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DESCRIPCION
Compuesto de pirazol-amida y usos medicinales del mismo
Campo técnico

La presente invencidon proporciona un compuesto de pirazol-amida y un uso farmacéutico del mismo. Mas
particularmente, la presente invencion se refiere a un compuesto de pirazol-amida o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo que tiene una actividad inhibitoria de piruvato deshidrogenasa quinasa (en lo sucesivo en el
presente documento se va a utilizar la abreviatura PDHK), una composicion farmacéutica que contiene al mismo, un
agente profilactico o terapéutico que contiene al mismo para su uso en la profilaxis o tratamiento de diabetes
(diabetes tipo 1, diabetes tipo 2, etc.), sindrome de resistencia a la insulina, sindrome metabdlico, hiperglucemia,
hiperlactacidemia, complicaciones diabéticas (neuropatia diabética, retinopatia diabética, nefropatia diabética,
cataratas, etc.), insuficiencia cardiaca (insuficiencia cardiaca aguda, insuficiencia cardiaca crénica), cardiomiopatia,
isquemia de miocardio, infarto de miocardio, angina de pecho, dislipidemia, aterosclerosis, enfermedad arterial
periférica, claudicacion intermitente, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, isquemia cerebral, ictus hemorragico,
enfermedad mitocondrial, encefalomiopatia mitocondrial, cancer, hipertension pulmonar, o enfermedad de
Alzheimer,, y similares.

Antecedentes de la técnica

En tejidos, para reacciones que usan energia tales como biosintesis, transporte activo, contracciéon muscular,, y
similares, la energia se suministra mediante la hidrélisis de trifosfato de adenosina (ATP). El ATP se produce por la
oxidacion del combustible metabdlico que proporciona una gran cantidad de energia, tal como glucosa y acidos
grasos libres. En tejidos oxidativos tales como musculo, el ATP se produce en su mayor medida a partir de acetil-
CoA que entra en el ciclo del acido citrico. La acetil-CoA se produce por la oxidacion de glucosa a través de la ruta
glucolitica o B oxidacién de &cido graso libre. Una enzima que desempefia un papel fundamental en el control de la
produccion de acetil-CoA a partir de glucosa es la piruvato deshidrogenasa (en lo sucesivo en el presente
documento abreviado como PDH). La PDH cataliza la reduccién del dinucleétido de nicotinamida y adenina (NAD) a
NADH, de forma simultanea con la oxidacion del acido pirGvico a acetil-CoA y dioxido de carbono (por ejemplo,
documentos de no patente 1, 2).

La PDH es un complejo multienzimatico que consiste en tres componentes enzimaticos (E1, E2 y E3) y algunas
subunidades localizadas en la matriz mitocondrial. E1, E2 y E3 son responsables de la descarboxilacion de acido
piravico, produccién de acetil-CoA y reduccion de NAD a NADH, respectivamente.

Dos clases de enzimas que tienen funcién reguladora se unen a PDH. Una es PDHK, que es una proteina quinasa
que tiene especificidad hacia PDH. El papel de la misma es inactivar la subunidad Ela del complejo mediante
fosforilacion. La otra es la PDH fosfatasa, que es una proteina fosfatasa especifica que activa PDH a través de
desfosforilacién de la subunidad Ela. La proporcion de PDH en su estado activo (desfosforilado) se determina por el
equilibrio de actividad de quinasa y actividad de fosfatasa. La actividad de quinasa estd regulada por la
concentracion relativa de sustratos metabdlicos. Por ejemplo, la actividad de quinasa esta activada por un aumento
en las proporciones de NADH/NAD, acetil-CoA/CoA y ATP/difosfato de adenosina (ADP), y esta inhibida por el acido
piravico (por ejemplo, documento de no patente 3).

En los tejidos de mamiferos, se identifican 4 tipos de isozimas de PDHK. En particular, PDHK2 se expresa en una
amplia gama de tejidos incluyendo el higado, musculos esqueléticos y tejidos adiposos implicados en el metabolismo
de la glucosa. Ademas, dado que PDHK2 muestra una sensibilidad comparativamente elevada con respecto a la
activacion por aumento de NADH/NAD o acetil-CoA/CoA e inhibicién por acido piravico, se sugiere la implicacion en
una regulacion a corto plazo del metabolismo de la glucosa (por ejemplo, documento de no patente 4).

Ademas, PDHK1 se expresa en grandes cantidades en mdusculo cardiaco, musculo esquelético, células B
pancreaticas, y similares. Ademas, dado que la expresion de PDHK1 se induce a través de la activacion de factor 1
inducible por hipoxia (HIF) en estado isquémico, se sugiere su implicacién en enfermedades isquémicas y
enfermedades cancerosas (por ejemplo, documento de no patente 5).

En enfermedades tales como diabetes dependiente de insulina (tipo 1), diabetes no dependiente de insulina (tipo 2),
y similares, la oxidacion de lipidos se estimula con la reduccion simultdnea de la utilizacion de glucosa. Esta
reduccion de la utilizacién de glucosa es uno de los factores que causan la hiperglucemia. Cuando el metabolismo
oxida tipo de la glucosa disminuye en la diabetes tipo 1 y tipo 2 y en obesidad, la actividad de PDH también
disminuye. Sugiere la implicacién de la accién de la actividad de PDH en la utilizacién de glucosa reducida diabetes
tipo 1y tipo 2 (por ejemplo, documentos de no patente 6, 7).

Por el contrario, la gluconeogénesis hepatica estd aumentada en la diabetes tipo 1 y tipo 2, que también forma un
factor que causa hiperglucemia. La reduccién de la actividad de PDH aumenta la concentracion de acido piravico,
que a su vez aumenta la disponibilidad de acido lactico como un sustrato para la gluconeogénesis hepatica. Se
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sugiere una posible implicacion de la reduccién de la actividad de PDH en el aumento de la gluconeogénesis en
diabetes tipo 1 y tipo 2 (por ejemplo, documentos de no patente 8, 9). Cuando PDH se activa por inhibicién de
PDHK, se considera que la tasa de oxidacién de glucosa aumenta. Como resultado, la utilizacién de glucosa en el
organismo se estimula y la gluconeogénesis hepatica se suprime, de modo que se espera que la hiperglucemia en
diabetes tipo 1 y tipo 2 aumente (por ejemplo, documentos de no patente 10, 11, 12). Otro factor que contribuye a la
diabetes es la alteracién de la secrecidon de insulina, que se sabe que estd asociada con una reduccién de la
actividad de PDH en células B pancreaticas, e introduccion de PDHK1, 2 y 4 (por ejemplo, documentos de no
patente 13, 14). Ademas, se sabe que la hiperglucemia sostenida debida a diabetes produce complicaciones tales
como neuropatia diabética, retinopatia diabética, nefropatia diabética,, y similares. La tiamina y el acido a-lipoico
contribuyen a la activacion de PDH como coenzimas. Se muestra que la tiamina y el acido a-lipoico, o derivado de
tiamina y derivado de acido a-lipoico tienen un efecto prometedor en el tratamiento de complicaciones diabéticas.
Por lo tanto, se espera que la activacion de PDH mejore las complicaciones diabéticas (por ejemplo, documentos de
no patente 15, 16).

En condiciones isquémicas, el suministro de oxigeno limitado reduce la oxidacion tanto de glucosa como de acido
graso y reduce la cantidad de ATP producido por fosforilacion oxidativa en los tejidos. En ausencia de oxigeno
suficiente, el nivel de ATP se mantiene mediante glucdlisis anaerdbica estimulada. Como resultado, el acido lactico
aumenta y el pH intracelular disminuye. Incluso cuando el organismo intenta mantener la homeostasis de iones
mediante consumo de energia, un nivel de ATP anémalamente bajo y osmolaridad celular alterada conducen a la
muerte celular. Ademas, la quinasa activante de monofosfato de adenosina, activada durante la isquemia, fosforila y
por lo tanto inactiva la acetil-CoA carboxilasa. Los niveles de malonil-CoA total de y en el tejido disminuyen, y por lo
tanto la actividad de carnitina palmitoiltransferasa-l aumenta y la oxidacion de acidos grasos se ve favorecida con
respecto a la oxidacion de glucosa permitiendo el transporte de acil-CoA en las mitocondrias. La oxidacion de
glucosa es capaz de proporcionar mas ATP por molécula de oxigeno que la oxidacion de acidos grasos. En
condiciones isquémicas, por lo tanto, cuando el metabolismo de la energia hace que la oxidacién de la glucosa sea
dominante por activacion de PDH, se considera que la capacidad para mantener el nivel de ATP aumenta (por
ejemplo, documento de no patente 17).

Ademas, dado que la activacion de PDH produce la oxidacion del acido piravico producido por glucdlisis, y la
reduccion de la produccién de acido lactico, se considera que la carga neta de protones se reduce tejidos
isquémicos. Por consiguiente, se espera que la activacion de PDH por inhibicién de PDHK actlie de forma protectora
en enfermedades isquémicas tales como isquemia del musculo cardiaco (por ejemplo, documentos de no patente
18, 19).

