcados dentro del alcance de esta invencion.

Para su uso en medicina, las sales de los compuestos de esta invencién se refieren a “sales farmacéuticamente
aceptables” no toxicas. Sin embargo, otras sales pueden ser Utiles en la preparacién de compuestos segun esta
invencion o de sus sales farmacéuticamente aceptables. Las sales farmacéuticamente aceptables adecuadas de los
compuestos incluyen sales de adicién de acido que pueden formarse, por ejemplo, mezclando una disolucién del
compuesto con una disolucién de un &cido farmacéuticamente aceptable tal como acido clorhidrico, &cido sulfurico,
acido fumarico, acido maleico, &cido succinico, acido acético, &cido benzoico, &cido citrico, acido tartarico, acido
carbonico o &cido fosforico. Ademas, cuando los compuestos de la invencién portan un resto acido, las sales
farmacéuticamente aceptables adecuadas de los mismos pueden incluir sales de metales alcalinos, por ejemplo,
sales de sodio o potasio; sales de metales alcalinotérreos, por ejemplo, sales de calcio o magnesio; y sales
formadas con ligandos organicos adecuados, por ejemplo, sales de amonio cuaternario.

Los acidos representativos que pueden usarse en la preparacién de sales farmacéuticamente aceptables incluyen,
pero no se limitan a, los siguientes: acido acético, acido 2,2-dicloroacético, aminoacidos acilados, acido adipico,
acido alginico, acido ascérbico, acido L-aspartico, acido bencenosulfénico, &cido benzoico, &acido 4-
acetamidobenzoico, acido (+)-canférico, acido canforsulfnico, acido caprico, acido caproico, acido caprilico, acido
cinamico, acido citrico, &cido ciclamico, acido etano-1,2-disulfénico, 4acido etanosulfénico, &cido 2-
hidroxietanosulfénico, acido férmico, acido fumarico, acido galactérico, acido gentisico, acido glucoheptoénico, acido
D-gluconico, acido D-glucurénico, acido L-glutamico, acido beta-oxo-glutarico, acido glicélico, acido hipdrico, acido
bromhidrico, acido clorhidrico, acido (+)-L-lactico, acido (+)-DL-lactico, acido lactobionico, acido maleico, acido (-)-L-
malico, &cido malénico, acido (x)-DL-mandélico, acido metanosulfonico, acido naftaleno-2-sulfénico, acido naftaleno-
1,5-disulfénico, acido 1-hidroxi-2-naftoico, acido nicotinico, acido nitrico, acido oleico, acido orético, acido oxalico,
acido palmitico, acido pamoico, acido fosférico, acido L-piroglutamico, acido salicilico, acido 4-aminosalicilico, acido
sebécico, acido estearico, acido succinico, acido sulfarico, acido tanico, acido (+)-L-tartarico, acido tiocianico, acido
p-toluenosulfénico, acido trifluorometilsulfénico y acido undecilénico. Las bases representativas que pueden usarse
en la preparacion de sales farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, las siguientes: amoniaco, L-
arginina, benetamina, benzatina, hidréxido de calcio, colina, dimetiletanolamina, dietanolamina, dietilamina, 2-
(dietilamino)-etanol, etanolamina, etilendiamina, N-metil-glucamina, hidrabamina, 1H-imidazol, L-lisina, hidroxido de
magnesio, 4-(2-hidroxietil)-morfolina, piperazina, hidroxido de potasio, 1-(2-hidroxietil)-pirrolidina, amina secundaria,
hidréxido de sodio, trietanolamina, trometamina e hidréxido de zinc.

Los nombres quimicos de los compuestos de la presente invencién se generaron segun las reglas de nomenclatura
acordadas por Chemical Abstracts Service.

Algunos de los compuestos segun la férmula (l) también pueden existir en su forma tautomérica. Tales formas
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aunque indicadas explicitamente en la férmula anterior se pretende que estén incluidas dentro del alcance de la
presente invencion.

PREPARACION DE LOS COMPUESTOS

Procedimiento experimental 1

Pueden prepararse los compuestos finales segun la formula (1), haciendo reaccionar un compuesto intermedio de
férmula (ll) con una fuente de amoniaco apropiada tal como, por ejemplo, cloruro de amonio 0 amoniaco acuoso,
segun el esquema de reaccion (1), una reaccion que se realiza en un disolvente inerte para la reacciéon adecuado, tal
como, por ejemplo, agua o metanol, en condiciones térmicas tales como, por ejemplo, calentar la mezcla de reaccién
a 60°C, por ejemplo durante 6 horas. En el esquema de reaccion (1), todas las variables se definen tal como en la

formula (1).
R N
“fuente de amaniaco
4
| 1 X\ P

X' 2 X X\ 2X
(I x? M x?

w

/
/
=
3
z

Esquema de reaccién 1

Procedimiento experimental 2

Pueden prepararse los compuestos finales segun la formula (I-a) en la que L es -N(RG)CO-, haciendo reaccionar un
compuesto intermedio de férmula (lll-a) con un compuesto de férmula (IV) segun el esquema de reaccién (2), una
reaccion que se realiza en un disolvente inerte para la reaccion adecuado, tal como, por ejemplo, N,N-
dimetilformamida, en presencia de una base adecuada, tal como, por ejemplo, KsPOs, un catalizador de cobre tal
como, por ejemplo, Cul y una diamina tal como por ejemplo (1R,2R)-(-)-1,2-diaminociclohexano, en condiciones
térmicas tales como, por ejemplo, calentar la mezcla de reaccién a 180°C, por ejemplo durante 140 minutos con
irradiacion de microondas. En el esquema de reaccion (2), todas las variables se definen tal como en la formula () y
W es halégeno.

3 3
. R21|1 No _Ar | RZII{
R N._0 RS” \"/ R Ne_z0
4 4 R®
_\ R av) o N R |
H,N N X\ W H,N N X4\ N. Ar
ll X ll x° \(")/
X\ 7 XN 7
(ITL-a) X’ {I-a) X?

Esquema de reaccién 2

Procedimiento experimental 3

Adicionalmente, pueden prepararse los compuestos finales segin la féormula (l-a), haciendo reaccionar un
compuesto intermedio de formula (Ill-b) con un compuesto de férmula (V) segun el esquema de reaccion (3), una
reaccion que se realiza en un disolvente inerte para la reaccion adecuado, tal como, por ejemplo, diclorometano, en
presencia de una base adecuada, tal como, por ejemplo, trietilamina, en presencia de un agente de condensacion tal
como por ejemplo hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N -tetrametiluronio [HATU, CAS 148893-10-
1], en condiciones térmicas tales como, por ejemplo, calentar la mezcla de reaccién a 25°C, por ejemplo durante 2
horas. En el esquema de reaccion (3), todas las variables se definen tal como en la férmula (1).

3 3
2
HOT Lo
6
™ 0 I R R
H2N Xi 5N N X4\ N Ar
I I
x\_ X X 2X° 0
(ITI-b) X* (1-a) X*

Esqguema de reaccién 3
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Procedimiento experimental 4

Adicionalmente, pueden prepararse los compuestos finales segin la féormula (l-a), haciendo reaccionar un
compuesto intermedio de férmula (lll-b) con un compuesto de férmula (V1) segun el esquema de reaccién (4), una
reaccion que se realiza en un disolvente inerte para la reaccion adecuado, tal como, por ejemplo, diclorometano, en
presencia de una base adecuada, tal como, por ejemplo, piridina, en condiciones térmicas tales como, por ejemplo,
calentar la mezcla de reaccion a 25°C, por ejemplo durante 2 horas. En el esquema de reaccion (4), todas las
variables se definen tal como en la férmula (l) e Y es halégeno.

2 II{3 Yoo _Ar 2 II{3
R N._-0 \“/ RN N_20
I R44 ] —b(VI) o I R4 l;l{é
H,N" N I X~ NHR H,N" N I XL N\",Ar
x| X X\ 2X 0
(I11-b) X? (I-a) b'e

Esquema de reaccién 4

Procedimiento experimental 5

Pueden prepararse los compuestos finales segun la formula (I-b) en la que L es un enlace, haciendo reaccionar un
compuesto intermedio de féormula (lll-a) con un compuesto de formula (VII) seglin el esquema de reaccion (5), una
reaccion que se realiza en un disolvente inerte para la reaccion adecuado, tal como, por ejemplo, etanol o mezclas
de disolventes inertes tales como, por ejemplo, 1,2-dimetoxietano/agua/etanol, en presencia de una base adecuada,
tal como, por ejemplo, KsPO4 0 Cs2CO3 acuosos, un catalizador de complejo de Pd tal como, por ejemplo, [1,1’-
bis(difenilfosfino)ferroceno]dicloropaladio (ll) [CAS 72287-26-4] o diacetato de trans-(bisdiciclohexilamina)paladio
[DAPCy, CAS 628339-96-8] en condiciones térmicas tales como, por ejemplo, calentar la mezcla de reaccién a 80°C,
por ejemplo durante 48 horas o por ejemplo, calentar la mezcla de reaccion a 130°C, por ejemplo durante 10 minutos
con irradiacién de microondas. En el esquema de reaccion (5), todas las variables se definen tal como en la férmula
(I) y W es halégeno. R’ y R® pueden ser hidrégeno o alquilo, o pueden tomarse juntos para formar, por ejemplo, un
radical bivalente de formula -CH2CH>-, -CH2CH2CHa- 0 -C(CH3)2C(CHs)2-.

3 3
SR O—R”7 , R
'Y N o A—E R Ao
TR
= R44 (Vll) = R44
H,NT NTN X W > HNT NN XA
| |
Xl\ I/X3 X]\ ”XS
(ITT-a) X* (I-b) X?

