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DESCRIPCION
Compuestos de diéxido de iminotiadiazina como inhibidores de BACE, composiciones y su uso
Solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica la prioridad del documento de solicitud provisional de Estados Unidos con nimero de
serie 61/249.685, presentado el 8 de octubre de 2009.

Campo de la invencion

La presente invencién proporciona ciertos compuestos del diéxido de iminotiadiazina y composiciones que
comprenden estos compuestos. Se ha descubierto sorprendentemente que los nuevos compuestos de dioxido de
iminotiadiazina de la invencion exhiben propiedades que se espera que los hagan ventajosos como inhibidores de
BACE y/o para el tratamiento y la prevencion de diversas patologias relacionadas con la produccion de B-amiloide

('AB").
Antecedentes

El péptido amiloide beta ("AB") es un componente principal de las fibrillas y placas de amiloide 8, que se considera
gue desempefian un papel en un nimero creciente de patologias. Algunos ejemplos de tales patologias incluyen,
pero no se limitan a, enfermedad de Alzheimer, sindrome de Down, enfermedad de Parkinson, pérdida de memoria
(incluyendo pérdida de memoria asociada a enfermedad de Alzheimer y enfermedad de Parkinson), sintomas de
déficit de atencion (incluyendo sintomas de déficit de atencién asociados a enfermedad de Alzheimer ("AD"),
enfermedad de Parkinson, y sindrome de Down), demencia (incluyendo demencia presenil, demencia senil,
demencia asociada a enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, y sindrome de Down), paralisis
supranuclear progresiva, degeneracion corticobasal, neurodegeneracion, deterioro olfativo (incluyendo deterioro
olfativo asociado a enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, y sindrome de Down), angiopatia por (3-
amiloide (incluyendo angiopatia amiloide cerebral), hemorragia cerebral hereditaria, deterioro cognitivo leve ("MCI"),
glaucoma, amiloidosis, diabetes del tipo I, hemodialisis (microglobulinas 2 y complicaciones que surgen de las
mismas), enfermedades neurodegenerativas tales como tembladera, encefalitis espongiforme bovina, enfermedad
de Creutzfeld-Jakob, traumatismo craneoencefalico y similares.

Los péptidos AB son péptidos cortos que estan formados por la descomposicion proteolitica de la proteina de
transmembrana denominada proteina precursora de amiloide ("APP"). Los péptidos AR estan formados por la
escision de APP mediante la actividad de B-secretasa cerca de la posicion cercana al extremo N-terminal de AB, y
mediante la actividad de gamma-secretasa en una posicion cercana al extremo C-terminal de AR (APP también se
escinde mediante la actividad de a-secretasa, dando como resultado el fragmento secretado no amiloidogénico
conocido como APPa soluble). Se considera la enzima de escisién de APP en el sitio beta ("BACE-1") como la
aspartil proteasa principal responsable de la produccion de AR mediante la actividad de B-secretasa. Se ha mostrado
que la inhibicién de BACE-1 inhibe la produccion de AB.

Se estima que la AD afecta a mas de 20 millones de personas en todo el mundo y se cree que es la causa mas
comun de demencia. La AD es una enfermedad caracterizada por la degeneracion y pérdida de neuronas y también
por la formacion de placas y ovillos neurofibrilares seniles. En la actualidad, el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer se limita al tratamiento de sus sintomas en lugar de las causas subyacentes. Los agentes que mejoran los
sintomas aprobados para este fin incluyen, por ejemplo, antagonistas del receptor de N-metil-D-aspartato tales como
memantina (Namenda®, Forrest Pharmaceuticals, Inc.), inhibidores de colinasterasa tales como donepezilo (Aricept®,
Pfizer), rivastigmina (Exelon®, Novartis), galantamina (Razadyne Reminil®), y tacrina (Cognex®).

En la AD, los péptidos AB, formados a través de la actividad de B-secretasa y gamma-secretasa, pueden formar
estructuras terciarias que se agregan para formar fibrillas de amiloide. También se ha mostrado que los péptidos AR
forman oligémeros de AB (a veces denominados "agregados de AB" u "oligémeros de Abeta"). Los oligomeros de AR
son pequefias estructuras multiméricas compuestas por 2 a 12 péptidos AR que son estructuralmente distintos de las
fibrillas de AB. Las fibrillas de amiloide se pueden depositar en el exterior de las neuronas en densas formaciones
conocidas como placas seniles, placas neuriticas, o placas difusas en regiones del cerebro importantes para la
memoria y la cognicion. Los oligdbmeros de AB son citotoxicos cuando se inyectan en los cerebros de ratas o en
cultivo celular. Esta formacion y deposicion de placas de AB y/o formacion de oligébmeros de AB, y la muerte
neuronal y el deterioro cognitivo resultantes, estan entre los distintivos de la patofisiologia de la AD. Otros distintivos
de la patofisiologia de la AD incluyen ovillos neurofibrilares intracelulares comprendidos por proteina tau
anormalmente fosfororilada, y neuroinflamacion.

Las evidencias sugieren que AR, las fibrillas, agregados, oligémeros, y/o placas de AB pueden desempefiar un papel
causal en la patofisiologia de la AD (Ohno et al., Neurobiology of Disease, n° 26 (2007), 134-145). Se conoce que las
mutaciones en los genes para APP y presenilinas 1/2 (PS 1/2) causan AD familiar y se considera como causante el
aumento en la produccién de la forma de aminoéacido 42 de AB. Se ha mostrado que AR es neurotdxico en cultivo e
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in vivo. Por ejemplo, cuando se inyecta a los cerebros de primates de edad avanzada, A fibrilar causa la muerte
celular neuronal alrededor del sitio de la inyeccién. También se han publicado otras evidencias directas y
circunstanciales del papel de AB en la etiologia del Alzheimer.

BACE-1 se ha convertido en una diana terapéutica aceptada para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Por
ejemplo, McConlogue et al., J. Bio. Chem., Vol. 282, n° 36 (septiembre de 2007), han mostrado que las reducciones
parciales de la actividad enzimatica de BACE-1 y las reducciones concomitantes de los niveles de AR conducen a
una inhibicion drastica de la patologia de tipo AD dirigida por AR, haciendo la B-secretasa una diana para la
intervencion terapéutica en AD. Ohno et al., Neurobiology of Disease, No. 26 (2007), 134-145, informan que la
supresion genética de BACE-1 en ratones 5XFAD elimina la generacion de AB, bloquea la deposicion de amiloide,
evita la pérdida neuronal descubierta en la corteza y subiculo cerebrales (regiones cerebrales que manifiestan la
amiloidosis mas grave en ratones 5XFAD), y rescata de los déficits de memoria en ratones 5XFAD. EIl grupo también
informa que AR es responsable en Ultima instancia de la muerte neuronal en AD y concluye que la inhibicion de
BACE-1 se ha validado como un enfoque para el tratamiento de AD. Roberds et al., Human Mol. Genetics, 2001,
Vol. 10, n°® 12, 1317-1324, establecieron que la inhibiciéon o la pérdida de la actividad de B-secretasa no produce
ningun defecto fenotipico profundo mientras que induce una reduccién concomitante en AB. Luo et al., Nature
Neuroscience, Vol. 4, n°® 3, marzo de 2001, informan que los ratones deficientes en BACE-1 tienen un fenotipo
normal y supresion de la generacion de B-amiloide.

BACE-1 también se ha identificado o implicado como diana terapéutica para una numero de otras patologias
diversas en las que se ha identificado que AB o fragmentos de AR desempefian un papel causal. Uno de tales
ejemplos es en el tratamiento de sintomas de tipo AD de pacientes con sindrome de Down. El gen que codifica APP
se encuentra en el cromosoma 21, que es también el cromosoma encontrado como copia extra en el sindrome de
Down. Los pacientes con sindrome de Down tienden a adquirir AD a una edad temprana, mostrando casi todos
aquéllos con mas de 40 afios de edad patologia de tipo Alzheimer. Se piensa que esto se debe a la copia extra del
gen de APP encontrada en estos pacientes, que conduce a la sobreexpresion de APP y por lo tanto a un aumento
de los niveles de AB causando la prevalencia de AD observada en esta poblacién. Ademas, los pacientes de Down
gue tienen una duplicacidon de una pequefia regién del cromosoma 21 que no incluye el gen de APP no desarrollan
patologia de AD. De ese modo, se piensa que los inhibidores de BACE-1 podrian ser (tiles en la reduccion de la
patologia de tipo Alzheimer en pacientes con sindrome de Down.

Otro ejemplo es en el tratamiento de glaucoma (Guo et al., PNAS, Vol. 104, n° 33, 14 de agosto de 2007). El
glaucoma es una enfermedad retiniana del ojo y la causa principal de ceguera irreversible a nivel mundial. Guo et al.
Informaron que AB se colocaliza en células ganglionares retinianas apoptéticas (RGC) en glaucoma experimental e
induce una considerable pérdida de células RGC in vivo de forma dependiente de la dosis y el tiempo. El grupo
informa que ha demostrado que la fijacion como diana de diferentes componentes de la ruta de formacion y
agregacion de AR, incluyendo la inhibicion de B-secretasa sola y junto con otros enfoques, puede reducir de forma
eficaz la apoptosis de RGC glaucomatosa in vivo. De ese modo, la reduccién de la producciéon de AR mediante la
inhibicion de BACE-1 podria ser Util, sola o junto con otros enfoques, para el tratamiento de glaucoma.

Otro ejemplo es en el tratamiento de deterioro olfativo. Getchell et al., Neurobiology of Aging, 24 (2003), 663-673,
han observado que el epitelio olfativo, un neuroepitelio que reviste la regién dorsal posterior de la cavidad nasal,
exhibe muchos de los mismos cambios fisiolégicos encontrados en los cerebros de pacientes con AD, incluyendo
depdsitos de AR, la presencia de proteina tau hiperfosforilada, y neuritas distréficas, entre otros. Se han informado
otras evidencias a este respecto por Bacon AW, et al., Ann NY Acad Sci 2002; 855:723-31; Crino PB, Martin JA, Hill
WD, et al., Ann Otol Rhinol Laryngol, 1995;104:655-61; Davies DC, et al., Neurobiol Aging, 1993;14:353-7;
Devanand DP, et al., Am J Psychiatr, 2000;157:1399-405; y Doty RL, et al., Brain Res Bull, 1987;18:597-600. Es
razonable sugerir que abordar tales cambios mediante la reduccién de AB por inhibicién de BACE-1 podria ayudar a
restaurar la sensibilidad olfativa en los pacientes con AD.

Para compuestos que son inhibidores de BACE-2, otro ejemplo es el tratamiento de diabetes del tipo Il, incluyendo
diabetes asociada a amiloidogénesis. BACE-2 se expresa en el pancreas. Se ha informado inmunorreactividad de
BACE-2 en granulos secretores de células beta, almacenada conjuntamente con insulina e IAPP, pero que carece
de los demas tipos celulares endocrinos y exocrinos. Stoffel et al., documento de Patente W02010/063718, desvela
el uso de inhibidores de BACE-2 en el tratamiento de enfermedades metabdlicas tales como diabetes del tipo II. La
presencia de BACE-2 en granulos secretores de células beta sugiere que puede desempefiar un papel en la
amiloidogénesis asociada a diabetes (Finzi, G. Franzi, et al., Ultrastruct Pathol. Nov-Dec 2008;32(6):246-51.)

Otras patologias diversas caracterizadas por la formacion y deposicién de AR o fragmentos del mismo, y/o por la
presencia de fibrillas, oligémeros, y/o placas de amiloide, incluyen enfermedades neurodegenerativas tales como
tembladera, encefalitis espongiforme bovina, traumatismo craneoencefalico ("TBI"), enfermedad de Creutzfeld-Jakob
y similares, diabetes de tipo Il (que se caracteriza por la acumulacion localizada de fibrillas de amiloide citotoxicas en
las células productoras de insulina del pancreas), y angiopatia amiloide. A este respecto se puede hacer referencia a
la bibliografia de patentes. Por ejemplo, Kong et al., documento de Patente US2008/0015180, desvelan métodos y
composiciones para tratar amiloidosis con agentes que inhiben la formacién del péptido AB. En otro ejemplo, Loane,
et al. informan de la fijacion como diana de secretasas proteicas precursoras de amiloide como dianas terapéuticas
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para traumatismo craneoencefdlico (Loane et al., "Amyloid precursor protein secretases as therapeutic targets for
traumatic brain injury”, Nature Medicine, Advance Online Publication, publicado en linea el 15 de marzo de 2009).
AUn otras patologias diversas caracterizadas por la formacion y deposicion inapropiada de AR o fragmentos del
mismo, y/o por la presencia de fibrillas de amiloide, y/o para las que se espera que los inhibidores de BACE-1 sean
de valor terapéutico, se discuten adicionalmente posteriormente en el presente documento.

El potencial terapéutico de la inhibicion de la deposicion de AB ha motivado que numerosos grupos caractericen
BACE-1 e identifiqguen inhibidores de BACE-1 y otros inhibidores de enzimas secretasas. Los ejemplos en la
bibliografia de patentes estan en aumento de incluyen los documentos de Patente WO02006009653,
W02007005404, WO2007005366, WO2007038271, WO2007016012, US2005/0282826, US2007072925,
W02007149033, WO02007145568, WO02007145569, WO2007145570, WO2007145571, WO2007114771,
US20070299087, WO02005/016876, W02005/014540, WO2005/058311, W02006/065277, W0O2006/014762,
W02006/014944, WO02006/138195, WO02006/138264, W02006/138192, WO02006/138217, W0O2007/050721,
W02007/053506, WO02007/146225, WO02006/138230, W02006/138265, W02006/138266, W0O2007/053506,
W02007/146225, W02008/073365, WO2008/073370, WO0O2008/103351, US2009/041201, US2009/041202, y
W02010/047372.

Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona ciertos compuestos de didxido de iminotiadiazina a los que se denomina colectiva
o individualmente en el presente documento "compuestos de la invencién”, como se describe en el presente
documento. Se ha descubierto sorprendentemente que los nuevos compuestos de diéxido de iminotiadiazina de la
invencion exhiben propiedades que se espera que los haga ventajosos como inhibidores de BACE y/o para el
tratamiento y la prevencion de las diversas patologias descritas en el presente documento.

En los compuestos de la invencién descritos en el presente documento, se pretende que las férmulas incluyan todas
las formas de los compuestos tales como, por ejemplo, cualquier solvato, hidrato, estereoisémero, y tautomero de
dichos compuestos y cualquier sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

En una realizacion de la invencion, se proporciona un compuesto, 0 un tautdmero del mismo, o una sal

farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto o dicho tautémero, teniendo dicho compuesto una estructura
seleccionada entre:

NH NH
CH
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Me

En otras realizaciones, la invencién proporciona composiciones, incluyendo composiciones farmacéuticas, que
comprenden uno o0 mas compuestos de la invencién (por ejemplo, un compuesto de la invencién), o un tautémero del
mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto o compuestos y/o dicho tautémero o
tautdmeros, opcionalmente junto con uno o mas agentes terapéuticos adicionales, opcionalmente en un vehiculo o
diluyente aceptable (por ejemplo, farmacéuticamente aceptable).

También se desvelan métodos de tratamiento, prevencién, mejora, y/o retraso del inicio de una patologia de amiloide
B (patologia de AB) y/o un sintoma o sintomas de la misma, que comprenden administrar una compaosicién que
comprende una cantidad eficaz de uno 0 mas compuestos de la invencién, o un tautdmero de los mismos, o una sal
farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto o compuestos y/o dicho tautomero o tautdmeros, a un
paciente con necesidad de los mismos. Tales métodos comprenden ademas opcionalmente administrar una cantidad
eficaz de uno o mas agentes terapéuticos adicionales adecuados para tratar el paciente que se va a tratar.

Estas y otras realizaciones de la invencién, que se describen con detalle posteriormente o seran claramente
evidentes para los expertos habituales en la materia, se incluyen dentro del alcance de la invencién.

Descripcion detallada

La presente invencién incluye tautémeros y estereoisémeros de cada uno de los compuestos de ejemplo de la
invencion, y sales farmacéuticamente aceptables y solvatos de dichos compuestos, dichos estereoisdmeros, y/o
dichos tautémeros. Tales tautémeros y esterecisémeros de cada uno de los compuestos de ejemplo, y sales
farmacéuticamente aceptables y solvatos de dichos compuestos, dichos estereoisomeros, y/o dichos tautémeros,
representan cada uno realizaciones adicionales de la invencion.

En otra realizacién, la invencion proporciona una composicion que comprende al menos un compuesto de la
invencién, o un tautdmero o estereocisomero del mismo, o una sal o solvato de dicho compuesto, dicho
estereoisbmero, o dicho tautémero, y un vehiculo o diluyente adecuado.

En otra realizacion, la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende al menos un compuesto
de la invencion, o un tautémero o estereoisdmero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de
dicho compuesto, dicho estereoisémero, o dicho tautdmero, y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

En otra realizacion, la invencion proporcioné una composicion farmacéutica que comprende al menos un solvato de
un compuesto de la invencién, o un tautdémero o isémero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable o
solvato de dicho compuesto o dicho tautémero, y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

En otra realizacioén, la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende al menos una sal
farmacéuticamente aceptable de un compuesto de la invencién, o un tautémero o estereoisémero del mismo, o una
sal farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho esterecisémero, o dicho tautémero, y un
vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

En otra realizacion, la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende al menos un tautébmero
de un compuesto de la invencion, o un tautdbmero o estereoisomero del mismo, o una sal farmacéuticamente
aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho estereoisémero, o dicho tautémero, y un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable.

En otra realizacién, la invencion proporciona una composicién farmacéutica que comprende al menos un compuesto
de la invencién, o un tautémero o estereoisomero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de
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dicho compuesto, dicho estereocisémero, o dicho tautémero, junto con al menos un agente terapéutico adicional, y un
vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

Algunos ejemplos no limitantes de agentes terapéuticos adicionales para su uso en combinacién con los compuestos
de la invencion incluyen los farmacos seleccionados entre el grupo que consiste en: (a) farmacos Utiles para el
tratamiento de enfermedad de Alzheimer y/o farmacos Utiles para tratar uno o mas sindromes sintomas de
enfermedad de Alzheimer, (b) farmacos utiles para inhibir la sintesis de AR, (c) farmacos utiles para tratar
enfermedades neurodegenerativas.