Se considera que un farmaco que activa PDH por inhibicion de PDHK disminuye la produccion de lactato ya que
estimula el metabolismo del piruvato. Por lo tanto, se espera que un farmaco de este tipo sea Util para el tratamiento
de hiperlactacidemia tal como enfermedad mitocondrial, encefalomiopatia mitocondrial y sepsis (por ejemplo,
documento de no patente 20).

En células cancerosas, la expresion de PDHK1 o 2 aumenta. Ademas, en células cancerosas, la produccion de ATP
mediante fosforilacién oxidativa en mitocondrias disminuye, y la produccion de ATP a través de la glucdlisis
anaerobica en el citoplasma aumenta. Se espera que la activacion de PDH por inhibicion de PDHK estimule la
fosforilacion oxidativa en mitocondrias, y aumente la producciéon de oxigeno activo, que inducird la apoptosis de
células cancerosas. Por lo tanto, la activacion de PDH por inhibicion de PDHK es util para el tratamiento de
enfermedades cancerosas (por ejemplo, documento de no patente 21).

La hipertension pulmonar se caracteriza por presion sanguinea elevada producida por un estrechamiento parcial de
la arteria pulmonar debido a una estimulacion celular en la misma. Por lo tanto, en la hipertensién pulmonar, se
espera que la activacion de PDH en la arteria pulmonar estimule la fosforilacién oxidativa en mitocondrias, aumente
la produccion de oxigeno activo, e induzca la apoptosis de las células de la arteria pulmonar. Por lo tanto, se
considera que la activacion de PDH por inhibicion de PDHK es (til para el tratamiento de hipertensién pulmonar (por
ejemplo, documento de no patente 22).

La produccion de energia y el metabolismo de glucosa el cerebro disminuyen en la enfermedad de Alzheimer, y
ademas, la actividad de PDH se deteriora. Cuando la actividad de PDH se deteriora, la produccion de acetil CoA
disminuye. La acetil CoA se utiliza para la produccion de ATP en el sistema de transporte de electrones a través del
ciclo del acido citrico. La acetil CoA también es un material de partida para sintetizar acetilcolina, que es uno de los
neurotransmisores. Por lo tanto, se considera que la reduccién de la actividad de PDH en el cerebro en la
enfermedad de Alzheimer produce la muerte de las células neuronales debido a la disminucién de la produccion de
ATP. Ademas, se considera que la sintesis de acetilcolina, que es el transmisor para el nervio colinérgico, se inhibe
para inducir el deterioro de la memoria, y similares. Se espera que la activacion de PDH en el cerebro aumente la
produccion de energia y la sintesis de acetilcolina en la enfermedad de Alzheimer. Por lo tanto, se considera que la
activacion de PDH mediante la inhibicién de PDHK es Uutil para el tratamiento de enfermedad de Alzheimer (por
ejemplo, documentos de no patente 23, 24).
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Se ha mostrado que el acido dicloroacético, que es un farmaco que tiene una accién de activacién de PDH,
proporciona efectos prometedores para el tratamiento de diabetes, isquemia de miocardio, infarto de miocardio,
angina de pecho, insuficiencia cardiaca, hiperlactacidemia, isquemia cerebral, ictus hemorragico, enfermedad arterial
periférica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, enfermedad cancerosa, e hipertension pulmonar (por ejemplo,
documentos de no patente 10, 18, 20, 22, 25, 26, 27). Ademas, el documento WO 2010 041748 Al desvela
compuestos de fluoreno de los que se informa que tienen una actividad inhibitoria de PDHK.

A partir de los hallazgos mencionados anteriormente, Utiles para, se considera que un inhibidor de PDHK es util para
la profilaxis o tratamiento de enfermedades que se relacionan con trastornos de utilizacién de glucosa, por ejemplo,
diabetes (diabetes tipo 1, diabetes tipo 2, etc.), sindrome de resistencia a la insulina, sindrome metabdlico,
hiperglucemia, hiperlactacidemia, complicaciones diabéticas (neuropatia diabética, retinopatia diabética, nefropatia
diabética, cataratas, etc.).

Ademas, se considera que un inhibidor de PDHK es (til para la profilaxis o tratamiento de enfermedades causadas
por suministro limitado de sustrato de energia a los tejidos, por ejemplo, insuficiencia cardiaca (insuficiencia cardiaca
aguda, insuficiencia cardiaca crénica), cardiomiopatia, isquemia de miocardio, infarto de miocardio, angina de pecho,
dislipidemia, aterosclerosis, enfermedad arterial periférica, claudicacién intermitente, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, isquemia cerebral y ictus hemorragico.

Por lo tanto, se considera que un inhibidor de PDHK es (til para el tratamiento o profilaxis de diabetes (diabetes tipo
1, diabetes tipo 2, etc.), sindrome de resistencia a la insulina, sindrome metabdlico, hiperglucemia,
hiperlactacidemia, complicaciones diabéticas (neuropatia diabética, retinopatia diabética, nefropatia diabética,
cataratas, etc.), insuficiencia cardiaca (insuficiencia cardiaca aguda, insuficiencia cardiaca crénica), cardiomiopatia,
isquemia de miocardio, infarto de miocardio, angina de pecho, dislipidemia, aterosclerosis, enfermedad arterial
periférica, claudicacion intermitente, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, isquemia cerebral, ictus hemorragico,
enfermedad mitocondrial, encefalomiopatia mitocondrial, cancer, hipertension pulmonar o enfermedad de Alzheimer.
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Sumario de la Invencién

La presente invencién es como sigue a continuacion.

[1] Un compuesto representado por la férmula [I]:

enlaqueneslo?2,
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o un solvato del mismo;
[2] el compuesto de [1] mencionado anteriormente, que se representa con las férmulas:
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[3] el compuesto de [2] mencionado anteriormente, que se representa con la formula [l1]:
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[5] el compuesto de [1] mencionado anteriormente, que se representa con la formula [l11]:
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[F11] .

[6] una composicién farmacéutica que comprende el compuesto de cualquiera de [1] a [5] mencionados
anteriormente, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o un solvato del mismo, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable;

[7] un inhibidor de PDHK que comprende el compuesto de cualquiera de [1] a [5] mencionados anteriormente, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o un solvato del mismo;

[8] un inhibidor de PDHK1 que comprende el compuesto de cualquiera de [1] a [5] mencionados anteriormente, 0
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o un solvato del mismo;

[9] un inhibidor de PDHK2 que comprende el compuesto de cualquiera de [1] a [5] mencionados anteriormente, 0
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o un solvato del mismo;

[10] un agente hipoglucémico que comprende el compuesto de cualquiera de [1] a [5] mencionados
anteriormente, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o un solvato del mismo;

[11] un agente para reducir el acido lactico que comprende el compuesto de cualquiera de [1] a [5] mencionados
anteriormente, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o un solvato del mismo;

[12] un agente para su uso en la profilaxis o tratamiento de diabetes,

sindrome de resistencia a la insulina, sindrome metabdlico, hiperglucemia, hiperlactacidemia, complicaciones
diabéticas, insuficiencia cardiaca, cardiomiopatia, isquemia de miocardio, infarto de miocardio, angina de pecho,
dislipidemia, aterosclerosis, enfermedad arterial periférica, claudicacion intermitente, enfermedad pulmonar
obstructiva cronica, isquemia cerebral, ictus hemorragico, enfermedades mitocondriales, encefalomiopatia
mitocondrial, cancer o hipertensién pulmonar, que comprende el compuesto de cualquiera de [1] a [5]
mencionados anteriormente, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o un solvato del mismo; [12] un
agente para su uso en la profilaxis o tratamiento de diabetes, sindrome de resistencia a la insulina, sindrome
metabdlico, hiperglucemia, hiperlactacidemia, complicaciones diabéticas, insuficiencia cardiaca, cardiomiopatia,
isquemia de miocardio, infarto de miocardio, angina de pecho, dislipidemia, aterosclerosis, enfermedad arterial
periférica, claudicacién intermitente, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, isquemia cerebral, ictus
hemorragico, enfermedad mitocondrial, encefalomiopatia mitocondrial, cancer, hipertension pulmonar o
enfermedad de Alzheimer, que comprende el compuesto de cualquiera de [1] a [5] mencionados anteriormente, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o un solvato del mismo;

[13] el agente para su uso de acuerdo con [12] mencionado anteriormente, en el que la diabetes es diabetes tipo
1 o diabetes tipo 2;

[14] el agente para su uso de acuerdo con [12] mencionado anteriormente, en el que las complicaciones
diabéticas se seleccionan entre el grupo que consiste en neuropatia diabética, retinopatia diabética, nefropatia
diabética y cataratas;

[15] el agente para su uso de acuerdo con [12] mencionado anteriormente, en el que la insuficiencia cardiaca es
insuficiencia cardiaca aguda o insuficiencia cardiaca crénica;

[16] una composicion farmacéutica que comprende

(a) el compuesto de cualquiera de [1] a [5] mencionados anteriormente, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, o un solvato del mismo, y