Esquema de reaccién 5

Varios productos intermedios y materiales de partida en las preparaciones anteriores son compuestos conocidos que
pueden prepararse segun metodologias conocidas en la técnica de preparacion de dichos compuestos o similares y
algunos productos intermedios son nuevos. Se describirdn varios métodos de preparacién de este tipo a
continuacion en el presente documento en mas detalle.

Procedimiento experimental 6

Pueden prepararse los productos intermedios segun la férmula (II) haciendo reaccionar un compuesto intermedio de
formula (VIII) con un reactivo donador de azufre adecuado para la sintesis de tioamidas tales como, por ejemplo,
pentasulfuro de fésforo o 2,4-disulfuro de 2,4-bis-(4-metoxifenil)-1,3-ditia-2,4-difosfetano [reactivo de Lawesson, CAS
19172-47-5] segun el esquema de reaccién (6), una reaccion que se realiza en un disolvente inerte para la reaccion,
tal como por ejemplo, tetrahidrofurano o tolueno, en presencia de una base adecuada tal como, por ejemplo, piridina,
en condiciones térmicas tales como, por ejemplo, calentar la mezcla de reaccion a 90°C, por ejemplo durante 18
horas. En el esquema de reaccion (6), todas las variables se definen tal como en la formula (1).



10

15

20

ES 2459593 T3

\AJ

/

R R
i “tionacién” j:
X
A |

% X] 2 X
(VIIT) (I X

1

Esquema de reaccién 6

Procedimiento experimental 7

Pueden prepararse los productos intermedios segun la férmula (VIIl) en la que L es un enlace, haciendo reaccionar
un compuesto intermedio de férmula (IX-a) con un compuesto de formula (VII) segin el esquema de reaccion (7),
una reaccién que se realiza en una mezcla adecuada de disolventes inertes tales como, por ejemplo, 1,4-
dioxano/agua, en presencia de una base adecuada, tal como, por ejemplo, NaxCOs acuoso, un catalizador de
complejo de Pd tal como, por ejemplo, tetrakis-(trifenilfosfina)paladio (0) [CAS 14221-01-3] en condiciones térmicas
tales como, por ejemplo, calentar la mezcla de reaccién a 80°C, por ejemplo durante 20 horas o por ejemplo,
calentar la mezcla de reaccion a 150°C, por ejemplo durante 15 minutos con irradiacion de mlcroondas En el
esquema de reaccion (7), todas las variables se definen tal como en la formula (I) y W es halégeno. R” y R® pueden
ser hidrégeno o alquilo, o pueden tomarse juntos para formar por ejemplo un radical bivalente de férmula -CH>CH>-,
-CH2CH2CHz- 0 -C(CHs3)2C(CHs3)2-.

0—R’

7
;I/ AI—B\O’RS ;I,
(VII)
YW
3

X #X
MX-2) X vy XA

/

3

Esquema de reaccién 7

Procedimiento experimental 8

Pueden prepararse generalmente los compuestos intermedios de formula (lll-a), (lll-b) y (lll-c) siguiendo las etapas
de reaccion mostradas en los esquemas de reaccioén (8) y (9) a continuacion.
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Esquema de reaccién 8

A: conversion de metoxiimina en amidina

B: conversion de tioamida en amidina

C: conversion de amida en metoxiimina

D: conversion de amida en tioamida (tionacion)

E: reduccion de nitro a amino
Pueden prepararse compuestos intermedios de férmula (IlI-a), (lll-b) y (lll-c) en el esquema de reaccion (8) anterior
a partir de los compuestos intermedios correspondientes de férmula (XI-a), (XI-b) y (XI-¢) siguiendo procedimientos
de conversion de tioamida en amidina conocidos en la técnica (etapa de reaccion B) o alternativamente, para

compuestos intermedios de formula (lll-a) y (lllc), a partir de los compuestos intermedios correspondientes de
formula (X-a) y (X-c) siguiendo procedimientos de conversion de metoxiimina en amidina conocidos en la técnica
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(etapa de reaccion A). Dichas conversiones pueden llevarse a cabo convenientemente mediante tratamiento de los
compuestos intermedios correspondientes de férmula (XlI-a), (XI-b) y (XI-c) o (X-a) y (X-c) con una fuente de
amoniaco tal como, por ejemplo, cloruro de amonio o amoniaco acuoso, en un disolvente inerte para la reaccién
adecuado tal como, por ejemplo, agua o metanol y similares, en condiciones térmicas tales como, por ejemplo,
calentar la mezcla de reaccion a de 70°C a 85°C, por ejemplo, durante de 6 horas a 18 horas.

Adicionalmente pueden prepararse compuestos intermedios de férmula (lll-b) en el esquema de reaccion (8)
anterior, en los que R® = H, a partir de los compuestos intermedios correspondientes de férmula (lll-c) siguiendo
procedimientos de reduccién de nitro a amino conocidos en la técnica (etapa de reaccion E). Dicha reduccion puede
llevarse a cabo convenientemente siguiendo procedimientos de hidrogenacion catalitica conocidos en la técnica. Por
ejemplo, dicha reduccion puede llevarse a cabo agitando los reactantes bajo una atmésfera de hidrégeno y en
presencia de un catalizador apropiado tal como, por ejemplo, paladio sobre carbon, platino sobre carbén, niquel
Raney y catalizadores similares. Disolventes adecuados son, por ejemplo, agua, alcanoles, por ejemplo metanol,
etanol y similares, ésteres, por ejemplo acetato de etilo y similares. Con el fin de potenciar la velocidad de dicha
reaccion de reduccion puede ser ventajoso elevar la temperatura y/o la presion de la mezcla de reaccién. Puede
impedirse la hidrogenacion adicional no deseada de determinados grupos funcionales en los reactantes y los
productos de reaccién mediante la adiciéon de un veneno de catalizador tal como, por ejemplo, tiofeno y similares, a
la mezcla de reaccion.

Pueden prepararse compuestos intermedios de formula (X-a) y (X-c) en el esquema de reaccién (8) anterior, a partir
de los compuestos intermedios correspondientes de férmula (IX-a) y (IX-c) siguiendo procedimientos de conversién
de amida en metoxiimina conocidos en la técnica (etapa de reaccién C). Dicha conversion puede llevarse a cabo
convenientemente mediante tratamiento de los compuestos intermedios correspondientes de formula (IX-a) y (IX-c)
con un agente de metilacion tal como, por ejemplo, tetrafluoroborato de trimetiloxonio, en un disolvente inerte para la
reaccion adecuado tal como, por ejemplo, diclorometano, a una temperatura moderadamente alta tal como, por
ejemplo, de 25°C, por ejemplo durante 60 horas.

Pueden prepararse los derivados de tioamida de férmula (Xl-a), (XI-b) y (XI-c) en el esquema de reaccion (8)
anterior, a partir de derivados de amida de férmula (IX-a), (IX-b) y (IX-c) siguiendo procedimientos de tionacién
conocidos en la técnica (etapa de reaccion D). Dicha conversion puede llevarse a cabo convenientemente mediante
tratamiento de dichas amidas con un agente de tionacion tal como, por ejemplo, pentasulfuro de fésforo o 2,4-
disulfuro de 2,4-bis-(4-metoxifenil)-1,3-ditia-2,4-difosfetano [reactivo de Lawesson, CAS 19172-47-5], en presencia
de una base adecuada, tal como, por ejemplo, piridina, en un disolvente inerte para la reaccion tal como, por
ejemplo, tetrahidrofurano o tolueno, en condiciones térmicas tales como, por ejemplo, calentar la mezcla de reaccién
a 90°C, por ejemplo durante 18 horas.
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Esquema de reaccién 9

F: N-desproteccion
G: ciclacion
H: N-acilacién

Pueden prepararse los productos intermedios segun la férmula (IX-b) en el esquema de reacciéon (9) anterior,
haciendo reaccionar un compuesto intermedio de féormula (IX-d), en la que Z es un grupo protector de aminas tal
como, por ejemplo, el grupo p-metoxibencilo, siguiendo procedimientos de N-desproteccion de aminas conocidos en
la técnica (etapa de reaccion F). Dicha N-desproteccion puede llevarse a cabo convenientemente mediante
tratamiento de los compuestos intermedios correspondientes de férmula (1X-d) con un agente de desproteccion
adecuado de la funcién amina tal como, por ejemplo, nitrato de amonio y cerio (IV), en una mezcla de disolventes
inertes tales como, por ejemplo, acetonitrilo/agua, a una temperatura moderadamente alta tal como, por ejemplo, de
25°C, por ejemplo durante 4 horas.

Pueden prepararse los productos intermedios segun la formula (1X-a), (IX-c) y (IX-d) en el esquema de reaccion (9)
anterior, haciendo reaccionar un compuesto intermedio de formula (Xll-a), (XlI-c) y (XII-d) siguiendo procedimientos
de ciclacion conocidos en la técnica (etapa de reaccién G). Dicha ciclacion puede llevarse a cabo convenientemente
mediante tratamiento de los compuestos intermedios correspondientes de férmula (Xll-a), (Xll-c) y (XlI-d) con un
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compuesto intermedio de férmula (XIIl), una reaccion que se realiza en un disolvente inerte para la reaccion
adecuado, tal como, por ejemplo, etanol, en condiciones térmicas tales como, por ejemplo, calentar la mezcla de
reaccion a 70°C, por ejemplo durante 3 horas. En el esquema de reaccion (9), todas las variables se definen tal
como en la formula (1), halo es cloro o bromo y Alk es alquilo C1.3.