Algunos ejemplos no limitantes adicionales de agentes terapéuticos adicionales para su uso en combinacién con los
compuestos de la invencion incluyen farmacos Utiles para el tratamiento, prevencion, retraso de la aparicion, mejora
de cualquier patologia asociada a AB y/o un sintoma de la misma. Algunos ejemplos no limitantes de patologias
asociadas a A incluyen: enfermedad de Alzheimer, sindrome de Down, enfermedad de Parkinson, pérdida de
memoria, pérdida de memoria asociada a enfermedad de Alzheimer, pérdida de memoria asociada a enfermedad de
Parkinson, sintomas de déficit de atencién, sintomas de déficit de atencién asociados a enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Parkinson, y/o sindrome de Down, demencia, ictus, microgliosis e inflamacion cerebral, demencia
presenil, demencia senil, demencia asociada a enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, y/o sindrome
de Down, paralisis supranuclear progresiva, degeneracion corticobasal, neurodegeneracién, deterioro olfativo,
deterioro olfativo asociado a enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, y/o sindrome de Down,
angiopatia 3-amiloide, angiopatia amiloide cerebral, hemorragia cerebral hereditaria, deterioro cognitivo leve ("MCI"),
glaucoma, amiloidosis, diabetes del tipo I, complicaciones de hemodialisis (de microglobulinas B2 y complicaciones
gue surgen de las mismas en pacientes de hemodidlisis), tembladera, encefalitis espongiforme bovina, traumatismo
craneoencefélico ("TBI"), y enfermedad de Creutzfeld-Jakob, que comprende administrar a dicho paciente al menos
un compuesto de la invencién, o un tautdémero o isémero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable o
solvato de dicho compuesto o dicho tautdmero, en una cantidad eficaz para inhibir dicha patologia o patologias.

En realizaciones de la invencién que comprenden al menos un agente terapéutico adicional, algunos ejemplos no
limitantes adicionales de agentes terapéuticos adicionales para su uso en combinacion con los compuestos de la
invencion incluyen: antagonistas muscarinicos (por ejemplo, agonistas de mz (tales como acetilcolina, oxotremorina,
carbacol, o McNa343), o antagonistas de m2 (tales como atropina, dicicloverina, tolterodina, oxibutinina, ipratropio,
metoctramina, tripitamina, o galamina)); inhibidores de colinasterasa (por ejemplo, inhibidores de acetil y/o
butirilcolinesterasa tales como donepezilo (Aricept®), galantamina (Razadyne®), y rivastigimina (Exelon®);
antagonistas del receptor de N-metil-D-aspartato (por ejemplo, Namenda® (memantina HCI, disponible en Forrest
Pharmaceuticals, Inc.); combinaciones de inhibidores de colinasterasa y antagonistas del receptor de N-metil-D-
aspartato; moduladores de gamma secretasa; inhibidores de gamma secretasa; agentes antiinflamatorios no
esteroideos; agentes antiinflamatorios que reducen la neuroinflamacién; anticuerpos anti-amiloide (tales como
bapineuzemab, Wyeth/Elan); vitamina E; antagonistas del receptor nicotinico de acetilcolina; agonistas inversos del
receptor CB1 o antagonistas del receptor CB1; antibiéticos; secretdgogos de la hormona de crecimiento;
antagonistas de histamina H3; agonistas de AMPA,; inhibidores de PDE4; agonistas inversos de GABAa; inhibidores
de la agregaciéon de amiloide; inhibidores de glucdégeno sintasa quinasa beta; promotores de la actividad de alfa
secretasa; inhibidores de PDE-10; inhibidores de Tau quinasa (por ejemplo, inhibidores de GSK3beta, inhibidores de
cdk5, o inhibidores de ERK); inhibidores de la agregaciéon de Tau (por ejemplo, Rember®); inhibidores de RAGE (por
ejemplo, TTP 488 (PF-4494700)); vacuna anti-Abeta; ligandos de APP; agentes que regulan positivamente la
insulina, agentes reductores de colesterol tales como inhibidores de HMG-CoA reductasa (por ejemplo, estatinas
tales como Atorvastatina, Fluvastatina, Lovastatina, Mevastatina, Pitavastatina, Pravastatina, Rosuvastatina,
Simvastatina) y/o inhibidores de la absorcion de colesterol (tales como Ezetimiba), o combinaciones de inhibidores
de HMG-CoA reductasa e inhibidores de la absorcion de colesterol (tales como, por ejemplo, Vytorin®); fibratos (tales
como, por ejemplo, clofibrato, Clofibrida, Etofibrato, y Clofibrato de Aluminio); combinaciones de fibratos y agentes
reductores de colesterol y/o inhibidores de la absorcién de colesterol; agonistas de receptores nicotinicos; niacina;
combinaciones de niacina e inhibidores de la absorcién de colesterol y/o agentes reductores de colesterol (por
ejemplo, Simcor® (niacina/simvastatina, disponible en Abbott Laboratories, Inc.); agonistas de LXR; miméticos de
LRP; antagonistas del receptor H3; inhibidores de histona desacetilasa; inhibidores de hsp90; agonistas de 5-HT4
(por ejemplo, PRX-03140 (Epix Pharmaceuticals)); antagonistas del receptor 5-HT6; moduladores o antagonistas del
receptor mGIluR1; moduladores o antagonistas del receptor mGIuR5; antagonistas de mGIluR2/3; antagonistas del
receptor EP2 de Prostaglandina; inhibidores de PAI-1; agentes que inducen evacuacién de Abeta tales como
gelsolina; compuestos atenuadores de metaloproteinas (por ejemplo, PBT2); y moduladores de GPR3; y
antihistaminicos tales como Dimebolina (por ejemplo, Dimebon®, Pfizer).

En otra realizacion, la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de
uno o mas (por ejemplo, uno) compuestos de la invencién, y una cantidad eficaz de uno o mas inhibidores de
colinesterasa (por ejemplo, inhibidores de acetil y/o butirilcolinesterasa), y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otra realizacion, la invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de
uno o mas (por ejemplo, uno) compuestos de la invencion, y una cantidad eficaz de uno o mas agonistas o
antagonistas muscarinicos (por ejemplo, agonistas de mi o antagonistas de mz), y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.
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En una realizacién, la invencién proporciona combinaciones que comprenden una cantidad eficaz (es decir,
terapéuticamente eficaz) de uno 0 mas compuestos de la invencién, en combinaciéon con una cantidad eficaz (es
decir, terapéuticamente eficaz) de uno o mas compuestos seleccionados entre el grupo que consiste en inhibidores
de colinesterasa (tales como, por ejemplo, clorhidrato de (6)-2,3-dihidro-5,6-dimetoxi-2-[[1-(fenilmetil)-4-
piperidinilmetil]-1H-inden-1-ona, es decir, clorhidrato de donepezilo, disponible con el nombre comercial Aricept® de
clorhidrato de donepezilo), inhibidores del receptor de N-metil-D-aspartato (tales como, por ejemplo, Namenda®
(memantina HCI)); anticuerpos anti-amiloide (tales como bapineuzumab, Wyeth/Elan), inhibidores de gamma
secretasa, moduladores de gamma secretasa, e inhibidores de beta secretasa distintos de los compuestos de la
invencion.

En una realizacién, la invencion proporciona combinaciones que comprenden una cantidad eficaz (es decir,
terapéuticamente eficaz) de uno o mas compuestos de la invencion, en combinacion con una cantidad eficaz (es
decir, terapéuticamente eficaz) de uno o mas compuestos seleccionados entre el grupo que consiste en inhibidores
de colinesterasa (tales como, por ejemplo, clorhidrato de (6)-2,3-dihidro-5,6-dimetoxi-2-[[1-(fenilmetil)-4-
piperidinilmetil]-1H-inden-1-ona, es decir, clorhidrato de donepezilo, disponible con el nombre comercial Aricept® de
clorhidrato de donepezilo), inhibidores del receptor de N-metil-D-aspartato (tales como, por ejemplo, Namenda®
(memantina HCI)).

En una realizacién, la invencién proporciona combinaciones que comprenden una cantidad eficaz (es decir,
terapéuticamente eficaz) de uno o mas compuestos de la invencion, en combinacion con una cantidad eficaz (es
decir, terapéuticamente eficaz) de uno o mas inhibidores de gamma secretasa.

En una realizacién, la invencion proporciona combinaciones que comprenden una cantidad eficaz (es decir,
terapéuticamente eficaz) de uno 0 mas compuestos de la invencién, en combinaciéon con una cantidad eficaz (es
decir, terapéuticamente eficaz) de uno o mas moduladores de gamma secretasa.

En una realizacién, la invencién proporciona combinaciones que comprenden una cantidad eficaz (es decir,
terapéuticamente eficaz) de uno o mas compuestos de la invenciéon, o un tautébmero o estereocisomero de los
mismos, 0 una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho estereoisémero, o dicho
tautdmero, en combinacién con una cantidad eficaz (es decir, terapéuticamente eficaz) de uno o mas inhibidores de
gamma secretasa y en combinacién adicional con uno o mas moduladores de gamma secretasa.

En otra realizacion, la invencién proporciona un compuesto de la invencion, o un tautbmero o esterecisomero del
mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho estereoisémero, o dicho
tautdmero, en forma pura, en forma aislada, y/o en forma aislada y pura.

En otra realizacién, la invencién proporciona un método para preparar una composicion farmacéutica que
comprende la etapa de mezclar al menos un compuesto de la invencién, o un tautdmero o esterecisomero del
mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho estereoisomero, o dicho
tautdmero, y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

También se desvela un método de inhibicion de B-secretasa que comprende exponer una poblacion de células que
expresan B-secretasa al menos a un compuesto de la invencion, o un tautdmero o estereoisémero del mismo, o una
sal farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho estereoisomero, o dicho tautdbmero, en una
cantidad eficaz para inhibir B-secretasa.

También se desvela un método de inhibicion de B-secretasa en un paciente con necesidad del mismo que
comprende administrar al menos un compuesto de la invencién, o un tautdmero o estereoisémero del mismo, o una
sal farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho esterecisémero, o dicho tautomero, en una
cantidad terapéuticamente eficaz para inhibir B-secretasa en dicho paciente.

También se desvela un método de inhibicion de BACE-1 que comprende exponer una poblacién de células que
expresan BACE-1 al menos a un compuesto de la invencién, o un tautébmero o estereoisémero del mismo, o una sal
farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto o dicho tautémero, en una cantidad eficaz para inhibir
BACE-1 en dichas células. En uno de tales métodos, dicha poblacién de células esta in vivo. En otro de tales
métodos, dicha poblacion de células esta ex vivo. En otro de tales métodos, dicha poblacion de células esta in vitro.

También se desvela un método de inhibicion de BACE-2 que comprende exponer una poblacién de células que
expresan BACE-2 al menos a un compuesto de la invencion, o un tautdmero o estereoisémero del mismo, o una sal
farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto o dicho tautémero, en una cantidad eficaz para inhibir
BACE-2 en dichas células. En uno de tales métodos, dicha poblacién de células esta in vivo. En otro de tales
métodos, dicha poblacion de células esta ex vivo. En otro de tales métodos, dicha poblacion de células esta in vitro.

También se desvela un método de inhibicion de BACE-1 en un paciente con necesidad del mismo que comprende
administrar a dicho paciente al menos un compuesto de la invencion, o un tautdmero o esterecisomero del mismo, o
una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho esterecisémero, o dicho tautomero, en
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una cantidad terapéuticamente eficaz para inhibir BACE-1 en dicho paciente.

También se desvela un método de inhibicion de BACE-2 en un paciente con necesidad del mismo que comprende
administrar a dicho paciente al menos un compuesto de la invencion, o un tautémero o esterecisémero del mismo, o
una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho estereoisémero, o dicho tautémero, en
una cantidad terapéuticamente eficaz para inhibir BACE-2 en dicho paciente.

También se desvela un método de inhibicion de la formacion de AR a partir de APP en un paciente con necesidad
del mismo, que comprende administrar a dicho paciente al menos un compuesto de la invencion, o un tautémero o
estereoisomero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho
estereoisbmero, o dicho tautémero, en una cantidad eficaz para inhibir dicha formacion de AB.

También se desvela un método de inhibiciéon de la formacién de placa de AB en un paciente con necesidad del
mismo, que comprende administrar a dicho paciente al menos un compuesto de la invencién, o un tautémero o
estereoisomero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho
estereoisdbmero, o dicho tautémero, en una cantidad eficaz para inhibir dicha formacién de placa de AB.

También se desvela un método de inhibicién de la formacién de fibrillas de AR en un paciente con necesidad del
mismo, que comprende administrar a dicho paciente al menos un compuesto de la invencién, o un tautbmero o
estereoisomero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho
estereoisbmero, o dicho tautébmero, en una cantidad eficaz para inhibir dicha formacién de fibrillas de Ap.

También se desvela un método de inhibicion de la formacién de oligémeros de A en un paciente con necesidad del
mismo, que comprende administrar a dicho paciente al menos un compuesto de la invencién, o un tautbmero o
estereoisomero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho
estereoisdbmero, o dicho tautémero, en una cantidad eficaz para inhibir dicha formacién de fibrillas de Ap.

También se desvela un método de inhibicion de la formacion de fibrillas de AB y oligbmeros de AB en un paciente
con necesidad del mismo, que comprende administrar a dicho paciente al menos un compuesto de la invencion, o un
tautdmero o estereoisdbmero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho
estereoisdmero, o dicho tautébmero, en una cantidad eficaz para inhibir dicha formacién de fibrillas de Ap.

También se desvela un método de inhibicién de la formacién de placas seniles y/u ovillos neurofibrilares en un
paciente con necesidad del mismo, que comprende administrar a dicho paciente al menos un compuesto de la
invencién, o un tautémero o estereoisémero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho
compuesto, dicho estereoisémero, o dicho tautdmero, en una cantidad eficaz para inhibir dicha formacion de fibrillas
de AB.

También se desvela un método de tratamiento, prevencion, y/o retraso de la aparicion de una patologia de amiloide
B ("patologia de AB") y/o uno o mas sintomas de dicha patologia que comprende administrar al menos un compuesto
de la invencién, o un tautémero o estereoisomero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de
dicho compuesto, dicho estereoisémero, o dicho tautdmero, a un paciente con necesidad del mismo en una cantidad
eficaz para tratar dicha patologia.

También se desvela un método de tratamiento, prevencion, y/o retraso de la aparicion de una o mas patologias
asociadas a AB y/o uno o mas sintomas de una o mas patologias asociadas a AB. Algunos ejemplos no limitantes de
patologias asociadas a AP incluyen: enfermedad de Alzheimer, sindrome de Down, enfermedad de Parkinson,
pérdida de memoria, pérdida de memoria asociada a enfermedad de Alzheimer, pérdida de memoria asociada a
enfermedad de Parkinson, sintomas de déficit de atencion, sintomas de déficit de atencidon asociados a enfermedad
de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, y/o sindrome de Down, demencia, ictus, microgliosis e inflamacion
cerebral, demencia presenil, demencia senil, demencia asociada a enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Parkinson, y/o sindrome de Down, paralisis supranuclear progresiva, degeneracién corticobasal, neurodegeneracion,
deterioro olfativo, deterioro olfativo asociado a enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, y/o sindrome de
Down, angiopatia B-amiloide, angiopatia amiloide cerebral, hemorragia cerebral hereditaria, deterioro cognitivo leve
("MCI"), glaucoma, amiloidosis, diabetes del tipo I, amiloidogénesis asociada a diabetes, complicaciones de
hemodidlisis (de microglobulinas B2 y complicaciones que surgen de las mismas en pacientes de hemodidlisis),
tembladera, encefalitis espongiforme bovina, traumatismo craneoencefalico ("TBI"), y enfermedad de Creutzfeld-
Jakob, que comprende administrar a dicho paciente al menos un compuesto de la invencién, o un tautémero o
estereoisomero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho
estereoisdmero, o dicho tautémero, en una cantidad eficaz para inhibir dicha patologia o patologias.

También se desvela un método para tratar una o mas enfermedades neurodegenerativas, que comprende
administrar una cantidad eficaz (es decir, terapéuticamente eficaz) de uno o mas compuestos de la invencion (o un
tautdmero o estereoisdbmero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho
estereoisbmero, o dicho tautémero), solo u opcionalmente en combinacion con uno o0 mas agentes terapéuticos
adicionales utiles en el tratamiento de una o mas enfermedades neurodegenerativas, a un paciente con necesidad
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de tal tratamiento.

También se desvela un método de inhibicién de la deposicién de proteina amiloide (por ejemplo, proteina amiloide
beta) en, sobre o alrededor de un tejido neurolégico (por ejemplo, el cerebro), que comprende administrar una
cantidad eficaz (es decir, terapéuticamente eficaz) de uno o mas compuestos de la invencién (o un tautdmero o
estereoisomero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho
estereoisomero, o dicho tautdmero), solo u opcionalmente en combinacion con uno o0 mas agentes terapéuticos
adicionales utiles en el tratamiento de una o mas enfermedades neurodegenerativas, a un paciente con necesidad
de tal tratamiento.

También se desvela un método para tratar enfermedad de Alzheimer, que comprende administrar una cantidad
eficaz (es decir, terapéuticamente eficaz) de uno o mas compuestos de la invencion (o un tautdbmero o
estereoisomero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho
estereoisomero, o dicho tautdmero), solo u opcionalmente en combinacidon con uno o mas agentes terapéuticos
adicionales utiles en el tratamiento de enfermedad de Alzheimer, a un paciente con necesidad de tal tratamiento.