(b) al menos otro medicamento eficaz para la profilaxis o tratamiento de una enfermedad seleccionada entre
el grupo que consiste en diabetes (diabetes tipo 1, diabetes tipo 2), sindrome de resistencia a la insulina,
sindrome metabdlico, hiperglucemia, hiperlactacidemia, complicaciones diabéticas(neuropatia diabética,
retinopatia diabética, nefropatia diabética, cataratas), insuficiencia cardiaca (insuficiencia cardiaca aguda,
insuficiencia cardiaca cronica), cardiomiopatia, isquemia de miocardio, infarto de miocardio, angina de pecho,
dislipidemia, aterosclerosis, enfermedad arterial periférica, claudicacion intermitente, enfermedades
pulmonares obstructivas crénicas, isquemia cerebral, ictus hemorragico, enfermedad mitocondrial,
encefalomiopatia mitocondrial, cancer e hipertensiéon pulmonar;
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[16’] una composicion farmacéutica que comprende

(a) el compuesto de cualquiera de [1] a [5] mencionados anteriormente, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, o un solvato del mismo, y

(b) al menos otro medicamento eficaz para la profilaxis o tratamiento de una enfermedad seleccionada entre
el grupo que consiste en diabetes (diabetes tipo 1, diabetes tipo 2), sindrome de resistencia a la insulina,
sindrome metabdlico, hiperglucemia, hiperlactacidemia, complicaciones diabéticas(neuropatia diabética,
retinopatia diabética, nefropatia diabética, cataratas), insuficiencia cardiaca (insuficiencia cardiaca aguda,
insuficiencia cardiaca crénica), cardiomiopatia, isquemia de miocardio, infarto de miocardio, angina de pecho,
dislipidemia, aterosclerosis, enfermedad arterial periférica, claudicacidon intermitente, enfermedades
pulmonares obstructivas crénicas, isquemia cerebral, ictus hemorragico, enfermedad mitocondrial,
encefalomiopatia mitocondrial, cancer, hipertensién pulmonar y enfermedad de Alzheimer;

[17] un farmaco de combinacién que comprende

(@) el compuesto de cualquiera de [1] a [5] mencionados anteriormente, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, o un solvato del mismo, y

(b) al menos otro medicamento eficaz para la profilaxis o tratamiento de una enfermedad seleccionada entre
el grupo que consiste en diabetes (diabetes tipo 1, diabetes tipo 2), sindrome de resistencia a insulina,
sindrome metabdlico, hiperglucemia, hiperlactacidemia, complicaciones diabéticas (neuropatia diabética,
retinopatia diabética, nefropatia diabética, cataratas), insuficiencia cardiaca (insuficiencia cardiaca aguda,
insuficiencia cardiaca cronica), cardiomiopatia, isquemia de miocardio, infarto de miocardio, angina de pecho,
dislipidemia, aterosclerosis, enfermedad arterial periférica, claudicacion intermitente, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, isquemia cerebral, ictus hemorragico, enfermedad mitocondrial, encefalomiopatia
mitocondrial, cancer e hipertension pulmonar, que se administran de forma simultanea, por separado o de
forma continua;

[17] un farmaco de combinacién que comprende

(a) el compuesto de cualquiera de [1] a [5] mencionados anteriormente, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, o un solvato del mismo, y

(b) al menos otro medicamento eficaz para la profilaxis o tratamiento de una enfermedad seleccionada entre
el grupo que consiste en diabetes (diabetes tipo 1, diabetes tipo 2), sindrome de resistencia a la insulina,
sindrome metabdlico, hiperglucemia, hiperlactacidemia, complicaciones diabéticas (neuropatia diabética,
retinopatia diabética, nefropatia diabética, cataratas), insuficiencia cardiaca (insuficiencia cardiaca aguda,
insuficiencia cardiaca cronica), cardiomiopatia, isquemia de miocardio, infarto de miocardio, angina de pecho,
dislipidemia, aterosclerosis, enfermedad arterial periférica, claudicacion intermitente, enfermedad pulmonar
obstructiva croénica, isquemia cerebral, ictus hemorragico, enfermedad mitocondrial, encefalomiopatia
mitocondrial, cancer, hipertension pulmonar y enfermedad de Alzheimer, que se administran de forma
simultanea, por separado o de forma continua;

[18] uso del compuesto de cualquiera de [1] a [5] mencionados anteriormente, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, o un solvato del mismo para la produccién de un inhibidor de PDHK;

[19] uso del compuesto de cualquiera de [1] a [5] mencionados anteriormente, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, o un solvato del mismo para la produccién de un inhibidor de PDHK1;

[20] uso del compuesto de cualquiera de [1] a [5] mencionados anteriormente, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, o un solvato del mismo para la produccién de un inhibidor de PDHK?2;

[21] uso del compuesto de cualquiera de [1] a [5] mencionados anteriormente, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, o un solvato del mismo para la produccién de un agente para reducir el nivel de glucosa en
sangre;

[22] uso del compuesto de cualquiera de [1] a [5] mencionados anteriormente, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, o un solvato del mismo para la produccién de un agente para reducir el nivel de lactato;

[23] uso del compuesto de cualquiera de [1] a [5] mencionados anteriormente, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, o un solvato del mismo para la produccién de un agente profilactico o terapéutico para
diabetes (diabetes tipo 1, diabetes tipo 2), sindrome de resistencia a la insulina, sindrome metabdlico,
hiperglucemia, hiperlactacidemia, complicaciones diabéticas (neuropatia diabética, retinopatia diabética,
nefropatia diabética, cataratas), insuficiencia cardiaca (insuficiencia cardiaca aguda, insuficiencia cardiaca
cronica), cardiomiopatia, isquemia de miocardio, infarto de miocardio, angina de pecho, dislipidemia,
aterosclerosis, enfermedad arterial periférica, claudicacion intermitente, enfermedad pulmonar obstructiva
crénica, isquemia cerebral, ictus hemorragico, enfermedad mitocondrial, encefalomiopatia mitocondrial, cancer o
hipertension pulmonar;

[23'] uso del compuesto de cualquiera de [1] a [5] mencionados anteriormente, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, o un solvato del mismo para la produccién de un agente profilactico o terapéutico para
diabetes (diabetes tipo 1, diabetes tipo 2), sindrome de resistencia a la insulina, sindrome metabdlico,
hiperglucemia, hiperlactacidemia, complicaciones diabéticas (neuropatia diabética, retinopatia diabética,
nefropatia diabética, cataratas), insuficiencia cardiaca (insuficiencia cardiaca aguda, insuficiencia cardiaca
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cronica), cardiomiopatia, isquemia de miocardio, infarto de miocardio, angina de pecho, dislipidemia,
aterosclerosis, enfermedad arterial periférica, claudicacion intermitente, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, isquemia cerebral, ictus hemorragico, enfermedad mitocondrial, encefalomiopatia mitocondrial, cancer,
hipertension pulmonar o enfermedad de Alzheimer;

[24] el uso de cualquiera de [18] a [23] mencionados anteriormente, en combinacién con al menos otro
medicamento eficaz para la profilaxis o tratamiento de una enfermedad seleccionada entre el grupo que consiste
en diabetes (diabetes tipo 1, diabetes tipo 2), sindrome de resistencia a la insulina, sindrome metabdlico,
hiperglucemia, hiperlactacidemia, complicaciones diabéticas (neuropatia diabética, retinopatia diabética,
nefropatia diabética, cataratas), insuficiencia cardiaca (insuficiencia cardiaca aguda, insuficiencia cardiaca
cronica), cardiomiopatia, isquemia de miocardio, infarto de miocardio, angina de pecho, dislipidemia,
aterosclerosis, enfermedad arterial periférica, claudicacion intermitente, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, isquemia cerebral, ictus hemorragico, enfermedad mitocondrial, encefalomiopatia mitocondrial, cancer e
hipertension pulmonar; y

[24'] el uso de cualquiera de [18] a [23] mencionados anteriormente, en combinacion con al menos otro
medicamento eficaz para la profilaxis o tratamiento de una enfermedad seleccionada entre el grupo que consiste
en diabetes (diabetes tipo 1, diabetes tipo 2), sindrome de resistencia a la insulina, sindrome metabdlico,
hiperglucemia, hiperlactacidemia, complicaciones diabéticas (neuropatia diabética, retinopatia diabética,
nefropatia diabética, cataratas), insuficiencia cardiaca (insuficiencia cardiaca aguda, insuficiencia cardiaca
cronica), cardiomiopatia, isquemia de miocardio, infarto de miocardio, angina de pecho, dislipidemia,
aterosclerosis, enfermedad arterial periférica, claudicacion intermitente, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, isquemia cerebral, ictus hemorragico, enfermedad mitocondrial, encefalomiopatia mitocondrial, cancer,
hipertensién pulmonar y enfermedad de Alzheimer,, y similares.

Efecto de la invencién

El compuesto de la presente invencién o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo inhibe una actividad de
PDHK, y es util como un agente terapéutico o profilactico para diabetes (diabetes tipo 1, diabetes tipo 2), sindrome
de resistencia a la insulina, sindrome metabdlico, hiperglucemia, hiperlactacidemia, complicaciones diabéticas
(neuropatia diabética, retinopatia diabética, nefropatia diabética, cataratas), insuficiencia cardiaca (insuficiencia
cardiaca aguda, insuficiencia cardiaca cronica), cardiomiopatia, isquemia de miocardio, infarto de miocardio, angina
de pecho, dislipidemia, aterosclerosis, enfermedad arterial periférica, claudicacion intermitente, enfermedad
pulmonar obstructiva cronica, isquemia cerebral, ictus hemorragico, enfermedad mitocondrial, encefalomiopatia
mitocondrial, cancer, hipertension pulmonar o enfermedad de Alzheimer,, y similares.