Pueden prepararse los productos intermedios segun la formula (XlI-a), (XlI-c) y (XII-d) en el esquema de reaccién (9)
anterior, haciendo reaccionar un compuesto intermedio de férmula (XIV-a), (XIV-c) y (XIV-d) siguiendo
procedimientos de N-acilacién conocidos en la técnica (etapa de reaccién H). Dicha N-acilacién puede llevarse a
cabo convenientemente mediante tratamiento de los compuestos intermedios correspondientes de férmula (XIV-a),
(XIV-c) y (XIV-d) con un compuesto intermedio de férmula (XV), una reaccién que se realiza en un disolvente inerte
para la reaccion adecuado, tal como, por ejemplo, diclorometano, en presencia de una base adecuada, tal como, por
ejemplo, trietilamina, a baja temperatura tal como, por ejemplo, de 0°C, por ejemplo durante 1 hora. En el esquema
de reaccién (9), todas las variables se definen tal como en la férmula (I), halégeno es cloro o bromo y Alk es alquilo
Ci.s.

Pueden prepararse generalmente los compuestos intermedios de formula (XIV-a), (XIV-c) y (XIV-d), en los que Z es
un grupo protector de N adecuado tal como, por ejemplo el grupo p-metoxibencilo, siguiendo procedimientos de tipo
Strecker conocidos en la técnica.

COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

La presente invencién proporciona ademas composiciones para prevenir o tratar enfermedades en las que es
beneficiosa la inhibicion de la beta-secretasa, tales como enfermedad de Alzheimer (EA), deterioro cognitivo leve,
senilidad, demencia, demencia con cuerpos de Lewy, sindrome de Down, demencia asociada con accidente
cerebrovascular, demencia asociada con enfermedad de Parkinson y demencia asociada con beta-amiloide,
comprendiendo dichas composiciones una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto segun la férmula (I) y
un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

Aunque es posible que el principio activo se administre solo, es preferible presentarlo como una composicién
farmacéutica. Por consiguiente, la presente invencién proporciona ademas una composicién farmacéutica que
comprende un compuesto segln la presente invencion, junto con un portador o diluyente farmacéuticamente
aceptables. El portador o diluyente debe ser “aceptable” en el sentido de ser compatible con los demas
componentes de la composicion y no ser perjudicial para los receptores del mismo.

Pueden prepararse las composiciones farmacéuticas de esta invencién mediante cualquier método bien conocido en
la técnica de la farmacia. Una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto particular, en forma de base o en
forma de sal de adicion, como principio activo se combina en mezcla intima con un portador farmacéuticamente
aceptable, que puede adoptar una amplia variedad de formas dependiendo de la forma de preparacion deseada
para la administracion. Estas composiciones farmacéuticas son deseables en forma de dosificacién unitaria
adecuada, preferiblemente, para la administracion sistémica tal como administracion oral, percutdnea o parenteral; o
la administracion topica tal como mediante inhalacion, un aerosol nasal, colirios 0 mediante una crema, un gel, un
champu o similar. Por ejemplo, en la preparacién de las composiciones en forma de dosificacion oral, pueden
emplearse cualquiera de los medios farmacéuticos habituales, tales como, por ejemplo, agua, glicoles, aceites,
alcoholes y similares en el caso de preparaciones liquidas orales tales como suspensiones, jarabes, elixires y
disoluciones: o portadores solidos tales como almidones, azlcares, caolin, lubricantes, aglutinantes, agentes
disgregantes y similares en el caso de polvos, pastillas, capsulas y comprimidos. Debido a su facilidad en la
administracion, los comprimidos y las capsulas representan la forma unitaria de dosificacion oral mas ventajosa, en
cuyo caso se emplean obviamente portadores farmacéuticos soélidos. Para las composiciones parenterales, el
portador comprendera habitualmente agua estéril, al menos en gran parte, aunque pueden incluirse otros
componentes, por ejemplo, para ayudar a la solubilidad. Pueden prepararse disoluciones inyectables, por ejemplo,
en las que el portador comprende solucién salina, disolucién de glucosa o una mezcla de solucién salina y disolucién
de glucosa. También pueden prepararse suspensiones inyectables en cuyo caso pueden emplearse portadores,
agentes de suspensién y similares liquidos apropiados. En las composiciones adecuadas para la administracion
percutanea, el portador comprende opcionalmente un agente de potenciacion de la penetracién y/o un agente
humectante adecuado, combinados opcionalmente con aditivos adecuados de cualquier naturaleza en proporciones
minoritarias, aditivos que no provocan ningun efecto perjudicial significativo en la piel. Dichos aditivos pueden
facilitar la administracién a la piel y/o pueden ser Utiles para preparar las composiciones deseadas. Estas
composiciones pueden administrarse de diversas maneras, por ejemplo, como un parche transdérmico, como una
pipeta para la aplicacion en la piel (spot-on) o como una pomada.

Es especialmente ventajoso formular las composiciones farmacéuticas mencionadas anteriormente en forma unitaria
de dosificacién para facilidad de administracion y uniformidad de dosificacién. Forma unitaria de dosificacion tal
como se usa en la memoria descriptiva y las reivindicaciones del presente documento se refiere a unidades
fisicamente diferenciadas adecuadas como dosificaciones unitarias, conteniendo cada unidad una cantidad
predeterminada de principio activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado junto con el portador
farmacéutico requerido. Ejemplos de tales formas unitarias de dosificacion son comprimidos (incluyendo
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comprimidos ranurados o recubiertos), capsulas, pastillas, paquetes de polvo, obleas, disoluciones o suspensiones
inyectables, cucharaditas, cucharadas soperas y similares, y multiplos segregados de los mismos.

La dosificacién exacta y la frecuencia de administracién dependen del compuesto de formula (I) particular usado, el
estado particular que esté tratandose, la gravedad del estado que esté tratdndose, la edad, el peso, el sexo, la
extensién del trastorno y el estado fisico general del paciente particular asi como otra medicacion que el individuo
pueda estar tomando, tal como conocen bien los expertos en la técnica. Ademas, es evidente que dicha cantidad
diaria eficaz puede disminuirse 0 aumentarse dependiendo de la respuesta del sujeto tratado y/o dependiendo de la
evaluacion del médico que prescribe los compuestos de la presente invencién.

Dependiendo del modo de administracion, la composicion farmacéutica comprendera desde el 0,05 hasta el 99% en
peso, preferiblemente desde el 0,1 hasta el 70% en peso, mas preferiblemente desde el 0,1 hasta el 50% en peso
del principio activo, y, desde el 1 hasta el 99,95% en peso, preferiblemente desde el 30 hasta el 99,9% en peso, méas
preferiblemente desde el 50 hasta el 99,9% en peso de un portador farmacéuticamente aceptable, basandose todos
los porcentajes en el peso total de la composicion.

Los presentes compuestos pueden usarse para la administracion sistémica tal como administracion oral, percutanea
o parenteral; o la administracién tépica tal como mediante inhalaciéon, un aerosol nasal, colirios 0 mediante una
crema, un gel, un champu o similares. Los compuestos se administran preferiblemente por via oral. La dosificacion
exacta y la frecuencia de administracion dependen del compuesto particular segun la férmula (I) usado, el estado
particular que esté tratandose, la gravedad del estado que esté tratandose, la edad, el peso, el sexo, la extension del
trastorno y el estado fisico general del paciente particular asi como otra medicacion que el individuo pueda estar
tomando, tal como conocen bien los expertos en la técnica. Ademas, es evidente que dicha cantidad diaria eficaz
puede disminuirse o aumentarse dependiendo de la respuesta del sujeto tratado y/o dependiendo de la evaluacion
del médico que prescribe los compuestos de la presente invencion.

La cantidad de un compuesto de férmula (l) que puede combinarse con un material portador para producir una forma
de dosificacion individual variara dependiendo de la enfermedad tratada, la especie de mamifero y el modo de
administracion particular. Sin embargo, como guia general, las dosis unitarias adecuadas para los compuestos de la
presente invencion pueden contener, por ejemplo, preferiblemente entre 0,1 mg y aproximadamente 1000 mg del
compuesto activo. Una dosis unitaria preferida es de entre 1 mg y aproximadamente 500 mg. Una dosis unitaria mas
preferida es de entre 1 mg y aproximadamente 300 mg. Una dosis unitaria incluso mas preferida es de entre 1 mg y
aproximadamente 100 mg. Tales dosis unitarias pueden administrarse mas de una vez al dia, por ejemplo, 2, 3, 4, 5
6 6 veces al dia, pero preferiblemente 1 6 2 veces al dia, de manera que la dosificacion total para un adulto de 70 kg
esta en el intervalo de 0,001 a aproximadamente 15 mg por kg de peso del sujeto por administracion. Una
dosificacién preferida es de 0,01 a aproximadamente 1,5 mg por kg de peso del sujeto por administracion, y tal
terapia puede extenderse durante varias semanas o meses, y en algunos casos, anos. Se entenderd, sin embargo,
que el nivel de dosis especifica para cualquier paciente particular dependerd de una variedad de factores,
incluyendo la actividad del compuesto especifico empleado; la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo y la
dieta del individuo que esté tratdndose; el momento y la via de administracion; la tasa de excrecién; otros farmacos
que se hayan administrado previamente; y la gravedad de la enfermedad particular que esté sometiéndose a terapia,
tal como entienden bien los expertos en el area.

Una dosificacion tipica puede ser un comprimido de 1 mg a aproximadamente 100 mg o de 1 mg a
aproximadamente 300 mg tomado una vez al dia, o, multiples veces al dia, o una capsula o un comprimido de
liberacion programada tomado una vez al dia y que contiene un contenido proporcionalmente mayor de principio
activo. El efecto de liberacién programada puede obtenerse mediante materiales de capsula que se disuelven a
diferentes valores de pH, mediante capsulas que se liberan lentamente mediante presiébn osmoética, o mediante
cualquier otro medio conocido de liberacion controlada.