También se desvela un método para tratar sindrome de Down, que comprende administrar una cantidad eficaz (es
decir, terapéuticamente eficaz) de uno 0 mas compuestos de la invencion (o0 un tautémero o estereoisémero del
mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho estereoisémero, o dicho
tautdmero), solo u opcionalmente en combinacién con una cantidad eficaz (por ejemplo, terapéuticamente eficaz) de
uno o mas agentes activos adicionales Utiles en el tratamiento de sindrome de Down, a un paciente con necesidad
de tal tratamiento.

También se desvela un método para tratar deterioro cognitivo leve, que comprende administrar una cantidad eficaz
de uno o mas (por ejemplo, uno) compuestos de la invencién (o un tautdmero o estereoisémero del mismo, o una sal
farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho estereoisémero, o dicho tautdmero), solo u
opcionalmente en combinaciéon con uno o mas agentes activos adicionales (tiles en el tratamiento de deterioro
cognitivo leve, a un paciente con necesidad de tal tratamiento.

También se desvela un método para tratar glaucoma, que comprende administrar una cantidad eficaz de uno o mas
(por ejemplo, uno) compuestos de la invencién (o un tautdbmero o estereoisémero del mismo, o una sal
farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho estereoisémero, o dicho tautdmero), solo u
opcionalmente en combinacién con uno o mas agentes activos adicionales Utiles en el tratamiento de glaucoma, a un
paciente con necesidad de tal tratamiento.

También se desvela un método para tratar angiopatia amiloide cerebral, que comprende administrar una cantidad
eficaz de uno o mas (por ejemplo, uno) compuestos de la invencion (o un tautémero o estereocisémero del mismo, o
una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho estereocisémero, o dicho tautémero), solo
u opcionalmente en combinacién con uno o mas agentes activos adicionales Utiles en el tratamiento de angiopatia
amiloide cerebral, a un paciente con necesidad de tal tratamiento.

También se desvela un método para tratar ictus, que comprende administrar una cantidad eficaz de uno o mas (por
ejemplo, uno) compuestos de la invencion (0o un tautémero o estereocisobmero del mismo, o una sal
farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho estereocisémero, o dicho tautémero), solo u
opcionalmente en combinacion con uno o mas agentes activos adicionales uUtiles en el tratamiento de ictus, a un
paciente con necesidad de tal tratamiento.

También se desvela un método para tratar demencia, que comprende administrar una cantidad eficaz de uno o mas
(por ejemplo, uno) compuestos de la invencidon (o un tautdbmero o estereocisémero del mismo, o una sal
farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho estereoisémero, o dicho tautdmero), solo u
opcionalmente en combinacién con uno o mas agentes activos adicionales Utiles en el tratamiento de demencia, a un
paciente con necesidad de tal tratamiento.

También se desvela un método para tratar microgliosis, que comprende administrar una cantidad eficaz de uno o
mas (por ejemplo, uno) compuestos de la invencion (o un tautdbmero o estereocisémero del mismo, o una sal
farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho estereocisémero, o dicho tautémero), solo u
opcionalmente en combinacién con uno 0 mas agentes activos adicionales utiles en el tratamiento de microgliosis, a
un paciente con necesidad de tal tratamiento.

También se desvela un método para tratar inflamacién cerebral, que comprende administrar una cantidad eficaz de
uno o mas (por ejemplo, uno) compuestos de la invencion (o un tautdémero o estereocisémero del mismo, o una sal
farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho estereocisémero, o dicho tautémero), solo u
opcionalmente en combinacién con uno o mas agentes activos adicionales Utiles en el tratamiento de inflamacion
cerebral, a un paciente con necesidad de tal tratamiento.
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También se desvela un método para tratar traumatismo craneoencefalico, que comprende administrar una cantidad
eficaz de uno o mas (por ejemplo, uno) compuestos de la invencion (o un tautdmero o estereoisémero del mismo, o
una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho estereocisémero, o dicho tautémero), solo
u opcionalmente en combinaciéon con uno o mas agentes activos adicionales Utiles en el tratamiento de traumatismo
craneoencefélico, a un paciente con necesidad de tal tratamiento.

También se desvela un método para tratar pérdida de funcién olfativa, que comprende administrar una cantidad
eficaz de uno o mas (por ejemplo, uno) compuestos de la invencion (o un tautdmero o estereoisémero del mismo, o
una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho estereocisémero, o dicho tautbmero), solo
u opcionalmente en combinacion con uno 0 mas agentes activos adicionales Utiles en el tratamiento de pérdida de
funcién olfativa, a un paciente con necesidad de tal tratamiento.

En una realizacién, en cada uno de los métodos de tratamiento indicados anteriormente, dichos uno o mas agentes
terapéuticos adicionales se seleccionan entre uno o mas inhibidores de colinesterasa (tales como, por ejemplo,
clorhidrato de (6)-2,3-dihidro-5,6-dimetoxi-2-[[1-(fenilmetil)-4-piperidinillmetil]-1H-inden-1-ona, es decir, clorhidrato de
donepezilo, disponible con el nombre comercial de Aricept® diclorhidrato de donepezilo).

En una realizacion, en cada uno de los métodos de tratamiento indicados anteriormente, dichos uno 0 mas agentes
terapéuticos adicionales se seleccionan entre el grupo que consiste en inhibidores de anticuerpo de AR, inhibidores
de gamma secretasa, moduladores de gamma secretasa, e inhibidores de beta secretasa distintos de un compuesto
de la invencion.

En una realizacion, en cada uno de los métodos de tratamiento indicados anteriormente, dicho uno o mas agentes
terapéuticos adicionales es Exelon (rivastigmina).

En una realizacion, en cada uno de los métodos de tratamiento indicados anteriormente, dichos uno 0 mas agentes
terapéuticos adicionales se seleccionan entre Cognex (tacrina).

En una realizacién, en cada uno de los métodos de tratamiento indicados anteriormente, dichos uno o mas agentes
terapéuticos adicionales se seleccionan entre inhibidor de Tau quinasa (por ejemplo, inhibidor de GSK3beta,
inhibidor de cdk5, inhibidor de ERK).

En una realizacion, en cada uno de los métodos de tratamiento indicados anteriormente, dichos uno 0 mas agentes
terapéuticos adicionales se seleccionan entre una vacuna anti-A.

En una realizacién, en cada uno de los métodos de tratamiento indicados anteriormente, dichos uno o mas agentes
terapéuticos adicionales se seleccionan entre un ligando de APP.

En una realizacién, en cada uno de los métodos de tratamiento indicados anteriormente, dichos uno o mas agentes
terapéuticos adicionales se seleccionan entre uno o mas agentes que regulan positivamente la enzima de
degradacion de insulina y/o neprilisina.

En una realizacion, en cada uno de los métodos de tratamiento indicados anteriormente, dichos uno 0 mas agentes
terapéuticos adicionales se seleccionan entre uno o mas agentes reductores de colesterol. Algunos ejemplos no
limitantes de dichos agentes reductores de colesterol incluyen: estatinas tales como Atorvastatina, Fluvastatina,
Lovastatina, Mevastatina, Pitavastatina, Pravastatina, Rosuvastatina, Simvastatina, e inhibidores de absorcién de
colesterol tales como Ezetimiba y fitonutrientes.

En una realizacion, en cada uno de los métodos de tratamiento indicados anteriormente, dichos uno 0 mas agentes
terapéuticos adicionales se seleccionan entre uno o mas fibratos. Algunos ejemplos no limitantes de dichos fibratos
incluyen clofibrato, Clofibrida, Etofibrato, y Clofibrato de Aluminio.

En una realizacién, en cada uno de los métodos de tratamiento indicados anteriormente, dichos uno o mas agentes
terapéuticos adicionales se seleccionan entre uno o mas agonistas de LXR.

En una realizacién, en cada uno de los métodos de tratamiento indicados anteriormente, dichos uno o mas agentes
terapéuticos adicionales se seleccionan entre uno 0 mas miméticos de LRP.

En una realizacion, en cada uno de los métodos de tratamiento indicados anteriormente, dichos uno o mas agentes
terapéuticos adicionales se seleccionan entre uno 0 mas antagonistas del receptor 5-HT6.

En una realizacién, en cada uno de los métodos de tratamiento indicados anteriormente, dichos uno o mas agentes
terapéuticos adicionales se seleccionan entre uno o mas agonistas de receptores nicotinicos.

En una realizacion, en cada uno de los métodos de tratamiento indicados anteriormente, dichos uno o mas agentes
terapéuticos adicionales se seleccionan entre uno 0 mas antagonistas del receptor H3.
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En una realizacion, en cada uno de los métodos de tratamiento indicados anteriormente, dichos uno 0 mas agentes
terapéuticos adicionales se seleccionan entre uno 0 mas inhibidores de histona desacetilasa.

En una realizacién, en cada uno de los métodos de tratamiento indicados anteriormente, dichos uno o mas agentes
terapéuticos adicionales se seleccionan entre uno o mas inhibidores de hsp90.

En una realizacion, en cada uno de los métodos de tratamiento indicados anteriormente, dichos uno 0 mas agentes
terapéuticos adicionales se seleccionan entre uno 0 mas agonistas del receptor muscarinico m1.

En una realizacion, en cada uno de los métodos de tratamiento indicados anteriormente, dichos uno 0 mas agentes
terapéuticos adicionales se seleccionan entre uno o mas antagonistas del receptor 5-HT6, moduladores alostéricos
positivos o agonistas de mGIuR1, y mGIuR5.

En una realizacién, en cada uno de los métodos de tratamiento indicados anteriormente, dichos uno o mas agentes
terapéuticos adicionales se seleccionan entre uno o mas antagonistas de mGIluR2/3.

En una realizacion, en cada uno de los métodos de tratamiento indicados anteriormente, dichos uno 0 mas agentes
terapéuticos adicionales se seleccionan entre uno o mas agentes antiinflamatorios que pueden reducir la
neuroinflamacion.

En una realizacién, en cada uno de los métodos de tratamiento indicados anteriormente, dichos uno o mas agentes
terapéuticos adicionales se seleccionan entre uno o mas antagonistas del receptor EP2 de prostaglandina.

En una realizacion, en cada uno de los métodos de tratamiento indicados anteriormente, dichos uno o mas agentes
terapéuticos adicionales se seleccionan entre uno o mas inhibidores de PAI-1.

En una realizacion, en cada uno de los métodos de tratamiento indicados anteriormente, dichos uno 0 mas agentes
terapéuticos adicionales se seleccionan entre uno o mas agentes que inducen evacuacion de AB. Un ejemplo no
limitante de un agente que puede inducir aflujo de AB es gelsolina.

En una realizacién, la invencion proporciona un kit que comprende, en recipientes separados, en un envase
individual, composiciones farmacéuticas para su uso en combinacion, en el que un recipiente comprende una
cantidad eficaz de un compuesto de la invencién (0 un tautdmero o estereocisémero del mismo, o una sal
farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho estereoisémero, o dicho tautdmero) en un
vehiculo farmacéuticamente aceptable y, opcionalmente, otro recipiente (es decir, un segundo recipiente) comprende
una cantidad eficaz de otro ingrediente farmacéuticamente activo (como se describe posteriormente), siendo
eficaces las cantidades combinadas del compuesto de la invencion y el otro ingrediente farmacéuticamente activo
para: (a) tratar enfermedad de Alzheimer, o (b) inhibir la deposicion de proteina amiloide (por ejemplo, proteina
amiloide beta) en, sobre o alrededor de tejido neurologico (por ejemplo, cerebro), o (c) tratar enfermedades
neurodegenerativas, o (d) inhibir BACE.

En sus diversas realizaciones, la invencidén proporciona uno cualquiera de los métodos desvelados anteriormente y
posteriormente en el que el compuesto o compuestos de la invencidn es un compuesto 0 compuestos seleccionados
entre el grupo que consiste en los compuestos a modo de ejemplo de la invencién descritos posteriormente.

En sus diversas realizaciones, la invencion proporciona una cualquiera de las composiciones farmacéuticas
desveladas anteriormente y posteriormente en el que el compuesto o compuestos de la invencién es un compuesto
0 compuestos seleccionados entre el grupo que consiste en los compuestos a modo de ejemplo de la invencién
descritos posteriormente.

Otras realizaciones de la presente invencién se dirigen a una cualquiera de las realizaciones anteriores o posteriores
que se dirigen a compuestos de la invencion, o al uso de compuestos de la invencion (por ejemplo, las realizaciones
dirigidas a métodos de tratamiento, composiciones farmacéuticas y Kkits).

En otra realizacion, la invencidon proporciona el uso de un compuesto de la invencion, o un tautébmero o
estereoisomero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho
estereoisdmero, o dicho tautdémero, en la preparacion de un medicamento para su uso en el tratamiento, el retraso
de la aparicion, y/o la prevencion de una o mas patologias de AB y/o en el tratamiento, el retraso de la aparicion, y/o
la prevencién de uno o mas sintomas de una o mas patologias de A.

Definiciones
Los términos usados en el presente documento tiene su significado ordinario y el significado de tales términos es
independiente en cada aparicion del mismo. Pese a ello y excepto cuando se indique otra cosa, se aplican las

siguientes definiciones en la memoria descriptiva y las reivindicaciones. Los nombres quimicos, los nombres
comunes Yy las estructuras quimicas se pueden usar de forma intercambiable para describir la misma estructura.
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Estas definiciones se aplican independientemente de si el término se usa por si mismo o en combinacion con otros
términos, a menos que se indique otra cosa.

Cualquier carbono asi como cualquier heteroatomo con valencias sin satisfacer en el texto, esquemas, ejemplos y
Tablas en el presente documento se supone que tiene el nimero suficiente de atomos de hidrogeno para satisfacer
las valencias.

Como se describe en el presente documento, los "compuestos de ejemplo de la invencion" (o "compuestos de
ejemplo” o "ejemplos") incluyen, colectiva e individualmente, cada uno de los compuestos expuestos con los
numeros de ejemplo en los ejemplos preparativos.

Con respecto a las composiciones y métodos que comprenden el uso de "al menos un compuesto de la invencion”,
se pueden administrar de uno a tres compuestos de la invencion al mismo tiempo, preferentemente uno.

La linea - como enlace indica generalmente una mezcla de, o cualquiera de, los posibles isomeros, por ejemplo, que
contienen una estereoquimica (R) y (S). Por ejemplo:

T

Iz

indica una mezcla de, o cualquiera de,

OH

N
H
ylo
oy
N
H .

La linea ondulada "% como se usa en el presente documento, indica un punto de unién al resto del
compuesto.

El término "purificado”, o las expresiones "en forma purificada" o "en forma aislada y purificada" para un compuesto
se refieren al estado fisico de dicho compuesto después de aislarse a partir de un proceso sintético (por ejemplo, a
partir de una mezcla de reaccién), o una fuente natural o una combinacién de los mismos. De ese modo, el término
"purificado”, o las expresiones "en forma purificada" o "en forma aislada y purificada" para un compuesto se refieren
al estado fisico de dicho compuesto (0 un tautbmero o estereoisomero del mismo, o una sal farmacéuticamente
aceptable o solvato de dicho compuesto, dicho esterecisémero, o dicho tautomero) después de obtenerse a partir de
un proceso o procesos de purificacion descritos en el presente documento o bien conocidos por los expertos en la
materia (por ejemplo, cromatografia, recristalizacion y similares), con la suficiente pureza para ser adecuados para
uso in vivo o medicinal y/o caracterizados mediante técnicas analiticas convencionales descritas en el presente
documento o bien conocidas por los expertos en la materia.

Cuando un grupo funcional de un compuesto se denomina "protegido", esto significa que el grupo esta en una forma
modificada para evitar reacciones secundarias no deseadas en el sitio protegido cuando el compuesto se somete a
una reaccioén. Los grupos protectores adecuados se reconoceran por los expertos habituales en la materia asi como
por referencia a libros de texto convencionales tales como, por ejemplo, T. W. Greene et al., Protective Groups in
organic Synthesis (1991), Wiley, Nueva York.

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 la combinacién de los ingredientes especificos en las cantidades especificas.
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Uno o mas compuestos de la invencién pueden existir en formas sin solvatar asi como solvatadas con disolventes
farmacéuticamente aceptables tales como agua, etanol, y similares, y se pretende que la invencion incluya las
formas tanto solvatadas como sin solvatar. "Solvato" significa una asociacion fisica de un compuesto de la presente
invencion con una o mas moléculas de disolvente. Esta asociacion fisica implica grados variables de enlace i6nico y
covalente, incluyendo enlace de hidrégeno. En ciertos casos, el solvato se podra aislar, por ejemplo cuando una o
mas moléculas del disolvente se incorporen a la red cristalina del sélido cristalino. "Solvato" incluye solvatos tanto en
fase de solucion como aislables. Algunos ejemplos no limitantes de solvatos adecuados incluyen etanolatos,
metanolatos, y similares. "Hidrato" es un solvato en el que la molécula de disolvente es H20.

"Cantidad eficaz" o "cantidad terapéuticamente eficaz" pretende describir una cantidad de compuesto o de una
composicion de la presente invencion eficaz en la inhibicién de las enfermedades indicadas anteriormente y que
produce de ese modo el efecto terapéutico, de mejoria, inhibidor o preventivo deseado.

Los compuestos de la invencion pueden formar sales que también estan dentro del alcance de la presente invencion.
La referencia a un compuesto de la invencién en el presente documento se entiende que incluye la referencia a las
sales del mismo, a menos que se indique otra cosa. El término "sal(es)", como se emplea en el presente documento,
representa sales acidas formadas con acidos inorganicos y/u organicos, asi como sales basicas formadas con bases
inorganicas y/u organicas. Ademas, cuando un compuesto de la invencion contiene tanto un resto basico, tal como,
pero sin limitarse a, piridina o imidazol, como un resto &cido, tal como, pero sin limitarse a, acido carboxilico, se
pueden formar zwitteriones ("sales internas") y se incluyen dentro del término "sal(es)" como se usa en el presente
documento. Son preferentes las sales farmacéuticamente aceptables (es decir, no toxicas, fisiolégicamente
aceptables), aunque también pueden ser Utiles otras sales. Las sales de los compuestos de la invencion se pueden
formar, por ejemplo, haciendo reaccionar un compuesto de la invencidn con una cantidad de acido o base, tal como
una cantidad equivalente, en un medio tal como uno en el que la sal precipitada o en un medio acuoso seguido de
liofilizacion.

