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DESCRIPCION
Derivados de 3,4-dihidro-pirrolo[1,2-a]pirazin-1-ilamina Gtiles como inhibidores de beta-secretasa (BACE)
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a nuevos derivados 3,4-dihidro-pirrolo[1,2-a]pirazin-1-ilamina como inhibidores de
beta-secretasa, también conocida como enzima de escision de amiloide de sitio beta, BACE, BACE1, Asp2, o
memapsin2. La invencion también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden tales compuestos, a
procesos 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 esta implicada la beta-secretasa, tales como enfermedad de
Alzheimer (AD), deterioro cognitivo leve, senilidad, demencia, demencia con cuerpos de Lewy, sindrome de Down,
demencia asociada con apoplejia, demencia asociada con enfermedad de Parkinson o demencia asociada con beta-
amiloide.

Antecedentes de la invenciéon

La enfermedad de Alzheimer (AD) es una enfermedad neurodegenerativa asociada con el envejecimiento. Los
pacientes con AD padecen déficits cognitivos y pérdida de memoria asi como problemas de comportamiento tales
como ansiedad. Mas de un 90 % de los afectados con AD tienen una forma esporadica del trastorno mientras que
menos de un 10 % de los casos son familiares o hereditarios. En los Estados Unidos, aproximadamente 1 de cada
10 personas de 65 afios de edad padece AD mientras que a la edad de 85 afios 1 de cada dos individuos esta
afectado con AD. La esperanza de vida media desde el diagnéstico inicial es 7-10 afios, y los pacientes con AD
requieren cuidados exhaustivos en un centro de vida asistida que es muy costoso 0 mediante miembros de la
familia. Con el ndmero en aumento de mayores de edad en la poblacion, el AD es una preocupacion médica
creciente. En la actualidad, las terapias disponibles para el AD tratan solamente los sintomas de la enfermedad e
incluyen inhibidores de la acetilcolinesterasa para mejorar las propiedades cognitivas asi como ansioliticos y
antipsicoticos para controlar los problemas de comportamiento asociados con esta dolencia.

Las caracteristicas patoldgicas distintivas del cerebro de los pacientes con AD son ovillos neurofibrilares que se
generan por hiperfosforilacion de la proteina tau y las placas de amiloide que se forman por agregacion de péptido
beta-amiloide 1-42 (Abeta 1-42). Abeta 1-42 forma oligébmeros y a continuacion fibrillas, y por ultimo placas de
amiloide. Se cree que los oligdmeros y las fibrillas son especialmente neurotoxicos y pueden causar la mayoria del
dafo neurolégico asociado con AD. Los agentes que previenen la formacion de Abeta 1-42 tienen el potencial de ser
agentes modificadores de la enfermedad para el tratamiento de AD. Abeta 1-42 se genera a partir de la proteina
precursora de amiloide (APP), que comprende 770 aminoacidos. La beta-secretasa (BACE) escinde el extremo N
terminal de Abeta 1-42, y a continuacion 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 escision predominante asi como Abeta 1-38 y
Abeta 1-43. Estas formas de Abeta también se pueden agregar para formar oligbmeros vy fibrillas. De ese modo, se
podria esperar que los inhibidores de BACE eviten la formacion de Abeta 1-42 asi como de Abeta 1-40, Abeta 1-38 y
Abeta 1-43 y serian agentes terapéuticos potenciales en el tratamiento de AD. En los documentos de Patente WO
2006/076284 y WO 2009/022961 se desvelan inhibidores de BACE heterociclicos.

Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere a un compuesto de Férmula (1)

0 un tautdmero o una forma estereocisomérica del mismo, en la que

R, R? R? se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, halo, ciano, alquilo Ci.3,
mono y polihalo-alquilo Ci.3, y cicloalquilo Css;

R* se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C;-3, metoximetilo, cicloalquilo Cs., mono y
polihalo-alquilo C;.3, homoarilo, y heteroarilo;
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X', X%, %3, Xx* son independientemente C(R°) o N, con la condicién de que no mas de dos de los mismos
representan N; R® se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno, halo, ciano, alquilo Ci.3, mono y
polihalo-alquilo Ci.3, y cicloalquilo Czs;

L es un enlace o -NHCO-;

Ar es homoarilo o heteroarilo;

en el que homoarilo es fenilo o fenilo sustituido con uno, dos o tres sustituyentes seleccionados entre el grupo
que consiste en halo, ciano, alquilo Ci.3, alquiloxi Ci-3, mono y polihalo-alquilo Ci-3, y mono y polihalo-alquiloxi
Cis;

heteroarilo se selecciona entre el grupo que consiste en piridilo, pirimidilo, pirazinilo, piridazilo, furanilo, tienilo,
pirrolilo, pirazolilo, imidazolilo, triazolilo, tiazolilo, tiadiazolilo, oxazolilo, y oxadiazolilo, cada uno opcionalmente
sustituido con uno, dos o tres sustituyentes seleccionados entre el grupo que consiste en halo, ciano, alquilo C1.3,
alquiloxi C1.3, mono y polihalo-alquilo C1.3, y mono y polihalo-alquiloxi C1.3; 0

una sal de adicién o un solvato del mismo.

Es ilustrativo de la invencién una composicién farmacéutica que comprende un vehiculo farmacéuticamente
aceptable y cualquiera de los compuestos descritos anteriormente. Una ilustracién de la invencion es una
composicion farmacéutica preparada por mezcla de cualquiera de los compuestos descritos anteriormente y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Es ilustrativo de la invencién un proceso para preparar una composicion
farmacéutica que comprende mezclar cualquiera de los compuestos descritos anteriormente y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Son ejemplos de la invencion métodos de tratamiento de un trastorno mediado por la enzima beta-secretasa, que
comprenden administrar a un sujeto con necesidad del mismo una cantidad terapéuticamente eficaz de cualquiera
de los compuestos o0 composiciones farmacéuticas descritos anteriormente.

Ademas, son ejemplos de la invencion métodos de inhibicion de la enzima beta-secretasa, que comprenden
administrar a un sujeto con necesidad de la misma una cantidad terapéuticamente eficaz de cualquiera de los
compuestos o0 composiciones farmacéuticas descritos anteriormente.

Un ejemplo de la invencion es un método de tratamiento de un trastorno seleccionado entre el grupo que consiste en
enfermedad de Alzheimer, deterioro cognitivo leve, senilidad, demencia, demencia con cuerpos de Lewy, sindrome
de Down, demencia asociada con apoplejia, demencia asociada con enfermedad de Parkinson o demencia asociada
con beta-amiloide, preferentemente enfermedad de Alzheimer, que comprende administrar a un sujeto con
necesidad del mismo, una cantidad terapéuticamente eficaz de cualquiera de los compuestos o composiciones
farmacéuticas descritos anteriormente.

Otro 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 apoplejia, (h) demencia asociada con enfermedad de
Parkinson e (i) demencia asociada con beta-amiloide, en un sujeto con necesidad del mismo.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a compuestos de Formula (I) como se han definido anteriormente en el presente
documento y a sales farmacéuticamente aceptables y solvatos de los mismos. Los compuestos de Férmula (I) son
inhibidores de la enzima beta-secretasa (también conocida como enzima de escisién de sitio beta, BACE, BACE1,
Asp2 o memapsin 2), y son (tiles en el tratamiento de enfermedad de Alzheimer, deterioro cognitivo leve, senilidad,
demencia, demencia asociada con apoplejia, demencia con cuerpos de Lewy, sindrome de Down, demencia
asociada con enfermedad de Parkinson y demencia asociada con beta-amiloide, preferentemente enfermedad de
Alzheimer, deterioro cognitivo leve o demencia, mas preferentemente enfermedad de Alzheimer.

En una realizacion de la invencion, R, R? R® se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en
hidrégeno, halo, ciano, alquilo C;-3, mono y polihalo-alquilo Ci.3, y cicloalquilo Cs.;

R’ se selecciona entre el grupo gue consiste en hidrégeno, alquilo Ci.3, cicloalquilo Cs.s, mono y polihalo-alquilo Ci.3,
homoarilo, y heteroarilo;

X', X2, X3, X* son independientemente C(R®) o N, con la condicién de que no mas de dos de los mismos representan
N; R® se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno, halo, ciano, alquilo C1.3, mono y polihalo-alquilo Ci-3, y
cicloalquilo Css;

L es un enlace o -NHCO-;

Ar es homoarilo o heteroarilo;

en el que homoarilo es fenilo o fenilo sustituido con uno, dos o tres sustituyentes seleccionados entre el grupo que
consiste en halo, ciano, alquilo C;.3, alquiloxi C1.3, mono y polihalo-alquilo C1-3, y mono y polihalo-alquiloxi Cj-3;
heteroarilo se selecciona entre el grupo que consiste en piridilo, pirimidilo, pirazinilo, piridazilo, furanilo, tienilo,
pirrolilo, pirazolilo, imidazolilo, triazolilo, tiazolilo, tiadiazolilo, oxazolilo, y oxadiazolilo, cada uno opcionalmente
sustituido con uno, dos o tres sustituyentes seleccionados entre el grupo que consiste en halo, ciano, alquilo Ci.3,
alquiloxi C1.3, mono y polihalo-alquilo C1.3, y mono y polihalo-alquiloxi C1.3; 0
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una sal de adicién o un solvato del mismo.

En una realizaciéon de la presente invencion, R', R? y R® se seleccionan independientemente entre hidrégeno y
alquilo Cq.3;

X', X2, X3, X* son independientemente C(R®) en el que cada R® se selecciona entre hidrégeno y halo;

L es un enlace o -NHCO-;

Ar es homoarilo o heteroarilo;

en el que homoarilo es fenilo o fenilo sustituido con uno o dos sustituyentes seleccionados entre el grupo que
consiste en halo, ciano, alquilo Cy-3, alquiloxi Cy-3, y polihalo-alquiloxi Cy.3;

heteroarilo se selecciona entre el grupo que consiste en piridilo, pirimidilo, y pirazinilo, cada uno opcionalmente
sustituido con uno o dos sustituyentes seleccionados entre el grupo que consiste en halo, ciano, alquilo Cs.3, alquiloxi
Ci.3, y polihalo-alquiloxi Ci.3; 0

una sal de adicién o un solvato del mismo.

En otra realizacion de la presente invencién, R*, R? y R® son hidrégeno;

x! es CF;

X2, X3, x* son CH;

L es un enlace o -NHCO-;

Ar es homoarilo o heteroarilo;

en el que homoarilo es fenilo sustituido con cloro;

heteroarilo se selecciona entre el grupo que consiste en piridilo y pirimidilo, cada uno opcionalmente sustituido con
uno o dos sustituyentes seleccionados entre el grupo que consiste en cloro, fldor, ciano, metilo, y metoxi; o

una sal de adicién o un solvato del mismo.

En una realizacion de la invencion, R' y R® son hidrégeno,

R? es hidrégeno, fldor, o trifluorometilo;

R* es metilo o difluorometilo;

X" es CH o CF;

X2, X3,y X* son CH;

L es -NHCO-;

Ar es 5-cloropiridin-2-ilo, 5-cianopiridin-2-ilo, 5-fluoropiridin-2-ilo, 5-ciano-3-fluoropiridin-2-ilo, 5-metoxipirazin-2-ilo o
1-difluorometilpirazol-3-ilo; o una sal de adicién o un solvato del mismo.

Definiciones

"Halo" indica fldor, cloro y bromo; "alquilo C1.3" indica un grupo alquilo saturado lineal o ramificado que tiene 1,2 0 3
atomos de carbono, por ejemplo metilo, etilo, 1-propilo y 2-propilo; "alquiloxi C1.3" indica un radical éter en el que
alquilo C1.3 es como se ha definido anteriormente; "mono y polihaloalquilo C;3" indican alquilo C1.3 como se ha
definido anteriormente, sustituido con 1, 2, 3 o, cuando sea posible, con mas atomos de halo como se ha definido
anteriormente; "mono y polihaloalquiloxi C1.3" indica un radical éter en el que mono y polihaloalquilo C;.3 es como se
han definido anteriormente; "cicloalquilo Cs¢" indica ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo y ciclohexilo; “cicloalcanodiilo
Cs.6" indica un radical divalente tal como ciclopropanaodiilo, ciclobutanodiilo, ciclopentanodiilo y ciclohexanodiilo.

El término "sujeto"”, como se usa en el presente documento, se refiere a un animal, preferentemente un mamifero, lo
mas preferentemente un ser humano, que es o ha sido objeto de tratamiento, observacion o experimentacion.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz", como se usa en el presente documento, significa la cantidad de
compuesto o agente farmacéutico activo que provoca la respuesta biolégica o medicinal en un sistema tisular, animal
0 ser humano que espera un investigador, veterinario, médico u otro clinico, que incluye el alivio de los sintomas de
la enfermedad o trastorno que se esta tratando.

Como se usa en el presente documento, el término "composicion" pretende incluir un producto que comprende
ingredientes especificos en cantidades especificas, asi como cualquier producto que resulte, directa o
indirectamente, de las combinaciones de los ingredientes especificos en las cantidades especificas.

Anteriormente, y en lo sucesivo, en el presente documento, la expresiéon "compuesto de férmula ()" pretende incluir
las sales de adicion, los solvatos y los esterecisémeros del mismo.

El término "estereoisomeros" o la expresién "formas estereoquimicamente isoméricas" se usan de forma
intercambiable anteriormente, y en lo sucesivo, en el presente documento.

Los compuestos de Formula (I) coexisten en un equilibrio dindamico con los compuestos de Férmula (I-1).
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La invencion incluye todos los estereoisémeros del compuesto de Férmula (1) en forma de un estereocisémero puro o
en forma de una mezcla de dos 0 mas estereoisémeros.

Los enantiomeros son estereoisbmeros que son imagenes especulares no superponibles entre si. Una mezcla 1:1
de un par de enantibmeros es un racemato o mezcla racémica. Los diastereémeros (o diastereoisémeros) son
estereoisbmeros que no son enantibmeros, es decir, 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 configuracion cis o trans. Por lo tanto,
la invencion incluye enantiomeros, diasteredmeros, racematos, isémeros E, isomeros Z, isomeros cis, isdbmeros
grandes y las mezclas de los mismos.

La configuracién absoluta se especifica de acuerdo con el sistema de Cahn-Ingold-Prelog. La configuracién en un
carbono asimétrico se especifica mediante R o S. Los compuestos resueltos cuya configuracién absoluta no se
conoce se pueden denominar mediante (+) o (-) dependiendo de la direccién en la que hacen girar la luz polarizada
plana.

Cuando se identifica un estereoisbmero especifico, esto significa que dicho estereocisomero estd basicamente
exento, es decir esta asociado con menos de un 50 %, preferentemente menos de un 20 %, mas preferentemente
menos de un 10 %, incluso mas preferentemente menos de un 5 %, en particular menos de un 2% y lo mas
preferentemente menos de un 1 %, de los demas isémeros. Por lo tanto, cuando un compuesto de formula (I) se
especifica por ejemplo como (R), esto significa que el compuesto esta basicamente exento del isémero (S); cuando
un compuesto de féormula (I) se especifica por ejemplo como E, esto significa que el compuesto esta basicamente
exento del isémero Z; cuando un compuesto de formula () se especifica por ejemplo como cis, esto significa que el
compuesto estd basicamente exento del isdmero trans.

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

Para su uso en medicina, las sales de los compuestos de la presente invencion se refieren a "sales
farmacéuticamente aceptables” no toxicas. Sin embargo, otras sales pueden ser (tiles en la preparacion de
compuestos de acuerdo con la presente invencion o sus sales farmacéuticamente aceptables. Las sales
farmacéuticamente aceptables adecuadas de los compuestos incluyen sales de adicion de acido que se pueden
formar, por ejemplo, por mezcla de una solucién del compuesto con una solucién de un acido farmacéuticamente
aceptable tal como acido clorhidrico, acido sulfirico, acido fumarico, acido maleico, acido succinico, acido acético,
acido benzoico, acido citrico, acido tartarico, acido carbénico o acido fosférico. Ademas, cuando los compuestos de
la invencion portan un resto acido, las sales farmacéuticamente aceptables adecuadas de los mismos pueden incluir
sales de metal alcalino, por ejemplo, sales de sodio o potasio; sales de metal alcalinotérreo, por ejemplo, sales de
calcio o magnesio; y las sales formadas con ligandos organicos adecuados, por ejemplo, sales de amonio
cuaternario.

Algunos é&cidos representativos que se pueden usar en la preparacion de sales farmacéuticamente aceptables
incluyen, pero no se limitan a, los siguientes: acido acético, acido 2,2-dicloroacético, aminoacidos acilados, acido
adipico, éacido alginico, acido ascorbico, acido L-aspartico, acido bencenosulfonico, acido benzoico, acido 4-
acetamidobenzoico, acido (+)-canférico, acido canforsulfonico, acido caprico, acido caproico, acido caprilico, acido
cinamico, &acido citrico, &cido ciclamico, acido etano-1,2-disulfénico, acido etanosulfénico, éacido 2-hidroxi-
etanosulfonico, acido férmico, acido fumarico, acido galactarico, acido gentisico, acido glucohepténico, acido D-
glucénico, acido D-glucurénico, acido L-glutdmico, acido beta-oxo-glutarico, acido glicélico, acido hipurico, acido
bromhidrico, acido clorhidrico, acido (+)-L-lactico, acido (z)-DL-lactico, acido lactobidnico, acido maleico, acido (-)-L-
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malico, acido malénico, acido (+)-DL-mandélico, acido metanosulfénico, acido naftaleno-2-sulfénico, acido naftaleno-
1,5-disulfénico, &cido 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-amino-salicilico, acido
sebécico, acido estearico, acido succinico, acido sulflrico, acido tanico, acido (+)-L-tartarico, acido tiocianico, acido
p-toluenosulfénico, acido trifluorometil-sulfénico, y acido undecilénico. Algunas bases representativas que se pueden
usar en la preparacion de sales farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, las siguientes:
amoniaco, L-arginina, benetamina, benzatina, hidroxido de calcio, colina, dimetiletanolamina, dietanolamina,
dietilamina, 2-(dietilamino)-etanol, etanolamina, etilendiamina, N-metil-glucamina, hidrabamina, 1H-imidazol, L-lisina,
hidréxido de magnesio, 4-(2-hidroxietil)-morfolina, piperazina, hidréxido potasico, 1-(2-hidroxietil)-pirrolidina, amina
secundaria, hidroxido sédico, trietanolamina, trometamina e hidroxido de cinc.

Los nombres quimicos de los compuestos de la presente invencion se generaron de acuerdo con las reglas de
nomenclatura acordadas por el servicio Chemical Abstracts Service.

A. Preparacion de los compuestos finales

Procedimiento experimental 1

Los compuestos finales de acuerdo con la Férmula (1), se pueden preparar por reaccion de un compuesto intermedio
de Formula (I) con una fuente de amoniaco apropiada tal como, por ejemplo, cloruro de amonio 0 amoniaco acuoso,
de acuerdo con el Esquema de Reaccion (1), reaccion que se lleva a cabo en un disolvente adecuado inerte para la
reaccion, tal como, por ejemplo, agua o metanol, en unas condiciones térmicas tales como, por ejemplo,
calentamiento de la mezcla de reaccién de 60 a 90 °C, por ejemplo durante 4 a 100 horas. En el Esquema de
Reaccion (1), todas las variables se definen como en la Férmula (1).