En algunos casos puede ser necesario usar dosificaciones fuera de estos intervalos, tal como resultara evidente
para los expertos en la técnica. Ademas, se observa que el médico clinico o0 médico que trata sabra como y cuando
empezar, interrumpir, ajustar, o terminar la terapia junto con la respuesta del paciente individual.

Para las composiciones, los métodos y los kits proporcionados anteriormente, un experto en la técnica entendera
que los compuestos preferidos para su uso en cada uno son aquellos compuestos que se indicaron como preferidos
anteriormente. Compuestos preferidos todavia adicionales para las composiciones, los métodos y los kits son
aquellos compuestos proporcionados en los ejemplos no limitativos a continuacion.

PARTE EXPERIMENTAL

A continuacién en el presente documento, el término “p.f.” significa punto de fusién, “THF” significa tetrahidrofurano,
“DMF” significa dimetilformamida, “DCM” significa diclorometano, “AcOEt” significa acetato de etilo, “AcOH” significa
acido acético, “MeOH” significa metanol, “rac” significa racémico.

A. Preparacion de los productos intermedios
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Ejemplo A1

Preparacién del producto intermedio 1: rac-2-amino-2-(3-bromo-fenil)-propionitrilo

HoN
=N

Br

Se afadié cianuro de tetrametilsililo (25.+-2 ml, 201 mmol) a una disoluciéon con agitaciéon de 3-bromo-acetofenona
(25 g, 125,6 mmol) y NH4Cl (13,4 g, 251,2 mmol) en NH3z/MeOH (500 ml). Se agit6 la mezcla a temperatura ambiente
durante 4 dias. Se evapord luego el disolvente a vacio y se llevo el residuo a AcOEt. Se retir6 por filtracién el sélido
y se evaporo6 el disolvente a vacio produciendo el producto intermedio 1 (26 g, rendimiento del 92%) que se usé en
la siguiente etapa sin purificaciéon adicional.

Ejemplo A2

Preparacién del producto intermedio 2: 4cido rac-2-amino-2-(3-bromo-fenil)-propidénico

HN O

H

Se disolvié el producto intermedio 1 (26 g, 115,5 mmol) en HCI 6N (139 ml) y se sometid a reflujo la mezcla durante
18 horas. Después de enfriarse hasta temperatura ambiente, se evaporaron los disolventes a vacio produciendo el
producto intermedio 2 (24 g, rendimiento del 85%) que se usoé en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Ejemplo A3

Preparacién del producto intermedio 3: éster metilico del dcido rac-2-amino-2-(3-bromo-fenil)-propiénico

HN O

Br

Se afadié gota a gota cloruro de tionilo (8,97 ml, 122,9 mmol) a una disolucién con agitacién del producto intermedio
2 (10 g, 41 mmol) en MeOH (125 ml) a 0°C. Luego, se sometid a reflujo la mezcla durante 18 horas. Se evaporaron
los disolventes a vacio y se repartié el residuo entre NaCOs (disol. acuosa sat.) y DCM. Se separ6 la fase organica,
se secO (NaSO.), se filtro6 y se evaporaron los disolventes a vacio. Se purifico el producto en bruto mediante
cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; AcOEt en DCM de 0/100 a 30/70). Se recogieron las fracciones
deseadas y se concentraron a vacio produciendo el producto intermedio 3 (4,1 g, rendimiento del 39%) como un
aceite incoloro.

Ejemplo A4

Preparacién del producto intermedio 4: éster metilico del dcido 2-(3-bromo-fenil)-2-(2-cloro-acetilamino)-propiénico
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Se afiadié gota a gota cloruro de cloroacetilo (0,34 ml, 4,26 mmol) a una disolucién con agitacién del producto
intermedio 3 (1 g, 3,87 mmol) y EtsN (0,74 ml, 5,81 mmol) en DCM (35 ml) bajo nitrégeno a 0°C. Se agit6 la mezcla a
0°C durante 1 hora. Luego se diluy6 la mezcla con agua y se extrajo con DCM. Se separ6 la fase organica, se seco
(NazS0.), se filir6 y se evaporaron los disolventes a vacio produciendo el producto intermedio 4 (1,3 g, rendimiento
del 89%) que se uso6 en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Ejemplo A5

Preparacién del producto intermedio 5: rac-3-(3-bromo-fenil)-1,3-dimetil-piperazin-2,5-diona

Br O
HN—g

N
d \

Se afiadié metilamina al 33% en EtOH (5,36 ml, 43,04 mmol) a una disolucién con agitacién del producto intermedio
4 (2,4 g, 7,17 mmol) en EtOH (53 ml) en un tubo sellado a temperatura ambiente. Luego, se agité la mezcla a 70°C
durante 3 horas. Se evapor6 el disolvente a vacio produciendo el producto intermedio 5 (1,95 g, rendimiento del
88%) que se usé en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Ejemplo A6

Preparacién del producto intermedio 6: rac-1,3-dimetil-3-(3-pirimidin-5-ilfenil)-piperazin-2,5-diona

o]

d | HNJK|

T N\

z

Se anadié tetrakis(trifenilfosfina)paladio (0) (0,023 g, 0,020 mmol) a una suspension con agitacion del producto
intermedio 5 (0,3 g, 1,01 mmol) y &cido pirimidin-5-borénico (0,25 g, 2,02 mmol) en 1,4-dioxano (18 ml) y NaxCOs
(disol. acuosa sat.) (4 ml) a temperatura ambiente. Se agit6 la mezcla a 150°C durante 15 minutos con irradiacion de
microondas. Se diluy6 la mezcla con agua y se extrajo con DCM. Se separo6 la fase organica, se secé (NaxSO.), se
filtr6 y se evaporaron los disolventes a vacio. Se purificd el producto en bruto mediante cromatografia en columna
ultrarrapida (gel de silice; disolucion 7 M de amoniaco en metanol en DCM de 0/100 a 3/97). Se recogieron las
fracciones deseadas y se concentraron a vacio produciendo el producto intermedio 6 (0,26 g, rendimiento del 87%)
como un s6lido blanquecino.

Ejemplo A7

Preparacién del producto intermedio 7: rac-1,3-dimetil-3-(3-pirimidin-5-ilfenil)-5-tioxopiperazin-2-ona

14
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Se anadié reactivo de Lawesson (0,27 g, 0,66 mmol) a una disoluciéon con agitacion del producto intermedio 6
(0,26 g, 0,60 mmol) y piridina (0,053 ml, 0,66 mmol) en tolueno (9 ml) a temperatura ambiente. Se agit6 la mezcla a
90°C durante 18 horas. Se evaporé el disolvente a vacio y se purifico el residuo mediante cromatografia en columna
ultrarrapida (gel de silice; disolucion 7 M de amoniaco en metanol en DCM de 0/100 a 6/94). Se recogieron las
fracciones deseadas y se concentraron a vacio produciendo el producto intermedio 7 (0,17 g, rendimiento del 91%)
como un sélido blanco.

Ejemplo A8

Preparacién del producto intermedio 8: rac-3-(3-bromo-fenil)-5-metoxi-1,3-dimetil-3,6-dihidro-1 H-pirazin-2-ona

Br

Se anadi6 tetrafluoroborato de trimetiloxonio (0,87 g, 5,89 mmol) a una disolucién con agitacion del producto
intermedio 5 (0,5 g, 1,68 mmol) en DCM (10 ml) y se agité la mezcla a temperatura ambiente durante 60 horas.
Luego se enfri6 la mezcla hasta 0°C, se diluyé con NaHCOg3 enfriado con hielo (disol. acuosa sat.) y se extrajo con
DCM. Se separo la fase organica, se sec6 (Na=S0O.), se filtrd y se evaporaron los disolventes a vacio produciendo el
producto intermedio 8 (0,51 g, rendimiento del 71%) que se us6 en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Ejemplo A9

Preparacién del producto intermedio 9: rac-5-amino-3-(3-bromo-fenil)-1,3-dimetil-3,6-dihidro-1 H-pirazin-2-ona

H,N

=

Br

Método A

Se afiadié cloruro de amonio (0,47 g, 8,77 mmol) a una disolucién con agitacion del producto intermedio 8 (0,45 g,
1,46 mmol) en MeOH (15 ml) en un tubo sellado y bajo nitrégeno a temperatura ambiente. Se agit6 la mezcla a 85°C
durante 18 horas. Se eliminé el disolvente a vacio y se diluy6 el residuo con Na>COs (disol. acuosa sat.) y se extrajo
con DCM. Se separd la fase organica, se seco (NaxSOs), se filtré y se evaporaron los disolventes a vacio. Se purificd
el producto en bruto mediante cromatografia de intercambio idénico usando un cartucho ISOLUTE® SCX2 (eluyendo
en primer lugar con MeOH vy luego con disolucion 7 M de amoniaco en metanol). Se recogieron las fracciones
deseadas eluidas con disolucién 7 M de amoniaco en metanol y se concentraron a vacio produciendo el producto
intermedio 9 (0,16 g, rendimiento del 24%) como un aceite de color pardo.
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Método B

Se afnadié una disoluciéon acuosa de amoniaco al 32% (15 ml) al producto intermedio 10 (0,48 g, 1,53 mmol) y se
agitd la mezcla en un tubo sellado a 50°C durante 18 horas. Después de enfriarse hasta temperatura ambiente, se
diluyé la mezcla con agua y se extrajo con DCM. Se separd la fase organica, se secd (NaSOu), se filiro y se
evaporé el disolvente a vacio produciendo el producto intermedio 9 (0,45 g, rendimiento cuant.) que se usé en la
siguiente etapa sin purificacién adicional.