Algunas sales de adicién de acido a modo de ejemplo incluyen acetatos, ascorbatos, benzoatos, bencenosulfonatos,
bisulfatos, boratos, butiratos, citratos, canforatos, canforsulfonatos, fumaratos, clorhidratos, bromhidratos,
yodhidratos, lactatos, maleatos, metanosulfonatos, naftalenosulfonatos, nitratos, oxalatos, fosfatos, propionatos,
salicilatos, succinatos, sulfatos, tartratos, tiocianatos, toluenosulfonatos (también conocidos como tosilatos,) y
similares. Ademas, se discuten acidos que se consideran generalmente adecuados para la formacién de sales Utiles
farmacéuticamente a partir de compuestos farmacéuticos basicos, por ejemplo, en P. Stahl et al., Camille G. (eds.)
Handbook of Pharmaceutical Salts. Properties, Selection and Use. (2002) Zurich: Wiley-VCH; S. Berge et al., Journal
of Pharmaceutical Sciences (1977) 66(1) 1-19; P. Gould, International J. of Pharmaceutics (1986) 33 201-217;
Anderson et al., The Practice of Medicinal Chemistry (1996), Academic Press, Nueva York; y en The Orange Book
(Food & Drug Administration, Washington, D.C. en su pagina web). Estas divulgaciones se incorporan en el presente
documento por referencia a las mismas.

Algunas sales basicas a modo de ejemplo incluyen sales de amonio, sales de metales alcalinos, tales como sales de
sodio, litio y potasio, sales de metales alcalinotérreos, tales como sales de calcio y magnesio, sales con bases
organicas (por ejemplo, aminas organicas) tales como diciclohexilaminas, t-butilaminas, y sales con aminoacidos
tales como arginina, lisina y similares. Los grupos basicos que contienen nitrégeno se pueden cuaternarizar con
agentes tales como haluros que alquilo inferior (por ejemplo, cloruros, bromuros y yoduros de metilo, etilo, y butilo),
sulfatos de dialquilo (por ejemplo, sulfatos de dimetilo, dietilo, y dibutilo), haluros de cadena larga (por ejemplo
cloruros, bromuros y yoduros de decilo, laurilo, y estearilo), haluros de aralquilo (por ejemplo, bromuros de bencilo y
fenetilo), y otros.

Se pretende que la totalidad de tales sales de acidos y sales de bases sean sales farmacéuticamente aceptables
dentro del alcance de la invencidn y todas las sales de acidos y de bases se consideran equivalentes a las formas
libres de los correspondientes compuestos para los fines de la invencion.

Las mezclas diastereoméricas se pueden separar en sus diasteredmeros individuales basandose en sus diferencias
fisicas y quimicas mediante métodos bien conocidos por los expertos en la materia, tales como, por ejemplo,
mediante cromatografia y/o cristalizacion fraccionada. Los enantiomeros se pueden separar por conversion de la
mezcla enantiomérica en una mezcla diastereomérica por reacciéon con un compuesto 6pticamente activo apropiado
(por ejemplo, un auxiliar quiral tal como un alcohol quiral o cloruro de acido de Mosher), separacién de los
diasteredbmeros y conversion de los diasteredbmeros individuales (por ejemplo, mediante hidrélisis) en los
enantiomeros puros correspondientes. Los enantiomeros también se pueden separar mediante el uso de una
columna de HPLC quiral.

También es posible que los compuestos de la invencién puedan existir en diferentes formas tautoméricas, y se
incluye la totalidad de tales formas dentro del alcance de la invencion. Ademas, por ejemplo, se incluyen todas las
formas ceto-enol e imina-enamina de los compuestos de la invencién. De ese modo, por ejemplo, los compuestos de
la invencién que conforman la férmula:
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NH

y sus tautémeros:

se contempla que estan ambos dentro del alcance de los compuestos de la invencién.

Los estereocisomeros individuales de los compuestos de la invencion pueden estar, por ejemplo, basicamente libres
de otros isémeros, o pueden estar mezclados, por ejemplo, en forma de racematos o con todos los demas
estereoisbmeros, u otros estereoisémeros seleccionados. Los centros quirales de la presente invencion pueden
tener la configuracion S o R como definen las Recomendaciones de la IUPAC de 1974. La presente invencion
también incluyen los compuestos de la presente invencién marcados isotépicamente que son idénticos a los
indicados en el presente documento, pero en los que uno o mas atomos se reemplazan por un atomo que tiene una
masa atémica o nimero masico diferente de la masa atdmica o0 nimero masico que se encuentra normalmente en la
naturaleza. Algunos ejemplos de is6topos que se pueden incorporar a los compuestos de la invencion incluyen
is6topos de hidrégeno, carbono, nitrégeno, oxigeno, flior y cloro, tales como 2H, 3H, 13C, 1#C, ®N, 180, 70, 8F, y
36Cl, respectivamente.

Ciertos compuestos de la invencién marcados isotépicamente (por ejemplo, los marcados con pH y '*C) son utiles
en ensayos de distribucion tisular de compuesto y/o sustrato. Los isétopos tritiados (es decir, *H) y de carbono-14
(es decir, *C) son particularmente preferentes por su facilidad de preparacion y capacidad de deteccién. Ademas, la
sustitucion con is6topos mas pesados tales como deuterio (es decir, 2H o D) puede proporcionar ciertas ventajas
terapéuticas resultantes de una mayor estabilidad metabdlica (por ejemplo, mayor semivida in vivo 0 menores
requisitos de dosificacién) y, por lo tanto, pueden ser preferentes en algunas circunstancias. Los compuestos de la
invencion marcados isotopicamente se pueden preparar generalmente siguiendo procedimientos analogos a los
desvelados en los Esquemas y/o en los Ejemplos posteriormente en el presente documento, por sustitucion de un
reactivo marcado isotopicamente apropiado por un reactivo no marcado isotépicamente. Se pretende que las formas
polimoérficas de los compuestos de invencién, y de las sales y solvatos de los compuestos de la invencion, estén
incluidas en la presente invencién.

Las dosis adecuadas para la administracion de los compuestos de invencidon a pacientes se pueden terminar
facilmente por los expertos en la materia, por ejemplo, por un médico asistente, farmacéutico, u otro trabajador
experto, y pueden variar de acuerdo con la salud, edad, y peso del paciente, la frecuencia administracion, el uso con
otros ingredientes activos, y/o la indicacion para la que se administran los compuestos. Las dosis pueden variar de
aproximadamente 0,001 a 500 mg/kg de peso corporal/dia de compuesto de la invenciéon. En una realizacion, la
dosificacién es de aproximadamente 0,01 aproximadamente 25 mg/kg de peso corporal/dia de un compuesto de la
invencioén, o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho compuesto. En otra realizacién, la cantidad de
compuesto activo en una dosis unitaria de preparacion se puede variar o ajustar de aproximadamente 1 mg a
aproximadamente 100 mg, preferentemente de aproximadamente 1mg a aproximadamente 50 mg, mas

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2560 788 T3

preferentemente de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 25 mg, de acuerdo con la aplicacién particular. En
otra realizacion, un régimen de dosificacién diario recomendado habitual para la administracion oral puede variar de
aproximadamente 1 mg/dia a aproximadamente 500 mg/dia, preferentemente de 1 mg/dia a 200 mg/dia, en dos a
cuatro dosis divididas.

Como se ha discutido anteriormente, la cantidad y la frecuencia de administracion de los compuestos de la invencion
y/o las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos se regularan de acuerdo con el juicio del médico
asistente considerando factores tales como la edad, condiciéon y tamafio del paciente asi como la gravedad de los
sintomas que se tratan.

Cuando se usan en combinaciéon con uno 0 mas agentes terapéuticos adicionales, los compuestos de la presente
invencion se pueden administrar conjuntamente o secuencialmente. Cuando se administran secuencialmente, los
compuestos de la invencion se pueden administrar antes o después de uno o mas agentes terapéuticos adicionales,
segun determina el experto en la materia o la preferencia del paciente.

Si se formulan en forma de una dosis fija, tales productos de combinacién emplean los compuestos de la presente
invencion dentro del intervalo de dosificacién descrito en el presente documento y el otro agente farmacéuticamente
activo o tratamiento dentro de su intervalo de dosificacion.

Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencion incluye combinaciones que comprenden una cantidad de al menos
un compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable, solvato, éster o profarmaco del mismo, y una
cantidad eficaz de uno o mas agentes adicionales descritos anteriormente.

Las propiedades farmacoldgicas de los compuestos de la presente invencién se pueden confirmar mediante cierto
numero de ensayos farmacolégicos. Ciertos ensayos se muestran a modo de ejemplo en otra parte en el presente
documento.

Para preparar composiciones farmacéuticas a partir de los compuestos descritos por la presente invencion, los
vehiculos inertes farmacéuticamente aceptables pueden ser sélidos o liquidos. Las preparaciones en forma sélida
incluyen polvos, comprimidos, granulos dispersables, capsulas, obleas y supositorios. Los polvos y los comprimidos
pueden estar compuestos por aproximadamente un 5 a aproximadamente un 95 por ciento de ingrediente activo. Los
vehiculos sélidos adecuados se conocen en la técnica, por ejemplo, carbonato de magnesio, estearato de magnesio,
talco, azlcar o lactosa. Los comprimidos, polvos, obleas y capsulas se pueden usar en formas de dosificacion
sélidas para la administracion oral. Se pueden encontrar ejemplos de vehiculos farmacéuticamente aceptables y
métodos de fabricacion de diversas composiciones en A. Gennaro (ed.), Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182
edicidn, (1990), Mack Publishing Co., Easton, Pennsylvania.

Las preparaciones en forma liquida incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones. A modo de ejemplo se pueden
mencionar soluciones de agua o agua-propilenglicol para inyeccién parenteral o la adicién de edulcorantes y
opacificantes para soluciones suspensiones, y emulsiones orales. Las preparaciones en forma liquida también
pueden incluir soluciones para administracion intranasal.

Las preparaciones de aerosol adecuadas para inhalacién pueden incluir soluciones y sélidos en forma de polvo, que
pueden estar en combinaciéon con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como un gas comprimido inerte, por
ejemplo nitrégeno.

También se incluyen preparaciones en forma soélida que se pretende que se conviertan, poco antes de su uso, en
preparaciones en forma liquida para administracion oral o parenteral. Tales formas liquidas incluyen soluciones,
suspensiones y emulsiones.

Los compuestos de la invencién también se pueden suministrar por via transdérmica. Las composiciones
transdérmicas pueden tomar la forma de cremas, lociones, aerosoles y/o emulsiones y se pueden incluir en un
parche transdérmico de tipo matriz o depoésito que son convencionales en la técnica para este fin.

Los compuestos de la presente invencion también se pueden suministrar por via subcutanea.

En una realizacion, el compuesto se administra por via oral.

En algunas realizaciones, puede ser ventajoso para la preparacion farmacéutica que comprende uno o mas
compuestos de la invencion preparase en una forma de dosificacién unitaria. En tales formas, la preparacién se

subdivide en dosis unitarias de tamafio adecuado que contienen las cantidades apropiadas del componente activo,
por ejemplo, una cantidad eficaz para conseguir un fin deseado.
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Ejemplos preparativos

Los compuestos de la invencion se pueden preparar usando procedimientos conocidos en la técnica. Los siguientes
esquemas de reaccion muestran procedimientos habituales, pero los expertos en la materia reconoceran que
también pueden ser adecuados otros procedimientos.

Las técnicas, disolventes y reactivos se pueden referir a las siguientes abreviaturas:
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Cromatografia en capa fina: TLC

Cromatografia liquida de alto rendimiento: HPLC
Acetato de etilo: AcOEt o EtOAc

Metanol: MeOH

Eter o éter dietilico: Et20

Tetrahidrofurano: THF

Acetonitrilo: MeCN o ACN

1,2-Dimetoxietano: DME

Acido trifluoroacético: TFA

Dimetilacetamida: DMA

Dimetilformamida: DMF

Dimetilsulféxido: DMSO

Trietilamina: EtsN o TEA

terc-Butoxicarbonilo: t-Boc o Boc
2-(Trimetilsilil)etoxicarbonilo: Teoc
Espectrometria de masas acoplada a cromatografia liquida: LCMS
Mililitros: ml

Milimoles: mmol

Micromoles: pmol

Microlitros: pl

Gramos: g

Miligramos: pg

N-yodosuccinimida: NIS

Temperatura ambiente (ambiente, aproximadamente 25 °C): ta (o TA)
Tiempo de retencion: tr

N-bromosuccinimida: NBS

Bromuro de metil magnesio: MeMgBr
Acetilacetonato de hierro(lll): Fe(acac)s
Difenilfosforil azida: DPPA

Clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida: EDCI
Diisopropiletilamina: DIEA o iPraNEt
Diisopropilamina: iPraNH

2-(Trimetilsilil)etanol: TMSetanol

Acido 3-cloroperoxibenzoico: mCPBA

n-Butil litio: nBuLi

Diisopropilamida de litio: LDA
[1,1'Bis(difenilfosfino)ferroceno]dicloropaladio(ll): PdCldppf
Acetato de paladio(ll): Pd(OAc):2

Cloruro de metanosulfonilo: MeSO2Cl

Bencilo: Bn

4-Metoxi bencilo: PMB

Fenilo: Ph

Etanol: EtOH

Litro: |

Minutos: min

Fase inversa: RP

Hexanos: Hex

Cloruro de metileno: DCM

Acido acético: HOAc o AcOH

Saturado: Sat (o sat)

Cloruro bis(2-oxo-3-oxazolidinil) fosfinico: BOPCI
4-(Dimetilamino)piridina: DMAP

Molar: M

2-((Trimetilsilil)etoxi)metil: SEM

Azodicarboxilato de diisopropilo: DIAD
Trietilborano: EtsB
Tris(dibencilidenacetona)dipaladio(0): Pd2dbas
Piridina: Pyr
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(2-Bifenil)di-terc-butilfosfina: John-Phos

2-Diciclohexilfosfino-2',4’,6'-triisopropil bifenilo: X-Phos

Hexafluorofosfato de 2-(1H-7-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametil uronio: HATU
Concentrado: conc.

Fluoruro de tetrabutil amonio: TBAF
2-Diciclohexilfosfino-2',6'-diisopropoxi-1,1'-bifenilo: RuPhos
Tetraquis(trifenilfosfina)paladio: Pd(PPhs)s

Esquema la (referencia):

e
F S. I
0 HQN’ !’ﬁ F N»S'i[(
I
E Ti(OEt),
THF F
Etapa 1
e 1) MsCl, oy 1) HCl( .y 4N
piridina, O“E/ 1) Buli, THF, -78°C MeOH
|
2) NaH, N. 0 2) TFA,
Mel, DMF < CPmB 2 & - ¢ ,5=0 CHCl,
A0 r\|| ﬁ 1,3-dimetoxibenceno
Etapa 2 Etapa 4

Mel
EtOH

Etapa 6

Etapa 1: A una solucién de 2,4-difloroacetofenona (15,0 g, 96 mmol) en THF (100 ml) se afiadieron (R)-2-metil-2-
propanosulfinamida (12,8 g, 106 mmol) y Ti(OEt)4, (32,0 g, 120 mmol). La solucion resultante se calenté a reflujo
durante una noche. Después ese tiempo, la solucion se enfri6 a TA y se vertid sobre hielo. A esta mezcla se
afadiéo CH2Cl. y la mezcla resultante se agitdé a TA durante 10 min. A continuacion, la mezcla se filtré a través de
Celite. La torta de filtro se lavé con CHzCl2. Las fases se separaron. La fase acuosa se extrajo con CH2Cl2 (2 Xx).
Las fases organicas combinadas se secaron sobre Na>SOas, se filtraron y se concentraron. El producto en bruto
se purificd por cromatografia ultrarrapida (SiOz: elucién en gradiente de 100:0 a 45:55 de hexanos:EtOAc) para
proporcionar la cetimina (12,3 g).

Etapa 2: A una solucién en agitacion de 4-metoxibencilamina (198,9 g, 1,45 mol) en piridina anhidra (400 ml) a
0 °C se afiadi6 gota a gota mediante un embudo de adicién cloruro de metanosulfonilo (116 ml, 1,45 mol) durante
45 min. Después de completar la adicion, el bafio de refrigeracion se retird y la solucion resultante se agité a TA
durante una noche. La reaccién se concentr6 al vacio (bafio de agua a 60-65 °C) para retirar la mayoria de la
piridina. El residuo se recogié en CH2Clz (1 I). La solucién orgénica se lavo con HCl@ac) 1 N (2 x 1 I), NaHCOs3 sat.
(ac.) (2 x 1 1) y solucién salina saturada (1 x 500 ml). La fase organica se sec6é sobre Na:SOas, se filtr6 y se
concentré para proporcionar un sélido en bruto. Este sélido se disolvié en EtOH al 95 % (430 ml) usando un bafio
de vapor para calentar la solucién. La solucion se dejo enfriar, haciendo que el producto precipitara de la
solucién. El producto se retird por filtracion y el sélido se lavé con EtOH frio (3 x 150 ml). Se obtuvo una segunda
cosecha manteniendo en agitacién de las aguas madre a TA durante una noche. El rendimiento global del
producto fue 246,5 g (79 % de rendimiento).