RN
R4 "fuente de amoniaco” jg/R“
x4 L

S H I Y“‘Ar

3
1) XSy

x1 x2'x3

Esquema de Reaccidn 1

Procedimiento experimental 2

Ademas, los compuestos finales de acuerdo con la Férmula (I-a) en la que L es -NHCO-, se pueden preparar por
reaccion de un compuesto intermedio de Férmula (IlI-a) con un compuesto intermedio de Férmula (V) de acuerdo
con el Esquema de Reaccion (2), reaccién que se lleva a cabo en un disolvente adecuado inerte para la reaccion, tal
como, por ejemplo, diclorometano, en presencia de un agente de condensacion tal como por ejemplo cloruro de 4-
(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio, en unas condiciones térmicas tales como, por ejemplo,
calentamiento de la mezcla de reaccion a 25 °C, por ejemplo durante 2 horas. En el Esquema de Reaccion (2), todas
las variables se definen como en la Formula (1).

RZ RS R? RS
RN HO\[rAr i N
R* vy o R* H
H,N >N Xi NH; H,N Y Xi N.__Ar
B ST
1.8 U .x* o
2 N2
(Ill-a) X (l-a) X

Esquema de Reaccién 2
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Procedimiento experimental 3

Los compuestos finales de acuerdo con la Férmula (I-b) en la que L es un enlace, se pueden preparar por reaccion
de un compuesto intermedio de Férmula (Ill-b) con un compuesto intermedio de Férmula (V) de acuerdo con el
Esquema de Reaccion (3), reaccién que se lleva a cabo en un disolvente o una mezcla de disolventes adecuados
inertes para la reaccion, tales como, por ejemplo, 1,4-dioxano / etanol, en presencia de una base adecuada, tal
como, por ejemplo, carbonato potasico, un catalizador de complejo de Pd tal como, por ejemplo, tetraquis(trifenil-
fosfina)paladio (0) en unas condiciones térmicas tales como, por ejemplo, calentamiento de la mezcla de reaccion a
80 °C, por ejemplo durante 20 horas o por ejemplo, calentamiento de la mezcla de reaccion a 150 °C, durante 10 min
a 30 min con irradiacion de microondas. En el Esquema de Reaccion (3), todas las variables se definen como en la
Formula (1) y W es halo. R® y R’ pueden ser hidrégeno o alquilo, o se pueden tomar conjuntamente para formar, por
ejemplo, un radical divalente de formula -CH,CH>-, -CH,CH2CH>- 0 -C(CH3)2C(CHs3)2-.

R R? R R?
== O-R° =
RN Ar—B_ o7 RN
R W) o~ R*
> 4 oy 4
H,N" °N | XYW - H,N™ N | X o AT
>(1\ X2 X1\ . X°
anby X (I-b) X2

Esquema de Reaccién 3

Diversos compuestos intermedios y materiales de partida de las preparaciones anteriores son compuestos
conocidos que se pueden preparar de acuerdo con metodologias de preparacion de dichos compuestos o
compuestos similares conocidas en la técnica y algunos compuestos intermedios son nuevos. Cierto nimero de
tales métodos de preparacion se describira en lo sucesivo en el presente documento con mayor detalle.

B. Preparacion de los compuestos intermedios

Procedimiento experimental 4

Los compuestos intermedios de acuerdo con la Férmula (lll-a) se pueden preparar a partir de los correspondientes
compuestos intermedios de Férmula (Ill-b) siguiendo procedimientos de acoplamiento de tipo Buchwald-Hartwig
conocidos en la técnica seguidos de hidrélisis acida de acuerdo con el Esquema de Reaccion (4). Dicho
acoplamiento se puede llevar a cabo por tratamiento de los compuestos intermedios de Formula (Ill-b) con
benzofenonaimina en un disolvente adecuado inerte para la reaccion, tal como, por ejemplo, tolueno, en presencia
de una base adecuada, tal como, por ejemplo, terc-butdxido sédico, un catalizador de complejo de Pd tal como
tris(dibencilidenacetona)dipaladio (0), en unas condiciones térmicas tales como, por ejemplo, calentamiento de la
mezcla de reaccién a 100 °C, por ejemplo durante 2 horas. El compuesto intermedio resultante de Férmula (VI) se
transforma a continuacion en el compuesto intermedio de Férmula (lll-a) por tratamiento con un acido fuerte, tal
como, por ejemplo, acido clorhidrico, en un disolvente adecuado inerte para la reaccion, tal como por ejemplo,
alcohol isopropilico, en unas condiciones térmicas tales como, por ejemplo, a 25 °C, por ejemplo durante 1 hora.
Alternativamente, se puede obtener el compuesto intermedio de Férmula (lll-a) en una etapa partiendo de un
compuesto intermedio de Férmula (l1l-b), por medio de un acoplamiento catalizado con cobre en presencia de azida
sddica, un ligando para el cobre, tal como N,N’-dimetiletilendiamina, una base adecuada tal como carbonato sédico,
en un disolvente inerte para la reaccion, tal como DMSO, en unas condiciones térmicas tales como calentamiento de
la mezcla de reaccion a 110 °C durante 25 horas. En el Esquema de Reaccion (4), todas las variables se definen
como en la Férmula (1) y W es halo.
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"acido”

(ll-a)
Esquema de Reaccion 4

Procedimiento experimental 5

Los compuestos intermedios de acuerdo con la Férmula (VII) se pueden preparar a partir de los correspondientes
compuestos intermedios de Férmula (VIlI-c) siguiendo procedimientos de reduccién de nitro a amino conocidos en la
técnica de acuerdo con el Esquema de Reaccion (5). Por ejemplo, dicha reduccion se puede llevar a cabo agitando
los reactantes o haciéndolos pasar a través de un reactor de flujo en una atmésfera de hidrégeno y en presencia de
un catalizador apropiado tal como, por ejemplo, paladio sobre carbén. Algunos 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 aumentar la velocidad de dicha reaccion de reduccion puede ser ventajoso elevar la temperatura y/o la
presion de la mezcla de reaccién. Se puede evitar la hidrogenacion adicional no deseada de ciertos grupos
funcionales de los reactantes y de los productos de reaccién mediante la adicion de un veneno catalitico tal como,
por ejemplo, tiofeno y similar, a la mezcla de reaccion. En el Esquema de Reaccién (5), todas las variables se
definen como en la Féormula (1).

R? &
1
R4 "reduccion de nitro a amino” R /gil
xt _NO, ~g” N
3 X1

R4
4 4
x? _NH,
N -

x‘l\ . X I\ \xra
Vill-ey X2 VI X2

Esguema de Reacciéon 5

Procedimiento experimental 6

Los compuestos intermedios de Férmula (lll-a) se pueden preparar a partir de los compuestos intermedios de
Formula (VII) de acuerdo con el Esquema de Reaccion (6). Dicha conversién se puede llevar a cabo
convenientemente por tratamiento de dicho compuesto intermedio con una fuente de amoniaco tal como, por
ejemplo, cloruro de amonio y amoniaco etandlico, en unas condiciones térmicas tales como, por ejemplo,
calentamiento de la mezcla de reaccion a 80 °C, por ejemplo durante 72 horas. En el Esquema de Reaccion (6)
todas las variables se definen como en la Férmula ().
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R? R3
R _N
-_— R4
NH, HoN" N x* _NH,
x\xzx
(ll-a)

Esquema de Reaccion 6

Procedimiento experimental 7

El compuesto intermedio de Férmula (IX) en la que L es -NHCO-, se puede preparar por reaccion de un compuesto
intermedio de Férmula (VII) con un compuesto intermedio de Férmula (V) de acuerdo con el Esquema de Reaccion
(7), reaccion que se lleva a cabo en un disolvente adecuado inerte para la reaccion, tal como, por ejemplo, metanol,
en presencia de un agente de condensacion tal como, por ejemplo, cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-
metilmorfolinio, en unas condiciones térmicas tales como, por ejemplo, calentamiento de la mezcla de reaccién a
25 °C, por ejemplo durante 3 horas. En el Esquema de Reaccion (7), todas las variables se definen como en la
Formula (1).

RZ R R® R
o HO. _Ar T
1 1
RN . \[r RN \
R )y o R H
—— x4 ~— 4
s” °N & NH2 g7 °N XN A
B "
X1\ 2‘,)( X\ 2'_)(
vID X (IX) X

Esqguema de Reaccion 7

Procedimiento experimental 8

Los compuestos intermedios de Formulas (IlI-b) y (lll-c) se pueden preparar generalmente siguiendo las etapas de
reaccion mostradas en los siguientes Esquemas de Reaccion (8) y (9).
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Esquema de Reaccion 8

A: conversion de tioamida en amidina

A’ conversién de metiltio en amino

B: metilacion del azufre

{: conversion de amida en tioamida (tionacién)
D: ciclacion

E: retirada de cualquier grupo protector de N

Los derivados de amidina en el Esquema de Reaccion (8) anterior se pueden preparar convenientemente a partir de
los correspondientes derivados de tioamida siguiendo procedimientos de conversién de tioamida en amidina
conocidos en la técnica (etapa de reaccion A). Dicha conversién se puede llevar a cabo convenientemente por
tratamiento de dichas tioamidas con una fuente de amoniaco tal como, por ejemplo, cloruro de amonio o amoniaco
acuoso, en un disolvente adecuado inerte para la reaccion tal como, por ejemplo, agua o metanol y similar, en unas
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condiciones térmicas tales como, por ejemplo, calentamiento de la mezcla de reaccion de 60 a 90 °C, por ejemplo
durante 6 a 100 horas. En condiciones similares, también se pueden convertir los compuestos intermedios metilados
(VIlI-b) y (VIlI-c) en las amidinas deseadas (etapa de reacciéon A’). Los compuestos intermedios (VIlI-b) y (VIlI-c) se
pueden preparar convenientemente partiendo de las correspondientes tioamidas, disueltos en un disolvente
adecuado, tal como acetona, en presencia de una base, tal como carbonato potasico, y un agente de metilacion, tal
como yoduro de metilo, en unas condiciones térmicas tales como temperatura ambiente durante 3 horas (etapa de
reaccion B).

Los derivados de tioamida en el Esquema de Reaccion (8) anterior se pueden preparar a partir de derivados de
amida siguiendo procedimientos de tionacién conocidos en la técnica (etapa de reaccion C). Dicha conversién se
puede llevar a cabo convenientemente por 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-metoxi-fenil)-1,3-ditia-2,4-difosfetano [reactivo de
Lawesson], en un disolvente inerte para la reaccion tal como, por ejemplo, tetrahidrofurano o 1,4-dioxano y similar,
en presencia de una base adecuada tal como piridina en unas condiciones térmicas tales como, por ejemplo,
calentamiento de la mezcla de reaccion de 50 a 100 °C, por ejemplo durante 24 horas.

Los derivados de amida de Férmulas (XI-b) y (XI-c) en el Esquema de Reaccion (8) anterior se pueden preparar a
partir de los correspondientes compuestos intermedios de Férmulas (XII-b) y (XII-c) siguiendo procedimientos de
ciclacion conocidos en la técnica (etapa de reaccién D). Dicha ciclacion se puede llevar a cabo convenientemente
por tratamiento de los compuestos intermedios de Féormulas (XlII-b) y (Xll-c) con una base adecuada tal como
acetato potasico o metdxido sddico, en un disolvente de reaccion adecuado, tal como, por ejemplo, etanol y similar,
de 55 °C a 100 °C, durante un periodo de tiempo que asegure la finalizacion de la reaccion.

Los compuestos intermedios de Férmulas (XlI-b) y (Xll-c) en el Esquema de Reaccién (8) anterior se pueden

preparar a partir de los correspondientes compuestos intermedios de Férmulas (XllI-b) y (XII-c) por retirada del grupo
protector llevandose a cabo de acuerdo con procesos conocidos en la técnica.

11
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F: Alquilacién

ES 2534973 T3

(XIl-b)

RI—_NH | F
R = alquilo

4
S'O’B{‘;xi w
>N 1Y

1
.'Z1 X \Xz-.)(

(XVI-b)

(Xlll-c)

)

R'—\ _NH F

ROAC R = alquilo
2
(XIv)
0 R* 4
O=d /XI/X NO,
SN I %
Z1 X\Xé,x
(XV-c)

' X% _NO,
O/,S-.N 1 \\(

Ly X1 ',XS
Z \X2

(XVi-c)

(XVli-c)

Esquema de Reaccién 9

G Oxidacion de oxatiazolidina

H: Formacién de oxatiazolidina

5 Los compuestos intermedios de acuerdo con las Formulas (XIlI-b) y (XIlI-c) en el Esquema de Reaccién (9) anterior
se pueden preparar a partir de los correspondientes compuestos intermedios de Formulas (XV-b) y (XV-c), en las
que Z' es un grupo protector de amina tal como, por ejemplo, el grupo terc-butoxicarbonilo, siguiendo
procedimientos de alquilacién conocidos en la técnica (etapa de reaccion F). Dicha alquilacion se puede llevar a
cabo convenientemente por tratamiento de (XV-b) y (XV-c) respectivamente con los correspondientes compuestos

10 intermedios de Férmula (XIV) en presencia de una base adecuada tal como, por ejemplo, carbonato sédico o
como, por ejemplo, N,N-dimetilformamida o
dimetilsulfoxido, a baja temperatura tal como, por ejemplo, 0 °C durante 30 min y a continuacién a una temperatura
moderadamente alta tal como, por ejemplo, 100 °C durante 24 horas a 100 horas o por ejemplo, calentando la

carbonato de cesio, en un disolvente

inerte adecuado tal

mezcla de reaccién a 130 °C, por ejemplo durante 30 min a 45 min con irradiacién de microondas.

15
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Los compuestos intermedios de acuerdo con las Férmulas (XV-b) y (XV-c) en el Esquema de Reaccion (9) anterior
se pueden preparar por reaccion de los compuestos intermedios de Férmulas (XVI-b) y (XVI-c) siguiendo
procedimientos de oxidaciéon conocidos en la técnica (etapa de reaccidon G). Dicha oxidacién se puede llevar a cabo
convenientemente por tratamiento de los correspondientes compuestos intermedios de Férmulas (XVI-b) y (XVI-c)
con un agente oxidante tal como, por ejemplo, peryodato sodico en un disolvente inerte adecuado tal como, por
ejemplo, acetonitrilo/agua, en presencia de cloruro de rutenio (lll) a una temperatura moderadamente alta tal como,
por ejemplo, 25 °C, por ejemplo durante 2 horas.

Los compuestos intermedios de acuerdo con las Férmulas (XVI-b) y (XVI-c) en el Esquema de Reaccién (9) anterior
se pueden preparar por reaccion de los compuestos intermedios de Férmulas (XVII-b) y (XVII-¢) siguiendo
procedimientos de formacién de sulfamidato conocidos en la técnica (etapa de reaccion H). Dicha transformacién se
puede llevar a cabo convenientemente por tratamiento de los correspondientes compuestos intermedios de Férmula
(XVII-b) y (XVII-c) con cloruro de tionilo, en presencia de una base tal como, por ejemplo, piridina, en un disolvente
adecuado inerte para la reaccion, tal como, por ejemplo, acetonitrilo, a baja temperatura tal como, por ejemplo, -
40 °C, por ejemplo durante 30 min y a continuacién a una temperatura moderadamente alta tal como, por ejemplo,
25 °C, por ejemplo durante 24 a 72 horas.

Los compuestos intermedios compuestos de Férmulas (XVII-b) y (XVII-c), en las que Z' es un grupo protector de
amina tal como, por ejemplo, el grupo terc-butoxicarbonilo, se pueden preparar generalmente siguiendo
procedimientos de tipo Strecker conocidos en la técnica descritos en la literatura.

Procedimiento experimental 10

Los compuestos intermedios de Férmula (XVIII) en la que Q es halo o nitro, se pueden preparar a partir de los
compuestos intermedios de Foérmula (XI-b) o (XI-c) de acuerdo con el Esquema de Reaccién (14), reaccion que se
lleva a cabo en un disolvente adecuado inerte para la reaccion, tal como, por ejemplo, diclorometano, en presencia
de un agente de metilacién, tal como, por ejemplo, tetrafluoroborato de trimetiloxonio, en unas condiciones térmicas
tales como, por ejemplo, a 25 °C, por ejemplo durante 4 dias. A continuacion, el compuesto intermedio (XVIII) se
puede convertir ademas en las amidinas (Ill-b) y (Ill-c) por reaccién con una fuente de amoniaco tal como, por
ejemplo, cloruro de amonio y amoniaco etandlico, en unas condiciones térmicas tales como, por ejemplo,
calentamiento de la mezcla de reaccién a 80 °C, por ejemplo durante 36 horas. En el Esquema de Reaccién (10)
todas las variables se definen como en la Férmula (1) y Q es halo o nitro.

R? g3 R? g3 R? g3
R _N RI—\_N RN
R* . “ R* "fuente de amoniaco” “ R* .
07 N\ X So SN\ XE_Q HoNT SN\ XS Q
H &I | Y I Y

.
XX X\ 2X° X<y 2X
(Xl-b 0 ¢) (XVIIn) (M-b o ¢)

Esquema de Reaccién 10

Farmacologia

Los compuestos de la presente invencién y las composiciones farmacéuticamente aceptables de los mismos inhiben
BACE vy por lo tanto pueden ser Utiles en el tratamiento o la prevencion de enfermedad de Alzheimer (AD), deterioro
cognitivo leve (MCI), senilidad, demencia, demencia con cuerpos de Lewy, angiopatia amiloide cerebral, demencia
multiinfarto, sindrome de Down, demencia asociada con enfermedad de Parkinson y demencia asociada con beta-
amiloide.

La invencion se refiere a un compuesto de acuerdo con la Férmula general (I), una forma estereoisomérica del
mismo o una sal de adicion de acido o base farmacéuticamente aceptable o un solvato del mismo, para su uso como
un medicamento.

La invencién también se refiere a un compuesto de acuerdo con la Férmula general (1), una forma estereoisomérica
del mismo o una sal de adicién de &cido o base farmacéuticamente aceptable o un solvato del mismo, para su uso
en el tratamiento o la prevencion de enfermedades o afecciones seleccionadas entre el grupo que consiste en AD,
MCI, senilidad, demencia, demencia con cuerpos de Lewy, angiopatia amiloide cerebral, demencia multiinfarto,
sindrome de Down, demencia asociada con enfermedad de Parkinson y demencia asociada con beta-amiloide.

13
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La invencion también se refiere al uso de un compuesto de acuerdo con la Férmula general (I), una forma
estereoisomérica del mismo o una sal de adiciéon de acido o base farmacéuticamente aceptable o un solvato del
mismo, para la preparacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de una cualquiera de las
patologias mencionadas anteriormente en el presente documento.

A la vista de la utilidad del compuesto de Férmula (I), se proporciona un método de tratamiento de animales de
sangre caliente, incluyendo seres humanos, que padecen, o un método de prevencion en animales de sangre
caliente, incluyendo seres humanos, que padecen una cualquiera de las enfermedades mencionadas anteriormente
en el presente documento.

Dichos métodos comprenden la administracion, es decir la administracion sistémica o tépica, preferentemente en la
administracion oral, de una cantidad eficaz de un compuesto de Férmula (I), una forma estereoisomérica del mismo,
una sal de adicion de acido o base farmacéuticamente aceptable o un solvato del mismo, a un animal de sangre
caliente, incluyendo un ser humano.

Un método de tratamiento también puede incluir el ingrediente activo en un régimen de una a cuatro tomas por dia.
En estos métodos de tratamiento los compuestos de acuerdo con la invencién se formulan preferentemente antes de
la administracion. Como se describe posteriormente en el presente documento, las formulaciones farmacéuticas
adecuadas se preparan mediante procedimientos conocidos usando ingredientes bien conocidos y facilmente
disponibles.

Los compuestos de la presente invencion, que pueden ser adecuados para tratar o prevenir enfermedad de
Alzheimer o los sintomas de la misma, se pueden administrar solos o en combinacién con uno o mas agentes
terapéuticos. La terapia de combinacion incluye la administracién de una formulacion de dosificacion farmacéutica
individual que contiene un compuesto de Férmula (l) y uno 0 mas agentes terapéuticos adicionales, asi como la
administracion del compuesto de Férmula (I) y cada agente terapéutico adicional en su propia formulacion de
dosificacién farmacéutica distinta. Por ejemplo, un compuesto de Férmula (l) y un agente terapéutico se pueden
administrar al paciente conjuntamente en una composicion de dosificacion oral individual tal como un comprimido o
capsula, o cada agente se puede administrar en formulaciones de dosificacion orales distintas.