Ejemplo A10

Preparacién del producto intermedio 10: rac-3-(3-bromo-fenil)-1,3-dimetil-5-tioxopiperazin-2-ona

Br. S

d \

Se anadié reactivo de Lawesson (1,63 g, 4,04 mmol) a una disoluciéon con agitacion del producto intermedio 5
(1,04 g, 3,36 mmol) y piridina (0,30 ml, 3,70 mmol) en tolueno (33 ml) a temperatura ambiente. Se agit6 la mezcla a
90°C durante 18 horas. Se evaporé el disolvente a vacio y se purifico el residuo mediante cromatografia en columna
ultrarrapida (gel de silice; MeOH en DCM de 0/100 a 4/96). Se recogieron las fracciones deseadas y se concentraron
a vacio produciendo el producto intermedio 10 (0,5 g, rendimiento del 47%) como un aceite incoloro.

Ejemplo A11

Preparacién del producto intermedio 11: rac-2-amino-2-(3-nitro-fenil)-propionitrilo

HaN

O,N

Se sintetizé el producto intermedio 11 siguiendo el mismo enfoque descrito en el ejemplo A1. Partiendo de 1-(3-nitro-
fenil)-etanona (10 g, 60,55 mmol) se obtuvo el producto intermedio 11 como un sélido amarillo (10,2 g, rendimiento
del 88%).

Ejemplo A12

Preparacién del producto intermedio 12: dcido rac-2-amino-2-(3-nitro-fenil)-propiénico

H,N O

H
O,N

Se afadié el producto intermedio 11 (10,2 g, 53,07 mmol) a una disolucién de HCI 6 N (79 ml) a temperatura
ambiente. Se agitd la mezcla a reflujo durante 24 horas. Después de enfriarse, se afadieron agua (300 ml) y AcOEt
(300 ml). Se separd la fase acuosa, se evapor6 parcialmente a vacio y se neutralizé6 anadiendo una disolucion
acuosa de NaOH al 25%. Se enfri6 la mezcla en un bafo de hielo-agua y se retird por filiracién el precipitado, se
lavo con agua fria seguido de Et>O y se sec6 a vacio produciendo el producto intermedio 12 (7 g, rendimiento del
63%) como un solido blanco.
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Ejemplo A13

Preparacién del producto intermedio 13: éster metilico del dcido rac-2-amino-2-(3-nitro-fenil)-propiénico

HN O

O2N

Se sintetizd el producto intermedio 13 siguiendo el mismo enfoque descrito en el ejemplo A3. Partiendo del producto
intermedio 12 (6 g, 28,55 mmol) se obtuvo el producto intermedio 13 como un aceite incoloro (4 g, rendimiento del
63%).

Ejemplo A14

Preparacién del producto intermedio 14: éster metilico del &cido 2-(2-cloro-acetilamino)-2-(3-nitro-fenil)-propidnico

Cl
_>—HN 0
0]
o—
O,N

Se sintetizd el producto intermedio 14 siguiendo el mismo enfoque descrito en el ejemplo A4. Partiendo del producto
intermedio 13 (1,65 g, 7,36 mmol) se obtuvo el producto intermedio 14 (2,2 g, rendimiento del 99%).

Ejemplo A15

Preparacién del producto intermedio 15: rac-1,3-dimetil-3-(3-nitro-fenil)-piperazin-2,5-diona

O;N O
H
Jd N\

Se sintetizd el producto intermedio 15 siguiendo el mismo enfoque descrito en el ejemplo A5. Partiendo del producto
intermedio 14 (2,2 g, 7,32 mmol) se obtuvo el producto intermedio 15 (1,92 g, rendimiento cuant.).
Ejemplo A16

Preparacién del producto intermedio 16: rac-1,3-dimetil-3-(3-nitro-fenil)-5-tioxopiperazin-2-ona

O,N S

17
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Se sintetiz6 el producto intermedio 16 siguiendo el mismo enfoque descrito en el ejemplo A10. Partiendo del
producto intermedio 15 (1,92 g, 7 mmol) se obtuvo el producto intermedio 16 como un aceite incoloro (0,315 g,
rendimiento del 16%).

Ejemplo A17

Preparacién del producto intermedio 17: rac-5-amino-1,3-dimetil-3-(3-nitro-fenil)-3,6-dihidro-1 H-pirazin-2-ona

O,N NH,
N=

N
d N\

Se afiadié una disolucidon acuosa de amoniaco al 32% (3 ml) a una mezcla del producto intermedio 16 (0,315 g,
1,13 mmol) en disoluciéon 7 M de amoniaco en metanol (3 ml) y se agité la mezcla en un tubo sellado a 67°C durante
4 horas. Después de enfriarse hasta temperatura ambiente se diluyé la mezcla con agua y se extrajo con DCM. Se
separ6 la fase organica, se secod (Na:SO.), se filtré y se evapord el disolvente a vacio. Se purificéd el residuo
mediante cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; MeOH en DCM de 1/99 a 7/93). Se recogieron las
fracciones deseadas y se concentraron a vacio. Se purificé de nuevo el residuo mediante cromatografia en columna
ultrarrapida (gel de silice; disolucién 7 M de amoniaco en metanol en DCM de 7/93 a 10/90). Se recogieron las
fracciones deseadas y se concentraron a vacio produciendo el producto intermedio 17 (0,11 g, rendimiento del 37%).

Ejemplo A18

Preparacién del producto intermedio 18: rac-5-amino-3-(3-amino-fenil)-1,3-dimetil-3,6-dihidro-1 H-pirazin-2-ona

H2N
au

8]
HyN

Se hidrogen6 un disolucion del producto intermedio 17 (0,46 g, 1,75 mmol) en EtOH (20 ml) y AcOEt (10 ml) en un
reactor H-Cube (1 ml/min, cartucho de 30 mm de Pd/C al 5%, modo de H: total, temperatura ambiente, 1 ciclo).
Luego, se evaporé el disolvente a vacio produciendo el producto intermedio 18 (0,41 g, rendimiento cuant.) como un
s6lido blanco.

Ejemplo A19

Preparacién del producto intermedio 19: 1-(5-bromo-2.4-difluorofenil)-etanona

o)

Br F

Se agité una mezcla de AICl; (200 g, 1515,1 mmol) en 1-bromo-2,4-difluoro-benceno (120 g, 621,79 mmol) a 60°C
durante 10 minutos. Luego, se afadié gota a gota cloruro de acetilo (73 g, 929,9 mmol) a lo largo de 4 horas y se

18
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agité la mezcla a 95°C durante 6 horas. Se enfrié la mezcla a -10°C y se afnadié hielo (300 g) a lo largo de 1 hora.
Luego, se anadi6 AcOEt (500 ml) y se lavé con agua la fase organica separada, se secé (NaxSOs), se filtré y se
concentré a vacio. Se purifico el residuo mediante cromatografia en columna ultrarrépida (gel de silice; AcOEt en
heptano 1/50). Se recogieron las fracciones deseadas y se concentraron a vacio produciendo el producto intermedio
19 (60 g, rendimiento del 41%).

Ejemplo A20

Preparacién del producto intermedio 20: rac-2-amino-2-(5-bromo-2,4-difluoro-fenil)-propionitrilo

H2N

Br F

Se sintetizé el producto intermedio 20 siguiendo el mismo enfoque descrito en el ejemplo A1. Partiendo del producto
intermedio 19 (60 g, 255,31 mmol) se obtuvo el producto intermedio 20 (31 g, rendimiento del 47%).

Ejemplo A21

Preparacién del producto intermedio 21 dcido rac-2-amino-2-(5-bromo-2.,4-difluoro-fenil)-propiénico

H,N O

OH
Br

F

Se calentd a reflujo una mezcla del producto intermedio 20 (28 g, 107,65 mmol) y HCI 6 N (300 ml) en AcOH
(300 ml) durante 72 horas. Después de enfriarse hasta temperatura ambiente, se evaporaron los disolventes a vacio.
Se afiadieron AcOEt (400 ml) y agua (300 ml). Se lavd con AcOEt (200 ml) la fase acuosa separada. Se separd la
fase acuosa y se ajustd a pH = 7. Luego, se anadié AcOEt (250 ml). Se separd la fase organica, se seco (NaxS0O.),
se filtré y se evaporaron los disolventes a vacio produciendo el producto intermedio 21 (22 g, rendimiento del 72%).

Ejemplo A22

Preparacién del producto intermedio 22: éster metilico del &cido rac-2-amino-2-(5-bromo-2,4-difluoro-fenil)-
propiénico

H,N O

O_
Br

Se calenté a reflujo una mezcla del producto intermedio 21 (22 g, 78,55 mmol) en HCI 4 N en MeOH (400 ml)
durante 72 horas. Después de enfriarse hasta temperatura ambiente, se evaporaron los disolventes a vacio. Se
afnadieron AcOEt (400 ml) y agua (300 ml). Se lavo con AcOEt (200 ml) la fase acuosa separada. Se separé la fase
acuosa y se ajustd a pH = 7. Luego, se anadié AcOEt (250 ml). Se separé la fase organica, se secod (NaxSOs), se
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filtr6 y se evaporaron los disolventes a vacio produciendo el producto intermedio 22 (20 g, rendimiento del 87%).
Ejemplo A23

5 Preparacion del producto intermedio 23: éster metilico del &cido rac-2-(5-bromo-2.,4-difluoro-fenil)-2-(2-
cloroacetilamino)-propiénico

Cl
HN 0O
O
O_
Br F

F

10  Se sintetizd el producto intermedio 23 siguiendo el mismo enfoque descrito en el ejemplo A4. Partiendo del producto
intermedio 22 (4 g, 13,60 mmol) se obtuvo el producto intermedio 23 (5 g, rendimiento del 99%).