Este producto se disolvio en DMF anhidra (3,0 1), se enfrid a 0 °C y se puso en una atmosfera de N2. A esta solucion
se afadid en pequefias porciones hidruro sodico (al 60 % en aceite mineral, 60,2 g, 1,51 mol, 1,3 equiv.). Después
de que se completara la adicion, la mezcla se agité durante un periodo adicional de 10 min. A esta mezcla se afiadié
gota a gota mediante un embudo de adicion yoduro de metilo (250 g, 1,76 mol, 1,5 equiv.). Después de que se
completara la adicion, el bafio de refrigeracion se retir6 y la mezcla se mantuvo en agitacion a TA durante una
noche. A continuacion, la mezcla se concentr6 al vacio (p = 10 torr, temperatura del bafio = 55-60 °C) para retirar
aproximadamente 2,5 | de DMF. Algunos sdlidos precipitaron de la solucion. La mezcla restante se repartié entre 5 |
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de agua en hielo, 5 | de Et20 y 500 ml de EtOAc. La fase orgénica se separod. La fase acuosa se extrajo con Et20 (2
x 1 1). Las fases organicas combinadas se lavaron con solucién salina saturada (2 x 1 1), se secaron sobre NazSOa,
se filtraron y se concentraron. El sélido se agité con hexanos usando una cuchilla de agitacion de alambre para
pulverizar el sélido. El solido se retird por filtracion y se lavdé con hexanos (2 x 250 ml). El sélido se disolvié en
hexanos/EtOAc (1:1, 450 ml) usando un bafio de vapor para calentar la mezcla. Se formé un precipitado de color
blanquecino después de la refrigeracion y se retir6 por filtracion (182 g). Las aguas madre remanentes se purificaron
por cromatografia ultrarrapida (SiO2: 1:1 de hexanos:EtOAc) para proporcionar una cantidad adicional de producto
(51,8 g) para un rendimiento global de 233,8 g (89 % de rendimiento).

Etapa 3: A una solucién de la sulfonamida de la etapa 2 (4,18 g, 18,2 mmol) en THF anhidro (50 ml) a -78 °C en
una atmésfera de N2 se afiadio gota a gota una solucion de n-BuLi (1,6 M en hexanos, 11,4 ml, 18,2 mmol). La
solucién resultante se agitdé a -78 °C durante 30 min. Después de ese tiempo, una solucion de la cetimina de la
etapa 1 (3,159, 12,1 mmol) en THF (50 ml) enfriada previamente a -78 °C en un matraz de fondo redondo
distinto se transfiri6 mediante una canula a la solucién anterior. La solucién resultante se agité a -78 °C durante
3,5 horas. Se afiadié agua y la mezcla se dejo calentar a TA. La fase acuosa se extrajo con EtOAc (3 x). Las
fases organicas combinadas se lavaron con solucién salina saturada, se secaron sobre Na>SOas, se filtraron y se
concentraron. El producto en bruto se purificé por cromatografia ultrarrapida (SiOz2: elucion en gradiente de 100:0
a 40:60 de hexanos:EtOAc) para proporcionar la sulfinamida (3,95 g, 67 % de rendimiento).

Etapa 4: A una solucién de la sulfinamida de la etapa 3 (3,80 g, 7,6 mmol) en CH2Cl2/MeOH (3:1 80 ml) se
afnadié una solucién de HCI 4 M (dioxano) (11,4 ml, 45,4 mmol). La solucién resultante se agit6 a TA durante 1,5
horas. La solucién se concentrd. El residuo se reconcentré a partir de tolueno (1 x). A continuacién se recogio el
residuo en CHCIl3 y TFA (26 ml, 1:1). A esta solucion se afiadi6 1,3-dimetoxibenceno (6,5 ml, 50 mmol). La
solucidn resultante se agité a TA durante una noche. La solucién resultante se concentrd. En aceite resultante se
reparti6 entre Et2O y HCI ac) 1 M. La fase acuosa se extrajo con Et2O (2 x). La fase acuosa se ajustdé a
continuacion a pH 10 mediante la adicion de Na2COs (ac) sat. La fase acuosa se extrajo con CHzClz (3 x). Las
fases organicas se extrajeron de la fase acuosa basica, se combinaron, se secaron sobre Na:SOas, se filtraron y
se concentraron para proporcionar la amina (1,88 g, 85 %).

Etapa 5: A una solucién de la amina de la etapa 4 (1,80 g, 6,8 mmol) en CH2Cl2 (30 ml) se afiadid isotiocianato
de benzoilo (1,01 ml, 7,49 mmol). La solucion resultante se agitdé a TA durante una noche. La solucién se
concentré a continuacién. El residuo se disolvi6 de nuevo en MeOH (20 ml). A esta solucion se afiadié una
solucion de NaOMe en MeOH (25 %, 3,9 ml). La solucidn resultante se agité a TA durante 45 min. La solucién se
concentré al vacio. El residuo se repartié a continuacion entre CH2Cl2 y agua. El pH de la fase acuosa se ajust6 a
aproximadamente 11 mediante la adicion de NaHCOs (ac.). La fase acuosa se extrajo con CH2Cl2 (3 x). Las
fases orgénicas combinadas se secaron sobre Na>SOy4, se filtraron y se concentraron para proporcionar la tiourea
(1,90 g, 86 %).

Etapa 6: A la tiourea de la etapa 5 (1,90 g, 5,88 mmol) en EtOH (40 ml) se afiadi6 yoduro de metilo (0,42 ml,
6,7 mmol). La solucién resultante se calento a reflujo durante 3 horas. La solucién se enfrié a TA y se concentrd
al vacio. El residuo se repartié entre EtOAc y Na2COs (ac). La fase acuosa se extrajo con EtOAc (3 x). Las fases
organicas combinadas se lavaron con soluciéon salina saturada, se secaron sobre Na:SOa, se filtraron y se
concentraron. El producto en bruto se purificé por cromatografia ultrarrapida (SiOz2: eluciéon en gradiente de 100:0
a 92:8 de CH2Cl2:MeOH) para proporcionar el Ej. 1 (1,12 g, 66 % de rendimiento). LCMS (condiciones D): tr =
1,73 min, m/e = 290,2 (M+H).

Tabla | (referencia): las siguientes sulfonamidas se prepararon usando un procedimiento similar al descrito en la
etapa 2 del Esquema la.

Entrada Amina Haluro de alquilo sulfon amida
NH
! O/Q/\ : < MeO SONM
Me 2Me
NH
2 : ~N MeO N
Me SO2Me
NH; CDsN
*
3 MQO/Q/\ CDsl MeO SO,Me
NH, N
4* /@A Br MeO
MeO SOz Me
* Se uso6 carbonato de cesio como base en lugar de NaH para las entradas 3y 4.
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Esquema 1b (referencia):

Etapa 1: A una mezcla del Ej. 1 (8,00 g, 28,0 mmol) y acido sulfarico concentrado (16 ml) se afiadié acido nitrico
fumante (2,24 ml) a 0 °C. La mezcla de reaccion se agité de 0 °C a temperatura ambiente durante 2 h. Después
de este tiempo, la mezcla de reaccion se basificd con carbonato sédico a pH 10 y se extrajo con acetato de etilo
(2 x 200 ml). Los extractos combinados se secaron sobre Na2SOa4 anhidro, se filtraron y se concentraron a
presion reducida para proporcionar el nitrocompuesto (8,81 g, 94 %).

Esquema 2 (referencia):

o} 1) (COCl),, DMF, 0 0
S 1) nBulLi, THF; S CH.Cl» S OMe MeMgBr S
Pl emn=mme \ VB TAREEmsmA Y
2) COy (g 2) DMAP, Et3N THF
CF4 CF4 HN(OMe)Me CF4 CF4
etapa 1 etapa 2 etapa 3

Etapa 1: A una solucién de 3-trifluorometiltiofeno (3,75 g, 24,6 mmol) en THF anhidro (60 ml) a -78 °C se afiadio
una solucion de n-BulLi (2,5 M en hexanos, 13 ml, 32,5 mmol). La solucién resultante se agité a -78 °C durante
10 min. Se hizo burbujear CO2 (g) en la solucién durante 20 min a -78 °C. La solucion se dejé calentar a TAy se
agité durante un periodo adicional de 40 min a TA mientras continuaba el burbujeo de CO: (g) a través de la
solucién. Después de ese tiempo, se afiadid HCl ac) 1 M a la solucién. A continuacion, se extrajo la fase acuosa
con EtOAc. La fase organica se lavo con solucion salina saturada, se secO sobre Na:SOs, se filtr6 y se
concentré. El producto en bruto se purificd por cromatografia ultrarrapida (SiO2: 85:15:1 de CH2Cl2:MeOH:AcOH)
para proporcionar el acido carboxilico (4,33 g, 90 %).

Etapa 2: A una solucién de una porcién del acido de la etapa 1 (465 mg, 2,37 mmol) en CH2Cl2 (12 ml) y DMF
(0,20 ml) a 0 °C se afiadi6 gota a gota una soluciéon de cloruro de oxalilo (2 M en CH2Cl2, 3,5 ml, 3 equiv.). La
solucidn resultante se agité a 0 °C durante 15 min seguido de un periodo adicional de 1 hora a TA. La solucion se
concentré. Al residuo se afiadié clorhidrato de N,O-dimetilhidroxilamina (470 mg, 2 equiv.) seguido de CH2Cl2
(18 ml). La mezcla resultante se enfrié a 0 °C. A esta mezcla se afiadieron EtsN (1,4 ml) y DMAP (10 mg). La
solucion se agité a 0 °C durante 1 hora. A la solucién se afiadié HCI ac) 1 M (60 ml) y CH2Cl2 (60 ml). Las fases
se separaron. La fase organica se lavé con solucién salina saturada, se sec6 y se concentrd. El residuo en bruto
se purificd por cromatografia ultrarrdpida (SiO2: elucion en gradiente de 100:0 a 60:40 de heptano:EtOAc) para
proporcionar la amida (426 mg, 75 %).

Etapa 3: A una solucién de la amida de la etapa 2 (4,10 g, 17,1 mmol) en THF (70 ml) a 0°C se afiadio
lentamente una solucion de bromuro de metil magnesio (3 M en Et20, 7 ml). La solucién resultante se agit6 a
0 °C durante 3 horas. Después de ese tiempo, se afiadié HCl @ac) 1 M. La mezcla se extrajo a continuacion con
Et20. La fase orgénica se seco, se filtr6 y se concentrd. El residuo se purific6 por cromatografia ultrarrapida
(SiO2: elucion en gradiente de 100:0 a 60:40 de pentano:EtOAc) para proporcionar la cetona (3,22 g, 97 %) en
forma de un aceite incoloro.

Tabla Ib (referencia): las siguientes cetonas se prepararon usando procedimientos similares a los descritos en el
Esquema 2, Etapas 2 y 3 usando los acidos carboxilicos apropiados.

o

Br\@ﬁL
F

O

Br.

O

O

Br\fj)l\
=N

o]

Br.
ol
o
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Esquema 2b (referencia):

(o] OH 0
Br. | N\ Etapa 1 Br | N‘N Etapa 2 Br N\
& F el Z el

Etapa 1: A una solucién de 6-bromo-3-cloropicolinaldehido (10,0 g, 45,45 mmol) en 200 ml de THF con agitacion
a -78 °C en atmosfera de N2 se afiadio lentamente bromuro de metilmagnesio (3,0 M en éter dietilico, 16,63 ml,
50 mmol). La reaccidn se agit6 a esta temperatura durante 3 horas, y a continuacion se afiadié cloruro de amonio
saturado. La mezcla se extrajo con EtOAc. Las fases organicas combinadas se secaron (MgSQOa), filtraron, y se
concentraron al vacio. El residuo se purificé por cromatografia sobre gel de silice (0-10 % de EtOAc/hexanos
durante 20 minutos) para proporcionar 1-(6-bromo-3-cloropiridin-2-il)etanol (8,4 g, 78 %).

Etapa 2: El material preparado anteriormente (8,4 g, 35,5 mmol) se agité6 durante una noche a temperatura
ambiente en 100 ml de DCM junto con clorocromato de piridinio (15 g, 71 mmol) y aproximadamente 5 g de
Celite. La reaccién se filtro a través de Celite y se lavé con DCM. El filtrado se concentré hasta sequedad al vacio
y el residuo se purificd por cromatografia sobre gel de silice (0-10 % de EtOAc/hexanos durante 22 minutos) para
proporcionar 1-(6-bromo-3-cloropiridin-2-il)etanona (6,85 g, 82 %).

0 o]
COH N’O‘\ MehlgBr
Cl I
Etapa 1 cl Etapa 2 .
Etapa 1: A una solucién de acido 2-cloro-3-fluorobenzoico (30 g, 172 mmol) en 300 ml de DCM se afiadio
carbonildiimidazol (CDI) (32,0 g, 198 mmol) en porciones. Después de la adiciéon y a continuacién agitacion a TA
durante 1 h, se afiadio sal de HCI de N,O-dimetilhidroxilamina (18,5 g, 189 mmol) a la mezcla seguido de EtsN
(20 ml). La mezcla se agitdé a TA durante una noche. Después de que se interrumpiera la reaccion con agua, la
fase acuosa se extrajo con DCM (2 x). Las fases orgéanicas se lavaron con HCI (ac.) 2 N, agua, NaHCOs (ac.) sat.
y solucion salina saturada. La solucién se sec6 (MgSOs) y se concentrd. El producto 2-cloro-3-fluoro-N-metoxi-N-
metilbenzamida (32,0 g) se obtuvo por cromatografia sobre gel de silice (elucién con 0-30 % de EtOAc/Hex).

Etapa 2: El material anterior se traté de acuerdo con el Esquema 2, Etapa 3 para proporcionar el producto de
cetona (89 % de rendimiento).

Esquema 2c (referencia):

Tabla II: los siguientes ejemplos se prepararon usando procedimientos similares a los descritos en el Esquema la

usando los materiales de partida apropiados.

Ejemplos de referencia
(datos de LCMS listados con cada compuesto: MH* observado, tiempo de retencion de HPLC y método de LCMS)

NH NH
A M i
F HN" N~ F HN” ~N" A
é é HN N
2 4 3 4 Iy
S < =0
=78
N
cl
MH*: 290,0, 1,99 min, B MH*: 294,2, 1,43 min, A
NH NH
HNJ'LN/ HNJ‘N’
5 6 B | _$=0 ! s A_%=0
:8 96 o)
Br
MH*: 340,2, 2,64 min, A MH*: 331,9, 1,95 min, B MH*: 340,2, 2,19 min, A
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NH NH NH
HNJLN’ HNJ\N/ HNJ\N/
8 sk 8=0 9 O,N L__$=0 10 ON l__8=0
YL 8 7Y
Fs Cl
NH NH
11 HNJLN/ 12 13 HNJLN/
(8 $=0 s _A_38=0
B A NC f
WARE: WA
MH*: 339,8, 1,87 min, A MH*: 285,0, 1,54 min, B
Jl\ -~ HN" N~
14 HN~N 14a 14b B N $0
— 0 el
Br g T i‘o | =
/= A
MH*: 340,2, 2,44 min, A
NH
HNJLN/
l4c B Nl 4o, 14d
s -
| H
el

Esquema 3 (referencia):

A una solucién del Ej. 5 (1,60 g, 5,53 mmol) en CH:Clz se afiadieron Boc20 (1,24 g, 5,68 mmol) y EtsN (0,82 ml,
5,91 mmol). La solucion resultante se agitdé a TA durante una noche. La solucion se lavé con NaHCO3 @ac) 1/2
saturado. La fase acuosa se extrajo de nuevo con CH2Clz (2 x). Las fases organicas combinadas se secaron sobre
Naz2S0g, se filtraron y se concentraron. El producto en bruto se purificd por cromatografia ultrarrapida (SiOz: elucion
en gradiente de 100:0 a 70:30 de hexanos:EtOAc) para proporcionar el carbamato de terc-butilo (1,74 g, 84 % de
rendimiento).

Tabla Ilb: los siguientes carbamatos se prepararon usando procedimientos similares a los descritos en el Esquema
3 usando los materiales de partida apropiados.

Entradas (referencia)
j\Boc NBOG
~
FOHN" N HNJLN,
1 2 3 s A i=o
T2
N\ Cl
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MBoc NBoc
HNJ\N/ HNJLN’
4 5 Br 4 =0 6 S - é=0
R} \| H
Br
NBoG NBoG NBoGC
7 S $=0 8 O,N d=0 9 O.N . _34=0
YE 8 ER! :
F €l
NBoc NBoc NBoG
HN- N~ i NS
10 o S &0 11 NG | 40 12 o S_L_$0
VAN 70 L8
NBoG NBoc NBoc
13 r . 4-0 14 Br L _8=0 15 Br. N %0,
¢ g4 : 78 |/ H
F F
NBoc
HN- ~N*"
16
Br |N'“ : $0,
F

Tabla lic (referencia): el siguiente ejemplo se preparé usando un procedimiento similar al descrito en el Esquema
1b, usando el siguiente perfil de temperatura modificado: adicion de acido nitrico -40 grados C, a continuacién
calentamiento a 0 grados C.

Ejemplo Material de partida Product o
NH NH
14e HN)LE; ON HNJLE‘;
+ i Fi i 2
Ejemplo 14d

Tabla Ild (referencia): los siguientes dioxidos de tiadiazina se prepararon de acuerdo con métodos similares a los
de los Esquemas lay 3, con las excepciones indicadas:

Entradas
NBoc )NLBOC JNLH
F HNJLN/ FOHN"NT HN" SN

Ej.
14fde

1a,b | éOz 2a,b
:I::F

a: se usd (S)-2-metil-2-propanosulfinamida en la Etapa 1 del Esquema la en lugar de (R)-2-metil-2-
propanosulfinamida.

b: se uso recristalizacion en 95 % de MeOH / 5 % de agua para retirar un producto diastereomérico después de la
purificacion sobre gel de silice de la Etapa 3 del Esquema 1la.
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c: se us6 cromatografia SFC (TharSFC80, Chiralpak OD-H, 50 x 250 mm, 5 um, 150 bar con 30 % de iPrOH,
250 g/min, 40 °C) para retirar un producto diastereomérico después de la purificacién sobre gel de silice de la Etapa
3 del Esquema 1a.

d: se us6 cromatografia SFC (TharSFC80, Chiralpak OJ-H, 50 x 250 mm, 5 ym, 150 bar con 25 % de iPrOH,
250 g/min, 40 °C) para retirar un producto diastereomérico después de la purificacién sobre gel de silice de la Etapa
3 del Esquema 1a.

e: el producto de la Etapa 4 del Esquema la se tratd de acuerdo con el Esquema 3b para proporcionar
directamente el Ejemplo 14f, en lugar de emplear el Esquema 1a, Etapas 5y 6.