Composiciones farmacéuticas

La presente invencion también proporciona composiciones para la prevencién o el tratamiento de enfermedades en
las que la inhibicién de la beta-secretasa es beneficiosa, tales como enfermedad de Alzheimer (AD), deterioro
cognitivo leve, senilidad, demencia, demencia con cuerpos de Lewy, sindrome de Down, demencia asociada con
apoplejia, demencia asociada con enfermedad de Parkinson y demencia asociada con beta-amiloide. Dichas
composiciones comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de acuerdo con la formula (1) y
un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

Aunque es posible que el ingrediente activo se administre solo, es preferente presentarlo en forma de una
composicion farmacéutica. Por lo tanto, la presente invencién también proporciona una composicion farmacéutica
que comprende un compuesto de acuerdo con la presente invencién, en combinacién con un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable. El vehiculo o diluyente debe ser "aceptable” en el sentido de ser compatible con los
demas ingredientes de la composicion y no perjudicial para los receptores de la misma.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se pueden preparar mediante cualquier método bien
conocido en la técnica de farmacia. Se combina una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto en particular,
en forma de base o en forma de sal de adicion, como ingrediente activo, en una mezcla intima con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, que puede tomar una gran diversidad de formas dependiendo de la forma de
preparacion deseada para la administracion. Estas composiciones farmacéuticas estan deseablemente en una forma
de dosificacién unitaria adecuada, preferentemente para administracion sistémica tal como administracion oral,
percutanea o parenteral; o administracion tépica tal como mediante inhalacién, pulverizacién nasal, gotas oculares o
mediante una crema, gel, champl o similar. Por ejemplo, en la preparacion de las composiciones en forma de
dosificacion oral, se puede emplear 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 soluciones; o vehiculos sélidos tales como almidones, azlcares, caolin, lubricantes, aglutinantes,
agentes disgregantes y similares en el caso de polvos, pildoras, capsulas y comprimidos. Debido a su facilidad de
administracion, los comprimidos y las capsulas representan la forma unitaria de dosificacion oral mas ventajosa, en
cuyo caso se emplean obviamente vehiculos farmacéuticos sélidos. Para las composiciones parenterales, el
vehiculo comprendera habitualmente agua estéril, al menos en gran parte, aunque se pueden incluir otros
ingredientes, por ejemplo, para ayudar a la solubilidad. Se pueden preparar soluciones inyectables, por ejemplo, en
las que el vehiculo comprende solucién salina, solucion de glucosa o una mezcla de solucién salina y de glucosa.
También se pueden preparar suspensiones inyectables en cuyo caso se pueden emplear vehiculos liquidos
apropiados, agentes de suspension y similares. En las composiciones adecuadas para administracion percutanea, el
vehiculo comprende opcionalmente un agente potenciador de la penetracién y/o un agente humectante adecuado,
combinados opcionalmente con aditivos adecuados de cualquier naturaleza en proporciones minoritarias, no
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causando los aditivos ningun efecto perjudicial en la piel. Dichos aditivos pueden facilitar la administracién a la piel
y/o pueden ser Utiles para preparar las composiciones deseadas. Estas composiciones se pueden administrar de
diversas formas, por ejemplo, en forma de un parche transdérmico, en forma de una aplicaciéon en una zona limitada
o en forma de una pomada.

Es especialmente ventajoso formular las composiciones farmacéuticas mencionadas anteriormente en una forma
unitaria de dosificacién por su facilidad de administracion y uniformidad de dosificacion. Forma unitaria de
dosificacién, como se usa en la memoria descriptiva y las reivindicaciones en el presente documento, se refiere a
unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias, conteniendo cada unidad una cantidad
predeterminada del ingrediente activo calculado para producir el efecto terapéutico deseado junto con el vehiculo
farmacéutico requerido. Algunos ejemplos de tales formas unitarias de dosificacién son comprimidos (incluyendo
comprimidos con incisiones o revestidos), capsulas, pildoras, paguetes de polvo, obleas, soluciones o suspensiones
inyectables, cucharaditas, cucharadas y similares, y maltiplos divididos de las mismas.

La dosificacion exacta y la frecuencia de administracién dependen del compuesto de Férmula (I) usado en particular,
la afeccion en particular que se esté tratando, la gravedad de la afeccion que se esta tratando, la edad, peso, sexo,
grado de trastorno y condicién fisica general del paciente en particular asi como de las demas medicaciones que
esté tomando el individuo, como conocen hien los expertos en la materia. Ademas, es evidente que dicha cantidad
diaria eficaz se puede disminuir o aumentar dependiendo de la respuesta del sujeto tratado y/o dependiendo de la
evaluacion del médico que prescribe los compuestos de la presente invencion.

Dependiendo de la via de administracién, la composicion farmacéutica comprendera de un 0,05 a un 99 % en peso,
preferentemente de un 0,1 a un 70 % en peso, mas preferentemente de un 0,1 a un 50 % en peso del ingrediente
activo, y de un 1 a un 99,95 % en peso, preferentemente de un 30 a un 99,9 % en peso, mas preferentemente de un
50 a un 99,9 % en peso de un vehiculo farmacéuticamente aceptable, basandose todos los porcentajes en el peso
total de la composicion.

Los presentes compuestos se pueden usar para administracion sistémica tal como administracion oral, percutanea o
parenteral; o administracion tépica tal como mediante inhalacién, pulverizacion nasal, gotas oculares o mediante una
crema, gel, champu o similar. Los compuestos se administran preferentemente por via oral. La dosificacion exacta y
la frecuencia de administracion dependen del compuesto de acuerdo con la Férmula (1) usado en particular, la
afeccion en particular que se esta tratando, la gravedad de la afeccién que se esta tratando, la edad, peso, sexo,
grado de trastorno y condicién fisica general del paciente en particular asi como de las demas medicaciones que
esté tomando el individuo, como conocen bien los expertos en la materia. Ademas, es evidente que dicha cantidad
diaria eficaz se puede disminuir o0 aumentar 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 (I) que se puede combinar con un material de vehiculo para producir una
forma de dosificacion individual variara dependiendo de la enfermedad tratada, la especie de mamifero, y la via de
administraciéon en particular. Sin embargo, como guia general, las dosificaciones unitarias adecuadas para los
compuestos de la presente invencion puede contener preferentemente, por ejemplo, de 0,1 mg a aproximadamente
1000 mg del compuesto activo. Una dosis unitaria preferente es de 1 mg a aproximadamente 500 mg. Una dosis
unitaria mas preferente es de 1 mg a aproximadamente 300 mg. Una dosis unitaria incluso mas preferente es de
1 mg a aproximadamente 100 mg. Tales dosis unitarias se pueden administrar mas de una vez al dia, por ejemplo,
2,3, 4,506 veces al dia, pero preferentemente 1 o 2 veces por dia, de modo que la dosificacion total para un adulto
de 70 kg esté en el intervalo de 0,001 a aproximadamente 15 mg por kg de sujeto por administracion. Una
dosificacion preferente es de 0,01 a aproximadamente 1,5 mg por kg de sujeto por administracion, y tal terapia se
puede prolongar durante diversas semanas o meses y, en algunos casos, afios. Sin embargo, se entendera que el
nivel de dosificacion especifico para cualquier paciente en particular dependera de una diversidad de factores que
incluyen la actividad del compuesto especifico empleado; la edad, peso corporal, estado general de salud, sexo y
dieta del individuo que se esta tratando; el tiempo y la via de administracion; la velocidad de excrecién; otros
farmacos que se hayan administrado previamente; y la gravedad de la enfermedad en particular sujeta a terapia,
como entienden bien los expertos en la materia.

En algunos casos, puede ser necesario usar dosificaciones fuera de estos intervalos como sera evidente para los
expertos en la materia. Ademas, se ha de observar que el clinico o médico responsable del tratamiento sabra
cuando y como comenzar, interrumpir, ajustar, o terminar la terapia junto con la respuesta del paciente.

Se pretende que los siguientes ejemplos ilustren pero no limiten el alcance de la presente invencion.

Parte experimental

En lo sucesivo en el presente documento, el término "AcOH" significa acido acético, "AcOEt" significa acetato de
etilo, "DCM" significa diclorometano, "DIPE" significa diisopropiléter, "DMF" significa N,N-dimetilformamida, "DMSQ"
significa dimetilsulfoxido, "Et,0O" significa éter dietilico, "EtsN" significa trietilamina, "EtOH" significa etanol, "MeCN"
significa acetonitrilo, "DCE" significa 1,2-dicloroetano, "MeOH" significa metanol, "p.f." significa punto de fusién, "rac"

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2534973 T3

significa racémico, "R¢" significa tiempo de retencion, "THF" significa tetrahidrofurano, "K,CO3" significa carbonato
potasico, "NH3" significa amoniaco, "NH4CI" significa cloruro de amonio, "HCI" significa acido clorhidrico, "NaSO4"
significa sulfato sddico, "NaHCOs3" significa bicarbonato sédico, "KHSO," significa hidrogenosulfato potasico,
"MgSO." significa sulfato de magnesio, "H>Q" significa agua, "TFA" significa acido trifluoroacético, "sat." significa
saturado, "ac." significa acuoso, "min" significa minuto, "Pd,(dba)s" significa tris(dibencilidenacetona)dipaladio (0),
"Pd(PPhs)s" significa tetraquis(trifenilfosfina)paladio (0) "BINAP" significa 2,2’-bis(difenilfosfino)-1,1’-binaftilo, "TBAF"
significa fluoruro de tetrabutilamonio, "NaH" significa hidruro soédico, "DDQ" significa 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-
benzoquinona, "DBU" significa 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno.

Las reacciones asistidas por microondas se llevaron a cabo en un reactor de modo individual: reactor de microondas
Emrys™ Optimizer (Personal Chemistry A.B., actualmente Biotage).

Las reacciones de hidrogenacién se llevaron a cabo en un hidrogenador de flujo continuo H-CUBE® de ThalesNano
Nanotechnology Inc.

La cromatografia en capa fina (TLC) se llevé a cabo sobre placas de gel de silice 60 F254 (Merck) usando
disolventes de calidad de reactivo. La cromatografia en columna abierta se llevé a cabo sobre gel de silice, tamafio
de particula de 60 A, malla = 230-400 (Merck) usando técnicas convencionales. La cromatografia en columna
ultrarrapida se llevé a cabo usando cartuchos listos para conectar de Merck, sobre gel de silice irregular, tamafio de
particula de 15-40 pm (columnas ultrarrapidas desechables de capa normal) en un sistema SPOT o LAFLASH de
Armen Instrument.

Las rotaciones oOpticas se midieron en un polarimetro Perkin-Elmer 341 con una lampara de sodio y se informaron
como sigue a continuacion: [a]° (A, ¢ g/100 ml, disolvente, T °C).

A. Preparacién de los compuestos intermedios

Ejemplo A1

Preparacion del compuesto intermedio Al:

Se afiadio cianuro de trimetilsililo (20 g, 200 mmol) a una solucién agitada de 3-bromo-acetofenona (20 g, 100 mmol)
y NH4Cl (11 g, 200 mmol) en NH3s/MeOH (400 ml). La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 4 dias. A
continuacién el disolvente se evaporé al vacio y el residuo se recogiéo en AcOEt (100 ml). El sélido se retir6 por
filtracion y el filtrado se evaporé al vacio para producir el compuesto intermedio Al (20 g, 86 % de rendimiento), que
se us6 en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Ejemplo A2

Preparacion del compuesto intermedio A2:

o]

El compuesto intermedio Al (20 g, 88,9 mmol) se disolvié en HCI/MeOH (500 ml). La mezcla se calent6 a reflujo
durante 4 dias. Después de enfriar a temperatura ambiente, se afiadieron AcOEt (100 ml) y H>O (100 ml) y la mezcla
se extrajo con AcOEt (2 x 100 ml). Las fases ac. combinadas se basificaron con una soluciéon ac. de NHz;apH =8y
se extrajeron con AcOEt (5 x 100 ml). Las fases organicas combinadas se secaron (Na;SO.), se filtraron y los
disolventes se evaporaron al vacio para producir el compuesto intermedio A2 (10,6 g, 46 % de rendimiento) en forma
de un aceite.
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El siguiente compuesto intermedio se prepar6 de acuerdo con los procedimientos sintéticos que se han descrito en
los ejemplos A1-A2:

Ejemplo A3

Preparacion del compuesto intermedio A3:

N":\_ L

R

o
i
U HaN = g

A partir de rac-2-amino-2-(3-nitro-fenil)-propionitrilo. Cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; AcOEt en
éter de petréleo de 1/10 a 1/4) para producir el compuesto intermedio 3 (63 % de rendimiento).

Ejemplo A4

Preparacion del compuesto intermedio A4:

Se afadié gota a gota hidruro de litio y aluminio (1 M en THF; 22 ml, 22 mmol) a una solucién agitada del compuesto
intermedio A2 (7,5 g, 29,1 mmol) en THF (200 ml) a -15 °C. La mezcla se dej6 calentar lentamente a 0 °C durante 1
hora. Se afiadi6 mas THF (150 ml) y se afiadioé gota a gota una solucion sat. de Na,SO4 hasta que no se formé mas
hidrégeno. Se afadidé Na,SO. anhidro y la reaccién se mantuvo en agitacién durante una noche a temperatura
ambiente. La mezcla se filtré sobre tierra de diatomeas, se lavé con THF y el disolvente se evapord al vacio. El
producto en bruto se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; solucién 7 M de NH3; en MeOH
en DCM de 0/100 a 3/97). Las fracciones deseadas se recogieron y los disolventes se evaporaron al vacio para
producir el compuesto intermedio A4 (5,70 g, 85 % de rendimiento) en forma de un aceite.

Ejemplo A5

Preparacién del compuesto intermedio A5:

Se afiadié en porciones borohidruro sédico (16,3 g, 429,4 mmol) a una solucién agitada del compuesto intermedio
A3 (48,3 g, 214,7 mmol) en MeOH (500 ml). La mezcla se agitd6 a temperatura ambiente durante 10 horas. El
disolvente se evaporé al vacio. El residuo se basificé con una solucién sat. ac. de NaHCO3; hasta pH = 9 y se extrajo
con AcOEt (3 x 200 ml). Las fases organicas se secaron (Na;SQ,), se filtraron y los disolventes se evaporaron al
vacio para producir el compuesto intermedio A5 (30,26 g, 72 % de rendimiento).

Ejemplo A6

Preparacion del compuesto intermedio A6:
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Se afiadié en porciones cloruro de benzoilo (4,66 ml, 32,6 mmol) a una solucién agitada del compuesto intermedio
A4 (5 g, 21,73 mmol) en una mezcla de NaHCOj3 sat. (10 ml) y THF (10 ml) a 0 °C. La mezcla se agit6 a 0 °C durante
10 min y a temperatura ambiente durante 15 horas. La mezcla se enfrié en un bafio de hielo/H20 y se acidificé con
agitacion a pH = 1-2 con KHSO,. La fase orgéanica se separd y la fase ac. se extrajo ademas con AcOEt. Las fases
organicas combinadas se separaron, se secaron (MgSQ,), se filtraron y los disolventes se evaporaron al vacio. El
producto en bruto se purificd por cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; AcOEt en DCM de 0/100 a
20/80). Las fracciones deseadas se recogieron y se concentraron al vacio para producir el compuesto intermedio A6
(7,8 g, 98 % de rendimiento) en forma de un aceite incoloro.

Ejemplo A7

Preparacion del compuesto intermedio A7:

Una solucién del compuesto intermedio A6 (8 g, 21,9 mmol) en MeCN seco (20 ml) se afiadi6 gota a gota a una
solucion agitada de cloruro de tionilo (4,01 ml, 54,9 mmol) en MeCN seco (100 ml) enfriada a -40°C y en una
atmosfera de nitrégeno. La mezcla de reaccion se agité durante 60 min a -40 °C antes de afadir piridina (8,84 ml,
109,8 mmol). La reaccion se dej6é calentar a temperatura ambiente y se agité durante 14 horas. El disolvente se
evapor6 al vacio. El residuo se tratdé con Et,O y los sélidos se retiraron por filtracion y el filtrado se concentré al vacio
para producir el compuesto intermedio A7 (8 g, 89 % de rendimiento) en forma de un aceite de color amarillo palido.
El producto se uso6 en la siguiente reaccion sin purificacion adicional.

Ejemplo A8

Preparacién del compuesto intermedio A8:

Se afiadié cloruro de rutenio (l11) (41 mg, 0,195 mmol) a una mezcla del compuesto intermedio A7 (8 g, 19,5 mmol)
en MeCN/H20 (1:1) (210 ml) a 0 °C, seguido de la adicion de peryodato sédico (6,26 g, 29,25 mmol). La reaccion se
dejo calentar a temperatura ambiente y se agit6 durante 2 horas. La mezcla se diluyé con AcOEt, se filtro a través de
tierra de diatomeas y se lavo con AcOEt. Se afiadieron H.O y AcOEt al filtrado. La fase organica se separo, se secé
(MgSO0y), se filtré y los disolventes se evaporaron al vacio. El producto se purificé por cromatografia en columna
ultrarrapida (gel de silice; DCM). Las fracciones deseadas se recogieron y se concentraron al vacio para producir el
compuesto intermedio A8 (8 g, 96 % de rendimiento) en forma de un aceite de color amarillo palido.

Ejemplo A9

Preparacién del compuesto intermedio A9:
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Se afiadi6 en porciones dicarbonato de di-terc-butilo (10 g, 45,87 mmol) a una soluciéon agitada del compuesto
intermedio A5 (3 g, 15,29 mmol) en una mezcla de NaHCOj3 sat. (50 ml) y THF (50 ml) a 0 °C. La mezcla se agit6 a
0 °C durante 10 min y a temperatura ambiente durante 15 horas. La mezcla se enfrié en un bafio de hielo/H.0 y se
acidificé con agitacion a pH = 1-2 con KHSO,. La fase organica se separd y la fase ac. se extrajo ademas con
AcOEt. Las fases organicas combinadas se separaron, se secaron (MgSQ.), se filtraron y los disolventes se
evaporaron al vacio. El producto en bruto se purificd por cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; AcOEt
en DCM de 0/100 a 100/0). Las fracciones deseadas se recogieron y se concentraron al vacio para producir el
compuesto intermedio A6 (4,5 g, 99 % de rendimiento) en forma de un aceite de color amarillo palido, que solidificd
después de un periodo de reposo.

Ejemplo A10

Preparacion del compuesto intermedio A10:

Una solucién del compuesto intermedio A9 (4,5 g, 15,18 mmol) en MeCN seco (20 ml) se afiadié gota a gota a una
solucion agitada de cloruro de tionilo (2,771 ml, 37,96 mmol) en MeCN seco (80 ml) enfriada a -40°C y en una
atmosfera de nitrégeno. La mezcla de reaccion se agitd durante 30 min a -40 °C antes de afadir piridina (6,12 ml,
75,93 mmol). La reaccién se dejo calentar a temperatura ambiente y se agitd durante 18 horas. El disolvente se
evaporé al vacio. El residuo se tratd con Et,O. Los sélidos se retiraron por filtracion y el filtrado se concentr6 al vacio
para producir el compuesto intermedio A10 (4,8 g, 92 % de rendimiento) en forma de un aceite. El producto se us6
en la siguiente reaccion sin purificacion adicional.