Ejemplo A24

15 Preparacién del producto intermedio 24: éster metilico del &cido rac-2-(5-bromo-2.4-difluoro-fenil)-2-(2-
etilaminoacetilamino)-propiénico

N\

HN
_>—HN 0

O
O_
Br F

20 Se afnadi6 etilamina 2 M en THF (4,05 ml, 8,1 mmol) a una disolucién con agitacion del producto intermedio 23 (1 g,
2,7 mmol) en EtOH (12 ml) en un tubo sellado a temperatura ambiente. Luego, se agité la mezcla a 70°C durante 3
horas. Se evaporé el disolvente a vacio produciendo el producto intermedio 24 (0,55 g, rendimiento del 54%) que se
uso6 en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

25 Ejemplo A25

Preparacién del producto intermedio 25: rac-3-(5-bromo-2,4-difluoro-fenil)-1-etil-3-metil-piperazin-2,5-diona

Br. O
HN

Fd  —

30
Se afnadié AcOH (0,5 ml) a una disolucién con agitaciéon del producto intermedio 24 (0,55 g, 1,45 mmol) en EtOH

20
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(25 ml) en un tubo sellado a temperatura ambiente. Se agité la mezcla a 95°C durante 16 horas. Luego, se diluyd la
mezcla con NaxCOs (disol. acuosa sat.) y se extrajo con DCM. Se separ6 la fase organica, se secod (NaxSO.), se
filtr6 y se evaporaron los disolventes a vacio. Se purificé el producto en bruto mediante cromatografia en columna
ultrarrapida (gel de silice; disolucion 7 M de amoniaco en metanol en DCM de 0/100 a 2/98). Se recogieron las
fracciones deseadas y se concentraron a vacio produciendo el producto intermedio 25 (0,33 g, rendimiento del 66%).

Ejemplo A26

Preparacién del producto intermedio 26: rac-3-[2,4-difluoro-5-(5-metoxi-piridin-3-il)-fenil]-hetil-3-metil-piperazin-2,5-
diona

/l HN
o N~

Se anadié tetrakis(trifenilfosfina)paladio (0) (0,022 g, 0,019 mmol) a una suspension con agitacion del producto
intermedio 25 (0,33 g, 0,95 mmol) y acido 3-metoxi-5-piridinborénico (0,19 g, 1,24 mmol) en 1,4-dioxano (12 ml) y
Na>COs (disol. acuosa sat.) (4 ml) a temperatura ambiente. Se agit6 la mezcla a 150°C durante 15 minutos con
irradiacion de microondas. Se diluyé la mezcla con NaHCO; (disol. acuosa sat.) y se extrajo con DCM. Se separé la
fase organica, se secd (Na=S0Q.), se filird y se evaporaron los disolventes a vacio. Se purificd el producto en bruto
mediante cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; MeOH en DCM de 0/100 a 11/89). Se recogieron las
fracciones deseadas y se concentraron a vacio produciendo el producto intermedio 26 (0,26 g, rendimiento del 73%)
como un aceite incoloro.

Ejemplo A27

Preparacién del producto intermedio 27: rac-3-[2,4-difluoro-5-(5-metoxi-piridin-3-il)-fenil]-1-etil-3-metil-5-tioxo-
piperazin-2-ona

/| HN

Se afadi6 reactivo de Lawesson (0,23 g, 0,57 mmol) a una disolucién con agitacion del producto intermedio 26
(0,26 g, 0,47 mmol) y piridina (0,046 ml, 0,57 mmol) en tolueno (9 ml) a temperatura ambiente. Se agit6é la mezcla a
90°C durante 18 horas. Luego, se afadié mas reactivo de Lawesson (0,23 g, 0,57 mmol) y se calenté la mezcla
resultante a 85°C durante 8 horas. Luego, se afiadié méas reactivo de Lawesson (0,30 g, 0,75 mmol) y se calento la
mezcla resultante a 85°C durante 16 horas. Se diluyé la mezcla con NaxCOj3 (disol. acuosa sat.) y se extrajo con
AcOEt. Se separo la fase organica, se seco (NaxS0O.), se filtrd y se evaporaron los disolventes a vacio. Se purificé el
producto en bruto mediante cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; MeOH en DCM de 0/100 a 6/94).
Se recogieron las fracciones deseadas y se concentraron a vacio produciendo el producto intermedio 27 (0,14 g,
rendimiento del 76%).

B. Preparacién de los compuestos finales

Ejemplo B1

Preparacién del compuesto 1: rac-5-amino-1,3-dimetil-3-(3-pirimidin-5-il-fenil)-3,6-dihidro-1 H-pirazin-2-ona
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(}| N~

N N

Se afiadio una disoluciéon acuosa de amoniaco al 32% (2 ml) al producto intermedio 7 (0,17 g, 0,54 mmol) y se agitd
la mezcla en un tubo sellado a 65°C durante 2 horas y luego a 70°C durante 6 horas. Después de enfriarse hasta
temperatura ambiente, se diluy6 la mezcla con agua y se extrajo con DCM. Se separ6 la fase organica, se secé
(Na2S0.), se filtrd y se evapor6 el disolvente a vacio. Se purificd el producto en bruto mediante cromatografia en
columna ultrarrapida (gel de silice; disolucion 7 M de amoniaco en metanol en DCM de 0/100 a 6/94). Se recogieron
las fracciones deseadas y se concentraron a vacio produciendo el compuesto 1 (0,09 g, rendimiento del 56%) como
un sélido blanco.

Ejemplo B2

Preparacién del compuesto 2: rac-5-amino-3-[3-(5-metoxi-piridin-3-il)-fenil]-1,3-dimetil-3,6-dihidro-1 H-pirazin-2-ona

Se afadi6 EtOH (3 ml) a una mezcla del producto intermedio 9 (0,16 g, 0,35 mmol), diacetato de trans-
(bisdiciclohexilamina)paladio [DAPCy, CAS 628339-96-8] (0,021 g, 0,035 mmol), fosfato de potasio (0,22 g,
1,05 mmol) y éster de pinacol del acido 3-metoxi-5-piridin-borénico (0,12 g, 0,53 mmol). Se agit6 la mezcla a 80°C
durante 48 horas. Después de enfriarse, se diluyé la mezcla con agua y NaxCOg3 (disol. acuosa sat.) y se extrajo con
DCM. Se separé la fase organica, se seco (Na2SO.), se filtrd y se evaporaron los disolventes a vacio. Se purifico el
producto en bruto mediante cromatografia en columna ultrarrdpida (gel de silice; disolucién 7 M de amoniaco en
metanol en DCM de 0/100 a 7/93). Se recogieron las fracciones deseadas y se concentraron a vacio y se purificd de
nuevo el producto en bruto mediante cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; disolucion 7 M de
amoniaco en metanol en DCM de 0/100 a 7/93). Se recogieron las fracciones deseadas y se concentraron a vacio
produciendo el compuesto 2 (0,013 g, rendimiento del 11%).

Ejemplo B3

Preparacién del compuesto 3: [3-(6-amino-2,4-dimetil-3-0x0-2,3,4,5-tetrahidro-pirazin-2-il)-fenil]-amida del acido rac-
5-cloro-piridin-2-carboxilico

NH,
Cl
= 4
] - \
\N N N\
(0] (@]
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Método A

Se afnadié trans-1,2-diaminociclohexano (0,002 g, 0,018 mmol) a una suspensién con agitacion del producto
intermedio 9 (0,052 g, 0,176 mmol), yoduro de cobre (I) (0,002 g, 0,009 mmol), 5-cloro-2-piridincarboxamida
(0,028 g, 0,176 mmol) y fosfato de potasio tribasico (0,075 g, 0,351 mmol) en DMF (1 ml) en un tubo sellado y bajo
nitrbgeno a temperatura ambiente. Se agité la mezcla a 180°C durante 140 minutos con irradiacion de microondas.
Se diluyd la mezcla con NH4CI (disol. acuosa sat.) y se extrajo con DCM. Se separ6 la fase organica, se seco
(MgSOQs), se filtr6 y se evaporaron los disolventes a vacio. Se purifico el producto en bruto mediante cromatografia
en columna ultrarrapida (gel de silice; disolucion 7 M de amoniaco en metanol en DCM de 0/100 a 1/99). Se
recogieron las fracciones deseadas y se concentraron a vacio produciendo el compuesto 3 (0,004 g, rendimiento del
6%).

Método B

Se afiadié acido 5-cloro-2-piridincarboxilico (0,234 g, 1,485 mmol) a una suspensiéon del producto intermedio 18
(0,3g, 1,292 mmol) en DCM (13 ml) a temperatura ambiente. Luego, se afadié N,N-dimetilanilina (0,21 ml,
1,679 mmol) y después de agitarse a temperatura ambiente durante 5 minutos, se anadié HATU (0,54 g,
1,421 mmol). Se agitdé la mezcla a temperatura ambiente durante 16 horas. Se diluyé la mezcla con agua y se
extrajo con DCM. Se separé la fase orgéanica, se secé (NaxSOs), se filtré y se evaporaron los disolventes a vacio. Se
purificé el producto en bruto mediante cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; metanol en DCM de
0/100 a 10/90). Se recogieron las fracciones deseadas y se concentraron a vacio produciendo el compuesto 3
(0,294 g, rendimiento del 61%),).