Breve descripcién de las figuras
La Fig. 1 muestra un efecto de compuestos de ensayo en la actividad de PDH hepatica (porcentaje de actividad
de PDH hepatica activa con respecto a la actividad total de PDH hepatica) en ratas SD(IGS) que no estan en
ayunas (media * desviacion estandar (n = 3)).
La Fig. 2 muestra un efecto de compuestos de ensayo en la actividad de PDH de tejido adiposo (porcentaje de
actividad de PDH de tejido adiposo con respecto a la actividad total de PDH de tejido adiposo) en ratas SD(IGS)
gue no estan en ayunas (media + desviacion estandar (n = 3)).

Descripcion de realizaciones

En lo sucesivo se explica con detalle la presente invencion.

El compuesto de la presente invencién es un compuesto representado por la férmula [I]:
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enlaqueneslo?2,

(en lo sucesivo en el presente documento también denominado compuesto (1)), o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, o un solvato del mismo.

5 El compuesto de la presente invencién es un compuesto representado por la formula [lI]:

0

{11]

(2-{4-[(9R)-9-hidroxi-2-(3-hidroxi-3-metilbutiloxi)-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-4-il]-1H-pirazol-1-il}-2-metilpropanamida)
10 (enlo sucesivo en el presente documento también denominado compuesto (2)).

El compuesto de la presente invencién es un compuesto representado por la férmula [Ilh]:

[11k]
15
(Monohidrato de 2-{4-[(9R)-9-hidroxi-2-(3-hidroxi-3-metilbutiloxi)-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-4-il]-1H-pirazol-1-il}-2-
metilpropanamida) (en lo sucesivo en el presente documento también denominado compuesto (2h)).
El compuesto de la presente invencion es un compuesto representado por la férmula [II1]:
20

10
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H,C

H,C
HO

fr111]

(2-{4-[(9R)-9-hidroxi-2-(4-hidroxi-4-metilpentiloxi)-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-4-il]-1H-pirazol-1-il}-2-
metilpropanamida) (en lo sucesivo en el presente documento también denominado compuesto (3)).

Una sal farmacéuticamente aceptable del compuesto de la presente invencion puede ser cualquier sal siempre y
cuando forme una sal no téxica con el compuesto de la presente invencion. Los ejemplos de las mismas incluyen
sales con acidos inorganicos, sales con acidos organicos, sales con aminoacidos, y similares.

Los ejemplos de la sal con acido inorganico incluyen una sal con &cido clorhidrico, acido nitrico, acido sulfarico,
acido fosforico, acido bromhidrico, y similares.

Los ejemplos de la sal con acido organico incluyen sales con acido oxalico, acido maleico, acido citrico, acido
fumarico, acido lactico, acido malico, acido succinico, acido tartarico, acido acético, acido trifluoroacético, acido
gluconico, acido ascorbico, acido metanosulfénico, acido bencenosulfénico, acido p-toluenosulfénico, y similares.

Los ejemplos de la sal con aminoacido incluyen sales con lisina, arginina, acido aspartico, acido glutamico, y
similares.

Una sal farmacéuticamente aceptable del compuesto de la presente invencion es preferentemente una sal con un
acido inorganico.

Ademas, el compuesto de la presente invencién o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se puede marcar
con un isétopo (por ejemplo, °H, **C, *S, etc.).

Como el compuesto de la presente invencion o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es preferente el
compuesto (1) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, cada uno de los cuales esta sustancialmente
purificado. Es mas preferente el compuesto de la presente invencién o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, cada uno de los cuales se purifica hasta una pureza que no es inferior a un 80 %.

El compuesto de férmula [l] o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo puede existir como un solvato. El
término "solvato” se refiere al compuesto de formula [I] o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo con el que
se asocia a una molécula de disolvente, y también incluye hidratos. Los solvatos de este tipo son preferentemente
solvatos farmacéuticamente aceptables. Los solvatos de este tipo incluyen, por ejemplo, hidrato, solvato de etanol,
solvato de dimetilsulféxido, y similares del compuesto de férmula [I] o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo. Los ejemplos especificos incluyen hemihidrato, monohidrato, dihidrato o mono (etanol) solvato del
compuesto de formula [I] o un monohidrato del compuesto de férmula [I], 2/3(etanol)solvato de clorhidrato del mismo,
y similares. Los solvatos de este tipo se pueden producir de acuerdo con métodos convencionales.

Los ejemplos de la "composicion farmacéutica" incluyen preparaciones orales tales como comprimido, capsular,
granulo, polvo, trocisco, jarabe, emulsion, suspension, y similares, y agentes parenterales tales como preparacion
externa, supositorio, inyeccioén, gota ocular, preparacién nasal, preparaciéon pulmonar, y similares.

La composicion farmacéutica de la presente invencién se produce de acuerdo con un método conocido per se en la
técnica de preparaciones farmacéuticas, mezclando el compuesto de la presente invencion o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo con una cantidad adecuada de al menos un tipo de vehiculo
farmacéuticamente aceptable, y similares si fuera apropiado. Aunque el contenido del compuesto de la presente
invencion o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo en la composicién farmacéutica varia dependiendo de
la forma de dosificacion, dosis, y similares, es, por ejemplo, de un 0,1 a un 100 % en peso de toda la composicion.
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Los ejemplos del "vehiculo farmacéuticamente aceptable" incluyen diversas sustancias vehiculo organico o
inorganico usadas convencionalmente como materiales de preparacion, por ejemplo, excipiente, agente disgregante,
aglutinante, fluidizante, lubricante, y similares para preparaciones sélidas, y disolvente, agentes solubilizante, agente
de suspensioén, agente de isotonicidad, agente de tamponamiento, agente calmante, y similares para preparaciones
liguidas. Cuando sea necesario, ademas, se usan aditivos tales como conservante, antioxidante, colorante, agente
edulcorante, y similares.

Los ejemplos del "excipiente" incluyen lactosa, sacarosa, D-manitol, D-sorbitol, almidén de maiz, dextrina, celulosa
microcristalina, celulosa cristalina, carmelosa, carmelosa célcica, almidén de carboximetil sodio, hidroxipropilcelulosa
de baja sustitucién, goma arabiga, y similares.

Los ejemplos del agente "disgregante" incluyen carmelosa, carmelosa calcica, carmelosa sédica, almidén de
carboximetil sodio, croscarmelosa sodica, crospovidona, hidroxipropilcelulosa de baja  sustitucion,
hidroxipropilmetilcelulosa, celulosa cristalina, y similares.

Los ejemplos del agente "aglutinante" incluyen hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, povidona, celulosa
cristalina, sacarosa, dextrina, almidén, gelatina, carmelosa sédica, goma arabiga, y similares.

Los ejemplos del agente "fluidizante" incluyen acido silicico anhidro ligero, estearato de magnesio, y similares.
Los ejemplos del agente "lubricante" incluyen estearato de magnesio, estearato célcico, talco, y similares.

Los ejemplos del "disolvente" incluyen agua purificada, etanol, propilenglicol, macrogol, aceite de sésamo, aceite de
maiz, aceite de oliva, y similares.

Los ejemplos de los "agentes solubilizantes" incluyen propilenglicol, D-manitol, benzoato de bencilo, etanol,
trietanolamina, carbonato sodico, citrato sédico, y similares.

Los ejemplos del "agente de suspension" incluyen cloruro de benzalconio, carmelosa, hidroxipropilcelulosa,
propilenglicol, povidona, metilcelulosa, monoestearato de glicerol, y similares.

Los ejemplos del "agente isoténico" incluyen glucosa, D-sorbitol, cloruro sédico, D-manitol, y similares.

Los ejemplos del "agente de tamponamiento” incluyen hidrogenofosfato sédico, acetato sédico, carbonato sédico,
citrato sodico, y similares.

Los ejemplos del "agente calmante" incluyen alcohol bencilico, y similares.

Los ejemplos del "conservantes" incluyen parahidroxibenzoato de etilo, clorobutanol, alcohol bencilico,
deshidroacetato sodico, acido sorbico, y similares.

Los ejemplos del "antioxidante" incluyen sulfito sédico, &cido ascoérbico, y similares.

Los ejemplos del "colorante” incluyen colorantes alimentarios (por ejemplo, Color Rojo Alimentario N.° 2 o 3, Color
Amarillo Alimentario N.° 4 0 5 etc.), B-caroteno, y similares.

Los ejemplos del "agente edulcorante” incluyen sacarina sodica, glicirricinato dipotasico, aspartamo, y similares.