Ejemplo A11

Preparacién del compuesto intermedio A1l

Se afiadio cloruro de rutenio (lll) (29,5 mg, 0,14 mmol) a una mezcla del compuesto intermedio A10 (4,8 g,
14,02 mmol) en MeCN/H0O (1:1) (100 ml) a 0 °C, seguido de la adicién de peryodato sédico (4,5 g, 21,03 mmol). La
reaccion se dejo calentar a temperatura ambiente y se agité durante 2 horas. La mezcla se diluyé con AcOEt, se
filtré a través de tierra de diatomeas y se lavd con AcOEt. Se afiadieron H>O y salmuera al filtrado. La fase organica
se separd, se secO (MgSO.), se filtré y los disolventes se evaporaron al vacio. El producto se purificé por
cromatografia en columna ultrarrdpida (gel de silice; DCM). Las fracciones deseadas se recogieron y se
concentraron al vacio para producir el compuesto intermedio A1l (4,9 g, 97 % de rendimiento) en forma de un aceite
de color amarillo palido.

El compuesto intermedio A12 se preparé de acuerdo con los procedimientos sintéticos que se han descrito en los
ejemplos A9-A11:

Ejemplo A12
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Preparacion del compuesto intermedio A12: (R)-[3-(terc-butiloxicarbonil)-4-(5-bromo-2-fluorofenil)-4-metil-
[1,1,3]oxatiazolidina-2,2-di6xido

Preparado a partir de (R)-[3-(terc-butiloxicarbonil)-4-(5-bromo-2-fluorofenil)-4-metil-[1,1,3]oxatiazolidina-2-6xido
(14,5 g, 36,79 mmol). Cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; DCM) para producir el compuesto
intermedio A12 en forma de un sdélido de color blanco (11,6 g, 77 % de rendimiento).

Ejemplo A13

Preparacion del compuesto intermedio A13:
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Se afiadio carbonato de cesio (3,06 g, 9,83 mmol) a una mezcla del compuesto intermedio A8 (2 g, 4,69 mmol) y
éster de etilo del acido 1H-pirrol-2-carboxilico (763 mg, 6,1 mmol) en MeCN (16 ml) a temperatura ambiente. La
mezcla se calenté a 130 °C durante 30 min con irradiacion de microondas. La mezcla se diluyé con DCM y se lavé
con H0. La fase organica se separé y se tratd con H,O (10 ml) y se extrajo con DCM (2 x 10 ml). La fase organica
se separg, se sec6d (NaxSO.), se filtré y los disolventes se evaporaron al vacio. El producto en bruto se purifico por
cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; DCM). Las fracciones deseadas se recogieron y los disolventes
se evaporaron al vacio para producir el compuesto intermedio A13 (1,7 g, 77 % de rendimiento) en forma de un
aceite incoloro.

Ejemplo A14

Preparacion del compuesto intermedio Al4:
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Se afiadio6 trifluoruro de boro-eterato de dietilo (4,53 ml, 36,1 mmol) al compuesto intermedio A13 (1,7 g, 3,61 mmol)
seguido de etanotiol (8,01 ml, 108,2 mmol) a 0 °C en un tubo cerrado herméticamente. La mezcla se dejé calentar a
temperatura ambiente y se agité a 60 °C durante 3 horas. Los disolventes se evaporaron al vacio y el residuo se
disolvié en DCM y se lavé con NaHCO3 sat. La fase organica se separo, se seco (Na2SO,), se filtro y los disolventes
se evaporaron al vacio. El producto en bruto se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice;
AcOEt en DCM, 0/100 a 50/50). Las fracciones deseadas se recogieron y los disolventes se evaporaron al vacio
para producir el compuesto intermedio A14 (950 mg, 78 % de rendimiento) en forma de un aceite incoloro.

Ejemplo A15
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Preparacion del compuesto intermedio A15:

Se afiadié6 metoxido sddico al 25% en peso en MeOH (1,284 ml, 5,36 mmol) a una solucién del compuesto
intermedio A14 (950 mg, 2,82 mmol) en MeOH (8 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se agité a 55 °C durante
18 horas. El disolvente se evapor6 al vacio. El residuo se traté con una solucion ac. sat. de NH4Cl y se extrajo con
DCM. La fase organica se separ0, se seco (Na>S0O,), se filtro y los disolventes se evaporaron al vacio para producir
el compuesto intermedio A15 (850 mg, 99 % de rendimiento) en forma de un sélido de color blanco que se usé en la
siguiente etapa sin purificacion adicional.

Ejemplo A16

Preparacion del compuesto intermedio A16:

Se afadié pentasulfuro de fésforo (940 mg, 4,23 mmol) a una soluciéon del compuesto intermedio A15 (860 mg,
2,82 mmol) en piridina (7 ml) y la mezcla se calent6é a 110 °C durante 38 horas. El disolvente se evapor6 al vacio y el
producto en bruto se purificéd por cromatografia en columna corta (gel de silice; AcOEt en DCM de 0/100 a 100/0).
Las fracciones deseadas se recogieron y los disolventes se evaporaron al vacio para producir el compuesto
intermedio A16 (830 mg, 92 % de rendimiento) en forma de un sélido de color amarillo.

Ejemplo A17

Preparacion del compuesto intermedio A17:

Se afiadieron yoduro de metilo (0,267 ml, 4,296 mmol) y K,COs3 (0,59 g, 4,296 mmol) a una solucién del compuesto
intermedio A16 (690 mg, 2,15 mmol) en acetona (10 ml) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 3
horas. El disolvente se evapor6 al vacio y el producto en bruto se recogié en DCM (25 ml) y H,O (25 ml). La fase
organica se separo, se secd (MgSQ.), se filtrd y los disolventes se evaporaron al vacio. El producto en bruto se
purificé por cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; AcOEt en DCM, 0/100 a 50/50). Las fracciones
deseadas se recogieron y los disolventes se evaporaron al vacio para producir el compuesto intermedio Al7
(700 mg, 97 % de rendimiento) en forma de un sélido de color amarillo palido.

Ejemplo A18

Preparacion del compuesto intermedio A18:
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Se afiadié NH4Cl (447 mg, 8,35 mmol) a una suspension del compuesto intermedio A17 (700 mg, 2,09 mmol) en una
solucion 2 M de NH3 en EtOH (39,67 ml, 79,34 mmol) y la mezcla se calent6é a 90 °C durante 24 horas. El disolvente
se evapor0 al vacio y el residuo se suspendié en una solucién 2 M de NH3; en EtOH (20 ml, 40 mmol). Se afiadié
NH4Cl (447 mg, 8,35 mmol) y la mezcla se calenté a 90 °C durante 2 dias. El disolvente se evapor6 al vacio y el
residuo se suspendié en DCM y se lavé con H,O. La fase orgéanica se separd, se secé (MgSO.), se filtrd y los
disolventes se evaporaron al vacio. El producto se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice;
solucion 7 M de NHz en MeOH/DCM de 0/100 a 20/80). Las fracciones deseadas se recogieron y los disolventes se
evaporaron al vacio para producir el compuesto intermedio A18 (550 mg, 86 % de rendimiento) en forma de un
sélido de color amarillo palido.

Ejemplo A19

Preparacion del compuesto intermedio A19:

B U +
- N o
0

Se afadié carbonato de cesio (2,73 g, 8,37 mmol) a una mezcla del compuesto intermedio A11 (1,5 g, 4,186 mmol) y
éster de etilo del acido 1H-pirrol-2-carboxilico (681 mg, 5,441 mmol) en MeCN (16 ml). La mezcla se agit6 a 130 °C
durante 30 min con irradiacién de microondas. La mezcla de reaccion se diluyé con DCM y se lavé con HCl ac. (1 N).
La fase organica se separd, se secod (Na SO.), se filtré y los disolventes se evaporaron al vacio. El producto en bruto
se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; DCM). Las fracciones deseadas se recogieron y
los disolventes se evaporaron al vacio para producir el compuesto intermedio A19 (1,5 g, 89 % de rendimiento) en
forma de un aceite incoloro.

Ejemplo A20

Preparacion del compuesto intermedio A20:

e
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Se afiadié HCI (9,295 ml, 37,181 mmol, 4 M en 1,4-dioxano) al compuesto intermedio A19 (1,5 g, 3,718 mmol) y la
mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. El disolvente se evaporé al vacio y el residuo se suspendio
en DCM y se lavé con una solucién ac. sat. de NaHCOs. La fase organica se separd, se secéd (NaxSOy), se filtré y los
disolventes se evaporaron al vacio para producir el compuesto intermedio A20 (1,1 g, 97 % de rendimiento) que se
uso en la siguiente de reaccion sin purificacion adicional.

Ejemplo A21

Preparacion del compuesto intermedio A21:
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Se afadi®é metdxido soédico al 25 % en peso en MeOH (0,909 ml, 3,99 mmol) a una solucion del compuesto
intermedio A20 (1,1 g, 3,63 mmol) en MeOH (10 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se agité a 65 °C durante 18
horas. El disolvente se evapor6 al vacio. El residuo se traté con una solucién ac. sat. de NH4Cl y se extrajo con
DCM. La fase organica se separo, se seco (Na,SQa), se filtro y los disolventes se evaporaron al vacio. El producto
en bruto se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; AcOEt). Las fracciones deseadas se
recogieron, los disolventes se evaporaron al vacio y el residuo resultante se tritur6 con DIPE para producir el
compuesto intermedio A21 (650 g, 66 % de rendimiento) en forma de un sélido de color blanco.

Ejemplo A22

Preparacion del compuesto intermedio A22:

b
s/ N o— ©
(e
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Se afiadié pentasulfuro de fésforo (799 mg, 3,59 mmol) a una solucién del compuesto intermedio A21 (650 mg,
2,4 mmol) en piridina (10 ml) y la mezcla se calent6 a 100 °C durante 18 horas. El disolvente se evapor6 al vacio y el
producto en bruto se purificé por cromatografia en columna corta (gel de silice; AcOEt en DCM de 0/100 a 100/0).
Las fracciones deseadas se recogieron y los disolventes se evaporaron al vacio para producir el compuesto
intermedio A22 (535 mg, 78 % de rendimiento) en forma de un sélido de color amarillo.

Ejemplo A23

Preparacion del compuesto intermedio A23:
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Se afadieron yoduro de metilo (0,232 ml, 3,724 mmol) y K»COs3 (0,515 g, 3,724 mmol) a una solucién del compuesto
intermedio A22 (535 mg, 1,86 mmol) en acetona (10 ml) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 3
horas. El disolvente se evapor6 al vacio y el producto en bruto se recogié en DCM (25 ml) y H,O (25 ml). La fase
organica se separg, y la fase ac. se extrajo con DCM (3 x 25 ml). Las fases organicas combinadas se secaron
(MgSO0y), se filtraron y los disolventes se evaporaron al vacio. El producto en bruto se purificd por cromatografia en
columna ultrarrapida (gel de silice; AcOEt en DCM, 0/100 a 50/50). Las fracciones deseadas se recogieron y los
disolventes se evaporaron al vacio para producir el compuesto intermedio A23 (490 mg, 87 % de rendimiento) en
forma de un sélido de color amarillo palido.

Ejemplo A24

Preparacion del compuesto intermedio A24:
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Una solucion del compuesto intermedio A23 (490 mg, 1,626 mmol) en EtOH (28 ml) se hidrogendé en un reactor de
cuba en H (1 ml/min, cartucho de 30 mm de Pd/C al 5 %, modo H, completo, temperatura ambiente, 2 ciclos). A
continuacion, los disolventes se evaporaron al vacio. El producto en bruto se purificé por cromatografia en columna
ultrarrapida (gel de silice; NHz 7 M en MeOH en DCM, 0/100 a 10/90). Las fracciones deseadas se recogieron y los
disolventes se evaporaron al vacio para producir el compuesto intermedio A24 (100 mg, 23 % de rendimiento) en
forma de un aceite incoloro.

Ejemplo A25

Preparacion del compuesto intermedio A25:

Se afiadio NH4Cl (78,8 mg, 1,474 mmol) a una solucién del compuesto intermedio A24 (100 mg, 0,368 mmol) en una
solucién 2 M de NH3; en EtOH (7 ml, 14 mmol) y la mezcla se calentd a 80 °C durante 3 dias. El disolvente se
evaporé al vacio y el residuo se suspendié en DCM y se lavé con H;O. La fase organica se separd, se secO
(MgS0.), se filtré y los disolventes se evaporaron al vacio. El producto se purificé por cromatografia en columna
ultrarrapida (gel de silice; solucion 7 M de NH; en MeOH/DCM de 0/100 a 20/80). Las fracciones deseadas se
recogieron y los disolventes se evaporaron al vacio para producir el compuesto intermedio A25 (80 mg, 90 % de
rendimiento) en forma de un sélido de color amarillo palido.

Ejemplo A26

Preparacion del compuesto intermedio A26:

Se afadié acido 5-cloro-piridina-2-carboxilico (172 mg, 1,09 mmol) a una solucién de cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-
1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (330 mg, 1,19 mmol) en MeOH (5 ml). La mezcla se agité a temperatura ambiente
durante 5 min. A continuacion, la mezcla se enfrié a 0 °C y se afadié una solucién del compuesto intermedio A24
(270 mg, 0,995 mmol) en MeOH (5 ml). La mezcla se calent6 a temperatura ambiente y se agité durante 3 horas. La
mezcla se traté con una solucion sat. de Na,COs y H,O y se extrajo con DCM. La fase organica se separd, se seco
(MgSO0y), se filtré y los disolventes se evaporaron al vacio. El producto en bruto se purific6 por cromatografia en
columna ultrarrapida (gel de silice; AcOEt en heptano 50/50). Las fracciones deseadas se recogieron y los
disolventes se evaporaron al vacio para producir el compuesto intermedio A26 (200 mg, 49 % de rendimiento) en
forma de un sélido de color blanco.

Ejemplo A27

Preparacion del compuesto intermedio A27:
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Se afiadié carbonato de cesio (18,27 g, 56,06 mmol) a una mezcla del compuesto intermedio A12 (11,5g,
28,01 mmol) y éster de etilo del acido 1H-pirrol-2-carboxilico (4,56 g, 36,44 mmol) en MeCN (40 ml) a temperatura
ambiente. La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 20 min y a continuacién se calenté a 130 °C durante
30 min con irradiacién de microondas. La mezcla se diluyé con DCM y se lavé con H;O. La fase organica se secé
(NazS0.), se filtrd y los disolventes se evaporaron al vacio. El producto en bruto se purificé por cromatografia en
columna ultrarrapida (gel de silice; DCM/heptano, 90/10). Las fracciones deseadas se recogieron y los disolventes
se evaporaron al vacio para producir el compuesto intermedio A27 (10,7 g, 83 % de rendimiento) en forma de un
sélido pegajoso.

Ejemplo A28

Preparacion del compuesto intermedio A28:
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Se afiadié HCI (15 ml, 60 mmol, 4 M en 1,4-dioxano) al compuesto intermedio A27 (9,5 g, 20,864 mmol) y la mezcla
se agitd a temperatura ambiente durante 90 min. El disolvente se evaporé al vacio para producir el compuesto
intermedio A28 (10 g, impuro, 122 % de rendimiento), que se usé en la siguiente etapa de reaccion sin purificaciéon
adicional.

Ejemplo A29

Preparacion del compuesto intermedio A29:
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Se afiadi6 metdxido sédico al 25 % en peso en MeOH (15,714 ml, 68,93 mmol) a una soluciéon del compuesto
intermedio A28 (950 mg, 2,82 mmol) en MeOH (30 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se agité a 60 °C durante
18 horas. El disolvente se evaporo al vacio. El residuo se traté con una solucién ac. sat. de NH4Cl y se extrajo con
DCM. La fase organica se separd, se secod (Na,S0O.), se filtré y los disolventes se evaporaron al vacio. El producto
en bruto se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; AcOEt en DCM de 0/100 a 20/80). Las
fracciones deseadas se recogieron y los disolventes se evaporaron al vacio para producir el compuesto intermedio
A29 (1,5 g, 18 % de rendimiento) en forma de un sdlido de color blanco.

Ejemplo A30

Preparacion del compuesto intermedio A30:
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Se afiadié tetrafluoroborato de trimetiloxonio (2,56 g, 17,33 mmol) a una soluciéon del compuesto intermedio A29
(1,4 g, 4,33 mmol) en DCM (5 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 4
dias. La mezcla de reaccion se diluy6 y después se traté con una solucion fria ac. sat. de NaHCOs. La fase orgéanica
se separo, se secO (MgSO0.), se filtrd y los disolventes se evaporaron al vacio para producir el compuesto intermedio
A30 (910 mg, 62 % de rendimiento) en forma de un soélido de color blanquecino que se uso en la siguiente etapa de
reaccion sin purificacion adicional.

Ejemplo A31

Preparacion del compuesto intermedio A31:

Se afiadio NH4Cl (577 mg, 10,79 mmol) a una soluciéon del compuesto intermedio A30 (910 mg, 2,7 mmol) en una
solucién 2 M de NHs en EtOH (5 ml, 10 mmol) y la mezcla se calent6é a 80 °C durante 36 horas en un tubo cerrado
herméticamente. La mezcla se enfrid6 a temperatura ambiente y se afadieron NH4Cl (432 mg, 8,1 mmol) y una
solucion 2 M de NH3z en EtOH (5 ml, 10 mmol) y la mezcla se calenté a 80 °C durante 36 horas en un tubo cerrado
herméticamente. La mezcla se enfri6 a temperatura ambiente y se afiadieron NH4Cl (432 mg, 8,1 mmol) y una
solucion 2 M de NH3z en EtOH (5 ml, 10 mmol) y la mezcla se calenté a 80 °C durante 48 horas en un tubo cerrado
herméticamente. El disolvente se evapor6 al vacio y el residuo se suspendié en DCM y se lavé con H,O (4-5 ml). La
fase orgéanica se separo, se seco (MgSO.), se filtro y los disolventes se evaporaron al vacio. El producto en bruto
resultante se recogié en DCM vy el solido precipitado se retiré por filtracion para producir el compuesto intermedio
A31 (458 mg, 53 % de rendimiento) en forma de un sélido de color blanco.

Ejemplo A32

Preparacion del compuesto intermedio A32:

Se afadi6 terc-butoxido sdédico (0,329 g, 3,43 mmol) a una mezcla del compuesto intermedio A31 (0,41g,
1,143 mmol) en tolueno (8,7 ml). La mezcla se agit6 durante 5 min y a continuacion se afiadieron rac-BINAP
(0,213 g, 0,343 mmol) y Pdy(dba)s (105 mg, 0,114 mmol) en una atmdsfera de nitrogeno a temperatura ambiente. La
mezcla se lavdé abundantemente con nitrégeno durante unos pocos min y a continuacion se afiadié
benzofenonaimina (0,383 ml, 2,286 mmol) y la mezcla se agité a 100 °C durante 2 horas. Después de enfriar a
temperatura ambiente, la mezcla se diluyé con H,O y se extrajo con DCM. La fase organica se separd, se secO
(MgS0s), se filtro y los disolventes se evaporaron al vacio. El producto en bruto se purificé por cromatografia en
columna ultrarrapida (gel de silice; solucion 7 M de NH; en MeOH en DCM de 0/100 a 50/50). Las fracciones
deseadas se recogieron y los disolventes se evaporaron al vacio para producir un producto en bruto que se disolvié
en HCI (6 ml, 36 mmol, 6 M en alcohol isopropilico) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. Los
disolventes se evaporaron al vacio. A continuacion el residuo se recogié en DCM y alcohol isopropilico y se afiadié
NaHCOs; sélido y la mezcla se agito6 a temperatura ambiente durante 2 horas. Los sélidos se retiraron por filtracion y
el filtrado se evapor6 al vacio para producir el compuesto intermedio A32 (400 mg, 136 % de rendimiento) en forma
de un aceite pegajoso que se uso en la siguiente etapa de reaccion sin purificacion adicional.
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Ejemplo A33

Preparacion del compuesto intermedio A33:
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A una mezcla del compuesto intermedio A12 (7,5 g, 18,281 mmol) y 4-fluoro-1H-pirrol-2-carboxilato de metilo (2,9 g,
20,263 mmol) en MeCN (150 ml) se afiadié DBU (5,5 ml, 36,814 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla se agité
a 90 °C durante 16 horas. Después de un periodo de refrigeracion, el disolvente se evaporé en su mayor parte y el
residuo se disolvio en DCM y se lavé con HCI 0,5 M. La fase organica se separd, se seco (Na SOa), se filtré y se
concentré al vacio. El residuo se disolvi6 en DCM (100 ml) y se afiadi6 TFA (15 ml). La mezcla se agit6 a
temperatura ambiente durante 2 horas. Los disolventes se evaporaron al vacio. La mezcla se basificé con Na,COs3
sat. y se extrajo con DCM. La fase orgéanica se separd, se secd (NaSQu), se filtrd y el disolvente se evapord al
vacio. El producto en bruto se purificd por cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; MeOH en DCM de
0/100 a 1/99). Las fracciones deseadas se recogieron y se concentraron al vacio para producir el compuesto
intermedio A33 (4,78 g, 70 % de rendimiento) en forma de un sélido de color blanquecino.