Ejemplo B4

Preparacién del compuesto 4: [3-(6-amino-2,4-dimetil-3-0x0-2,3.4,5-tetrahidro-pirazin-2-il)-fenil]-amida del acido (S*)-
5-cloro-piridin-2-carboxilico y compuesto 5 [3-(6-amino-2,4-dimetil-3-0x0-2,3.4.5-tetrahidro-pirazin-2-il)-fenil]-amida
del acido (R*)-5-cloro-piridin-2-carboxilico

NH»
Cl
— Z
] |
\N N N\
O O

Se separd una muestra del compuesto 3 (294 mg) en los enantiomeros correspondientes mediante CFS preparativa
en columna Chiralcel® OD-H (5 um 250 x 20 mm), fase movil (el 0,3% de isopropil-amina, el 60% de COx, el 40% de
mezcla de EtOH/iPrOH 50/50 v/v), produciendo el compuesto 4 (0,11 g) y el compuesto 5 (0,15 g). Se purificé de
nuevo este ultimo derivado mediante cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; el 0,5% de NH4sOH, el 95%
de DCM, el 5% de EtOH) produciendo el compuesto 5 puro (0,09 g).

Ejemplo B5

Preparacién del compuesto 6: [3-(6-amino-2,4-dimetil-3-0x0-2,3,4,5-tetrahidro-pirazin-2-il)-fenil]-amida del acido rac-
5-metil-pirazin-2-carboxilico

NH»

U r
\N N N\
0] 0]

Se afadié acido 5-metilpirazin-2-carboxilico (0,014 g, 0,104 mmol) a una suspension del producto intermedio 18
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(0,021 g, 0,09 mmol) en DCM (1,5 ml) a temperatura ambiente. Luego, se anadi6 piridina (0,01 ml, 0,118 mmol) y
después de agitarse a temperatura ambiente durante 5 minutos, se afnadi6 HATU (0,038 g, 0,099 mmol). Se agit6 la
mezcla a temperatura ambiente durante 16 horas. Se diluy6 la mezcla con agua y se extrajo con DCM. Se separo la
fase organica, se secd (Na=S0O.), se filird y se evaporaron los disolventes a vacio. Se purificd el producto en bruto
mediante cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; MeOH en DCM de 0/100 a 10/90). Se recogieron las
fracciones deseadas y se concentraron a vacio. Se purificé de nuevo el residuo mediante cromatografia en columna
ultrarrapida (gel de silice; inyeccion de sdlido; disolucion 7 M de amoniaco en metanol en DCM de 0/100 a 2/98). Se
recogieron las fracciones deseadas y se concentraron a vacio produciendo el compuesto 6 (0,009 g, rendimiento del
28%).

Ejemplo B6

Preparacién del compuesto 9: rac-5-amino-3-[2,4-difluoro-5-(5-metoxi-piridin-3-il)-fenil]-hetil-3-metil-3,6-dihidro-1 H-
pirazin-2-ona

Se afadié una disoluciéon acuosa de amoniaco al 32% (8 ml) a una disolucion del producto intermedio 27 (0,14 g,
0,36 mmol) en disoluciéon 7 M de amoniaco en metanol (4 ml) y se agitd la mezcla en un tubo sellado a 65°C durante
3 horas. Después de enfriarse hasta temperatura ambiente, se diluy6 la mezcla con agua y se extrajo con DCM. Se
separd la fase organica, se sec6 (Na>SQy), se filtrd y se evaporo el disolvente a vacio produciendo el compuesto 9
(0,12 g, rendimiento del 90%) como un sélido blanco.

Tabla 1
R3
|
Lr
L
H,N \N%/\( “Ar
)J1 3
=X
N.2de | N.2de 3 ] s —
comp. 8. --R X X ---L-Ar Estereoquimica de Cs
1 Bi | —~Me | CH CH | J RS
N
'\‘ \ O\
2 B2 | —Me | CH CH | RS
o
N
O
N
3 B3 —--Me CH CH N i = RS
" el
O
~o N
4 B4 —--Me CH CH N i S S*
" g
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5 B4 ---Me CH CH R*
6 B5 ---Me CH CH RS
7 B5 ---Me CH CH RS
8 B5 ---Me CH CH RS
9 B6 ---Et CF CF RS

C. Parte analitica
CL-EM
Para la caracterizacion (CL)EM de los compuestos de la presente invencion, se usaron los siguientes métodos.

Procedimiento general A:

Se realiz6 la medicion de UPLC (cromatografia de liquidos de resolucion ultra-alta) usando un sistema Acquity UPLC
(Waters) que comprende un organizador de muestras, una bomba binaria con desgasificador, un horno de cuatro
columnas, un detector por red de diodos (DAD) y una columna tal como se especifica en los métodos respectivos.
Se configurd el detector de EM con una fuente de ionizacion dual ESCI (electropulverizacién combinada con
ionizacion quimica a presion atmosférica). Se us6 nitrégeno como el gas nebulizador. Se mantuvo la temperatura de
la fuente a 140°C. Se realizé la adquisicion de datos con el software MassLynx-Openlynx.

Meétodo 1:

Ademas del procedimiento general A: se llevé a cabo UPLC de fase inversa en una columna BEH-C18 (1,7 um, 2,1 x
50 mm) de Waters, con una velocidad de flujo de 1,0 ml/min, a 50°C sin fraccionamiento al detector de EM. Las
condiciones de gradiente usadas son: el 95% de A (disolucion de acetato de amonio 0,5 g/l + el 5% de acetonitrilo),
el 5% de B (acetonitrilo), hasta el 40% de A, el 60% de B en 3,8 minutos, hasta el 5% de A, el 95% de B en 4,6
minutos, se mantiene hasta 5,0 minutos. Volumen de inyeccion de 2 ul. Se adquirieron los espectros de masa de
baja resolucion (detector SQD, un solo cuadrupolo) mediante barrido desde 100 hasta 1000 en 0,1 segundos usando
un retardo entre canales de 0,08 segundos. El voltaje de la aguja capilar era de 3 kV. El voltaje del cono era de 25V
para el modo de ionizaciéon positiva y de 30 V para el modo de ionizacién negativa.

Procedimiento general B:

Se realiz6 la medicién de CL usando un sistema Acquity UPLC (cromatografia de liquidos de resolucion ultra-alta)
(Waters) que comprende una bomba binaria con degasificador, un inyector automatico, un detector por red de
diodos (DAD) y una columna tal como se especifica en los métodos respectivos a continuaciéon, se mantiene la
columna a una temperatura de 40°C. Se llevé el flujo de la columna hasta un detector de EM. Se configuré el
detector de EM con una fuente de ionizacion por electropulverizacion. El voltaje de la aguja capilar era de 3 kV y la
temperatura de la fuente se mantuvo a 130°C en el instrumento Quattro (espectrometro de masas de triple
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cuadrupolo de Waters). Se us6 nitrégeno como el gas nebulizador. Se realiz6 la adquisicion de datos con el software
MassLynx-Openlynx (Waters).

Meétodo 2:

Ademas del procedimiento general B: se llevé a cabo UPLC de fase inversa en una columna Acquity BEH (hibrido
de etilsiloxano/silice unidos por puentes) Phenyl-Hexyl de Waters (1,7 um, 2,1 x 100 mm) con una velocidad de flujo
de 0,343 ml/min. Se emplearon dos fases mdviles (fase movil A: el 95% de acetato de amonio 7 mM/el 5% de
acetonitrilo; fase movil B: el 100% de acetonitrilo) para ejecutar una condicién de gradiente de desde el 84,2% de Ay
el 15,8% de B (mantenido durante 0,49 minutos) hasta el 10,5% de A y el 89,5% de B en 2,18 minutos, mantenido
durante 1,94 min y de vuelta a las condiciones iniciales en 0,73 min, mantenido durante 0,73 minutos. Se us6 un
volumen de inyeccién de 2 ml. El voltaje del cono era de 20 V para el modo de ionizacién positiva y negativa. Se
adquirieron los espectros de masa mediante barrido desde 100 hasta 1000 en 0,2 segundos usando un retardo entre
barridos de 0,1 segundos.

Puntos de fusién

Los valores son o bien valores pico o bien intervalos de fusion, y se obtienen con las incertidumbres experimentales
que se asocian comunmente con este método analitico.

Aparato Mettler FP81HT/FP90 (indicado mediante FP90 en la tabla 2)

Para varios compuestos, se determinaron los puntos de fusion en tubos capilares abiertos en un aparato
FP81HT/FP90 de Mettler. Se midieron los puntos de fusién con un gradiente de temperatura de 1, 3, 5 6
10°C/minuto. La temperatura maxima fue de 300°C. Se ley6 el punto de fusidén de una pantalla digital.

Tabla 2: Datos analiticos - R significa tiempo de retencion (en minutos), [M+H]" significa la masa protonada del
compuesto, el método se refiere al método usado para (CL)EM.

N.2 de comp. Rt [M+H]" Método Punto de fusién
1 0,44 296 1 223,4°C (FP90)
2 0,91 325 1 n.d.

3 1,22 372 1 148,1°C (FP90)
4 2,06 372 2 201,3°C (FP90)
S 2,06 372 2 218,5°C (FP90)
6 0,69 353 1 n.d.

7 0,84 363 1 n.d.

8 1,59 406 1 n.d.

9 1,14 375 1 81,8°C (FP90)
n.d. significa no determinado

CFS-EM

Procedimiento general

Se realiz6 la medicién de CFS usando un sistema CFS analitico de Berger instruments (Newark, DE, EE.UU.) que
comprende un modulo de control de fluido de bomba dual FCM-1200 para suministrar diéxido de carbono (CO5) y
modificador, un muestreador liquido automatico de CTC Analytics, un médulo de control térmico TCM-20000 para el
calentamiento de la columna desde temperatura ambiente hasta 80°C. Se us6 un detector por red de fotodiodos
1100 UV de Agilent equipado con una celda de flujo a alta presion que se eleva hasta 400 bar. Se fraccion6 el flujo
de la columna a un espectrémetro de EM. Se configur6 el detector de EM con una fuente de ionizacion a presion
atmosférica. Los parametros de ionizacion siguientes para el espectrofotometro de masas ZQ de Waters son:
descarga corona: 9 pa, temp. de la fuente: 140°C, cono: 30 V, temp de la sonda 450°C, extractor 3 V, gas de
desolvatacion 400 I/h, gas del cono 70 I/h. Se us6 nitrégeno como el gas nebulizador. Se realizé la adquisicion de
datos con un sistema de datos MassLynx-Openlynx de Waters-Micromass.