Esquema 3a:

0 o
A 8
O H,N -:ﬁ N- ﬁ
OoN O,N

|
Ti(OEt \©:\
\©\): TIEIF % F

Etapa 1
NH
* & tew © 1) BuLi, THF, -78°C ) Wil
) 0=$’ ON MGOH
N =
2) NarL Vel _Npyg 2) Ng. F_ -0 2) TFA,
o Ea on S Rewy® oo
\©:K | 1,3-dimetoxibenceno
F Etapa 4

NH

Mel HNJ‘LN_/
EtoH  ON : i=°
Etapa 6 e e

F Ej.15

5 Etapas 1-4: Estas etapas se llevaron a cabo usando procedimientos similares a los descritos en las etapas 1-4
del Esquema 1a.

HoN HN_O 1)Ph)LN,c'

O,N .
“o
i 2) Na,COy4

MeOH
Etapa 5

Etapa 5: A una solucion de la amina de la etapa 4 (10,5 g, 36 mmol) en CH2Cl2 (200 ml) se afiadi6 isotiocianato
de benzoilo (4,3 ml, 1,1 equiv.). La solucion resultante se agit6 a TA durante 2,5 dias. Se afiadié una cantidad

10 adicional de isotiocianato de benzoilo (0,86 ml, 0,2 equiv.) y la solucién se agit6 a TA durante un periodo
adicional de 2 horas. A continuacion la solucion se concentro al vacio.

Una porcién de este material (6,5 g, ~14 mmol) se disolvié en MeOH (200 ml). A esta solucién se afiadié Na2COs )
(1,52 g, 14 mmol). La mezcla resultante se agité a TA durante 45 min. Después de ese tiempo, se afiadio un ligero
15 exceso de HOAc a la solucion. A continuacion, la mezcla se concentrd. El residuo se repartio entre CH2Cl2 y
NaHCOs (ac) ¥2 sat. La fase acuosa se extrajo con CHzClz (3 x). Las fases orgéanicas combinadas se secaron sobre
Na2SO04, se filtraron y se concentraron. La tiourea (~ 4,9 g) se usoé en la siguiente reaccion sin purificacion adicional.

Etapa 6: El Ejemplo 15 se preparé usando un método similar al descrito en la etapa 6 del Esquema 1la.

20
Esquema 3b:
NH NBoc
Q=N = _ _
F .
A F Ej.15 F

25 A una suspension de la amina A (etapa 4 del Esquema 3a) (13,7 gramos) en n-butanol (150 ml) se afiadié una
solucién de bromuro de cianégeno (5 M en MeCN). La mezcla resultante se calent6 a reflujo durante 4 horas. La
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mezcla se concentrd hasta 1/3 del volumen original. Se afiadié a la mezcla Et20 (200 ml). El sélido resultante se
retird por filtracion y el sélido se lavd con Et20 (2 x). El sélido se repartio entre EtOAc y Na2COs (ac.) sat. La fase
acuosa se extrajo con EtOAc (3 x). Las fases organicas combinadas se lavaron con solucion salina saturada, se
secaron sobre Naz2SOs, se filtraron y se concentraron para proporcionar 10,6 gramos del Ej. 15. Este material se
convirtié en el carbamato de t-butilo usando un procedimiento similar al descrito en el Esquema 3.

Tabla lle: los siguientes didxidos de tiadiazina se prepararon usando procedimientos similares a los descritos en los
Esquemas 3a (entrada 1), 3b (entradas 2-5) y 3 usando las sulfonamidas mostradas en la Tabla | y el Esquema 1a.

Entrad as

NBoC
HNJLN’CDS

0N . _8=0
1Sax

3

NBoC
HN)I\N’CDa

M b

Esquema 7c (referencia):

NEOC NBoOC

F HNJ'LN/ F HNJ\N/
i 130, ozmﬁ:I:Lvéoz

A una solucion de una halofenil tiadiazina (Tabla lld, entrada 1: 2,31 g, 5,9 mmol) en 5 ml de DCM se afiadié 1 ml de
TFA. La mezcla se agit6 durante 4 h y a continuacion se concentré. A 0 °C, a una solucion de este residuo en bruto
en 4 ml de acido sulfurico se afiadié cuidadosamente una mezcla de 0,5 ml de acido nitrico fumante y 1,2 ml de
acido sulfdrico. La mezcla se agité a 0 °C durante 2 h y a continuacion se vertié en 150 ml de hielo. La mezcla se
neutralizé mediante adicion cuidadosa de una solucién saturada de bicarbonato sédico e hidroxido sédico solido. La
mezcla resultante se extrajo con acetato de etilo, y las fases organicas combinadas se secaron sobre sulfato de
magnesio y se concentraron. Este residuo en bruto se disolvié en 20 ml de DCM, y se afadieron (Boc)20 (1,29 g,
5,9 mmol) y DIEA (2,56 ml, 14,75 mmol). La reaccidon se agitd durante una noche, y a continuacién se interrumpié
con HCI 1 N. La mezcla se extrajo con DCM, las porciones organicas se combinaron, se secaron sobre sulfato de
magnesio, y se concentraron. El residuo en bruto se purific6 mediante una columna de gel de silice ultrarrapida
(25 % de acetato de etilo/hexano) para dar un producto de nitrofenil tiadiazina (1,93 g, 76 % de rendimiento).

1. TFA { DCM
2. HNO, / H,S0,
3. (Bocy,0, DIEA

m
M

Tabla llic: los siguientes compuestos se prepararon usando métodos similares a los descritos en el Esquema 7c¢
partiendo de los materiales de partida apropiados mostrados en la Tabla llb:

Entradas

NBoC

O,N
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Esquema 10 (referencia):

Una solucién del nitrocompuesto (Esquema 3b) (2,50 g, 6,0 mmol) en EtOH (150 ml) se desgasificé por burbujeo de
N2 a través de la solucién durante 3 min. A esta solucion se afiadié Pd/C (10 % p/p, 50 % de H20, 698 mg.). La
mezcla se puso en una atmdsfera de Nz. La atmdsfera se evacud y se rellend con Hz (3 x). La mezcla resultante se
agité a TA con un globo de Hz durante 2 h. La mezcla se purg6 por burbujeo de Nz a través de la misma, se filtré a
través de Celite y se concentrd. El producto se purificd por filtracion a través de un pequefio lecho de columna de gel
de silice eluyendo con EtOAc para proporcionar la anilina (2,2 g, 97 %).
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Esquema 11la (referencia):

NEoC NBoc

HN r;/ H, HNJLN/
OzN : 6=O -~ HoN . $=0
= P &
ol EIOH/THF |

Una solucién del nitrocompuesto (Entrada 9, Tabla Ilb) (515 mg, 1,19 mmol) en EtOH:THF 1:1 (24 ml) en un
recipiente de presion se desgasificd por burbujeo de N2 a través del mismo durante 5 min. A esta solucion se afiadio
PtO2 (27 mg, 0,12 mmol). El recipiente se cerr6 herméticamente. A continuacion, el recipiente se evacud y se relleno
con N2 (3 x). A continuacion, el recipiente se evacuo y se purgd con Hz (3 x). El recipiente se presurizd a 60 psi con
H2 y se agitd a TA durante una noche. Después de ese tiempo, el recipiente se purgd con N2. A continuacion, la
mezcla se filtr6 a través de Celite. El disolvente se retiré al vacio para proporcionar la anilina (500 mg, 100 %).

i

Esquema 11b (referencia):

o}

NBoc 0’=H'L = < NH

1) O 2N NH

e -~

HN” ™N — HNT N

i BOPCI, pyr =
H.N ) §=O—py“' o N L EI.“’\.-O
= 0 2) TFA, CH.Cl, = o

cl Cl
Ej. 20

Etapa 1: A un matraz que contenia la anilina (Esquema 11a) (100 mg, 0,25 mmol) y acido 2-metil-1,3-oxazol-4-
carboxilico (47 mg, 0,37 mmol) se afiadié6 BOPCI (145 mg, 0,57 mmol). El matraz se cerré herméticamente y se
purgd con Nz. Se afiadi6 al matraz piridina (1,0 ml). La solucion resultante se agité a TA durante 1 hora. Después
de ese tiempo, la solucién se repartié entre EtOAc y agua. La mezcla se filtr6 a través de Celite para retirar los
sélidos. La fase acuosa se extrajo con EtOAc (3 x). Las fases organicas combinadas se lavaron con solucién
salina saturada, se secaron sobre Na:SOg, se filtraron y se concentraron. El producto en bruto se purificé por
cromatografia ultrarrapida (SiOz: elucién en gradiente de 100:0 a 65:35 de hexanos:EtOAc) para proporcionar la
amida (81 mg, 64 %).

Etapa 2: A una solucion de la amida de la etapa 1 (81 mg, 0,16 mmol) en CH2Cl2 (1,5 ml) se afiadié TFA (1,5 ml).
La solucioén resultante se agitd a TA durante 2 horas. La solucién se concentré al vacio para proporcionar el Ej.
20 (83 mg) en forma de la sal trifluoroacetato. Datos de LCMS: (método D): tr = 1,75 min, m/e = 412,0 (M+H).

Esquema 11c (referencia):

Etapa 1: A una suspension de 5-cloropirazina-2-carboxilato de metilo (250 mg, 1,45 mmol) en EtOH (5 ml) se
afiadio carbonato potasico (300 mg, 2,18 mmol). La solucion resultante se agité a TA durante 2 horas. La mezcla
se concentrd. El residuo se repartié entre agua y CH2Cl.. La fase acuosa se extrajo con CH2Clz (3 x). Las fases
orgéanicas combinadas se secaron sobre Na:SOs, se filtraron y se concentraron para proporcionar 5-
etoxipirazina-2-carboxilato de etilo (110 mg, 39 %) en forma de un soélido de color amarillo.

Etapa 2: A una solucion del material de la etapa 1 (110 mg, 0,60 mmol) en THF (3 ml) se afiadié una solucion de
LiOH (2 M en agua, 0,90 ml, 1,8 mmol). La solucion se agitdé a TA durante 1 h. La solucién se ajustdé a pH 1
usando HCI (ac.) 1 M. La fase acuosa se extrajo con EtOAc (3 x). Las fases organicas combinadas se secaron
sobre Na2SOg, se filtraron y se concentraron para proporcionar el 4cido (75 mg, 74 %).
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Tabla IVb (referencia): los siguientes acidos pirazinacarboxilicos se prepararon usando un procedimiento similar al
descrito en el Esquema 11c usando el alcohol apropiado en la etapa 1. Las modificaciones para los ejemplos
especificos se enumeran a continuacion de la tabla.

Entradas

o) o} o}
N
1 /[/ ]/H\OH 2a /N])J\OH 3p /l:/N])koH
FsC ™0 N Meo\/\o/[\N BHO\/\O >N

@] O 8]
N

RO ad K3 IO ol da
SN0 ‘\N D/\ \N \N

Q
7 /[/N J)LOH
D3C ~0 "-..N

a Modificacion de la etapa 1: el éter se purificé por cromatografia ultrarrapida (SiOz; elucién en gradiente de 100:0 a

70:30 de hexanos:EtOAc).
b Modificacion de la etapa 1: el éter se purificO por cromatografia ultrarrapida (Cis; elucion en gradiente de

90:10:0,1 a 0:100:0,1 de agua:MeCN: acido férmico).
¢ Modificacion de la etapa 2: el acido de pirazina se purificé por cromatografia ultrarrapida (Cis; elucion en gradiente
de 90:10:0,1 a 0:100:0,1 de agua:MeCN: acido férmico).

Esquema 11f (referencia):

NBoc NBoC
HNJLN Zn, NH,CI HNJLN/V
H,N . =0
o

O,N L _$=0 —_—
B THF:EtOH:H,0 f
F F

Una solucion del nitrocompuesto (Tabla lle, entrada 1, 1,70 gramos, 3,7 mmol) en THF:EtOH:H20 (30 ml, 3:1:0,3) se
desgasificd por burbujeo de Nz a través de la solucion durante 3 min. A la solucién se afiadieron Zn (2,4 g, 37 mmol)
y NH4Cl (996 mg, 18 mmol). La mezcla resultante se calent6 a reflujo en una atmosfera de N2 durante 3 horas. La
mezcla se filtré a través de Celite y se concentré. El residuo se purific6 mediante cromatografia ultrarrdpida en fase
inversa (Cis, elucion en gradiente de 90:10:0,1 a 0:100:0,1 de H20:MeCN:acido férmico). La sal de formiato
resultante se reparti6 entre EtOAc y NaHCOs (ac.) sat. La fase acuosa se extrajo con EtOAc (3 x). Las fases
organicas combinadas se secaron sobre Na2SOs, se filtraron y se concentraron para proporcionar la anilina (847 mg,

54 %).
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Esquema 110 (referencia):

& &
SV . SN
g4 s

A 2-bromo-5-(metil-Ds)-pirazina (400 mg, 2,27 mmol) en agitacion en 8 ml de THF anhidro a - 78 °C en atmdsfera de
N2 se afiadié lentamente n-BuLi (2,5 M en hexanos, 1,14 ml, 2,85 mmol). La reaccion se agité durante 30 minutos a
esta temperatura, después de lo cual se burbujed diéxido de carbono a través de la solucién durante 15 minutos
mediante una aguja en una céanula. Se retir6 el bafio de refrigeracion y se dejé que la reaccién alcanzara la
temperatura ambiente lentamente durante 1 hora. A continuacion, se afiadié agua y la reaccién se extrajo con
acetato de etilo. Los extractos organicos se combinaron, se secaron (MgSQOa), y se concentraron al vacio para
proporcionar un aceite (120 mg, 38 %) que se uso sin purificacién adicional.
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Esquema 15 (referencia):

NS B(OH), )‘f‘oc J'_“LH
Boc HN N/ [ HN 'TJ/
S r_ =
j\ N Va ;k/%go TFA, Ny WA 5!\/9% ©
dppf)CIz'CH;gCIZ )
,[) k/% ) CHCh TFA

NazCOsgac.) 2 M .
dioxano, 60°C F etapa 2 F Ej. 44

etapa 1

Etapa 1. A un vial de microondas que contenia el bromuro de tiofeno (Esquema 3) (149 mg, 0,34 mmol) se
afiadieron acido 3-ciano-5-fluorofenil borénico (146 mg, 0,88 mmol), Na2COs (ac.) 2 M (0,31 ml) y dioxano (2,5 ml).
La mezcla se desgasificd por burbujeo de N2 a través de la misma durante 5 min. A esta mezcla se afiadié complejo
de [1,1'-bis(difenilfosfino)ferroceno]dicloropaladio(ll) con CH2Cl2 (60 mg, 0,074 mmol). El vial se tap6 y la atmdsfera
se purgo con nitrogeno. La mezcla se calenté a 60 °C con agitacion durante 2 horas. La mezcla se enfri6 a TA 'y se
diluyé con EtOAc. A continuacion, la mezcla se filtré a través de Celite. La fase organica se lavé con solucién salina
saturada. La fase acuosa se extrajo de nuevo con EtOAc (3 x). Las fases organicas combinadas se secaron sobre
Na2SOs4, se filtraron y se concentraron. El producto en bruto se purific6 mediante el TLC preparativa (SiO2:
hexanos:EtOAc 3:1) para proporcionar el compuesto de biarilo (105 mg).

Etapa 2: A una solucion el compuesto de biarilo de la etapa 1 en CH2Cl2 (1,0 ml) se afiadié TFA (1,0 ml). La solucion
resultante se agité a TA durante 1,5 horas. El disolvente se retird al vacio para proporcionar el Ejemplo 44 en forma
de la sal trifluoroacetato. Datos de LCMS: (método A): tr = 2,96 min, m/e = 379,2 (M+H).
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Esquema 43 (referencia):

o) 0 0
4 4 i
F o F O  HN"™Bu FON""MBu A7 oNe
HNO; o | PMB
H,50,  OuN Ti(OEty, 2 BuLi
- —_— ——
F Etapa 1 F Etapa 2 F Etapa 3
F
Bl
Ogg4lB OggtBU A\.-OH
F AH 0, Pd/C 10%, H, F NH 0,
ON LS EtoH H,N Eisoxei +BOPCI
I s Etapa 4 1 o Etapa 5
F F
\ ‘ tBu
S 1. HCI 4N/ dioxano F.
02 2. TFA HS 002 2 02
LS~ 3. Base libré”~ : S“N"'
: PMB : H
F Etapa 6 F
NH
é} SNz 1. Mel, EtOH, ta
1.EZNO%S,ID§MOH N H F NH o 2. Base libre Z N F HN
2. Na e e 2 . °
ql N ! S‘N/ 3. EtOH, 50°C el | éoz
Etapa 7 ; H  Etapa8 -
Ej. 172

Etapa 1: A una mezcla a -40 °C mezcla de H2SO4 concentrado (100 ml) y HNOs fumante (100 ml) se afiadio 1-
(2,6-difluorofenil)etanona (20 g, 128 mmol) gota a gota. La mezcla resultante se agité a -40 °C durante 2 hy a
continuacién se vertio lentamente sobre hielo. Esa mezcla se diluyé con DCM y las fases se separaron. La fase
acuosa se neutralizé con NaHCOs sat. ac. y a continuacion se extrajo con DCM. Todas las porciones organicas
se combinaron, se secaron sobre MgSOas, se filtraron, y se concentraron para dar 1-(2,6-difluoro-3-
nitrofenil)etanona (26,3 g, 131 mmol, > tedrico) que se us6 sin purificaciéon adicional.