Ejemplo A34

Preparacion del compuesto intermedio A34:

_\, NH I ] )

El compuesto intermedio 34 se preparé a partir del compuesto intermedio A33 en consonancia con el procedimiento
sintético que se ha descrito en el ejemplo A15. Cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; MeOH en DCM,
0/100 a 1/99) para producir el compuesto intermedio A34 en forma de un sélido de color blanquecino (4,3 g, 98 % de
rendimiento).

Ejemplo A35

Preparacion del compuesto intermedio A35:
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Se afladié pentasulfuro de fésforo (14 g, 63,021 mmol) a una solucién del compuesto intermedio A34 (4,3 g,
12,604 mmol) en THF (150 ml) y la mezcla se calenté a 70 °C durante 24 horas. La reaccion se filtr6 a través de
Celite y se lavd con THF. El filtrado se concentrd al vacio. El residuo se purificé por cromatografia en columna
ultrarrapida (gel de silice; DCM). Las fracciones deseadas se recogieron y se concentraron al vacio para producir el
compuesto intermedio A35 (3,65 g, 81 % de rendimiento) en forma de un sélido de color amarillo palido.

Ejemplo A36

Preparacion del compuesto intermedio A36:
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Se afiadio hidroperdéxido terc-butilo (70 %, 5,406 ml, 38 mmol) a una solucioén del compuesto intermedio 35 (1,350 g,
3,779 mmol) en NH3z 7 N en MeOH (40 ml). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 40 horas. El
disolvente se evapor6 parcialmente al vacio y el residuo se tratdé con DCM y se lavé con una solucién diluida de
Na.COs. La fase organica se separ0, se sec6 (Na;S0.), se filtrd y los disolventes se evaporaron al vacio. El producto
en bruto se purificd por cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; solucién 7 M de NHz en MeOH en DCM
de 0/100 a 2/98). Las fracciones deseadas se recogieron y se concentraron al vacio para proporcionar el compuesto
intermedio A36 (990 mg, 77 % de rendimiento) en forma de un sélido de color amarillo.

Ejemplo A37

Preparacion del compuesto intermedio A37:

Se afiadié tolueno (20 ml) a una mezcla del compuesto intermedio A36 (400 mg, 1,176 mmol), Pd,(dba)s (0,108 g,
0,118 mmol), BINAP (0,22 g, 0,353 mmol) y terc-butdéxido sdédico (0,203 g, 2,177 mmol) en una atmésfera de
nitrégeno a temperatura ambiente. La mezcla se lavé abundantemente con nitrégeno durante unos pocos min, a
continuacién se afiadié benzofenonaimina (0,359 ml, 2,352 mmol) y la mezcla se agité a 90 °C durante 16 horas.
Después de un periodo de refrigeracion, la mezcla se diluydé con H,O y se extrajo con DCM. La fase organica se
separd, se secod (Na;S0,), se filtrd y los disolventes se concentraron al vacio. El producto en bruto se purificé por
cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; NHz; 7 N en MeOH en DCM de 0/100 a 1/99 a 5/95). Las
fracciones deseadas se recogieron y se concentraron al vacio para producir el compuesto intermedio A37 (440 mg,
85 % de rendimiento) en forma de una espuma de color amarillo.

Ejemplo A38

Preparacion del compuesto intermedio A38:
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Se afiadié HCI (37 % en HO; 500 pl, 16,182 mmol) a una solucién del compuesto intermedio A37 (920 mg,
2,089 mmol) en isopropanol (20 ml). La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 20 min, a continuacién se
concentré al vacio y se redisolvio en 25 ml de isopropanol. A continuacion se afiadi6 NaHCOs y la mezcla se agité
durante 1 hora a temperatura ambiente. La mezcla se filtro y el filtrado se concentré al vacio. El producto se purificé
por cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; NHz 7 N en MeOH en DCM de 1/99 a 10/90). Las fracciones
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deseadas se recogieron y se concentraron al vacio para producir el compuesto intermedio A38 (470 mg, 81 % de
rendimiento) en forma de una espuma de color blanquecino.

Ejemplo A39

Preparacion del compuesto intermedio A39:
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Se afiadié gota a gota cloruro de oxalilo (5,175 ml, 61,16 mmol) a una solucién de DMSO (4,668 ml, 65,2 mmol) en
DCM (103 ml) a -78 °C en una atmésfera de nitrégeno. La mezcla se agitdé durante 15 min a -78 °C. A continuacion
se afadid éster de metilo de N-boc-trans-4-hidroxi-1-prolina (10 g, 40,77 mmol) y la mezcla resultante se agité
durante 2 horas a -40 °C. A continuacion se afiadié EtsN (17 ml, 122 mmol) y la mezcla se dejé calentar lentamente
a temperatura ambiente y se agité durante una noche. A continuacion, la mezcla se diluy6 con solucién al 10 % de
acido citrico y se extrajo con DCM. La fase organica se secé (Na:SOy), se filtré y se concentré al vacio para producir
el compuesto intermedio A39 (10 g) en forma de un aceite de color pardo. El producto en bruto se usé en la siguiente
etapa sin purificacion adicional.

Ejemplo A40

Preparacion del compuesto intermedio A40:

Se afiadio (trifluorometil)trimetilsilano (8,768 g, 61,663 mmol) a una solucidn del compuesto intermedio A39 (10 g) en
THF (114 ml) a 0 °C, seguido de la adicién de TBAF (1 M en THF, 2,47 ml, 247 mmol). La mezcla de reaccién se
dejo calentar a temperatura ambiente y se agité durante 18 horas. La mezcla se inactivd con NH4Cl sat. ac. La
mezcla se agité durante 15 min, a continuacién se afadié TBAF (1 M en THF, 5 ml, 5 mmol) y la mezcla se agit6é
durante 30 min. La fase organica se separd y la fase ac. se extrajo con Et;O. Las fases organicas combinadas se
lavaron con H,O y solucién de salmuera, a continuacion se secaron sobre Na,;SOy4, se filtraron y se concentraron al
vacio. El producto en bruto se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; heptano en AcOEt de
0/100 a 90/10). Las fracciones deseadas se recogieron y se concentraron al vacio para producir el compuesto
intermedio A40 (7,8 g, 61 % de rendimiento).

Ejemplo A41

Preparacion del compuesto intermedio A41:
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Se afadi6 cloruro de tionilo (14,352 ml, 196,633 mmol) al compuesto intermedio A40 (7,7 g, 24,579 mmol) en piridina
(188 ml). La mezcla se agité a 80 °C en una atmdsfera de nitrogeno durante 1 hora. La mezcla se inactivd con H20,
y a continuacion se extrajo con Et;0. La fase organica se lavé con HCI 1 M, solucién sat. de NaHCOs3, se sec6 sobre
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Na,S0s, se filtrd y se concentrd al vacio. El producto en bruto se purificéd por cromatografia en columna ultrarrapida
(gel de silice; heptano en AcOEt de 0/100 a 80/20). Las fracciones deseadas se recogieron y se concentraron al
vacio para producir el compuesto intermedio A41 (4,6 g, 63 % de rendimiento) en forma de un aceite de color

amarillo.
5
Ejemplo A42
Preparacion del compuesto intermedio A42:
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Se afiadié6 DDQ (16,607 g, 73,16 mmol) al compuesto intermedio A41 (7,2 g, 24,385 mmol) en dioxano (45 ml). La
mezcla se agité a 85 °C durante 104 horas. La mezcla se retir6 por filtracion y el filtrado se concentré al vacio. El
residuo se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; DCM en heptano 40/60). Las fracciones

15 deseadas se recogieron y se concentraron al vacio para producir el compuesto intermedio A42 (4 g, 85 % de
rendimiento) en forma de una pasta de color pardusco.

Ejemplo A43

20 Preparacion del compuesto intermedio A43:

Se afiadi6 DBU (2,85 ml, 19 mmol) a una mezcla del compuesto intermedio Al2 (6,07 g, 14,84 mmol) y el

25 compuesto intermedio A42 (2 g, 10,356 mmol) en MeCN (40 ml). A continuacién, la mezcla se calenté a 90 °C
durante 18 horas. La reaccion se diluydé con DCM y se lavé con una solucion 1 N de HCI. La fase organica se
separd, se secod (NaS0.), se filtrd y el disolvente se evapord al vacio. El producto se purificé por cromatografia en
columna ultrarrapida (gel de silice; DCM). Las fracciones deseadas se recogieron y se concentraron al vacio para
producir el compuesto intermedio A43 en forma de un sélido pegajoso (4,6 g, 59 % de rendimiento).

30
Ejemplo A44
Preparacion del compuesto intermedio A44:
F.C,
[ N
S /N -
'I,_ Rlll o
e N
Y
F/--&'.-_F;_'_‘J'l
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El compuesto intermedio A44 se preparé a partir del compuesto intermedio A43 de acuerdo con los procedimientos
sintéticos que se han descrito en los ejemplos A20-A23. El compuesto se us6 en bruto para la reaccién posterior y
se supone que el rendimiento es cuantitativo.

Ejemplo A45

Preparacion del compuesto intermedio A45:

Rl
AN

;* /\, Br
F/_K:;:J

La reaccion se preparo en tres lotes. Se informa la cantidad total de material.

Se afadié NHs; (2 M en EtOH, 47 ml, 94 mmol) al compuesto intermedio A44 (2,3 g, 5,46 mmol) y NH4ClI (2,315 g,
43,7 mmol). La mezcla se calentd con irradiacion de microondas a 170 °C durante 45 min, a continuacion se
concentré al vacio. Se afiadieron otros 45 ml de NHs (2 M en EtOH) y la mezcla se calenté con irradiacion de
microondas a 170 °C durante 45 min. La mezcla se filtr6 y se concentr6 al vacio. El producto en bruto se purificé por
cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; MeOH en DCM de 0/100 a 3/97). Las fracciones deseadas se
recogieron y se concentraron al vacio para producir el compuesto intermedio A45 (2,1 g, 99 % de rendimiento).

HoN

El compuesto intermedio A46 se prepard de acuerdo con los procedimientos sintéticos que se han descrito en los
ejemplos A37-A38:

Ejemplo A46

Preparacion del compuesto intermedio A46:

.
."T"\;- NH,

\;__

- L1
- Y
!
i
-
Preparado a partir del compuesto intermedio A45. EI compuesto precipitd de la mezcla de reaccién en bruto usando

DCM (89 % de rendimiento).

El compuesto intermedio A47 se preparé de acuerdo con el procedimiento sintético que se ha descrito en los
ejemplos A9-A11:

Ejemplo A47

Preparacion del compuesto intermedio A47:

Preparado a partir de acido carbamico, N-[1-(5-bromo-2-fluorofenil)-2,2-difluoro-1-(hidroximetil)etil]-, 1,1-dimetiletil
éster. El producto en bruto se trituré con heptano y se filtré. El sélido de color gris se disolvié en DCM y se purificd
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por cromatografia en columna (gel de silice; DCM). Las fracciones deseadas se recogieron y se concentraron al
vacio para producir el compuesto intermedio A47 (78 % de rendimiento) en forma de un soélido de color blanco.

Ejemplo A48

Preparacion del compuesto intermedio A48:

Se afiadié NaH (dispersién al 60 % en aceite mineral, 269 mg, 6,723 mmol) a una mezcla de 2-pirrolcarboxilato de
metilo (841 mg, 6,723 mmol) en DMF (20 ml) a 0 °C en una atmésfera de nitrdgeno. A continuacion, la mezcla se
agitdé durante 10 min a 0°C y a continuacion se afiadi6 una solucion del compuesto intermedio A47 (2 g,
4,482 mmol) en DMF (10 ml) y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 20 horas. La reaccion se
interrumpié con NH4Cl sat. y se extrajo con AcOEt. La fase organica se separd, se secd (MgSQ.), se filtrd y el
disolvente se evapor6 al vacio para producir el compuesto intermedio A48 (2,2 g, 100 % de rendimiento) en forma de
un aceite, que se us6 en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

El compuesto intermedio A49 se prepard de acuerdo con el procedimiento sintético que se ha descrito en el ejemplo
A20:

Ejemplo A49

Preparacion del compuesto intermedio A49:

O\.\_ s
P
=
b N
_A—CHF3
at

Br/

Preparado a partir del compuesto intermedio A48. Cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; AcOEt en
heptano de 0/100 a 15/85) para producir el compuesto intermedio A49 (100 % de rendimiento).

Ejemplo A50

Preparacion del compuesto intermedio A50:
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Se afiadié trimetilaluminio (2 M en tolueno; 4,47 ml, 8,9 mmol) a una mezcla agitada del compuesto intermedio A49
(1,75 g, 4,47 mmol) en THF (20 ml) a 0 °C en un tubo cerrado herméticamente. La mezcla se agité a 100 °C durante
2 horas. La mezcla se enfri6 a temperatura ambiente, se verti6 en un matraz, se enfrio a 0 °C y se inactivé con
decahidrato de sulfato sodico. La mezcla se agité durante 15 min, a continuaciéon se filtré y los filtrados se
evaporaron al vacio para producir el compuesto intermedio A49 (1,657 g, 103 % de rendimiento) en forma de un
sélido, que se uso en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

El compuesto intermedio A51 se prepard de acuerdo con el procedimiento sintético que se ha descrito en el ejemplo
Al6:

Ejemplo A51

Preparacion del compuesto intermedio A51:

; |- CHF,
NN F
° > )

B e

Preparado a partir del compuesto intermedio 50. Cromatografia en columna ultrarrdpida (gel de silice; MeOH en
DCM de 0/100 a 05/95) para producir el compuesto intermedio A51 (52 % de rendimiento) en forma de un sélido de
color amarillo palido.

Ejemplo A52

Preparacion del compuesto intermedio A52:

8 \_cHF,
H2N h N>H‘T\F
|

Bl/l ad

Se afiadi6 solucion ac. de NHs (7 ml) a una solucién del compuesto intermedio A51 (700 mg, 1,866 mmol) en NH3 7
N en MeOH (7 ml) y la mezcla se calentdé a 90°C en un tubo cerrado herméticamente durante 21 horas. A
continuacion el disolvente se evaporé y se afiadieron mas NHs ac. y NH3 7 N en MeOH. La mezcla se agité a 90 °C
durante 24 horas. El disolvente se evaporo al vacio. El producto en bruto se purificé por cromatografia en columna
ultrarrapida (gel de silice; MeOH en DCM de 0/100 a 03/97). Las fracciones deseadas se recogieron y se
concentraron al vacio para producir el compuesto intermedio A52 (464 mg, 69 % de rendimiento).

El compuesto intermedio A53 se preparé de acuerdo con el procedimiento sintético que se ha descrito en los
ejemplos A37-A38:

Ejemplo A53

Preparacion del compuesto intermedio A53:
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Preparado a partir del compuesto intermedio A52. Cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; NH3 7 N en
MeOH en DCM de 0/100 a 10/90). Las fracciones deseadas se recogieron y se concentraron al vacio para producir
el compuesto intermedio A53 (69 % de rendimiento).

Ejemplo A54

Preparacion del compuesto intermedio A54:

-~ —OH
N .. . Br

0\
__/ON
-

9

Se afiadié una gota de AcOH a una solucién agitada de 2-amino-2-(5-bromo-2-fluorofenil)-1,3-propanodiol (4,2 g,
15,9 mmol) y ortopropionato de trietilo (3,52 ml, 17,5 mmol) en DCE (80 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se
calentdé a 80 °C durante 90 min, y a continuacion se tratd con Na;COjs ac. sat. y se extrajo con DCM. La fase
organica se separd, se secé (MgSQ0.), se filtré y el disolvente se evaporé al vacio para proporcionar un aceite
(4,63 g), que se uso en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Ejemplo A55

Preparacion del compuesto intermedio A55:

Se afiadié NaH (dispersion al 60 % en aceite mineral, 735 mg, 18,4 mmol) a una solucién del compuesto intermedio
A54 (4,63 g, 15,3 mmol) en DMF (40 ml) a 0 °C en una atmdsfera de nitrégeno. La mezcla se agité durante 10 min a
0 °C, y a continuacion se afiadié yoduro de metilo (1,91 ml, 30,65 mmol). La mezcla se agité a temperatura ambiente
durante 90 min, a continuacién se inactivd con NH4Cl ac. sat. y se extrajo con heptano. La fase organica se separo,
se seco (MgSO0.), se filtrd y el disolvente se evaporé al vacio para producir el compuesto intermedio A55 en forma de
un aceite (4,73 g), que se uso en la siguiente etapa sin purificacién adicional.

Ejemplo A56

Preparacion del compuesto intermedio A56:

7
o™ 2 e
NHa[ ]
Sl

Una solucion del compuesto intermedio A55 (4,95 g, 15,7 mmol) en HCI (6 M en H0, 40 ml) se calenté a 100 °C
durante 1 hora. El disolvente se evaporé a continuacidn para obtener el compuesto intermedio A56 en forma de un
aceite (4,3 g), que se uso en la siguiente etapa sin purificacién adicional.

El compuesto intermedio A57 se prepard de acuerdo con los procedimientos sintéticos que se han descrito en los
ejemplos A9-A11, A43, A20, A50, A35, A36:

Ejemplo A57

Preparacion del compuesto intermedio A57:
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Preparado a partir del compuesto intermedio A56. Cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; NHz 7 N en
MeOH en DCM de 0/100 a 5/95) para producir el compuesto intermedio A57 (68 % de rendimiento).

Ejemplo A58

Preparacion del compuesto intermedio A58:

F3Co ™\ Q/ F
TN 1
NN ]

H-N "T
NH,

Se afiadié yoduro de cobre (84 mg, 0,41 mmol) a una suspension del compuesto intermedio A57 (617 mg,
1,47 mmol), azida sddica (242 mg, 3,67 mmol), N,N’-dimetiletilendiamina (142 pl, 1,32 mmol) y Na,COs3 (447 mg,
4,41 mmol) en DMSO (13 ml) y la reaccién se desgasificd. La mezcla se calenté a 110 °C durante 25 horas, a
continuacion se inactivd con HCI 1 My la fase acuosa se basificé con NH4OH y se extrajo con AcOEt (3 x). Las fases
organicas combinadas se secaron (MgSQ.), se filtraron y se concentraron. El producto en bruto se purificé por
cromatografia en columna ultrarrapida (silice; solucién 7 N de NH; en MeOH en DCM de 0/100 a 5/95). Las
fracciones deseadas se recogieron y se concentraron al vacio para producir el compuesto intermedio A58 (480 mg,
92 % de rendimiento).