La composicion farmacéutica de la presente invencién se puede administrar por via oral o por via parenteral (por
ejemplo, administraciéon tdpica, intramuscular, subcutanea, rectal, intravenosa, etc.) al ser humano asi como
mamiferos distintos del ser humano (por ejemplo, ratén, rata, hamster, cobaya, conejo, gato, perro, cerdo, bovino,
caballo, oveja, mono, etc.). La dosis varia dependiendo del sujeto de administracion, enfermedad, sintoma, forma de
dosificacién, via de administracion, y similares. Por ejemplo, la dosis diaria para administraciéon oral en un paciente
adulto (peso corporal: aproximadamente 60 kg) esta generalmente dentro del intervalo de aproximadamente 1 mg a
1 g, basandose en el compuesto (1) como el principio activo. Esta cantidad se puede administrar en una o varias
porciones.

Dado que el compuesto de la presente invencién o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo tiene una
actividad inhibitoria de PDHK (PDHK1 y/o PDHK2), se considera que es ventajoso para el tratamiento o profilaxis de
las enfermedades que se relacionan con una alteracion de la utilizacién de glucosa, por ejemplo, diabetes (diabetes
tipo 1, diabetes tipo 2, etc.), sindrome de resistencia a la insulina, sindrome metabdlico, hiperglucemia,
hiperlactacidemia, complicaciones diabéticas (neuropatia diabética, retinopatia diabética, nefropatia diabética,
cataratas, etc.). Ademas, se considera que el inhibidor de PDHK es ventajoso para el tratamiento o profilaxis de
enfermedades en las que el suministro de un sustrato de energia a un tejido esta limitado, por ejemplo, insuficiencia
cardiaca (insuficiencia cardiaca aguda, insuficiencia cardiaca crénica), cardiomiopatia, isquemia de miocardio, infarto
de miocardio, angina de pecho, dislipidemia, aterosclerosis, enfermedad arterial periférica, claudicacion intermitente,
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enfermedad pulmonar obstructiva crénica, isquemia cerebral y ictus hemorragico. Ademas, se considera que el
inhibidor de PDHK es ventajoso para el tratamiento o profilaxis de una enfermedad mitocondrial, encefalomiopatia
mitocondrial, cancer, hipertensién pulmonar o enfermedad de Alzheimer,, y similares.

La diabetes es, por ejemplo, diabetes tipo 1 o diabetes tipo 2.

Los ejemplos de las complicaciones diabéticas incluyen neuropatia diabética, retinopatia diabética, nefropatia
diabética y cataratas.

La insuficiencia cardiaca es, por ejemplo, insuficiencia cardiaca aguda o insuficiencia cardiaca crénica.

"Inhibir PDHK" se refiere a inhibir la funcién de PDHK y eliminar o atenuar la actividad. Para "inhibir PDHK", se
inhibe preferentemente la PDHK humana. Como un "inhibidor de PDHK", es preferente de un "inhibidor PDHK de
humana".

"Inhibir PDHK1" se refiere a inhibir la funcién de PDHK1 y eliminar o atenuar la actividad. Por ejemplo, se refiere a
inhibir la funcién como PDHK1 basandose en las condiciones en el Ejemplo Experimental 1 que se menciona a
continuacién. Para "inhibir PDHK1", se inhibe preferentemente la PDHK1 humana. Como un "inhibidor de PDHK1",
es preferente un "inhibidor de PDHK1 humana". Es mas preferente un "inhibidor de PDHK1 para un érgano diana
humano".

"Inhibir PDHK2" se refiere a inhibir la funcion de PDHK2 y eliminar o atenuar la actividad. Por ejemplo, se refiere a
inhibir la funcion como PDHK2 basandose en las condiciones en el Ejemplo Experimental 1 que se menciona a
continuacién. Para "inhibir PDHK2", se inhibe preferentemente la PDHK2 humana. Como un "inhibidor de PDHK2",
es preferente un "inhibidor de PDHK2 humana". Es mas preferente un "inhibidor de PDHK2 para un érgano diana
humano ".

"Activar PDH" se refiere a activar PDH en un 6rgano diana (por ejemplo, higado, muasculo esquelético, tejido
adiposo, corazon, cerebro), y similares, cancer o similares.

"Disminuir el nivel de glucosa en sangre" se refiere a disminuir la concentracion de glucosa en sangre (incluyendo en
suero y plasma), preferentemente disminuir el nivel de glucosa en sangre elevado, mas preferentemente, disminuir el
nivel de glucosa en sangre hasta un nivel normal terapéuticamente eficaz para el ser humano.

"Disminuir el nivel de acido lactico” se refiere a disminuir la concentraciéon de acido lactico en sangre (incluyendo en
suero y plasma), preferentemente disminuir el nivel de acido lactico elevado, mas preferentemente, disminuir el nivel
de &cido lactico hasta un nivel normal terapéuticamente eficaz para el ser humano.

El compuesto de la presente invencién o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se puede usar en
combinacién con uno o una pluralidad de otros medicamentos (en lo sucesivo en el presente documento también
Farmaco simultaneo) de acuerdo con un método usado generalmente en el campo médico (en lo sucesivo en el
presente documento se va a denominar uso combinado).

El periodo de administracion del compuesto de la presente invencién o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, y un farmaco simultaneo no esta limitado, y se pueden administrar a un sujeto de administracion como
preparacién en combinacion, o ambas preparaciones se pueden administrar de forma simultdnea o a intervalos
dados. Ademas, la composicion farmacéutica de la presente invencién y un farmaco simultaneo se pueden usar
como un medicamento en forma de un kit. La dosis del farmaco simultaneo es similar a la dosis clinicamente usada y
se puede seleccionar de forma apropiada de acuerdo con el sujeto de administracion, enfermedad, sintoma, forma
de dosificacion, via de administracion, tiempo de administracién, combinacién, y similares. La forma de
administracion del farmaco simultaneo no esta limitada en particular, y solamente necesita ser combinado con el
compuesto de la presente invencién o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Los ejemplos del farmaco de combinacion incluyen agentes terapéuticos y/o agentes profilacticos para diabetes
(diabetes tipo 1, diabetes tipo 2, etc.), sindrome de resistencia a la insulina, sindrome metabdlico, hiperglucemia,
hiperlactacidemia, complicaciones diabéticas (neuropatia diabética, retinopatia diabética, nefropatia diabética,
cataratas), insuficiencia cardiaca (insuficiencia cardiaca aguda, insuficiencia cardiaca cronica), cardiomiopatia,
isquemia de miocardio, infarto de miocardio, angina de pecho, dislipidemia, aterosclerosis, enfermedad arterial
periférica, claudicacion intermitente, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, isquemia cerebral, ictus hemorragico,
enfermedad mitocondrial, encefalomiopatia mitocondrial, cancer, hipertension pulmonar o enfermedad de Alzheimer,,
y similares, y se pueden usar uno o mas agentes a partir de los mismos y el compuesto de la presente invencién o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo en combinacion.

Los ejemplos del "agente para el tratamiento y/o profilaxis de diabetes" incluyen preparacion de insulina, agente

hipoglucémico sulfonilurea, metformina, inhibidor de DPP-4, agente para mejorar la resistencia a la insulina (por
ejemplo, derivado de tiazolidina), agonista del receptor GLP-1, y similares.
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Ejemplos

El método de produccién del compuesto de la presente invencién o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
se explica de forma especifica con los Ejemplos. Sin embargo, la presente invencion no se limita a estos Ejemplos.

Incluso si no se encuentra descripcion en el presente método de produccion, las etapas se pueden modificar para
una produccién eficaz, tal como introduccion de un grupo protector en un grupo funcional cuando sea necesario con
desproteccion en una etapa posterior, usando un grupo funcional como un precursor en a la etapa, seguido de
conversién a un grupo funcional deseado en un estadio adecuado, cambiando el orden de los métodos y etapas de
produccion, y similares.

El tratamiento después de reaccién en cada etapa se puede realizar con un método convencional, en el que el
aislamiento y la purificacion se pueden realizar si fuera necesario de acuerdo con un método seleccionado
apropiadamente a partir de métodos convencionales tales como cristalizacion, recristalizacion, destilacion, reparto,
cromatografia sobre gel de silice, HPLC preparativa, y similares, o una combinaciéon de los mismos. Todos los
reactivos y disolventes tienen calidad de productos disponibles en el mercado, y se usaron sin purificacion.

El porcentaje, %, muestra % en peso. Otras abreviaturas usadas en la seccidon de ejemplos se refieren a lo que
sigue a continuacion.

s: singlete

d: duplete

t: triplete

c: cuadruplete

m: multiplete

a: ancho

dd: duplete de duplete

td: triplete de duplete

ddd: duplete de duplete de duplete

J: constante de acoplamiento

CDCls: cloroformo deuterado

DMSO-Dg: dimetilsulfoxido deuterado

RMN H: resonancia magnética nuclear de proton
HPLC: cromatografia liquida de alto rendimiento
DPPA: azida de difenilfosforilo

El espectro de RMN 'H se midi6 en CDClz 0 DMSO-Ds usando tetrametilsilano como un patrén interno, y los 5
valores se muestran en ppm.

(Tampon fosfato 10 mM (pH 2,0))

El dihidrogenofosfato sédico (3,60 g) se disolvié en agua (3000 ml), y se ajusto a pH 2,0 con acido fosférico para dar
el tampodn del titulo.