Etapa 2: La nitrofenil cetona de la etapa previa se traté de acuerdo con el Esquema 1a, Etapa 1 [sustituyendo
(S)-2-metil-2-propanosulfinamida por (R)-2-metil-2-propanosulfinamida] para dar un producto de cetimina (17,1 g,
44 % basado en 1-(2,6-difluorofenil)etanona de la Etapa 1).

Etapa 3: La cetimina de la etapa 2 (17,1 g, 56,2 mmol) se traté de acuerdo con el Esquema 1a, Etapa 3 para dar
el producto de adicién syn deseado (6 g, 20 %) asi como una mezcla de diasteredbmeros syn y anti (6 g, 3:1,
20 %).

Etapa 4: A una solucién del producto de adicién syn de la Etapa 3 (2,71 g, 5,1 mmol) en 25 ml de etanol se
afnadio Pd al 10 %/C (298 mg). La mezcla se puso en atmosfera de globo de Hz durante una noche. Después de
filtracion a través de Celite, el filtrado se concentrd. El residuo en bruto se purificé por columna ultrarrapida sobre
gel de silice (60 %-100 % de EtOAc/hexanos) para dar el producto de anilina (1,75 g, 68 % de rendimiento).
Etapa 5: Una mezcla de la anilina de la Etapa 4 (453 mg, 0,9 mmol), acido 3,5-difluoropicolinico (215 mg,
1,4 mmol) y BOPCI (527 mg, 2,07 mmol) en 4 ml de piridina se agitdé durante una noche. Después de que se
inactivara con HCI (ac.) 1 N, la mezcla se extrajo con acetato de etilo. Las porciones organicas se combinaron,
se secaron sobre MgSOa y se concentraron. El residuo en bruto se purificé por columna ultrarrapida sobre gel de
silice (40 % de EtOAc/hexano) para dar un producto de amida (431 mg, 74 % de rendimiento).

Etapa 6: A una solucion del material anterior (431 mg, 0,67 mmol) en 3 ml de DCM y 1 ml de metanol se afiadio
HCI 4 N en dioxano (1 ml, 4,0 mmol). Después de que la mezcla se agitara durante 1 h, esta se concentro. Esta
muestra se traté con una mezcla de TFA (4 ml) y acido tioglicélico (0,46 ml, 6,7 mmol). Después de que la
mezcla se agitara durante 4 h, esta se concentr6. El residuo en bruto se neutralizé6 mediante la adicién cuidadosa
de una solucién saturada de bicarbonato sddico. La mezcla resultante se extrajo con acetato de etilo, las
porciones organicas se combinaron, se secaron sobre sulfato de magnesio, y se concentraron hasta un producto
de amina que se uso en la etapa posterior sin purificacién adicional.

Etapa 7: Al material de la etapa 6 (supuesto que era 0,67 mmol) en 5 ml de DCM se afiadi6 isotiocianato de
benzoilo (0,12 ml, 0,87 mmol). La mezcla se agité durante una noche a TA. Después de esto se concentro, el
residuo se disolvié en 5 ml de metanol, y se afiadid6 metéxido sédico (25 % en metanol, 0,37 ml). La mezcla se
agito durante 2 h a TA. Se inactivo con 2 gotas de acido acético. Después de que la mezcla se concentrara, el
material en bruto se diluyé con carbonato sédico saturado, y se extrajo con DCM. Las porciones organicas

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2560 788 T3

combinadas se secaron sobre sulfato de magnesio y se concentraron para dar un producto de isotiourea que se
usO en la etapa posterior sin purificacion.

Etapa 8: A una solucion del material de la etapa 7 (supuesto que era 0,67 mmol) en 5 ml de etanol se afiadio
yoduro de metilo (0,05 ml, 0,8 mmol). La mezcla se agité durante una noche a temperatura ambiente y a
continuacion se diluyé con bicarbonato sddico saturado. Después de que la mezcla se extrajera con acetato de
etilo, las fases organicas se combinaron, se secaron sobre sulfato de magnesio, y se concentraron. El residuo en
bruto se disolvié en 5 ml de etanol, y la mezcla se calenté a 50 °C durante 2 h. A continuacion, la mezcla se
diluyé con bicarbonato sodico saturado, y se extrajo con acetato de etilo. Las porciones organicas se
combinaron, se secaron sobre sulfato de magnesio, y se concentraron. El residuo en bruto se purificé por HPLC
en fase inversa (C18 de compresion radial, 10 % a 100 % de MeCN/agua con 0,1 % de TFA) para dar el
Ejemplo 172 en forma de una sal de TFA (40,3 mg, 14 % a partir del producto de la Etapa 5). LCMS
(condiciones A): tr = 2,43 min, m/e = 458,3 (M+H).

Tabla XXII: el siguiente ejemplo se prepar6 a partir de 1-(2,6-difluorofenil)etanona usando métodos similares a los

descritos en el Esquema 43, sustituyendo el acido apropiado en la Etapa 5:

Ejemplo s
(datos de LCMS: MH* observado, tiempo de retencién de HPLC y método de LCMS)

NH

NN F HNJ\N/
173 - |

H
N L 30,
F

MH*: 428,2, 2,46 min, A

Condiciones de LC/MS

Método A:

Columna: Gemini C-18, 50 x 4,6 mm, 5 micrémetros, obtenida en Phenomenex.
Fase movil:

A: 0,05 % de acido trifluoroacético en agua
B: 0,05 % de acido trifluoroacético en acetonitrilo

Gradiente: 90:10 a 5:95 (A:B) durante 5 min.

Caudal: 1,0 ml/min

Deteccion UV: 254 nm

ESI-MS: la cromatografia liquida-espectrometria de masas con ionizacién por electronebulizacion (ESI-
LC/MS) se llevé a cabo en un espectrometro de masas de cuadrupolo individual PE SCIEX API-150EX.

Método B:

Columna: Waters SunFire C-18 4,6 mm x 50 mm
Fase movil:

A: 0,05 % de acido trifluoroacético en agua
B: 0,05 % de &cido trifluoroacético en acetonitrilo

Gradiente: 90:10 (A:B) durante 1 min, 90:10 a 0:100 (A:B) durante 4 min, 0:100 (A:B) durante 2 min.
Caudal: 1,0 ml/min

Deteccion UV: 254 nm

Espectrometro de masas: Finnigan LCQ Duo electronebulizacién.

Método D:

Columna: Agilent Zorbax SB-C18 (3,0 x 50 mm) 1,8 uM
Fase movil:
A: 0,05 % de acido trifluoroacético en agua

B: 0,05 % de &cido trifluoroacético en acetonitrilo

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2560 788 T3

Gradiente: 90:10 (A:B) durante 0,3 min, 90:10 a 5:95 (A:B) durante 1,2 min, 5:95 (A:B) durante 1,2 min.
Caudal: 1,0 ml/min
Deteccion UV: 254 y 220 nm
Espectrémetro de masas: Agilent 6140 cuadrupolo.
Ensayos
El protocolo que se usé para determinar los valores indicados se describe a continuacion.

Ensayo de BACE1 HTRF FRET

Reactivos

Na*-Acetato pH 5,0

Brij-35al 1 %

Glicerol

Dimetilsulféxido (DMSO)

Dominio catalitico de BACE1 soluble humano recombinante (> 95 % puro)

Sustrato peptidico mutante de APP Swedish (QSY7-APPs"e-Eu): QSY7-EISEVNLDAEFC-Europio-amida

Se us6 un ensayo FRET resuelto en el tiempo homogéneo para determinar los valores de Clso para los inhibidores
del dominio catalitico de BACE1 humano soluble. Este ensayo monitorizé el aumento de fluorescencia a 620 nm que
resulté de la escision de BACE1l de un sustrato FRET peptidico mutante APPswedish APPs*¢ (QSY7-
EISEVNLDAEFC-Europio-amida). Este sustrato contenia un resto QSY7 N-terminal que sirvié como inactivador del
fluoréforo Europio C-terminal (620 nm Em). En ausencia de actividad enzimatica, la fluorescencia a 620 nm fue baja
en el ensayo y aumentd linealmente durante 3 horas en presencia de enzima BACEL sin inhibir. La inhibicion de la
escision de BACEL1 del sustrato QSY7-APPsS*-Eu por los inhibidores se manifest6 como una supresiéon de la
fluorescencia a 620 nm.

Se preincubaron concentraciones variables de inhibidores a 3 x la concentracion final deseada en un volumen de
10 ul con dominio catalitico de BACE1 humano purificado (3 nM en 10 pl) durante 30 minutos a 30 °C en tampén de
reaccion que contenia Na-Acetato 20 mM a pH 5,0, 10 % de glicerol, 0,1 % de Brij-35 y 7,5 % de DSMO. Las
reacciones se iniciaron mediante la adicién de 10 pl de sustrato QSY7-APPs*¢-Eu 600 nM (200 nM final) para dar un
volumen final de reaccion de 30 ul en una placa de 384 pocillos Nunc HTRF. Las reacciones se incubaron a 30 °C
durante 1,5 horas. A continuacion se ley6 la fluorescencia a 620 nm en un lector de placas Rubystar HTRF (BMG
Labtechnologies) usando un retraso de 50 ps seguido de una ventana del tiempo de adquisicion de 400
milisegundos. Los valores de Clso del inhibidor derivaron de un andlisis de regresién no lineal de curvas de respuesta
a concentracion. A continuacion se calcularon los valores de Ki a partir de los valores de Clso usando la ecuacion de
Cheng-Prusoff usando un valor um determinado previamente de 8 uM para el sustrato QSY7-APPs*¢-Eu en BACEL1.

Todos los compuestos de ejemplo de la invencion se sometieron a este ensayo de BACE-1 y exhibieron los valores
de Ki que se registran en la tabla posterior.

Ensayo de BACE-2

Se determinaron los valores de Clso de inhibidor en autoBACE-2 purificada humana en un ensayo de proteolisis de
punto final resuelto en el tiempo que mide la hidroélisis del sustrato peptidico QSY7-EISEVNLDAEFC-Eu-amida FRET
(ensayo de BACE-HTRF). La hidrdlisis mediada por BACE de este péptido da como resultado un aumento de la
fluorescencia relativa (RFU) a 620 nm después de excitacion con luz a 320 nm. Los compuestos inhibidores,
preparados a 3 x la concentracion final deseada en tampén de ensayo de BACE 1 x (acetato sédico 20 mM a pH 5,0,
10 % de glicerol, 0,1 % de Brij-35) complementado con 7,5 % de DMSO se preincubaron con un volumen igual de
enzima autoBACE-2 diluida en tampon de ensayo de BACE 1 x (concentracion final de enzima 1 nM) en placas de
color negro de 384 pocillos NUNC durante 30 minutos a 30 °C. El ensayo se inici6 mediante la adicion de un
volumen igual del sustrato QSY7-EISEVNL-DAEFC-Eu-amida (concentracion final 200 nM, Km = 8 uM para 4 uM
para autoBACE-2) preparado en tampo6n de ensayo de BACE 1 x complementado con 7,5 % de DMSO y se incub6
durante 90 minutos a 30 °C. DMSO estaba presente a una concentracion final de un 5 % en el ensayo. Después de
la excitacion con laser de los pocillos de muestra a 320 nm, se recogid la sefial de fluorescencia a 620 nm durante
400 ms siguiendo un retraso de 50 us en un lector de placas RUBYstar HTRF (BMG Labtechnologies). Los datos
RFU sin procesar se normalizaron a los valores de RFU maximo (BACE/DMSO 1,0 nM) y minimo (ninguna
enzima/DMSO). Los valores de Clso se determinaron mediante analisis de regresion no lineal (respuesta a dosis
sigmoidea, pendiente variable) de los datos de inhibicién porcentuales con los valores minimos y maximos
establecidos en un 0 y un 100 por ciento respectivamente. Se obtuvieron valores de Clso similares usando los datos
de RFU sin procesar. Los valores de Ki se calculan a partir de los valores de Clso usando la ecuaciéon de Cheng-
Prusoff.
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Todos los compuestos de ejemplo de la invencién se sometieron a este ensayo de BACE-2, y sus valores de K se
registran en la tabla posterior.

Se ha descubierto sorprendentemente que los nuevos compuestos de diéxido de iminotiadiazina de la invencién
exhiben propiedades que se espera que los hagan ventajosos como inhibidores de BACE y/o para los diversos
métodos usados en el presente documento.

ABao cortical

Se ha descubierto, sorprendente y ventajosamente, que los compuestos de dioxido de iminotiadiazina de la
invencion exhiben una eficacia mejorada en la reduccion de la produccién de ABso en la corteza cerebral con
respecto a sus analogos de iminopirimidona. Se usaron los siguientes procedimientos. Los resultados se muestran
en la tabla posterior.

Recogida de tejido de rata

Se alojaron en grupo ratas CD macho (~100 g; Crl:CD(SD); Charles River Laboratories, Kingston, NY) y se
aclimataron al vivario durante 5-7 dias antes de su uso en el estudio. Los compuestos se formularon en un 20 % de
hidroxipropil-B-ciclodextrina y se administraron por via oral con un volumen de dosificacion de 5 ml/kg para las ratas.
Tres h después de la administracion del farmaco, se realiz6 la eutanasia a las ratas con un exceso de CO2. El
cerebro se retiré del craneo y se congelé inmediatamente en hielo seco. Todos los tejidos se almacenaron a -70 °C
hasta la cuantificacion de AB.

Determinacion de los niveles de AB4o en Corteza Cerebral de Rata mediante ELISA

La medida de AB-40 (AB40) enddgeno de rata en la corteza cerebral se basd en el anticuerpo 585 (Ab585,
BioSource), n° de catalogo NONO585), que reconoce especificamente la secuencia N-terminal de AB40 de roedor, y
el anticuerpo monoclonal, G2-10, que reconoce especificamente el extremo C-terminal libre de AR40. Ab585 se
marcé con biotina (b-Ab585) mediante una primera dializacion de la muestra de anticuerpo exhaustivamente frente a
PBS (pH 7,8) para retirar impurezas, seguido de dilucion hasta 1 y 2 mg/ml de concentracion de proteina. Se disolvid
EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotina (Pierce) en PBS (pH 7,8) a una concentracion de 1 mg/ml inmediatamente antes de
su uso. Ab585 se marcé con EZ-Link Sulfo-NHS-LC-biotina usando una proporcion de biotina:anticuerpo de 10:1 por
incubacién a temperatura ambiente durante 1 hora. La reaccidon de marcaje se interrumpié mediante la adicion de
glicina 1,0 M para una concentracion final de 0,1 M seguido de incubacién de 10 minutos a temperatura ambiente.
Se retir6 la glicina mediante didlisis exhaustiva frente a PBS.

El uso del inmunoensayo basado en Luminex para la medida de AB40 cortical de rata requirié que el anticuerpo G2-
10 se marcara con Bio-Plex COOH Bead 25 (laboratorios Bio-Rad, n® de catalogo 171506025). El anticuerpo se
acopl6 a las perlas usando el Kit de Acoplamiento de Amina Bio-Plex (Bio-Rad) segun las recomendaciones del
fabricante.

Los niveles de corteza de rata AB40 de corteza cerebral de rata se midieron a partir de extractos de guanidina HCI
de las cortezas cerebrales de rata individuales usando un ensayo de inmunodeteccién basado en Luminex. Los
cerebros de rata se descongelaron brevemente a 37°C y se retiraron las regiones cerebral media y del
rombencéfalo. El material remanente, que consistia principalmente en la corteza cerebral (~800 mg) se someti6 al
procedimiento de extraccién de guanidina. Las cortezas cerebrales se afiadieron a un tubo BioPur de 2 ml
(Eppendorf) junto con una bola de acero revestida de cromo de 6,35 mm y 1,0 ml de tampdn de homogeneizacion de
sacarosa (HEPES 20 mM [pH 7,5], KCI 50 mM, sacarosa 50 mM, EDTA 2 mM, EGTA 2 mM complementado con
inhibidores de proteasa completos [Roche, exentos de EDTA]). A continuacion las muestras se homogeneizaron por
agitacion durante 1,5 min a 30 ciclos/s en una mezcladora de tejidos MM300 (Retsch®). El homogenato cortical
resultante se extrajo con guanidina-HCI por mezcla de 67 pl de homogenato con 133 pl de Guanidina HCI 5 M, Tris
HCI 50 mM (pH 8,0). Para maximizar la eficacia de la extraccion de AB, las muestras se agitaron vorticialmente y a
continuacion se sonicaron durante 2 minutos en un bafio de hielo usando un sonicador de cuerno de copa
Ultrasonics XL con un ajuste de potencia de 8 (Heat Systems, Inc.). El material insoluble se retir6 por
ultracentrifugacion usando un rotor TLA-55 en una centrifuga de sobremesa TL-100 (Beckman) a 100.000 x g
durante 30 minutos. A continuacion, el sobrenadante resultante se diluyé 1:10 en guanidina HClI 5 M, Tris HCI
0,05 M (pH 8,0) para analisis de proteinas (ensayo de proteinas BCA, Pierce Biochemicals) o se sometié a ensayo
puro para los niveles de AB40. El ensayo Luminex de AB40 de roedor se llevé a cabo como sigue a continuacion. En
primer lugar, se humedecieron placas de union de filtro de 96 pocillos (Millipore, n° de catalogo MSBVN12) con
100 pl de tampon LAB40 1 x (HEPES 0,05 M [pH 7,5], 0,2 % de BSA, 0,2 % de Tween-20, NaCl 0,15 M) por filtracién
al vacio en un colector de 96 pocillos de Millipore. El fondo de la placa se cerr6 herméticamente y se afiadieron
100 pl de tampon LAB40 1 x a cada pocillo seguido de la adicién de 50 pl a cada uno de perlas G2-10:COOH (1000
perlas/pocillo) y 50 pl de b-Ab585 a 0,5 pg/ml en tampdn LAB40 1 x. Se afiadié Guanidina HCI a los estandares
sintéticos de AB40 de roedor con el fin de controlar el efecto de la guanidina en los extractos cerebrales en el
rendimiento del ensayo. Se afiadieron a cada pocillo diez microlitros de extracto cortical, estandares de AB40 de
roedor o extracto cortical de proteina precursora amiloide de ratones knockout (para definir la inmunorreactividad de

39



10

15

ES 2560 788 T3

fondo). Las placas se cubrieron y se incubaron durante una noche a 4 °C. Después de la incubacion, los pocillos se
despejaron al vacio y se lavaron dos veces con 100 ul de tampén LAB40 1 x en un colector de Millipore. Se diluy6
100 veces estreptavidina conjugada con ficoeritrina (PE-estreptavidina, BioRad) para la deteccion de la union de b-
Ab585 en tampdn LAB40 1 x y se afiadieron 50 pl a cada pocillo y se incub6 durante 1 hora a temperatura ambiente
con agitacion. Se retird la PE-estreptavidina sin unir mediante tres lavados de 100 pl con tampén de ensayo de
citoquina (BioRad). Las perlas lavadas se resuspendieron en 125 ul de tampon de ensayo de citoquina por agitacion
en un agitador de microplacas. Las perlas se leyeron en un sistema de conjunto de suspensién BioPlex (BioRad) con
el numero de perlas de la regién diana establecido en 40 perlas/region y el extremo superior de la puerta DD
establecido en 10.000. Los datos de fluorescencia sin procesar se analizaron usando analisis de regresion no lineal y
se extrapolaron los niveles absolutos de AB40 a partir de la curva estandar usando GraphPad Prism 4.0.2. Las
cantidades absolutas de ABi-40 Se expresan en picogramos por microgramos de proteina. Se calcularon los valores
porcentuales de cambio para cada compuesto mediante la normalizacién del nivel cortical absoluto promedio de
AB1-40 en cada grupo de edad tratado con compuesto con respecto a los niveles corticales absolutos promedio de
AB1-40 en el control del vehiculo. Los resultados comparativos se muestran en la tabla posterior. "NT" significa no
sometido a ensayo.
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Permeabilidad bidireccional de Caco-2

Se ha descubierto que los compuestos de la invencion exhiben inesperadamente una susceptibilidad reducida a la
evacuacion mediante glicoproteina P (P-gp) frente a los compuestos que tienen un resto de iminopirimidinona que
son de otro modo estructuralmente idénticos. Pgp se encuentra, entre otras ubicaciones, en la barrera
hematoencefalica, y la susceptibilidad reducida a la evacuaciébn mediante esta proteina es una caracteristica
deseable de los compuestos que actian centralmente (A. Schinkel Advanced Drug Delivery Reviews 1999, 36, 179-
194). Se usaron los siguientes procedimientos. Los resultados se muestran en la tabla posterior.