Preparacion de los compuestos finales

Ejemplo B1

Preparacion del compuesto 1: rac-3-metil-3-(3-pirimidin-5-il-fenil)-3,4-dihidro-pirrolo[1,2-a]pirazin-1-ilamina

. sal de trifluoroacetato

Se afiadié Pd(PPhs)s (57 mg, 0,049 mmol) a una suspensién agitada del compuesto intermedio A18 (300 mg,
0,99 mmol), acido pirimidina-5-borénico (367 mg, 2,96 mmol) y K.CO3 (409 mg, 2,96 mmol) en una mezcla de 1,4-
dioxano (4 ml) y EtOH (0,4 ml) en un tubo cerrado herméticamente. La mezcla se calenté a 150 °C durante 30 min
con irradiacién de microondas. Después de enfriar a temperatura ambiente, la mezcla se diluy6 con H,O y se extrajo
con DCM. La fase organica se separd, se secO (MgSQ.), se filtr6 y los disolventes se evaporaron al vacio. El
producto en bruto se purificé por cromatografia en columna corta (gel de silice; solucién 7 M de NH3z en MeOH/DCM
de 0/100 a 3/97). Las fracciones deseadas se recogieron y se concentraron al vacio para obtener un sélido que se
trituré con Et;0, se sonicd, se filtrd y se secé al vacio a 50 °C para producir un sélido que se purificé adicionalmente
por HPLC de fase inversa (gradiente de 80 % de una soluciéon de TFA al 0,1 % en H,0, 20 % de MeCN a 0 % de una
solucién de TFA al 0,1 % en H,0, 100 % de MeCN) para producir el compuesto 1 (90,3 mg, 22 % de rendimiento) en
forma de un solido. RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,74 (s, 3 H), 4,40 (d, J = 13,6 Hz, 1 H), 5,03 (d, J = 13,4
Hz, 1 H), 6,26 (dd,J=4,2,2,5Hz, 1 H), 7,19 (dd, J=4,2, 1,4 Hz, 1 H), 7,31 (t, J=1,6 Hz, 1 H), 7,45 (d a, J = 8,1 Hz,
1H),754(tJ=79Hz,1H),7,75(da, J=79Hz, 1H),791(sa, 1H), 8,38 (sa,1H) 9,16 (s, 2 H), 9,21 (s a, 1 H),
9,22 (s, 1 H), 10,23 (s a, 1 H).
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Ejemplo B2

Preparacion del compuesto 2: rac-3-(3',5'-dicloro-bifenil-3-il)-3-metil-3,4-dihidro-pirrolo[1,2-a]pirazin-1-ilamina

Se afiadi6 Pd(PPhs)s (30,4 mg, 0,026 mmol) a una suspensién agitada del compuesto intermedio A18 (160 mg,
0,526 mmol), acido 2,3-diclorofenil-borénico (120,4 mg, 0,631 mmol) y K>CO3 (218 mg, 1,58 mmol) en una mezcla
de 1,4-dioxano (4 ml) y EtOH (0,4 ml) en un tubo cerrado herméticamente. La mezcla se calenté a 60 °C durante 18
horas. Después de enfriar a temperatura ambiente, la mezcla se diluydé con H>O y NH4ClI (solucién ac. sat.) y se
extrajo con DCM. La fase organica se separd, se sec6d (Na>SO.), se filtrd y los disolventes se evaporaron al vacio. El
producto en bruto se purificd por cromatografia en columna corta (MeOH en DCM de 0/100 a 3/97). Las fracciones
deseadas se recogieron y se concentraron al vacio para obtener un solido que se trituré con DIPE, se filtro y se seco
al vacio a 50 °C para producir el compuesto 2 (136 mg, 70 % de rendimiento) en forma de un s6lido. RMN 'H (500
MHz, CDCls) & ppm 1,56 (s, 3 H), 4,11 (s a, 2 H), 4,05 (d, J = 12,4 Hz, 1 H), 4,10 (d, J = 12,7 Hz, 1 H), 6,18 (dd, J =
3,8, 2,6 Hz, 1 H), 6,43 (dd, J = 3,8, 1,4 Hz, 1 H), 6,75 (dd, J = 2,3, 1,4 Hz, 1 H), 7,32 (t, J = 1,7 Hz, 1 H), 7,36 - 7,42
(m, 2 H), 7,43 (d, J = 1,7 Hz, 2 H), 7,53 (dt, J = 6,9, 1,9 Hz, 1 H), 7,65 - 7,71 (m, 1 H).

Ejemplo B3

Preparacion del compuesto 3: [3-(1-amino-3-metil-3,4-dihidro-pirrolo[1,2-a]pirazin-3-il)-fenil]-amida del acido rac-5-
cloro-piridina-2-carboxilico

T PR

HoN -

ZI

Se afadiéo NH4Cl (94 mg, 1,75 mmol) a una suspension del compuesto intermedio A26 (180 mg, 0,44 mmol) en una
solucion 2 M de NHz en EtOH (8,23 ml) y la mezcla se calenté a 80 °C durante 6 dias. El disolvente se evaporo6 al
vacio y el residuo se suspendié en DCM y se lavé con H,O0. La fase organica se separd, se sec6 (MgSO.), se filtré y
los disolventes se evaporaron al vacio. El producto se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida (gel de
silice; solucién 7 M de NH; en MeOH/DCM de 0/100 a 10/90). Las fracciones deseadas se recogieron y los
disolventes se evaporaron al vacio para producir el compuesto 3 (28 mg, 17 % de rendimiento) en forma de un soélido
de color blanco. RMN *H (500 MHz, CDCl3) & ppm 1,56 (s, 3 H), 2,96 (s a, 2 H), 4,06 (d, J = 12,7 Hz, 1 H), 4,14 (d, J
=13,3 Hz, 1 H), 6,17 (dd, J = 3,8, 2,6 Hz, 1 H), 6,46 (dd, J = 3,8, 1,2 Hz, 1 H), 6,75 (dd, J = 2,3, 1,4 Hz, 1 H), 7,30 (d
a,J=78Hz,1H),735(t J=81Hz,1H),768-773(m,1H),7,88(dd,J=8,4,23Hz,1H),791(t J=17Hz1
H), 8,25 (d, J = 8,4 Hz, 1 H), 8,57 (d, J =2,0 Hz, 1 H), 9,86 (s a, 1 H).

Ejemplo B4

Preparacion del compuesto 4: [3-(1-amino-3-metil-3,4-dihidro-pirrolo[1,2-a]pirazin-3-il)-fenil]-amida del acido rac-5-
metoxi-pirazina-2-carboxilico

.\\_ :,N y e N A
TN N
H,N

o=

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2534973 T3

Se afiadié acido 5-metoxi-pirazina-2-carboxilico (56,4 mg, 0,36 mmol) a una solucién de cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-
1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (111 mg, 0,4 mmol) en MeOH (4 ml). La mezcla se agitd a temperatura ambiente
durante 5 min. A continuacion, la mezcla se enfrié a 0 °C y se afiadié una solucion del compuesto intermedio A25
(80 mg, 0,33 mmol) en MeOH (2 ml). La mezcla se calenté a temperatura ambiente y se agit6 durante 3 horas. La
mezcla se traté con una solucion sat. de Na,COs y H,O y se extrajo con DCM. La fase organica se separd, se seco
(NazS0.), se filtro y los disolventes se evaporaron al vacio. El producto en bruto se trituré con Et,O y a continuacién
se purificd por cromatografia en columna ultrarrdpida (gel de silice; AcOEt en heptano 50/50). Las fracciones
deseadas se recogieron y los disolventes se evaporaron al vacio para producir el compuesto 4 (65 mg, 52 % de
rendimiento) en forma de un sélido de color blanco. RMN 'H (500 MHz, DMSO-dg) 6 ppm 1,36 (s, 3 H), 4,03 (s, 3 H),
3,99 - 4,11 (m, 2 H), 6,06 (s a, 2 H), 6,02 (dd, J = 3,5, 2,6 Hz, 1 H), 6,52 (dd, J = 3,5, 1,2 Hz, 1 H), 6,87 (t, J = 1,7 Hz,
1H),726((tJ=78Hz 1H),7,28-733(m,1H),7,72(dt,J=7,5,1,7Hz 1H), 8,02 (sa, 1H),8,43(d, J=1,2Hz,
1H),8,90(d,J=1,2Hz, 1H),10,33(sa, 1H).

Ejemplo B5

Preparacion del compuesto 5: [3-(1-amino-3-metil-3,4-dihidro-pirrolo[1,2-a]pirazin-3-il)-4-fluoro-fenil]-amida del acido
(R)-5-cloro-piridina-2-carboxilico

Se afadié acido 5-cloro-piridina-2-carboxilico (122 mg, 0,774 mmol) a una solucién de cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-
1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (214 mg, 0,774 mmol) en MeOH (4 ml). La mezcla se agitd a temperatura
ambiente durante 5 min. A continuacion, la mezcla se enfri6 a 0°C y se afiadid una solucién del compuesto
intermedio A32 (200 mg, 0,774 mmol) en MeOH (3 ml). La mezcla se calent6 a temperatura ambiente y se agito
durante 90 min. La mezcla se concentré al vacio en un bafio frio, y a continuacion se traté con una solucién sat. de
Na,COs y H20 y se extrajo con DCM. La fase organica se separd, se secd (MgSQ.), se filtrd y los disolventes se
evaporaron al vacio. El producto en bruto se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; NHz 7
N en MeOH en DCM de 0/100 a 2/98). Las fracciones deseadas se recogieron y los disolventes se evaporaron al
vacio para producir un residuo que se trlturo con Et,0 para producir el compuesto 5 (65 mg, 21 % de rendimiento) en
forma de un solido de color blanco. RMN *H (500 MHz, CDCI3) & ppm 1,56 (s, 3 H), 4,20 (d a, J = 12,7 Hz, 1 H), 4,28
(da,J=12,4Hz, 1 H), 4,59 (sa, 2H), 6,16 (dd, J=3,5,2,6 Hz, 1 H), 6,43 (da, J = 2,6 Hz, 1 H), 6,74 - 6,78 (m, 1 H),
7,06 (dd,J=11,7,8,8 Hz, 1 H), 7,79 (dd, J = 6,9, 2,6 Hz, 1 H), 7,87 (dd, J = 8,4, 2,3 Hz, 1 H), 8,02 (ddd, J = 9,0, 4,0,
3,2 Hz, 1 H), 8,23 (d, J=8,4 Hz, 1 H), 8,56 (d,J=2,0Hz, 1 H), 9,82 (s &, 1 H).

Ejemplo B6

Preparacion del compuesto 6: [3-(1-amino-3-metil-3,4-dihidro-pirrolo[1,2-a]pirazin-3-il)-4-fluoro-fenil]-amida del acido
(R)-5-ciano-piridina-2-carboxilico

Se afiadio acido 5-ciano-piridina-2-carboxilico (115 mg, 0,774 mmol) a una solucién de cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-
1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (214 mg, 0,774 mmol) en MeOH. La mezcla se agitdé a temperatura ambiente
durante 5 min. A continuacion, la mezcla se enfrié a 0 °C y se afadié una solucién del compuesto intermedio A32
(200 mg, 0,774 mmol) en MeOH (cantidad total de 4 ml de MeOH). La mezcla se calentd a temperatura ambiente y
se agité durante 3 horas. La mezcla se concentré al vacio en un bafio frio, y a continuacion se traté con una solucion
sat. de Na;COj3 y H,0O y se extrajo con DCM. La fase organica se separo, se sec6 (MgSO.), se filtré y los disolventes
se evaporaron al vacio. El producto en bruto se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; NH3
7 N en MeOH en DCM de 0/100 a 2/98). Las fracciones deseadas se recogieron y los disolventes se evaporaron al
vacio para producir un residuo que se triturd con Et,O para producir el compuesto 7 (110 mg, 37 % de rendimiento)
en forma de un sélido de color blanco. RMN 'H (500 MHz, CDCl3) 6 ppm 1,57 (s, 3H), 4,21 (d a, J =12,1 Hz, 1 H),
4,28 (d a, J =12,7 Hz, 1 H), 4,37 (s a, 1 H), 6,16 (dd, J = 3,8, 2,6 Hz, 1 H), 6,43 (dd, J = 3,8, 1,2 Hz, 1 H), 6,77 (dd, J
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=25, 1,3 Hz, 1 H), 7,08 (dd, J = 11,7, 8,8 Hz, 1 H), 7,83 (dd, J = 6,9, 2,9 Hz, 1H), 8,01 (ddd, J = 8,7, 4,0, 2,9 Hz, 1
H), 8,18 (dd, J = 8,1, 2,0 Hz, 1 H), 8,40 (dd, J = 8,1, 0,6 Hz, 1 H), 8,85 (d a, J = 1,2 Hz, 1 H), 9,85 (s a, 1 H).

Ejemplo B7

Preparacion del compuesto 7: [3-(1-amino-7-fluoro-3-metil-3,4-dihidro-pirrolo[1,2-a]pirazin-3-il)-4-fluoro-fenil]-amida
del acido (R)-5-fluoro-piridina-2-carboxilico

Se afiadio acido 5-fluoro-piridina-2-carboxilico (123 mg, 0,869 mmol) a una solucién de cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-
1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (240 mg, 0,869 mmol) en MeOH (4 ml). La mezcla se agitd6 a temperatura
ambiente durante 5 min. A continuacion, la mezcla se enfri6 a 0°C y se afiadid una solucién del compuesto
intermedio A38 (200 mg, 0,724 mmol) en MeOH (2 ml). La mezcla se calenté a temperatura ambiente y se agito
durante 2 horas. La mezcla se traté con una solucion sat. de Na,COs y H>O y se extrajo con DCM. La fase orgéanica
se separo, se seco (NapSO.), se filtrd y los disolventes se evaporaron al vacio. El producto en bruto se purifico por
cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; NHz; 7 N en MeOH en DCM de 0/100 a 4/96). Las fracciones
deseadas se recogieron y los disolventes se evaporaron al vacio para producir un residuo que se triturd con heptano
para producir el compuesto 8 (196 mg, 68 % de rendimiento) en forma de un sélido de color blanco. RMN N (400
MHz, DMSO-ds) & ppm 1,41 (s, 3 H), 3,98 (d a, J = 12,7 Hz, 1 H), 4,10 (d a, J = 12,5 Hz, 1 H), 6,16 (s a, 2 H), 6,41
(d, J=1,6 Hz, 1 H), 6,94 (dd, J = 3,4, 2,0 Hz, 1 H), 7,16 (dd, J = 12,0, 8,8 Hz, 1 H), 7,75 (ddd, J = 8,8, 4,2, 2,8 Hz, 1
H), 7,97 (td, J = 8,7, 2,8 Hz, 1 H), 8,11 (dd, J = 7,5, 2,7 Hz, 1 H), 8,21 (dd, J = 8,8, 4,6 Hz, 1 H), 8,73 (d,J=2,8 Hz, 1
H), 10,51 (s a, 1 H).

Ejemplo B8

Preparacion del compuesto 8: [3-(1-amino-7-fluoro-3-metil-3,4-dihidro-pirrolo[1,2-a]pirazin-3-il)-4-fluoro-fenil]-amida
del acido (R)-5-metoxi-pirazina-2-carboxilico

Se afadid acido 5-metoxi-pirazina-2-carboxilico (134 mg, 0,869 mmol) a una solucién de cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-
1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (240 mg, 0,869 mmol) en MeOH (4 ml). La mezcla se agitd a temperatura
ambiente durante 5 min. A continuacion, la mezcla se enfri6 a 0°C y se afiadid una solucién del compuesto
intermedio A38 (200 mg, 0,724 mmol) en MeOH (2 ml). La mezcla se calent6 a temperatura ambiente y se agitd
durante 2 horas. La mezcla se tratd con una solucion sat. de Na,CO3 y H>O y se extrajo con DCM. La fase organica
se separg, se sectd (NaxSO.), se filtré y los disolventes se evaporaron al vacio. El producto en bruto se purifico por
cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; NHz; 7 N en MeOH en DCM de 0/100 a 4/96). Las fracciones
deseadas se recogieron y los disolventes se evaporaron al vacio para producir un residuo que se trituré con heptano
para producir el compuesto 8 (213 mg, 71 % de rendimiento) en forma de un sélido de color blanco. RMN 'H (400
MHz, DMSO-dg) & ppm 1,41 (s, 3 H), 3,97 (d a, J = 12,9 Hz, 1 H), 4,02 (s, 3 H), 4,09 (d a, J = 12,5 Hz, 1 H), 6,12 (s
a, 2 H), 6,40 (d, J =1,8 Hz, 1 H), 6,93 (dd, J = 3,2, 1,8 Hz, 1 H), 7,15 (dd, J = 12,0, 8,8 Hz, 1 H), 7,72 (ddd, J = 8,8,
4,2,3,0Hz, 1 H), 8,12 (dd, J = 7,4, 2,8 Hz, 1H), 8,41 (d,J = 1,4 Hz, 1 H), 8,87 (d, J = 1,2 Hz, 1 H), 10,40 (s a, 1H).

Ejemplo B9

Preparacion del compuesto 9: [3-(1-amino-3-metil-7-trifluorometil-3,4-dihidro-pirrolo[1,2-a]pirazin-3-il)-4-fluoro-fenil]-
amida del acido (R)-5-ciano-piridina-2-carboxilico
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Se afiadié acido 5-ciano-piridina-2-carboxilico (82 mg, 0,551 mmol) a una solucién de cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-
1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (168 mg, 0,606 mmol) en MeOH (3 ml). La mezcla se agitd a temperatura
ambiente durante 5 min. A continuacion, la mezcla se enfri6 a 0°C y se afiadid una solucién del compuesto
intermedio A46 (200 mg, 0,551 mmol) en MeOH (2 ml). La mezcla se calent6 a temperatura ambiente y se agitd
durante 18 horas. La mezcla se concentré al vacio en un bafio frio, y a continuacién se traté con solucién sat. de
Na,COs3 y se extrajo con DCM. La fase organica se separo, se seco (NaxSO.), se filtrdé y se concentré al vacio.

El producto en bruto se purificéd por cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; MeOH en DCM de 0/100 a
4/96). Las fracciones deseadas se recogieron y el disolvente se evaporé al vacio. El compuesto se trituré con Et,O
para producir una mezcla que se purific6 nuevamente por cromatografia en columna ultrarrdpida (gel de silice;
MeOH en DCM de 0/100 a 4/96). Las fracciones deseadas se recogieron y el disolvente se evaporé al vacio para
producir una fraccion impura, que se purificé por HPLC RP en (C18 Sunfire 30 x 100 5um). Fase movil (gradiente de
80 % de una solucion de TFA al 0,1 % en H.O, 20 % de MeCN a 0 % de una solucion de TFA al 0,1 % en HO,
100 % de MeCN) para producir el compuesto 9 (121,3 mg, 39 % de rendimiento) en forma de un sélido de color
blanco. RMN "H (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,79 (s, 3 H), 4,50 (d a, J = 13,6 Hz, 1 H), 4,92 (d a, J = 13,3 Hz, 1 H),
7,31 (dd, J = 11,8, 8,7 Hz, 1 H), 7,51 (s a, 1 H), 7,86 - 7,93 (m, 2 H), 7,95 (s a, 1 H), 8,25 (d, J = 8,1 Hz, 1 H), 8,58
(dd, 3=8,4,2,0Hz, 1 H), 8,87 (sa, 1 H),9,20 (d,J=1,2Hz 1H),9,55(sa, 1H), 10,67 (sa, 1H), 10,99 (sa, 1 H).

Ejemplo B10

Preparacion del compuesto 10: [3-(1-amino-3-metil-7-trifluorometil-3,4-dihidro-pirrolo[1,2-a]pirazin-3-il)-4-fluorofenil]-
amida del acido (R)-1-difluorometil-1H-pirazol-3-carboxilico

F
N--F

,,':\\ ~-N
FiC-.. H "ﬂ Pt

_\;: Ny ]CT)

Se afiadié acido 1-difluorometil-1H-pirazol-3-carboxilico (31 mg, 0,193 mmol) a una solucién de cloruro de 4-(4,6-
dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (59 mg, 0,212 mmol) en MeOH (3 ml). La mezcla se agit6é durante 5 min a
temperatura ambiente. La mezcla se enfri6 a 0 °C y se afiadié el compuesto intermedio A46 (70 mg, 0,193 mmol,
tratado previamente con NH; en MeOH para generar la base libre) en MeOH (2 ml). A continuacion, la mezcla se
agito a temperatura ambiente durante 18 horas.