Condiciones del andlisis de HPLC
Condicién 1 del andlisis

Dispositivo de medicion: sistema HPLC de Prominence de cromatografia liquida de alto rendimiento de SHIMADZU
CORPORATION

Columna: DAICEL CHIRALCEL DO-3R 4,6 mm® x 150 mm
Temperatura de la columna: 40 °C i
Fase movil: (SOLUCION A) tampén fosfato 10 mM (pH 2,0), (SOLUCION B) acetonitrilo

La composicion de la fase mévil (SOLUCION A:SOLUCION B) se cambi6 linealmente de 50:50 a 20:80 durante 20
min y a continuacion se mantuvo a 20:80 durante 5 min.

Caudal: 0,5 ml/min
Deteccion: UV (220 nm)

Condicion 2 del andlisis

Dispositivo de medicion: sistema HPLC de Prominence de cromatografia liquida de alto rendimiento de SHIMADZU
CORPORATION Columna: DAICEL CHIRALCEL OJ-RH 44,6 mm® x 150 mm
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Temperatura de la columna: 40 °C ]
Fase movil: (SOLUCION A) tampoén fosfato 10 mM (pH 2,0), (SOLUCION B) acetonitrilo

La composicion de la fase mévil (SOLUCION A:SOLUCION B) se cambi6 linealmente de 70:30 a 40:60 durante 20
min y a continuacion se mantuvo a 40:60 durante 10 min.

Caudal: 0,5 ml/min
Deteccion: UV (220 nm)

Condicion 3 del analisis

Dispositivo de medicion: sistema HPLC de Prominence de cromatografia liquida de alto rendimiento de SHIMADZU
CORPORATION Columna: DAICEL CHIRALPAK AD-3R 4,6 mm® x 150 mm

Temperatura de la columna: 40 °C ]
Fase movil: (SOLUCION A) tampon fosfato 10 mM (pH 2,0), (SOLUCION B) acetonitrilo

La composicion de la fase mévil (SOLUCION A:SOLUCION B) se cambi6 linealmente de 50:50 a 20:80 durante 20
min y a continuacion se mantuvo a 20:80 durante 5 min.

Caudal: 0,5 ml/min
Deteccion: UV (220 nm)

Ejemplo 1

Sintesis de 2-{4-[(9R)-9-hidroxi-2-(3-hidroxi-3-meti  Ibutiloxi)-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-4-il]-1H-p  irazol-1-il}-2-
metilpropanamida (compuesto (2))

Etapa 1

2’-Cloro-4’-metoxibifenil-2-carboxilato de etilo

Gl O ¢l
Br
+ 9% — C
] ] e
Hsc/\(l 0 i He™ 0 [ tll
O, 3

]
CH, CHy

En una atmoésfera de argon, 1-bromo-2-cloro-4-metoxibenceno (44,3 g) se disolvié en tolueno (220 ml), se afiadieron
2-(4,4,5,5-tetrametil[1,3,2]dioxaborolan-2-il)benzoato de etilo (60,8 g), agua (132 ml), hidrogenocarbonato sédico
(33,6 g) y diclorobis(trifenilfosfina)paladio (Il) (2,8 g), y la mezcla se agitdé en un bafio de aceite a una temperatura de
120 °C durante 7 h. A la mezcla de reaccion se afiadio 2-(4,4,5,5-tetrametil[1,3,2]dioxaborolan-2-il)benzoato de etilo
(5,2 g), y la mezcla se agit6 adicionalmente durante 2 h. La mezcla de reaccién se enfri6 a temperatura ambiente, se
afnadieron tolueno (100 ml) y agua (200 ml), y la mezcla se agit6 durante una noche. A la mezcla de reaccion se
afiadio carbdn activado (3 g), y la mezcla se agité adicionalmente durante 1 h. El material insoluble se retir6 por
filtracion a través de Celite, y el material insoluble se lavé con tolueno (100 ml) y agua (200 ml). Los filtrados
obtenidos se combinaron para permitir la separacion de las fases. La fase organica obtenida se lavd con agua
(100 ml), y el disolvente se evaporé para dar el compuesto del titulo (67,7 g).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-Dg) &: 7,88-7,86 (1H, m), 7,63 (1H, td, J = 7,6, 1,4 Hz), 7,51 (1H, td, J = 7,6, 1,4 Hz), 7,27
(1H, dd, J=7,6, 0,9 Hz), 7,18 (1H, d, J = 8,6 Hz), 7,06 (1H, d, J = 2,6 Hz), 6,95 (1H, dd, J = 8,6, 2,6 Hz), 4,01 (2H,
m), 3,80 (3H, s), 0,96 (3H, t, J = 7,1 Hz).
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Etapa 2

Acido 2’-cloro-4'-metoxibifenil-2-carboxilico

f’! ¢! ¢l
—
He” o070 0 HE~ S0 0
CH, CH,

El 2'-cloro-4’-metoxibifenil-2-carboxilato de etilo (67,7 g) se disolvié en etanol (100 ml), se afiadié hidréxido sodico
acuoso 4 N (100 ml), y la mezcla se agité en un bafio de aceite a una temperatura de 110 °C durante 4,5h. La
mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente, se afiadieron agua (200 ml) y tolueno (100 ml), y la mezcla se
agitd durante una noche. A la mezcla de reaccion se afiadié carbon activado (3,6 g), y la mezcla se agité
adicionalmente durante 1 h. El material insoluble se retir6 por filtracion a través de Celite, y el material insoluble se
lavo con tolueno (30 ml) y agua (300 ml). Los filtrados obtenidos se combinaron para permitir la separacion de las
fases. La fase acuosa obtenida se lavé con tolueno (100 ml), la fase acuosa se acidificé con acido clorhidrico
concentrado (40 ml), y se agité a temperatura ambiente durante 1 h. El sélido precipitado se recogi6 por filtracién. El
sélido obtenido se seco al aire durante 3 h, y se secé a presién reducida a 60 °C durante una noche para dar el
compuesto del titulo (50,2 g).

RMN *H (400 MHz, DMSO0-Ds) &: 12,57 (1H, s), 7,90-7,88 (1H, m), 7,60 (1H, td, J = 7,6, 1,3 Hz), 7,49 (1H, td, J = 7,6,
1,3 Hz), 7,24 (1H, dd, J=7,6, 1,0 Hz), 7,19 (1H, d, J=8,4 Hz), 7,06 (1H, d, J=2,4 Hz), 6,95 (1H, dd, J=8,5,
2,4 Hz), 3,81 (3H, s).

Etapa 3

4-Cloro-2-metoxi-9H-fluoren-9-ona

ol Cl

En una atmdsfera de argon, al acido 2'-cloro-4’-metoxibifenil-2-carboxilico (65,4 g) se afiadié un reactivo de Eaton
(solucién de pentoxido de fésforo - acido metanosulfénico (proporcidn de peso de 1:10), 330 ml), y la mezcla se agité
en un bafo de aceite a una temperatura de 100 °C durante 1 h. La mezcla de reaccién se enfrié en hielo, se afiadid
agua (650 ml) lentamente gota a gota, y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 h. El sélido precipitado
se recogi6 por filtracién, y se lavd con agua (500 ml). El sélido obtenido se sacé al aire durante una noche para dar
el compuesto del titulo (92,0 g).

RMN *H (400 MHz, DMSO-D¢) &: 8,01 (1H, d, J = 7,4 Hz), 7,64-7,60 (2H, m), 7,36 (1H, td, J = 7,4, 0,9 Hz), 7,17 (2H,
dd, J = 8,4, 2,3 Hz), 3,85 (3H, s).
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Etapa 4

4-Cloro-2-hidroxi-9H-fluoren-9-ona

e Gl cl

0 O
0
GH, 0

En una atmosfera de argon, a la 4-cloro-2-metoxi-9H-fluoren-9-ona (92,0 g) se afiadieron N-metilpirrolidona (120 ml)
y clorhidrato de piridina (144 g). La mezcla de reaccién se agit6 en un bafio de aceite a una temperatura de 200 °C
durante 3 h con retirada de agua con un aparato de Dean-Stark. La mezcla de reaccion se enfrié a 90 °C, se afiadié
agua (600 ml) gota a gota, y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 2 h. El sélido precipitado se recogio
por filtracion, y se lavo con agua (400 ml). El sélido obtenido se sec6 al aire durante 3 dias, se afiadioé un disolvente
mixto de hexano y acetato de etilo (hexano: acetato de etilo a 1:1, 300 ml), y la mezcla se agit6 a temperatura
ambiente durante 1 h. El solido se recogié por filtracion, y se lavd con un disolvente mixto de hexano y acetato de
etilo (hexano: acetato de etilo = 1:1, 500 ml). El sélido obtenido se secé a presién reducida a 50 °C durante 3 h para
dar el compuesto del titulo (48,6 g).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-Ds) &: 10,56 (1H, s), 7,96 (1H, d, J = 8,4 Hz), 7,61-7,57 (2H, m), 7,32 (1H, td, J= 7,4,
0,9 Hz), 6,97 (1H, d, J = 2,2 Hz), 6,94 (1H, d, J = 2,2 Hz).