Método 1:

Ademas del procedimiento general: se llevdé a cabo la separacion quiral en CFS en una columna Chiralcel® OD
DAICEL (10 um, 4,6 x 250 mm) a 35°C con una velocidad de flujo de 3,0 ml/min. La fase movil es CO, etanol al
40%/isopropanol (1/1) (que contiene el 0,3% de iPrNHz) mantenido 7 min.

Tabla 3: Datos de CFS analiticos - R significa tiempo de retencion (en minutos), [M+H]" significa la masa protonada

del compuesto, el método se refiere al método usado para el analisis de (CFS)EM de compuestos
enantioméricamente puros.
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o + o . . Orden de elucién
N.2 de comp. Rt [M+H] % de area UV Método de is6meros
4 4,41 372 100 1 A
5 5,47 372 100 1 B

Rotaciones 6pticas

Se midieron las rotaciones opticas en un polarimetro 341 de Perkin-Elmer con una lampara de sodio y se notificaron
tal como sigue: [oc]fC (cg/100 ml, disolvente).

Tabla 4: Datos analiticos - valores de rotacion 6ptica para compuestos enantioméricamente puros

:t'r:: ap (9) Longitud de onda (nm) | Concentracion %p/v Disolvente Temp. (2C)
4 +45,3 589 0,72 DMF 20
5 -45,7 589 0,49 DMF 20

D. Ejemplos farmacolégicos

Los compuestos proporcionados en la presente invencién son inhibidores de la enzima de escision de APP en el
sitio beta 1 (BACE1). Se cree que la inhibicion de BACE1, una proteasa aspartica, es relevante para el tratamiento
de la enfermedad de Alzheimer (EA). Se cree que la produccién y acumulacion de péptidos beta-amiloides (Abeta)
de la proteina precursora de beta-amiloide (APP) desempefia un papel clave en la aparicion y progresion de EA.
Abeta se produce a partir de la proteina precursora amiloide (APP) mediante escisién secuencial en los extremos N-
y C-terminal del dominio Abeta por la beta-secretasa y la gamma-secretasa, respectivamente.

Se espera que los compuestos de formula (l) tengan su efecto sustancialmente en BACE1 en virtud de su capacidad
para inhibir la actividad enzimatica. Se sometieron a prueba los inhibidores usando un ensayo basado en
transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET) bioquimico y un ensayo olisa celular en células
SKNBE2 tal como se describe a continuacion. Los resultados se muestran en las tablas 5y 6.

Ensayo basado en FRET bioquimico

Este ensayo es un ensayo basado en el ensayo de transferencia de energia por resonancia de fluorescencia
(FRET). El sustrato para este ensayo es un péptido de 13 aminodacidos derivado de APP que contiene la mutacion
“Swedish” Lys-Met/Asn-Leu del sitio de escision por beta-secretasa de la proteina precursora amiloide (APP). Este
sustrato también contiene dos fluoréforos: el acido (7-metoxicumarin-4-il)acético (Mca) es un donador fluorescente
con longitud de onda de excitacién a 320 nm y de emision a 405 nm y 2,4-dinitrofenilo (Dnp) es un aceptor de
extincion patentado. La distancia entre esos dos grupos se ha seleccionado de manera que tras excitacion con luz,
la energia de fluorescencia del donador se extingue significativamente por el aceptor, a través de la transferencia de
energia por resonancia. Con la escision por BACET1, el fluoréforo Mca se separa del grupo de extincion Dnp,
restableciendo la produccion de fluorescencia total del donador. El aumento en la fluorescencia esta relacionado
linealmente con la tasa de protedlisis.

Brevemente, en un formato de 384 pocillos se incuba proteina BACE1 recombinante en una concentracion final de
1 ug/ml durante 120 minutos a temperatura ambiente con sustrato 10 uM en tampdn de incubacién (tampén citrato
40 mM, pH 5,0, PEG al 0,04%, DMSO al 4%) en ausencia o presencia del compuesto. A continuacién se mide
directamente la cantidad de protedlisis mediante la medicién de fluorescencia a T=0 y T=120 (excitaciéon a 320 nm y
emision a 405 nm). Se expresan los resultados en UFR (unidades de fluorescencia relativa), como la diferencia entre
T120y TO.
Se ajusta una curva de ajuste 6ptimo mediante un método de suma minima de cuadrados al grafico de % de
controlmin frente a la concentracion del compuesto. A partir de esto, puede obtenerse un valor de CI50
(concentracién inhibitoria que provoca el 50% de inhibicion de la actividad).

LC = mediana de los valores de control bajos

= control bajo: reaccion sin enzima

HC = mediana de los valores de control altos

= control alto: reaccién con enzima

% de efecto = 100-[(muestra-LC)/(HC-LC)*100]
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% de control = (muestra/HC)*100
% de controlmin = (muestra-LC)/(HC-LC)*100

Se sometieron a prueba los siguientes compuestos ejemplificados esencialmente tal como se describid
anteriormente y presentaron la siguiente actividad:

Tabla 5

2 de
comp.

pClso del ensayo basado en FRET bioquimico

4,69
4,98
6,11
< 4,52
6,49
5,15
6,09
5,86
< 4,52

OO N[O |W(IN|—

Ensayo alisa celular en células SKNBE2

En dos ensayos alisa, se cuantifican los niveles de Abeta total y Abeta 1-42 producidos y secretados en el medio de
células SKNBE2 de neuroblastoma humano. El ensayo se basa en el neuroblastoma humano SKNBE2 que expresa
la proteina precursora amiloide de tipo natural (hAPP695). Se diluyen los compuestos y se afiaden a estas células,
se incuban durante 18 horas y luego se toman las mediciones de Abeta 1-42 y Abeta total. Se miden Abeta total y
Abeta 1-42 mediante alisa de tipo sandwich. alisa es un ensayo de tipo sandwich que usa anticuerpo biotinilado
AbN/25 unido a perlas recubiertas con estreptavidina y anticuerpo Ab4G8 o perlas aceptoras conjugadas con
cAb42/26 para la deteccidn de Abeta total y Abeta 1-42, respectivamente. En presencia de Abeta total o Abeta 1-42,
las perlas entran en estrecha proximidad. La excitacion de las perlas donadoras provoca la liberacion de moléculas
de oxigeno singlete que desencadenan una cascada de transferencia de energia en las perlas aceptoras, que da
como resultado emision de luz. Se mide la emision de luz tras incubaciéon durante 1 hora (excitacién a 650 nm y
emisién a 615 nm).

Se ajusta una curva de ajuste 6ptimo mediante un método de suma minima de cuadrados al grafico de % de
controlmin frente a la concentracion del compuesto. A partir de esto, puede obtenerse un valor de CI50
(concentracién inhibitoria que provoca el 50% de inhibicion de la actividad).

LC = mediana de los valores de control bajos

= control bajo: células preincubadas sin compuesto, sin Ac biotinilado en alisa

HC = mediana de los valores de control altos

= control alto: células preincubadas sin compuesto

% de efecto = 100-[(muestra-LC)/(HC-LC)*100]

% de control = (muestra/HC)*100

% de controlmin = (muestra-LC)/(HC-LC)*100

Se sometieron a prueba los siguientes compuestos ejemplificados esencialmente tal como se describid
anteriormente y presentaron siguiente la actividad:

Tabla 6
.2 de | pClso de AB42 del ensayo alisa celular en | pCls, de ABtotal del ensayo olisa celular en
comp. células SKNBE2 células SKNBE2
1 5,35 5,41
2 5,78 5,82
3 7,19 7,56
4 <5 <5
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5 7,44 7,43
6 5,90 5,94
7 6,73 6,82
8 7,17 7,10
9 <5 5,04
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REIVINDICACIONES
Compuesto de férmula (1)
R3
2
R |
RN
R4

0 una forma estereoisomérica del mismo, en la que
R', R? son hidrégeno;
R?, R* son independientemente metilo o etilo;
X'y X3 son CH o CF;
X2y X* son CH;
L es un enlace o -N(R®)CO- en el que R® es hidrégeno;
Ar es heteroarilo;

heteroarilo se selecciona del grupo que consiste en piridilo, pirimidinilo y pirazilo, cada uno opcionalmente
sustituido con cloro, ciano, metilo, metoxilo o trifluorometilo.

Compuesto segun la reivindicacién 1, en el que
R', R? son hidrégeno;

R, R* son metilo;

X', X2, X% X* son CH;

L es -N(R®)CO- en el que R® es hidrégeno;

Ar es heteroarilo;

heteroarilo es piridilo sustituido con cloro, ciano, metoxilo o trifluorometilo, pirimidinilo o pirazilo sustituido
con metilo.

Composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto segin la
reivindicacién 1 6 2 y un portador farmacéuticamente aceptable.

Procedimiento para preparar una composiciéon farmacéutica segun la reivindicacién 3, caracterizado porque
un portador farmacéuticamente aceptable se mezcla de manera intima con una cantidad terapéuticamente
eficaz de un compuesto segun la reivindicacion 1 6 2.

Compuesto segun la reivindicacién 1 6 2, para su uso en el tratamiento, la prevencién o la profilaxis de
enfermedad de Alzheimer (EA), deterioro cognitivo leve, senilidad, demencia, demencia con cuerpos de
Lewy, sindrome de Down, demencia asociada con accidente cerebrovascular, demencia asociada con
enfermedad de Parkinson o demencia asociada con beta-amiloide.
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