La mezcla se concentrd al vacio en un bafio frio, y a continuacion se tratdé con solucion sat. de Na,COs3 y se extrajo
con DCM. La fase organica se separ0, se secé (Na,SO.), se filtré y se concentré al vacio. El producto en bruto se
purificé por cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; MeOH en DCM de 0/100 a 4/96). Las fracciones
deseadas se recogieron y el disolvente se evapord al vacio. El compuesto se triturd con Et,O, para producir el
compuesto 10 (56 mg, 62 % de rendimiento) en forma de un sélido de color blanco. RMN 'y (500 MHz, DMSO-ds) &
ppm 1,40 (s, 3H),4,13(da,J=13,0Hz,1H),429(da,J=12,7Hz,1H),6,25(sa, 2H),6,87 (sa, 1 H),7,01(d,J
=2,3Hz, 1 H), 7,16 (dd, J = 11,8, 9,0 Hz, 1 H), 7,59 (s a, 1 H), 7,63 -7,69 (m, 1 H), 7,92 (t, J = 58,7 Hz, 1 H), 8,05 -
8,10 (m, 1 H), 8,41 (d, J = 2,3 Hz, 1 H), 10,34 (s, 1 H).

Ejemplo B11

Preparacion del compuesto 11: [3-(1-amino-3-difluorometil-3,4-dihidro-pirrolo[1,2-a]pirazin-3-il)-4-fluoro-fenil]-amida
del acido rac-5-metoxi-piridina-2-carboxilico, el compuesto 12: [3-(1-amino-3-difluorometil-3,4-dihidro-pirrolo[1,2-
a]pirazin-3-il)-4-fluoro-fenil]-amida del acido (R*)-5-metoxi-piridina-2-carboxilico y el compuesto 13: [3-(1-amino-3-
difluorometil-3,4-dihidro-pirrolo[1,2-a]pirazin-3-il)-4-fluoro-fenil]-amida del acido (S*)-5-metoxi-piridina-2-carboxilico
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Se afadié acido 5-metoxi-pirazina-2-carboxilico (130 mg, 0,841 mmol) a una mezcla de cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-
1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (233 mg, 0,841 mmol) en MeOH (4 ml). La mezcla se agité durante 5 min a
temperatura ambiente, a continuacién se enfri6 a 0°C y se afiadi6 el compuesto intermedio A53 (225 mg,
0,765 mmol) en MeOH (4 ml). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 16 horas, a continuacion se traté
con NapCOgs sat. y se agité durante unos pocos min. El disolvente se concentrd, se afiadio H,O y se extrajo con una
mezcla de DCM/MeOH (9:1). La fase organica se separ6, se secod (MgSQ,), se filtré y se concentré al vacio. El
producto en bruto se tritur6 con DCM vy se filtré para obtener un primer lote del compuesto 11. Los filtrados se
evaporaron y se purificaron por cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice; MeOH en DCM de 0/100 a
7/93). Las fracciones deseadas se recogieron y los disolventes se evaporaron al vacio para producir un segundo lote
del compuesto 11, que se combind con el previo. El compuesto racémico se purificd por SFC quiral en CHIRALCEL
(OD-H 5 pum, 250 x 20 mm). Fase mévil (60 % de CO2, 40 % de EtOH), para producir el compuesto 12 (57 mg, 17 %
de rendimiento). RMN 'y (500 MHz, DMSO-dg) & ppm 4,02 (s, 3 H) 4,28 (da, J=13,0Hz, 1 H) 4,61 (da, J =130
Hz, 1 H) 6,01 (dd, J = 3,3, 2,7 Hz, 1 H) 6,16 (t, J = 55,5 Hz, 1 H) 6,40 (sa, 2 H) 6,53 (d,J=2,6 HzZ, 1L H) 6,98 (s a, 1
H) 7,41 - 7,29 (m, 1 H) 7,73-7,78 (m, 1 H) 8,11 (dd, J=7,1, 2,7 Hz, 1 H) 8,41 (d, J = 1,2 Hz, 1 H) 8,87 (d, J = 1,2
Hz, 1 H) 10,42 (s a, 1 H) y el compuesto 13 (72 mg, 21 % de rendimiento), para el que el espectro de RMN 'y
estaba en acuerdo con el compuesto 12.

Tabla 1
R2
N
N R® L
HN™ N73Y Y A
X\~
Comp. N° | Método | R? R* x* ---L-Ar Estereoquimica de Ca/sal
T
1 B1 H CHs CH 1) RS / CFsCOOH
N
2 B2 H CHs CH RS
i
3 B3 H CHs CH H R RS
R el
o
N N
4 B4 H CHs CH N RS
N{,-: \O’..’
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o
v A
5 B5 H CHs CF N R
O
LN
6 B6 H CHs CF N T R
o
e N
7 B7 F CHs CF N “ ] R
P
o
AN,
8 B8 F CHs CF N T R
S
O
LN
9 B9 CFs CHs CF N T ) R
Aow F
10 B10 | CFs CHs CF NN R
H lL: _ k
o
T J.I\\ ,N
11 B11 | CFs CHF, CF N RS
o
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Comp. N° | Método | R? R* x! —L-Ar Estereoquimica de Ca/sal
o
AN,
12 B11 H CHF, CF H “’ ] *R
o
o
N
13 B1l H CHF, CF H “’ ] *S
o
o
AN
14 B9 H CHF, CF H ““’ “] RS
r
AN
15 B9 CF3 CHs CF H l| ‘J\ R/CF;COOH
wIe \\‘:\:\N
o
Ay
16 B4 F CHs CF NN R
H |
e
i
17 B4 F CHs CF TNy N R
Ho I/
L0
LY
18 B4 F CHs CF H 'T|I'|l o R
Fe ©
i
19 B4 | CFs CHs CF NN R
H 1l
L0
i
20 B9 CF3 CHs CF HH S R/CF3COOH
=0
o
Ay
21 B9 CFs CHs CF N° o, - R
H |
e
o
22 B4 CFs CHs CF SN, R
Ho|S
o
Al N
23 B9 CF3 CHs CF H S R/CF;COOH
0
FoC

42




10

15

ES 2534973 T3

Comp. N° | Método | R? R* x! —L-Ar Estereoquimica de Ca/sal
o}
AL N
24 B1l CF3 CH30CH; CF H “ l RS
Lo
i
25 B11 CFs | CHsOCH, | CF ‘\H“.\.UJN.\Q] -
i
26 B11 CF3 CH30CH; CF “H" RS
o
27 B11 CF3 CH3OCH:> CF H “ ] *S
Nf;; \O’"’
o
b N
28 B11l CFs CH30OCH> CF H “ ] *R
Nf;; \O’"’
AN
29 B11 CF3 CH3OCH:> CF N “ ‘] *S
g “F
i
30 B11 CF3 | CH3OCH, | CF H *R
Aow F
31 B11 CF3 CH3OCH:> CF N *S
H lL:___f \"F
i
32 B11 CF3 CH30CH; CF “H" *R

Los compuestos N° 1, 9, 15 y 20 se obtuvieron en forma de una sal de trifluoroacetato (.*CFsCOOH).

C. Parte analitica

LCMS

Para la caracterizaciéon por (LC)MS de los compuestos de la presente invencion, se usaron los siguientes métodos.

Procedimiento general A

La medicion por UPLC (Cromatografia Liquida de Ultra Alto Rendimiento) se llevd a cabo usando un sistema de
UPLC Acquity (Waters) que comprende un organizador muestreador, una bomba binaria con desgasificador, un
horno de cuatro columnas, un detector de conjunto de diodos (DAD) y una columna como se especifica en los
respectivos métodos. El detector de MS se configuré con una fuente de ionizacién por electronebulizacion. Los
espectros de masas se adquirieron en un detector SQD de cuadrupolo individual (Waters) realizando un barrido de
100 a 1000 en 0,1 segundos usando un retraso entre canales de 0,08 segundos. La tensién de la aguja de
capilaridad fue 3,0 kV. La tension de cono fue 25 V para el modo de ionizacién positiva y 30 V para el modo de
ionizacion negativa. La temperatura de la fuente se mantuvo a 140 °C. Se us6 nitrégeno como gas nebulizador. La
adquisicion de datos se llevé a cabo con el software MassLynx-Openlynx.
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Método 1:

Ademas del procedimiento general A: se llevo a cabo UPLC de fase inversa en RRHD Eclipse Plus-C18 (1,8 um, 2,1
x 50 mm) de Agilent, con un caudal de 1,0 ml/min, a 50 °C sin separacion en el detector de MS. Las condiciones de
gradiente que se usaron son: de 95 % de A (NH4AcO 6,5 mM en H,O/MeCN 95/5), 5 % de B (MeCN), a 40 % de A,
60 % de B en 3,8 min, a5 % de A, 95 % de B en 4,6 min, manteniendo hasta 5,0 min. Volumen de inyeccién de 2 pl.
Procedimiento general B

La mediciéon por HPLC se llevo a cabo usando un sistema HP 1100 (Agilent Technologies) que comprende una
bomba (cuaternaria o binaria) con desgasificador, un automuestreador, un horno de columnas, un detector de
conjunto de diodos (DAD) y una columna como se especifica en los respectivos métodos. El detector de MS (SQD,
TOF) se configurd con una fuente de ionizacion por electronebulizacién. Se usé nitrégeno como gas nebulizador. La
temperatura de la fuente se mantuvo a 140 °C. La adquisicién de datos se llevd a cabo con el software MassLynx-
Openlynx.

B1: los espectros de masas se adquirieron en un detector SQD de cuadrupolo individual realizando un barrido de
100 a 1000 en 0,1 segundos usando un retraso entre canales de 0,08 segundos. La tension de la aguja de
capilaridad fue 3,0 kV. La tension de cono fue 20 V para el modo de ionizacién positiva y 30 V para el modo de
ionizacion negativa.

B2: los espectros de masas se adquirieron en un detector de tiempo de vuelo (TOF) realizando un barrido de 100 a
750 en 0,5 segundos usando un tiempo de permanencia de 0,3 segundos. La tension de la aguja de capilaridad fue
2,5 kV para el modo de ionizacion positiva y 2,9 kV para el modo de ionizacion negativa. La tensién de cono fue 20 V
para el modo de ionizacién tanto positiva como negativa. La sustancia patron que se uso6 para la calibracion de masa
fija fue leucina-encefalina.

Método 2:

Ademas del procedimiento general B1: se llevé a cabo HPLC de fase inversa en una columna Eclipse Plus-C18 (3,5
pum, 2,1 x 30 mm) de Agilent, con un caudal de 1,0 ml/min, a 60 °C. Las condiciones de gradiente que se usaron son:
de 95 % de A (NH4AcO 6,5 mM en H,O/MeCN 95/5), 5% de B (MeCN/ MeOH 1/1), a 100 % de B en 5,0 min,
mantenido hasta 5,15 min y equilibrado a condiciones iniciales de 5,30 min hasta 7,0 min. Volumen de inyeccion de
2 pl.

Método 3:

Ademas del procedimiento general B2: se llevé a cabo HPLC de fase inversa en una columna Eclipse Plus-C18 (3,5
pum, 2,1 x 30 mm) de Agilent, con un caudal de 1,0 ml/min, a 60 °C. Las condiciones de gradiente que se usaron son:
de 95 % de A (NH4AcO 6,5 mM en H,O/MeCN 95/5), 5% de B (MeCN/MeOH, 1/1) a 100 % de B en 5,0 min,
mantenido hasta 5,15 min y equilibrado a condiciones iniciales de 5,3 min hasta 7,0 min. Volumen de inyeccion de 2

pl.

Método 4:

Ademas del procedimiento general B2: se llevé a cabo HPLC de fase inversa en una columna Eclipse Plus-C18 (3,5
pum, 2,1 x 30 mm) de Agilent, con un caudal de 1,0 ml/min, a 60 °C. Las condiciones de gradiente que se usaron son:
de 95 % de A (NH4+AcO 6,5 mM en H,O/MeCN 95/5), 5 % de B (MeCN), mantenido 0,2 min, a 100 % de B en 3,0
min, mantenido hasta 3,15 min y equilibrado a condiciones iniciales de 3,3 min hasta 5,0 min. Volumen de inyeccién
de 2 pl.

Procedimiento general C:

La medicion de LC se llevo a cabo usando un sistema de UPLC (Cromatografia Liquida de Ultra Alto Rendimiento)
Acquity (Waters) que comprende una bomba binaria con desgasificador, un automuestreador, un detector de
conjunto de diodos (DAD) y una columna como se especifica en los respectivos modos posteriores, y la columna se
mantiene a una temperatura de 40°C. El detector de MS se configur6 con una fuente de ionizaciéon por
electronebulizacién. Los espectros de masas se adquirieron en un detector Quattro de cuadrupolo triple (Waters)
realizando un barrido de 100 a 1000 en 0,2 segundos usando un retraso entre canales de 0,1 segundos. La tension
de la aguja de capilaridad fue 3 kV y la temperatura de la fuente se mantuvo a 130 °C. La tension de cono fue 20V
para el modo de ionizacion positiva y negativa. Se us6 nitrégeno como gas nebulizador. La adquisicion de datos se
llevd a cabo con el software MassLynx-Openlynx (Waters).

Método 5:
Ademas del procedimiento general se llevo a cabo UPLC de fase inversa en una columna de Fenil-Hexilo (1,7 pm,
2,1 x 100 mm) de Waters Acquity BEH (hibrida de etilsiloxano con puente/silice) con un caudal de 0,343 ml/min. Se

emplearon dos fases méviles (fase movil A: 95 % de NH4AcO 7 mM / 5 % de MeCN; fase mévil B: 100 % de MeCN)
para procesar unas condiciones de gradiente de 84,2 % de A y 15,8 % de B (mantenido durante 0,49 min) a 10,5 %

44



10

15

20

de Ay 89,5% de B en 2,18 min, mantenido durante 1,94 min y vuelta a las condiciones iniciales en 0,73 min,

ES 2534973 T3

mantenidas durante 0,73 min. Se us6 un volumen de inyeccién de 2 ml.

Puntos de fusién

Los valores son valores de pico o intervalos de fusion, y se obtienen con incertidumbres experimentales que se

asocian habitualmente con este método analitico.

Aparato Mettler FP81HT/FP90 o FP62

Para una diversidad de compuestos, se determinaron los puntos de fusién en tubos capilares abiertos en un aparato
Mettler FP62 o en un aparato Mettler FP81HT/FP90. Los puntos de fusién se midieron con un gradiente de
temperatura de 1, 3, 5 o 10 °C/minuto. La temperatura maxima fue 300 °C. El punto de fusion se leyé en un
visualizador digital.

Para una diversidad de compuestos, se determinaron los puntos de fusién (p.f.) con un aparato de mediciéon de
puntos de fusién WRS-2A que se adquirid en Shanghai Precision y Scientific Instrument Co. Ltd. Los puntos de
fusion se midieron con un calentamiento lineal a una velocidad de 0,2-5,0 °C/minuto. Los valores informados son

intervalos de fusion. La temperatura maxima fue 300 °C.

Tabla 2: datos analiticos - R; significa tiempo de retencién (en min), [M+H]" significa la masa del compuesto
protonado, y método se refiere al método usado para (LC)MS.

Comp. N° R: [M+H]" Método Punto de fusion
1 0,83 304 1 87,2 °C (FP81HT/FP90)
2 2,62 370 1 162,6 °C (FP81HT/FP90)
3 1,83 380 1 n.d.
4 1,57 377 1 221 °C (FP81HT/FP90)
5 2,81 398 3 197,3 °C (FP62)
6 2,27 389 4 180 °C (FP81HT/FP90)
7 1,68 400 1 197 °C (FP81HT/FP90)
8 1,64 413 1 211 °C (FP81HT/FP90)
9 2,09 457 1 150,2 °C (FP62)
10 2,23 471 1 204,1 °C (FP62)
11 2,51 431 5 252,7 °C (FP81HT/FP90)
12 2,50 431 5 n.d.
13 2,50 431 5 n.d.
14 1,97 418 1 2249 °C (FP81HT/FP90)
15 1,98 475 1 242,4 °C (FP62)
16 1,38 386 1 n.d.
17 1,78 400 1 174 °C (FP81HT/FP90)
18 2,08 454 1 n.d.
19 2,91 450 2 >300 °C (FP62)
20 1,84 436 1 n.d.
21 1,81 436 1 n.d.
22 2,15 438 1 160,6 °C (FP62)
23 2,37 504 1 227 °C (FP62)
24 2,26 493 1 n.d.
25 2,28 480 1 n.d.
26 2,09 501 1 n.d.
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Comp. N° Ry [M+H]" Método Punto de fusi6n
27 2,22 493 1 126,1 °C (FP81HT/FP90)
28 2,21 493 1 121,8 °C (FP81HT/FP90)
29 2,21 480 1 134,7 °C (FP81HT/FP90)
30 2,22 480 1 137,6 °C (FP81HT/FP90)
31 2,52 501 5 253,5 °C (FP81HT/FP90)
32 2,54 501 5 250 °C (FP81HT/FP90)

n.d. significa no determinado

Métodos de SFC-MS:

Procedimiento general para los métodos de SF-MS:

La medicion por SFC se llevd a cabo usando un sistema de SFC Analytical de Berger. El instrumento comprende un
médulo de control de fluidos de bomba doble FCM-1200 para suministrar diéxido de carbono (CO2) y modificador, un
muestreador de liquidos automatico CTC Analytics, y un moédulo de control térmico TCM-20000 para el
calentamiento de la columna de la temperatura ambiente a 80 °C. Se us6 un detector de conjunto de fotodiodos
Agilent 1100 UV equipado con una célula de flujo de alta presién que soporta hasta 400 bar. El flujo desde la
columna se dividié a un espectrometro MS. El detector de MS se configurdé con una fuente de ionizacién a presion
atmosférica. Los siguientes parametros de ionizacién para el espectrofotometro de masas Waters ZQ son: corona: 9
pa, temperatura de la fuente: 140 °C, cono: 30 V, temperatura de la sonda: 450 °C, extractor: 3 V, gas de
desolvatacion: 400 I/h, gas de cono 70 I/h. Se us6é nitrégeno como gas nebulizador. La adquisicion de datos se llevé
a cabo con un sistema de datos Waters-Micromass MassLynx-Openlynx.

Método 1:

Ademas del procedimiento general: la separacién quiral por SFC se llevé a cabo en una columna CHIRALCEL OD-H
DAICEL (5 pm, 4,6 x 250 mm) a 35 °C con un caudal de 3,0 ml/min. La fase movil es CO,, 40 % de EtOH (+ 0,3 %
de iPrNH,) mantenida 7 min en modo isocratico.

Método 2:

Ademas del procedimiento general: la separacion quiral por SFC se llevé a cabo en una columna CHIRALPAK AD-H
DAICEL (10 um, 4,6 x 250 mm) a 35 °C con un caudal de 3,0 ml/min. La fase movil es CO,, 15 % de EtOH, 15 % de
isopropanol (+ 0,3 % de iPrNH,) mantenida 7 min en modo isocratico.

Tabla 3: datos de SFC analitica - R; significa tiempo de retencion (en min), [M+H]" significa la masa del compuesto
protonado, método se refiere al método usado para el andlisis por SFC/MS de compuestos enantioméricamente

puros.
Comp. N° R [M+H]* % de area UV Método Orden de elucion del
12 2,34 431 100 1 A
13 3,18 431 100 1 B
31 1,80 501 100 2 A
32 2,64 501 100 2 B
*A significa el primer isdmero que eluye. B significa el segundo isémero que eluye.