Etapa 5

4-(4-Cloro-9-oxo-9H-fluoren-2-iloxi)butirato de etilo

o Gl
D.C . Brmﬂ’ﬂvm’ o l::
Ok
4

1]

D/V\T/Dvm:
¢

La 4-cloro-2-hidroxi-9H-fluoren-9-ona (48,6 g) se disolvié en N,N-dimetilformamida (150 ml), se afiadieron carbonato
potasico (58,3 g) y 4-bromobutirato de etilo (33,5 ml), y la mezcla se agité a 60 °C durante 2 h. La mezcla de
reaccion se enfrié a 40 °C, y se afiadieron tolueno (300 ml) y agua (300 ml) para permitir la separacion de las fases.
La fase acuosa obtenida se extrajo de nuevo con tolueno (100 ml). Las fases organicas obtenidas se combinaron, se
lavaron dos veces con agua (100 ml), se afiadieron sulfato sédico anhidro y carbén activado (2,5 g), y la mezcla se
agité a temperatura ambiente durante 5 min. El material insoluble se retir6 por filtracion a través de Celite, y el
disolvente en el filtrado se evaporé. Al residuo obtenido se afiadié hexano (220 ml), y la mezcla se agité a 50 °C
durante 10 min y a temperatura ambiente durante 1 h. El sélido precipitado se recogié por filtracion, y se lavé con
hexano. El sélido obtenido se seco a presion reducida para dar el compuesto del titulo (66,9 g). Ademas, el
disolvente en el filtrado obtenido se evapord, al residuo se afadieron acetato de etilo (5 ml) y hexano (20 ml), y la
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 1 h. El sélido precipitado se recogid por filtracion, y se lavé con
hexano. El sélido obtenido se sec6 a presion reducida para proporcionar adicionalmente el compuesto del titulo
(2,59).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-De) &: 8,01 (1H, d, J = 7,6 Hz), 7,65-7,61 (2H, m), 7,37 (1H, t, J = 7,6 Hz), 7,17-7,14 (2H,
m), 4,13-4,05 (4H, m), 2,47 (2H, t, J = 7,3 Hz), 2,02-1,95 (2H, m), 1,19 (3H, td, J = 7,2, 0,7 Hz).

Etapa 6

4-[(9R)-4-Cloro-9-hidroxi-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-2-iloxi]butirato de etilo
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En una atmdsfera de argén, se disolvié 4-(4-cloro-9-oxo-9H-fluoren-2-iloxi)butirato de etilo (69,4 g) en THF (700 ml),
y se afiadié 4-metoxifenéxido de N-(4-terc-butilbencil)cinconidio (6,4 g). A la mezcla de reaccion se afiadié gota a
gota una solucion de trimetil(trifluorometil)silano (52,0 ml) en THF (140 ml) a -16 °C, y la mezcla se agit6 a la misma
temperatura durante 15 min. A la mezcla de reaccion se afnadieron sucesivamente acido acético (23,0 ml) y solucién
de fluoruro de tetrabutilamonio 1 M/THF (222 ml), y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 1 h. El
disolvente en la mezcla de reaccién se evapord, y al residuo obtenido se afiadieron tolueno (500 ml) e
hidrogenocarbonato sddico acuoso saturado (200 ml) para permitir la separacion de las fases. La fase organica
obtenida se lavd sucesivamente con hidrogenocarbonato sédico acuoso saturado (150 ml, dos veces), hidréxido
sédico acuoso 1 N (100 ml), agua (100 ml), acido clorhidrico 1 N (100 ml), agua (100 ml) y solucién salina saturada
(100 ml). A la fase organica obtenida se afiadieron sulfato de magnesio anhidro y gel de silice (150 g), y la mezcla se
agitoé durante 10 min. El material insoluble se retird por filtracion, y el material insoluble se lavé sucesivamente con
tolueno (300 ml) y acetato de etilo (800 ml). El filtrado obtenido y el lavado con tolueno se combinaron y el disolvente
se evaporO para dar el compuesto del titulo (72,1 g). Ademas, el disolvente en el lavado de acetato de etilo se
evapord, al residuo obtenido se afiadieron gel de silice (40 g) y un disolvente mixto de hexano y acetato de etilo
(acetato de etilo:hexano a 2:1, 300 ml), y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente. El material insoluble se retird
por filtracion, y el material insoluble se lavé con un disolvente mixto de hexano y acetato de etilo (acetato de
etilo:hexano = 2:1, 300 ml). El disolvente en el filtrado obtenido se evaporé para dar adicionalmente el compuesto del
titulo (20,3 g).

RMN “H (400 MHz, DMSO-Dg) &: 8,14 (1H, d, J =7,7 Hz), 7,66 (1H, d, J=7,5Hz),7,53 (1H, t, J = 7,6 Hz), 7,42-7,38
(2H, m), 7,14 (2H, s), 4,11-4,05 (4H, m), 2,47 (2H, t, J = 7,5 Hz), 2,03-1,96 (2H, m), 1,19 (3H, td, J =7,1, 0,8 Hz).

(Configuracion absoluta)
La identificacion de la configuracion absoluta del 4-cloro-2-metil-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-9-ol en la etapa 10 que
se menciona a continuacién confirmé que el compuesto del titulo obtenido en esta etapa es una forma (R). La pureza

Optica era de un 52,9 % con e.e.

La pureza Optica se determind con la condicion 1 de analisis de HPLC. Tiempo de retencién de la forma (S) 19,6
min, tiempo de retencién de la forma (R) 23,0 min.

Etapa 7

Acido 4-[(9R)-4-cloro-9-hidroxi-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-2-iloxi]butirico

El 4-[(9R)-4-cloro-9-hidroxi-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-2-iloxi]butirato de etilo (92,2 g) se disolvio en etanol (100 ml),
se afiadié hidréxido sédico acuoso 4 N (100 ml), y la mezcla se agit6 a 80 °C durante una noche. La mezcla de
reaccion se enfri6 a temperatura ambiente, se afiadié agua (200 ml), y la mezcla se lavé dos veces con tolueno
(100 ml). La fase acuosa obtenida se neutralizd con acido clorhidrico concentrado (40 ml), y se extrajo dos veces
con acetato de etilo (300 ml). El extracto de acetato de etilo obtenido se lavd sucesivamente con agua (100 ml, dos
veces), y se afadieron solucion salina saturada (100 ml), sulfato de magnesio anhidro y carbén activado (4,2 g), y la
mezcla se agité a temperatura ambiente durante 10 min. El material insoluble se retir6 por filtracién, y el disolvente
en el filtrado se evaporé. Al residuo obtenido se afiadié cloroformo (80 ml), y la mezcla se calent6 a 50 °C. Se afiadié
hexano (400 ml) gota a gota, y la mezcla se agit6 a la misma temperatura durante 30 min, y a temperatura ambiente
durante 2 h. El sélido precipitado se recogid por filtracion, se lavé con un disolvente mixto de hexano y cloroformo
(hexano:cloroformo = 9:1, 50 ml), y se secé a presion reducida a 80 °C durante 2 h para dar el compuesto del titulo
(72,5 g).

RMN 9H (400 MHz, DMSO-Dg) &: 12,17 (1H, s a), 8,14 (1H, d, J =7,7 Hz), 7,66 (1H, d, J=7,5 Hz), 7,54 (1H, td,
J=177,1,2Hz), 7,42-7,30 (2H, m), 7,18-7,15 (2H, m), 4,09 (2H, t, J = 6,4 Hz), 2,41 (2H, t, I = 7,3 Hz), 2,00-1,93 (2H,
m).
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Etapa 8

Sal de (1S)-1-(4-metilfenil)etilamina del acido 4-[(9R)-4-cloro-9-hidroxi-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-2-iloxi]butirico

En una atmésfera de nitrégeno, se disolvié (1S)-1-(4-metilfenil)etilamina (19,5 g) en acetato de etilo (720 ml), y se
afiadio acido 4-[(9R)-4-cloro-9-hidroxi-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-2-iloxilbutirico (72,5 g). La mezcla de reaccion se
agitd a 60 °C durante 2 h, y a temperatura ambiente durante una noche. El sdélido precipitado se recogié por
filtracion, y se lavod con acetato de etilo (100 ml). El sélido obtenido se secé a presion reducida a 60 °C durante 5 h
para dar el compuesto del titulo (68,6 g). Ademas, a partir del filtrado se pudo obtener acido 4-[(9S)-4-cloro-9-hidroxi-
9-(trifluorometil)-9H-fluoren-2-iloxi]butirico.

(Pureza éptica)

La pureza optica del acido 4-[(9R)-4-cloro-9-hidroxi-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-2-iloxi]butirico se determiné con la
condicion 1 de analisis de HPLC (pureza Optica de un 90,2 % con e.e.). Tiempo de retencién de la forma (R) 12,9
min, tiempo de retencion de la forma (S) 10,4 min.

RMN 'H (400 MHz, DMSO-Ds) 8: 8,14 (1H, d, J = 7,7 Hz), 7,66 (1H, d, J = 7,7 Hz), 7,53 (1H, td, J = 7,6, 1,1 Hz), 7,40
(AH,td, J=7,6, 1,0 Hz), 7,26 (2H, d, J = 7,9 Hz), 7,16-7,10 (4H, m), 4,08 (2H, t, J = 6,5 Hz), 4,01 (1H, c, J = 6,7 Hz),
2,32 (2H,t,J =7,3 Hz), 2,26 (3H, s), 1,98-1,91 (2H, m), 1,26 (3H, d, J = 6,7 Hz).