Permeabilidad bidireccional de Caco-2

La permeabilidad bidireccional con potencial de evacuacion de compuestos seleccionados de la invencion frente a
iminopirimidinonas de otro modo estructuralmente idénticas (denominados colectivamente compuestos de ensayo,
mostrados en la tabla posterior) se evaluaron usando la linea celular Caco-2. Las células de Caco-2 se mantuvieron
en DMEM (Medio Eagle Modificado por Dulbecco) que contenia un 10 % de suero bovino fetal, un 1% de
aminoacidos no esenciales, L-glutamina 2 mM, y un 1 % de penicilina-estreptomicina en una incubadora a ~37 °C en
una atmosfera de un 5 % de CO2 y aproximadamente un 90 % de humedad relativa. El medio de cultivo celular se
cambié tres veces cada semana. Las monocapas de células Caco-2 se hicieron crecer en filtros de tereftalato de
polietileno usando Placas de Insercion de Cultivo Celular de 24 pocillos BD Falcon™ (0,33 cm? de area de insercion,
tamafio de poro de 1 um; BD BioSciences, Bedford, MA). El medio de cultivo de la placa se cambi6 cada dos dias
hasta que se us6 para el experimento de transporte (21-28 dias después de la siembra).

El tampon de transporte (TM) fue solucién salina de Hank equilibrada (HBSS) con HEPES 10 mM y glucosa 25 mM
(pH 7,4) para dosificacion y TM con un 4 % de albumina de suero bovino para receptor (pH 7,4). La permeabilidad
bidireccional de los compuestos de ensayo se sometié a ensayo a concentraciones de 1, 10 y 100 uM y se midié por
triplicado con una incubacién de 2 h. La integridad de la monocapa de células se monitorizé con resistencia eléctrica
transepitelial pre y post-experimental y permeabilidad de Amarillo Lucifer (LY) post-experimental con 1 h de
incubacién. Las muestras de articulo de ensayo se analizaron usando LC-MS/MS vy la concentracion de LY se midio
usando un Lector de Bio Ensayo Perkin Elmer HTS 7000 Plus (Waltham, MA) con una longitud de onda de
excitacion y emisiéon de 485 nm y 538 nm, respectivamente.

Los valores de permeabilidad aparente, recuperacion y relacién de evacuacion se calcularon usando las siguientes
ecuaciones:

dM/dt _ dCr/dt* VR

_ *10?
S*Co S*Co

Papp (nm/s) =

i g P BLa AP
Relacion de evacuacion = —22P=""2""
Papp_ AP aBL
. Co. final Cantidad acumulada de receptor
Recuperacion total (%) =——x100 + - x100
Co Co*Vp
donde,
dCr/dt: pendiente de la concentracién acumulada en el compartimento receptor frente al tiempo de incubacion
(MM-s?)
Conr: concentracion de donador (uM) inmediatamente después de la dosificacion
Cbo, final:  CcONcentracion de donador (uM) al final de incubacion
S: area superficial de membrana (cm?)
Vp: volumen del compartimento donador (ml)
VR: volumen del compartimento receptor (ml)

4 .
Papp_BL a AP

Permeabilidad de transporte desde basolateral (BL) a apical (AP)
Papp_apasL: permeabilidad de transporte desde AP a BL
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Evaluacién de la inhibicién de evacuacién de P-gp usando el ensayo de permeabilidad bidireccional de Caco-2

Se llevé a cabo un estudio preliminar para evaluar los compuestos de la tabla posterior como sustratos potenciales
de P-gp usando el ensayo de transporte bidireccional de Caco-2. Se us6 digoxina como sonda de sustrato de P-gp.
La solucién de dosificacion de 3H-digoxina se prepar6 por dilucion de una solucién de trabajo de digoxina en DMSO
con TM y/o las soluciones de inhibidor y valoracién con 3H-digoxina (la concentracion final de digoxina fue 5 UM con
radiactividad de 0,5 uCi/ml). Se prepararon dos concentraciones de los compuestos de ensayo (5 y 50 uM) por
dilucién de una solucion de trabajo de DMSO con TM (pH 7,4). Se midié la permeabilidad bidireccional de Caco-2 de
3H-digoxina con o sin compuesto de ensayo como inhibidor como se describe en la seccion de permeabilidad
bidireccional de Caco-2. La radiactividad total para cada muestra se conté usando un Analizador de Centelleo
Liquido Packard 2250CA Tri-Carb.

El porcentaje de inhibicion de evacuacion de digoxina se calculé usando la siguiente ecuacion:

I:,inhibiclcnr Pinhibidor
app_BLaAP = ' app_APaBL *100
Papp _BLaAP — Papp _APaBL

% _Inhibicion = (1-

donde,
<
Papp_BLa AP-

Permeabilidad digoxina de transporte desde BL a AP

Papp_apasL: permeabilidad de digoxina de transporte desde AP a BL

Pinhibidor"
app_BLaAP.

Permeabilidad de digoxina con inhibidor de transporte desde BL a AP: permeabilidad de digoxina con inhibidor de
transporte desde BL a AP
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Estabilidad de solucién

Se ha descubierto, sorprendente y ventajosamente, que los compuestos de dioxido de iminotiadiazina de la
invencion exhiben una estabilidad de solucién mejorada (por ejemplo, por resistencia a la hidrélisis) en comparacion
con las iminopirimidinonas estructuralmente similares. Se usaron los siguientes procedimientos comparativos. Los
resultados se informan como los Ejemplos A y B posteriores.

Se prepar6 una solucién de trabajo de 1,05 mg/ml (5 ml) del Ej. 45 (estructura mostrada posteriormente) en MeOH
se preparé. Se tomaron 1,25 ml de la solucidon de trabajo y se diluyeron hasta 25 ml con la adiciéon de 23,75 ml de
tampon fosfato 10 mM (pH 7,4)/MeOH (70/30 v/v). Esta nueva solucién se dividié en tres. Una solucion se incubé a
4 °C, otras se incubd a 25 °C y la tercera se incub6 a 40 °C. Cada solucién se analizé por LC/MS después del dia 1,
dia 2 y dia 6 y se compararon con una curva de calibracién estandar para el Ej. 45.

Ejemplo A: estudios de estabilidad que comparan el Ej emplo 45 con el Compuesto Z (referencia)

En el siguiente estudio, se midié la estabilidad de solucion del compuesto del Ejemplo 45 y se comparé con la del
compuesto Z. El compuesto del Ejemplo 45 es un compuesto de dioxido de iminotiadiazina. El compuesto Z es el
compuesto de iminopirimidinona correspondiente. Las estructuras del compuesto del Ejemplo 45 y del Compuesto Z
se muestran a continuacion. Se realizaron estudios en tampo6n acuoso a pH 7,4 que contenia metanol a 4 °C, 25 °C
y 40 °C. A 4 °C, el compuesto del Ejemplo 45 mostré un 0,93 % de degradacion después de 6 dias mientras que el
Compuesto Z mostré un 18,3 % de degradacion después de 1 dia. A 25 °C, el compuesto del Ejemplo 45 mostré un
7,4 % de degradacion después de 6 dias mientras que el Compuesto Z mostr6 un 53,87 % de degradacion. A 40 °C,
el compuesto del Ejemplo 45 mostré un 30,71 % de degradacion después de 6 dias mientras que el Compuesto Z
mostré un 79,93 % de degradacién después de 1 dia.

NH NH

Ejemplo 45 Compuesto Z
(US20060111370)

Estabilidad de solucion para el Ej. 45 a pH 7,4

Condiciones 4°C
Numero de lote 7
Tiempo, dias Inicial 1 2 6

Ensayo (% area) | 99,82 | 99,69 | 99,04 | 98,89

Condiciones 25°C

Ensayo (% area) | 99,82 | 9845 | 96,07 | 92,43 |

Condiciones 40°C

Ensayo (% area) | 99,82 | 96,32 | 89,70 | 69,11 | -

a: resultados mediante normalizacion del area
ND = no detectado. (-) representa > 20 % de degradacion
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Estabilidad de s olucién para el Compuesto Z a pH 7,4
Condiciones 4°C
Numero de lote 7
Tiempo, dias Inicial 1 2 6
Ensayo (% area) 88,15 69,84 - - -
Condiciones 25°C
Ensayo (% éarea) 88,15 | 34,28 | - | - | -
Condiciones 40°C
Ensayo (% area) 88,15 | 8,22 | - | - | -
a: RRT aproximado para compuestos relacionados. Resultados mediante
normalizacion del area
ND = no detectado. (-) representa > 20 % de degradacion

Las soluciones de trabajo de los compuestos ensayados se prepararon por disolucion de aproximadamente 3 mg de
cada compuesto en 3 ml de acetonitrilo. Los estandares para los compuestos de ensayo se prepararon por
disolucién de 1 ml de la solucién de trabajo con una cantidad adicional de 4 ml de acetonitrilo. Estos estandares se
almacenaron a 4 °C. Las muestras se prepararon por dilucién de 1 ml de la solucién de trabajo con 4 ml de tampén
fosfato 50 mM a pH 7,4. Estas muestras se almacenaron a 25 °C en ausencia de luz. Los estandares y las muestras
se realizaron por LC/MS inicialmente y en el dia 1, el dia 4, y el dia 6.

Condiciones de HPLC:

Fase movil A: tampon acetato amoénico 10 mM a pH 5: metanol (90 : 10)
Fase movil B: tampon acetato aménico 10 mM a pH 5: metanol (10 : 90)

Columna: Zorbax SB-Fenil 4,6 x 50 mm, 1,8 um
Temperatura de columna: 40 °C
Flujo: 0,8 ml/min.
Gradiente:
Tiempo (min.) % B
0 40
9 100
11 100
Detectores: UV a 220 nmy 236 nm

MS, ionizacién ES, modo positivo, para identificacion solo en el punto de tiempo final.
Los términos indicados en las tablas posteriores tienen los siguientes significados:
% area es la integracion del pico de HPLC que indica el software Waters Empower Il.
RRT es el tiempo de retencién relativo del nuevo producto comparado con el estandar del compuesto de ensayo.

La formula para RRT es:

Tiempo de retencion del nhuevo producto
Tiempo de retencion del estandar

M + 1 es la masa observada incluyendo la protonacién (+ 1 unidad de masa).
ND representa ningun pico detectado por el detector de UV.
* representa ningun ion detectado por espectrometro de masas.
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Ejemplo B: estudios de estabilidad que comparan el Ej emplo 47 con el Compuesto Y (referencia):

En el siguiente estudio, se midio la estabilidad de solucion del compuesto del Ejemplo 47 y se comparé con la del
Compuesto Y. El compuesto del Ejemplo 47 es un compuesto de diéxido de iminotiadiazina. EI Compuesto Y es el

5 correspondiente compuesto de iminopirimidinona. Las estructuras del compuesto del Ejemplo 47 y del Compuesto Y
se muestran a continuacion. Se realizaron estudios en tampén a pH 7,4 a 25 °C. En estas condiciones, el compuesto
del Ejemplo 47 mostré un 0 % de producto de hidrélisis después de 6 dias mientras que Compuesto Y mostré un
12,45 % de producto de hidrélisis.

Ejemplo 47 Compuesto Y
(US120070287692)
10

Ejemplo 47: PM de la base libre = 374,09

Qescripcién del |RRT |M+1 |% area, inicial |% area, Dia 1 |% area, Dia 4 |% area, Dia 6
pico

Estandar Ejemplo 47 1,00 |375,10 |98,53 98,55 98,52 98,52
Desconocido 149 |* 1,47 1,45 1,48 1,48

Muestra a pH 7,4 |Ejemplo 47 1,00 |375,10 |98,55 98,56 98,53 98,53
Desconocido 149 |* 1,45 1,44 1,47 1,47

15 Compuesto Y: PM de la base libre = 338,12

Descripcion del RRT |[M+1 |% area, inicial [% area, Dia 1 |% area, Dia 4 |% &area, Dia 6
pico
Estandar Compuesto Y 1,00 (339,15 |100,0 100,0 100,0 100,0
Muestra a pH 7,4 | Compuesto Y 1,00 (339,10 |99,36 96,89 93,02 87,55
Producto de 0,76 |357,10 (0,64 3,11 6,98 12,45
hidrolisis

Aunqgue la presente invencion se ha descrito en vista de las realizaciones especificas expuestas anteriormente,
seran evidentes numerosas alternativas, modificaciones y otras variaciones de las mismas para los expertos
20 habituales en la materia.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto, o un tautémero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto o dicho
tautdmero, teniendo dicho compuesto una estructura seleccionada entre:

Q " NH
CH
N____ HN)I\N/ 3
\ / - =0
Hy O

5

[
S
W
I -
) NH e
N=— J]\N/CHGI
\_/
FsC ‘
Q NH
NH
N=— ~CHs
N\ /
F
0
5\

F
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5
2. Un compuesto de la reivindicaciéon 1, o un tautdmero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o dicho tautémero, teniendo dicho compuesto la estructura:
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3 NH !
_CH
N HNJLWl .
\ / D S\.\‘-‘O
cl CH; O

3. Un compuesto de la reivindicaciéon 1, o un tautdmero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o dicho tautémero, teniendo dicho compuesto la estructura:
5

NH J‘I\N/CHS
I

4. Un compuesto de la reivindicacion 1, o un tautomero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o dicho tautémero, teniendo dicho compuesto la estructura:
10

5. Un compuesto de la reivindicacion 1, o un tautdmero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o dicho tautémero, teniendo dicho compuesto la estructura:
15

o

6. Un compuesto de la reivindicaciéon 1, o un tautdmero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o dicho tautémero, teniendo dicho compuesto la estructura:
20
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7. Un compuesto de la reivindicaciéon 1, o un tautdmero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o dicho tautémero, teniendo dicho compuesto la estructura:

5
S:g. HN N CH3
MeO 3
8. Un compuesto de la reivindicacion 1, o un tautdmero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o dicho tautémero, teniendo dicho compuesto la estructura:
10
9. Un compuesto de la reivindicacion 1, o un tautdmero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho
compuesto o dicho tautémero, teniendo dicho compuesto la estructura:
15

MeO
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10. Un compuesto de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior que esta en forma de la base libre.

11. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-9 que esta en forma de una sal de adicion de
acido.

12. Un compuesto, o un tautémero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto o dicho
tautdmero, de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior para su uso en medicina.

13. Una composicion farmacéutica que comprende al menos un compuesto de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-11, o un tautdémero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto o
dicho tautémero, y un vehiculo o un diluyente farmacéuticamente aceptables.

14. Un compuesto, o un tautémero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto o dicho
tautdmero, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-11 para su uso en el tratamiento, la prevencion y/o el
retraso de la aparicion de una patologia seleccionada entre: enfermedad de Alzheimer, sindrome de Down,
enfermedad de Parkinson, ictus, microgliosis, inflamaciéon cerebral, demencia presenil, demencia senil, paralisis
supranuclear progresiva, degeneracién corticobasal, deterioro olfativo asociado a enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Parkinson y/o sindrome de Down, angiopatia B-amiloide, angiopatia amiloide cerebral, hemorragia
cerebral hereditaria, deterioro cognitivo leve, glaucoma, amiloidosis, diabetes de tipo Il, amiloidogénesis asociada
con diabetes, tembladera, encefalitis espongiforme bovina, enfermedad de Creutzfeld-Jakob y traumatismo
craneoencefalico.

15. El compuesto, o un tautdémero del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto o dicho
tautdmero, para su uso de acuerdo con la reivindicacion 14, en donde dicha patologia es enfermedad de Alzheimer.
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