Rotaciones épticas:

Las rotaciones Opticas se midieron en un polarimetro Perkin-Elmer 341 con una lampara de sodio y se informaron
como sigue a continuacion: [a])’ c (c g/100 ml, disolvente).
Tabla 4: datos analiticos - valores de rotacién dptica para compuestos enantioméricamente puros.
Longitud de onda
(nm)

5 103,6 589 0,45 DMF 20

Comp. N° ap (9 Concentracion % p/v Disolvente | Temp. (°C)
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Comp. N° ap (9 Longitlzgrg)e onda Concentracion % p/v Disolvente | Temp. (°C)
6 91,4 589 0,47 DMF 20
7 84,7 589 0,63 DMF 20
8 104,0 589 0,53 DMF 20
9 111,7 589 0,53 DMF 20
12 198,0 589 0,26 DMF 20
13 -207,5 589 0,86 DMF 20
15 108,7 589 0,55 DMF 20
16 -24,4 589 0,54 DMF 20
17 -28,3 589 0,53 DMF 20
18 -45,4 589 0,56 DMF 20
27 -142 589 0,5 DMF 20
28 134,2 589 0,48 DMF 20
29 130,1 589 0,49 DMF 20
30 -110,7 589 0,5 EtOH 20
31 -109,8 589 0,48 DMF 20
32 107,9 589 0,47 DMF 20

Ejemplos farmacolégicos

Los compuestos proporcionados en la presente invencion son inhibidores de la enzima de escision de APP de sitio
(BACE1). Se cree que la inhibicion de la BACEL, una proteasa aspartica, es pertinente para el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer (AD). Se cree que la produccién y acumulacion de péptidos de B-amiloide (AB) a partir de
la proteina precursora de B-amiloide (APP) desempefia un papel principal en la aparicién y el desarrollo de AD. AR
se produce a partir de la proteina precursora de amiloide (APP) por escisién secuencial en los extremos Ny C
terminales del dominio de AR mediante la B-secretasa y la y-secretasa, respectivamente. Se espera que los
compuestos de Férmula (1) produzcan su efecto basicamente en la BACEL en virtud de su capacidad para inhibir la
actividad enzimatica. EI comportamiento de tales inhibidores sometidos a ensayo usando un ensayo bioquimico
basado en Transferencia de Energia por Resonancia de Fluorescencia (FRET) y un ensayo celular alisa en células
SKNBE2 que se describe posteriormente y que son adecuados para la identificacion de tales compuestos, y mas
particularmente de los compuestos de acuerdo con la Férmula (l), se muestra en la Tabla 1.

Ensayo bioquimico basado en FRET

Este ensayo es un ensayo basado en Transferencia de Energia por Resonancia de Fluorescencia (FRET). El
sustrato para este ensayo es un péptido de 13 aminoacidos derivado de APP que contiene la mutacion "Sueca" Lys-
Met/Asn-Leu del sitio de escision de 3-secretasa de la proteina precursora de amiloide (APP). Este sustrato también
contiene dos fluoréforos: el acido (7-metoxi-cumarin-4-il)acético (Mca) es un donador fluorescente con longitud de
onda de excitacion a 320 nm y de emision a 405 nm y el 2,4-dinitrofenilo (Dnp) es un aceptor inactivador patentado.
La distancia entre estos dos grupos se ha seleccionado de modo que tras la excitacién, la energia de fluorescencia
del donador se inactive considerablemente por el aceptor, a través de transferencia de energia por resonancia. Tras
la escisién por parte de la BACEL, el fluoréforo Mca se separa del grupo inactivador Dnp, restaurando el rendimiento
de fluorescencia completo del donador. El aumento de fluorescencia es lineal con respecto a la tasa de proteolisis
(Koike H et al. J. Biochem. 1999, 126, 235-242).

En resumen, se incuba proteina BACE1 recombinante en un formato de 384 pocillos con una concentracion final de
1 pg/ml durante 120 min a temperatura ambiente con sustrato 10 uM en tampoén de incubacién (tampdn citrato 40
mM a pH 5,0, 0,04 % de PEG, 4 % de DMSO) en ausencia o presencia de compuesto. A continuaciéon se mide
directamente la cantidad de proteolisis mediante una medicion de fluorescenciaa T =0y T = 120 (excitacién a 320
nm y emision a 405 nm). Los resultados se expresan en RFU, como la diferencia entre T120 y TO.

La curva de mejor ajuste se obtiene mediante el método de minimos cuadrados en la grafica de % de Controlmin
frente a la concentracién de compuesto. A partir de esto se puede obtener el valor de Clsg (concentracion inhibitoria
gue causa un 50 % de inhibicién de la actividad).
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LC = mediana de los valores de control bajo
= control bajo: reaccién sin enzima
HC = mediana de los valores de control alto
= control alto: reaccién con enzima
% de Efecto = 100 - [(muestra - LC) / (HC - LC) *100]
% de Control = (muestra / HC)*100
% de Controlmin = (muestra - LC) / (HC - LC) *100

Los siguientes compuestos ejemplares se sometieron ensayo basicamente como se ha descrito anteriormente y
exhibieron la siguiente actividad:

Tabla 5
Comp. N°| pClsg del ensayo bioguimico basado en FRET
1 4,92
2 5,43
3 6,87
4 6,63
5 7,43
6 7,71
7 7,38
8 7,48
9 7,47
10 7,32
11 6,97
12 7,43
13 4,74
14 6,76
15 7,44
16 7,31
17 7,17
18 7,08
19 6,75
20 6,99
21 7,02
22 6,65
23 6,74
24 5,50
25 5,30
26 5,54
27 <4,3
28 5,72
29 5,69
30 4,46
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Comp. N°| pClsg del ensayo bioquimico basado en FRET

31 <4,3
32 5,76

Ensayo celular alisa en células SKNBE2

Se cuantificaron en dos ensayos alisa los niveles de ABtotal y AB42 producidas y secretadas en el medio de células
SKNBE2 de neuroblastoma humano. El ensayo se basa en el neuroblastoma humano SKNBE2 que expresa la
Proteina Precursora de Amiloide de tipo silvestre (hAPP695). Los compuestos se diluyen y se afladen a estas
células, se incuban durante 18 horas y a continuacion se toman las medidas de ABtotal y AB42. ABtotal y AB42 se
miden mediante alisa sandwich. alisa es un ensayo sandwich que usa un anticuerpo biotinilado AbN/25 unido a
perlas revestidas de estreptavidina y anticuerpo Ab4G8 o cAb42/26 conjugado con perlas de aceptor para la
deteccién de ABtotal y AR42, respectivamente. En presencia de ABtotal o AB42, las perlas se acercan mucho. La
excitacion de las perlas del donador provoca la liberacién de moléculas de oxigeno singlete que desencadena una
cascada de transferencia de energia en las perlas de aceptor, dando como resultado la emision de luz. La emision
de luz se mide después de una incubacién de 1 hora (excitacién a 650 nm y emisién para 615 nm).

La curva de mejor ajuste se obtiene mediante el método de minimos cuadrados en la grafica de % de Controlmin
frente a la concentracién de compuesto. A partir de esto se puede obtener el valor de Clsg (concentracion inhibitoria
gue causa un 50 % de inhibicién de la actividad).

LC = mediana de los valores de control bajo
= control bajo: células preincubadas sin compuesto, sin Ab biotinilado en el alisa
HC = mediana de los valores de control alto
= 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

Los siguientes compuestos ejemplares se sometieron ensayo basicamente como se ha descrito anteriormente y
exhibieron la siguiente actividad:

Tabla 6
Comp. N° PClso de AB42C§|rl1jlzlseSnliaNyé)EczeluIar alisa en pClso de ABtotz;Iécleur;aeSI gr&s’\?é/(ézcelular alisa en

1 5,4 5,41
2 5,35 5,37
3 7 7.02
4 6,96 7,03
5 8,53 8,55
6 8,8 8,85
7 8,18 8,25
8 8,66 8,69
9 7,92 7,97
10 7,87 7,9

11 7,96 8,02
12 7,85 7,9

13 5,63 5,62
14 7,43 7,45
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Comp. N° pClso de AB42(:g|rl1J|zLeSrl§aNy§Ec2eluIar alisa en nClso de ABtOtilé?ur;aesl gr&sﬁé"ége'”'m alisa en
15 8,03 8,05
16 7,69 7,71
17 7,49 7,47
18 7,50 7,51
19 7,18 7,20
20 7,62 7,63
21 7,83 7,79
22 7,31 7,32
23 7,12 7,11
24 6,30 6,35
25 6,04 6,07
26 6,30 6,27
27 <5 <5
28 6,53 6,52
29 6,32 6,33
30 <5 <5
31 <5 <5
32 6,54 6,53

Demostracion de la eficacia in vivo

Los agentes de disminucién del péptido AR de la invencién se pueden usar para tratar AD en mamiferos tales como
seres humanos o alternativamente demostrar su eficacia en modelos animales tales como, pero no limitados a,
ratén, rata, o cobaya. El mamifero puede no estar diagnosticado con AD, o puede no tener una predisposiciéon
genética a AD, pero puede ser transgénico de modo que sobreproduzca y finalmente deposite AR de una forma
similar a la observada en los seres humanos afectados con AD.

Los agentes de disminucién del péptido AR se pueden administrar mediante cualquier forma convencional usando
cualquier método convencional. Por ejemplo, pero sin limitacion, los agentes de disminucion del péptido AR pueden
estar en forma de liquidos, comprimidos o cépsulas que se administran por via oral o mediante inyeccion. Los
agentes de disminucion del péptido AR se pueden administrar en cualquier dosis que sea suficiente para reducir
considerablemente los niveles de los péptidos AB en la sangre, plasma sanguineo, suero, liquido cefalorraquideo
(CSF), o cerebro.

Para determinar si la administracion aguda de un agente de disminucion del péptido AB42 reduce los niveles del
péptido AB in vivo, se usaron roedores no transgénicos, por ejemplo ratones o ratas. Los animales tratados con el
agente de disminucion del péptido AR se examinaron y se compararon con los animales sin tratar o tratados con
vehiculo y se cuantificaron los niveles en el cerebro de AB42 soluble y AB total mediante técnicas convencionales,
por ejemplo, usando ELISA. Los periodos de tratamiento variaron de horas (h) a dias y se ajustaron basandose en
los resultados de la disminucion de AB42 una vez se pudo establecer el curso de tiempo del comienzo del efecto.

Se muestra un protocolo habitual para la medida de la disminucién de AB42 in vivo pero es solo una de las muchas
variaciones que se podrian usar para optimizar los niveles de AP detectable. Por ejemplo, se formularon los
compuestos de disminucién del péptido AR en hidroxipropil § ciclodextrina al 20 %. Los agentes de disminucién del
péptido AR se administraron en forma de una dosis oral individual (p.0.) o una dosis subcutanea individual (s.c.) a
animales que ayunaron durante una noche. Después de un cierto tiempo, habitualmente 2 o 4 h (como se indica en
la Tabla 7), los animales se sacrificaron y se analizaron los niveles de AR42.

La sangre se recogi6é por decapitacion y desangrado completo en tubos de recoleccién tratados con AEDT. La

sangre se centrifugé a 1900 g durante 10 min (min) a 4°C y en plasma se recuperd y se liofilizé6 para analisis
posterior. El cerebro se retir6 del craneo y el romboencéfalo. Se retir6 el cerebelo y se separaron los hemisferios
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izquierdo y derecho. El hemisferio izquierdo se almacend a -18 °C para analisis cuantitativo de los niveles del
compuesto de ensayo. El hemisferio derecho se aclar6 con tampon fosfato salino (PBS) y se congeld
inmediatamente en hielo seco y se almacen6 a -80 °C hasta homogeneizacion para los ensayos bioguimicos.

Los cerebros de los ratones de animales no transgénicos se resuspendieron en 8 volimenes de DEA al 0,4 %
(dietilamina) / NaCl 50 mM que contenia inhibidores de proteasa (Roche-11873580001 o 04693159001) por gramo
de tejido, por ejemplo para 0,158 g de cerebro, se afadieron 1,264 ml de DEA al 0,4 %. Todas las muestras se
homogeneizaron en el sistema FastPrep-24 (MP Biomedicals) usando una matriz de lisado D (MPBio N° 6913-100) a
6 m/s durante 20 segundos. Los homogenatos se centrifugaron a 221300 x g durante 50 min. Los sobrenadantes de
alta velocidad resultantes se transfirieron a continuacion a tubos Eppendorf nuevos. Se neutralizaron nueve partes
de sobrenadante con 1 parte de Tris-HCI 0,5 M a pH 6,8 y se usaron para cuantificar ABtotal y AB42.

Para cuantificar la cantidad de ABtotal y AB42 en la fraccion soluble de los homogeneatos de cerebro, se usaron
Ensayos por Inmunoabsorcion Ligados a Enzimas. En resumen, se prepararon los patrones (dilucion de AB1-40 y
AB1-42 sintéticos, Bachem) en un tubo Eppendorf de 1,5 ml en Ultraculture, con concentraciones finales que
variaron de 10000 a 0,3 pg/ml. Las muestras y los patrones se incubaron conjuntamente con anticuerpo marcado en
N terminal con HRPO para la deteccién de AB42 y con el anticuerpo 4G8 de dominio medio biotinilado para la
deteccién de Aptotal. A continuacion se afiadieron 50 ul de mezclas conjugado/muestra o conjugado/patrones a la
placa revestida con anticuerpo (los anticuerpos de captura reconocen selectivamente el extremo C terminal de AR42,
anticuerpo JRF/cAB42/26, para la deteccion de AB42 y el extremo N terminal de AR, anticuerpo JRF/rAB/2, para la
deteccion de APtotal). Se dejé incubar la placa durante una noche a 4 °C con el fin de permitir la formacion del
complejo anticuerpo-amiloide. Después de esta incubacion y de las posteriores etapas de lavado se finalizé el ELISA
para la cuantificacion de AB42 mediante la adicion de sustrato de peroxidasa fluorogénico Quanta Blu de acuerdo
con las instrucciones del fabricante (Pierce Corp., Rockford, Il). La lectura se llevé a cabo después de 10 a 15 min
(excitacién 320 nm /emision 420 nm).

Para la deteccion de Aptotal, se afiadié un conjugado de estreptavidina-peroxidasa, seguido 60 min después por una
etapa de lavado adicional y la adicion de sustrato de peroxidasa fluorogénico Quanta Blu de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Pierce Corp., Rockford, Il). La lectura se llevd a cabo después de 10 a 15 min
(excitacién 320 nm /emisién 420 nm).

En este modelo, seria ventajoso al menos un 20 % de disminucion de AB42 en comparacion con los animales sin
tratar.

Los siguientes compuestos ejemplares se sometieron ensayo basicamente como se ha descrito anteriormente y
exhibieron la siguiente actividad:

Tabla 7:
0, 0, 1 A
Comp. AB42 (% (_:trl), Aptotal (% _Ctrl), Dosis Via de administracion Tiempo Qe_spue_s, dela
Ne promedio promedio administracion
7 73 99 30 mg/kg p.o. 4 h.

p.o. significa oral
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de Férmula (1)

0 un tautémero o una forma estereocisomérica del mismo, en la que

R, R? R? se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, halo, ciano, alquilo Ci.3,
mono y polihalo-alquilo Cy.3, y cicloalquilo Cs.;

R* se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo Ci-3, metoximetilo, cicloalquilo Cs., mono y
pollhalo alquno Ci-3, homoarilo, y heteroarilo;

Xt X3 X3, x* son independientemente C(R) o N, con la condicién de que no mas de dos de los mismos
representan N; R’ se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno, halo, ciano, alquilo Ci.3, mono y
polihalo-alquilo Ci.3, y cicloalquilo Czs;

L es un enlace o -NHCO-;

Ar es homoarilo o heteroarilo;

en el que homoarilo es fenilo o fenilo sustituido con uno, dos o tres sustituyentes seleccionados entre el grupo
que consiste en halo, ciano, alquilo Ci.3, alquiloxi Ci-3, mono y polihalo-alquilo Ci-3, y mono y polihalo-alquiloxi
Cis;

heteroarilo se selecciona entre el grupo que consiste en piridilo, pirimidilo, pirazinilo, piridazilo, furanilo, tienilo,
pirrolilo, pirazolilo, imidazolilo, triazolilo, tiazolilo, tiadiazolilo, oxazolilo, y oxadiazolilo, cada uno opcionalmente
sustituido con uno, dos o tres sustituyentes seleccionados entre el grupo que consiste en halo, ciano, alquilo C1.3,
alquiloxi C1-3, mono y polihalo-alquilo Ci.3, y mono y polihalo-alquiloxi Ci.3; 0 una sal de adicién o un solvato del
mismo.

2. EI compuesto de la reivindicacién 1 en el que,

R R y R se seleccionan mdependlentemente entre hldrogeno y alquilo Ci.3;

Xt X2, X3, X* son independientemente C(R ) en el que cada R® se selecciona entre hidrégeno y halo;

L esun enlace 0 -NHCO-;

Ar es homoarilo o heteroarilo;

en el que homoarilo es fenilo o fenilo sustituido con uno o dos sustituyentes seleccionados entre el grupo que
consiste en halo, ciano, alquilo C;.3, alquiloxi Ci.3, y polihalo-alquiloxi Ci.3;

heteroarilo se selecciona entre el grupo que consiste en piridilo, pirimidilo, y pirazinilo, cada uno opcionalmente
sustituido con uno o dos sustituyentes seleccionados entre el grupo que consiste en halo, ciano, alquilo Ci.3, alquiloxi
C1.3, y polihalo-alquiloxi C1.3; 0

una sal de adicién o un solvato del mismo.

3. El compuesto de la reivindicacion 1 en el que,

R R® y R®son hidrégeno;

X es CF

X2, X3, x* son CH;

L es un enlace o -NHCO-;

Ar es homoarilo o heteroarilo;

en el que homoarilo es fenilo sustituido con cloro;

heteroarilo se selecciona entre el grupo que consiste en piridilo y pirimidilo, cada uno opcionalmente sustituido con
uno o dos sustituyentes seleccionados entre el grupo que consiste en cloro, fldor, ciano, metilo, y metoxi; o

una sal de adicién o un solvato del mismo.

4. El compuesto de la reivindicacién 1 en el que el compuesto es [3-(1-amino-7-fluoro-3-metil-3,4-dihidro-pirrolo[1,2-
a]pirazin-3-il)-4-fluoro-fenil]-amida del acido (R)-5-fluoro-piridina-2-carboxilico.

5. El compuesto de la reivindicacion 1 en el que R' y R® son hidrégeno, R’ es hidrégeno, fldor, o trifluorometilo;

R* es metilo o difluorometilo;
X' es CH o CF;
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X2, X3,y x* son CH;

L es -NHCO-;

Ar es 5-cloropiridin-2-ilo, 5-cianopiridin-2-ilo, 5-fluoropiridin-2-ilo, 5-ciano-3-fluoropiridin-2-ilo, 5-metoxipirazin-2-ilo o
1-difluorometilpirazol-3-ilo; o una sal de adicién o un solvato del mismo.

6. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto como se
define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

7. Un proceso para preparar una composiciéon farmacéutica como se define en la reivindicacién 6, caracterizado por
que se mezcla intimamente un vehiculo farmacéuticamente aceptable con una cantidad terapéuticamente eficaz de
un compuesto como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

8. Un compuesto como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para su uso en el tratamiento o la
prevencion de enfermedad de Alzheimer, deterioro cognitivo leve, senilidad, demencia, demencia con cuerpos de
Lewy, sindrome de Down, demencia asociada con apoplejia, demencia asociada con enfermedad de Parkinson o
demencia asociada con beta-amiloide.
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