Etapa 9

Acido 4-[(9R)-4-cloro-9-hidroxi-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-2-iloxi]butirico

A la sal de (1S)-1-(4-metilfenil)etilamina del acido 4-[(9R)-4-cloro-9-hidroxi-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-2-iloxi]butirico
(68,6 g) se afiadieron acetato de etilo (500 ml) y acido clorhidrico 2 N (300 ml), y la mezcla se agit6 a temperatura
ambiente durante 10 min. Se permitié la separacion de fases de la mezcla. La fase organica obtenida se lavé
sucesivamente con agua (250 ml) y solucion salina saturada (200 ml). La fase organica obtenida se sec6 sobre
sulfato de magnesio anhidro, el material insoluble se retir6 por filtracién, y el disolvente en el filtrado se evaporo para
dar el compuesto del titulo (60,0 g).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-Ds) &: 12,17 (1H, s a), 8,14 (1H, d, J = 7,7 Hz), 7,66 (1H, d, J = 7,5 Hz), 7,54 (1H, td,
J=7,7,1,2Hz), 7,42-7,30 (2H, m), 7,18-7,15 (2H, m), 4,09 (2H, t, J = 6,4 Hz), 2,41 (2H, t, I = 7,3 Hz), 2,00-1,93 (2H,
m).

Etapa 10

(9R)-4-Cloro-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-2,9-diol
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Al acido 4-[(9R)-4-cloro-9-hidroxi-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-2-iloxi]butirico (50 g) se afiadieron N-metil-pirrolidona
(200 ml) y clorhidrato de piridina (298 g), y la mezcla se agité en un bafio de aceite a una temperatura de 200 °C
durante 2 dias. La mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente, se diluy6 con acetato de etilo (500 ml), y se
lavo dos veces con agua. La fase acuosa obtenida se extrajo de nuevo con acetato de etilo (300 ml). La fase
organica combinada se lavé sucesivamente con agua, acido clorhidrico 1 N y solucién salina saturada. A la fase
organica obtenida se afadieron sulfato de magnesio anhidro y carbon activado (10 g), y la mezcla se agité a
temperatura ambiente. El material insoluble se retird por filtracion a través de Celite. El disolvente en la fase organica
obtenida se evapord, al residuo se le afiadi6 hexano, y la mezcla se agitd6 a temperatura ambiente. El sdlido
precipitado se recogi6 por filtracién, y se secé a presion reducida a temperatura ambiente. El producto en bruto
obtenido se disolvié en acetato de etilo (500 ml), se lavd 3 veces con agua, se secO sobre sulfato de magnesio
anhidro. El material insoluble se retiré por filtracién, y el disolvente en el filtrado se evaporé. Al residuo se afiadié
hexano, y la mezcla se agité a temperatura ambiente. El sdélido precipitado se recogid por filtracion, se seco a
presion reducida a temperatura ambiente para dar el compuesto del titulo (22,4 g).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-Ds) &: 10,37 (1H, s a), 8,09 (1H, d, J = 7,5 Hz), 7,63 (1H, d, J = 7,5 Hz), 7,50 (1H, td,
J=7,6,1,0Hz), 7,36 (1H, td, J = 7,6, 1,0 Hz), 7,32 (1H, s a), 7,06 (1H, s), 6,91 (1H, d a, J = 2,0 Hz).

(Configuracién absoluta)
La configuracion absoluta del compuesto del titulo se determin6 mediante analisis de HPLC usando la columna
Opticamente activa del compuesto (100A) y del compuesto (100B) preparados en las siguientes etapas (Etapa A-1 a

Etapa A-2 y Etapa B-1).

Etapa A-1

Cl
cl 1) TMSCF, O 1) BrCH,CO £t
2) TBAF .. (J-/"CH, 2NaOH
GHS —on

0 F
compuesto (100}
raceémico
cl H,
NH, My
0.0‘ CH, NH,
_ =
F
FE 0
OH

compuesto (100AA}
analisis estructural
de rayos X de
cristal individual

La 4-cloro-2-metil-9H-fluoren-9-ona se sometio a trifluorometilacion, reaccion con bromoacetato de etilo, e hidrolisis
para dar acido [4-cloro-2-metil-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-9-iloxilacético. Este compuesto se resolvié Opticamente
usando (1R)-1-feniletilamina, y se determind que la configuracion absoluta era (R) mediante analisis estructural de
rayos X de cristal individual de la sal de (1R)-1-feniletilamina (LO0OAA) obtenida.
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Etapa A-2

HC. NH, 1 }HC'
. 2)DPPA/tBUOH
3)HCI

compuesto {100A4) compuesto {1004}

El (9R)-4-cloro-2-metil-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-9-ol (compuesto (100A)) se sintetizd a partir del compuesto
100AA mediante un tratamiento con acido, y similares.

Etapa B-1

1) T£,0 / iPr,NEt
2) Pd(PPh,),

CH,
ol 0B cl
O D OH H,cBoB e Q D CH
() ; s, () ;
F— OH F—~ OH
F FF

compuesto (100B)

opticamente active ek -
opticamente activo

El grupo hidroxilo en la posicion 2 del 4-cloro-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-2,9-diol obtenido en la etapa 10 se convirtio
en un grupo metilo con el método mencionado anteriormente para dar 4-cloro-2-metil-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-9-
ol (compuesto (100B)).

(Analisis de HPLC usando columna épticamente activa)

Ambos enantiomeros del compuesto (100) se separaron por HPLC usando una columna opticamente activa
(condicion 3 del andlisis de HPLC). El analisis de HPLC del compuesto (100A) confirmé que el tiempo de retencién
de la forma (R) era 18,4 min, y el tiempo de retencién de la forma (S) era 17,0 min. El compuesto (100A) y el
compuesto (100B) se analizaron bajo la condicion de HPLC para encontrar que el tiempo de retencién es
equivalente.

Se considera que la configuracion absoluta del carbono asimétrico no se convierte durante la produccién del

compuesto (100A) y el compuesto (100B) mencionados anteriormente. Los resultados han confirmado que el 4-
cloro-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-2,9-diol obtenido en la etapa 10 tiene una configuracion absoluta de (R).
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Etapa 11

(9R)-4-Cloro-2-(3-hidroxi-3-metilbutiloxi)-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-9-ol

s

1]

En una atmosfera de nitrégeno, el (9R)-4-cloro-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-2,9-diol (55,5 g) se disolvié en N,N-
dimetilformamida (550 ml), se afiadieron tolueno-4-sulfonato de 3-hidroxi-3-metilbutilo (49,6 g) y carbonato potasico
(39,5 9), y la mezcla se agit6 en un bafio de aceite a una temperatura de 70 °C durante una noche. A la mezcla de
reaccion se afiadié una soluciéon de tolueno-4-sulfonato de 3-hidroxi-3-metilbutilo (4,0 g) en N,N-dimetilformamida
(5 ml), y la mezcla se agit6 adicionalmente a la misma temperatura durante 9,5 h. La mezcla de reaccion se enfrio en
hielo, se afiadi6 agua (800 ml), y la mezcla se extrajo con acetato de etilo (900 ml). La fase organica obtenida se
lavé con agua (500 ml, 3 veces) y solucién salina saturada (500 ml). La fase organica obtenida se sec sobre sulfato
sédico anhidro, el material insoluble se retird por filtracion, y el disolvente en el filtrado se evapord. El residuo
obtenido se purificd por cromatografia en columna sobre gel de silice (una mezcla de hexano y acetato de etilo se
us6 como un disolvente de elucidn, eluyendo en primer lugar con una mezcla de (hexano:acetato de etilo) a una
proporcion de mezcla de 3:1, y a continuacion con la mezcla a una proporcién de mezcla de 2:1, y adicionalmente
con la mezcla a una proporcién de mezcla de 3:2) para dar el compuesto del titulo (49,5 g).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-Dg) &: 8,12 (1H, d, J = 7,6 Hz), 7,64 (1H, d, J=7,4 Hz), 7,52 (1H, td, J = 7,6, 0,9 Hz),
7,40-7,36 (2H, m), 7,15-7,13 (2H, m), 4,41 (1H, s), 4,16 (2H,t,J =7,1 Hz), 1,85 (2H, t, J = 7,1 Hz), 1,17 (6H, S).

Etapa 12

2-{4-[(9R)-9-Hidroxi-2-(3-hidroxi-3-metilbutiloxi)-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-4-il]- 1H-pirazol-1-il}-2-metilpropionato de
etilo

CH, n-—fm“
K0
6
HE, S8, .
+ N
ﬂ"‘“fv\nH B

1] ¥

¢

N oy o

En una atmosfera de argon, el (9R)-4-cloro-2-(3-hidroxi-3-metilbutiloxi)-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-9-ol (49,5 g) se
disolvi6 en tolueno (445 ml), se afiadieron 2-metil-2-[4-(4,4,5,5-tetrametil[1,3,2]dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol-1-
illpropionato de etilo (59,2 g), agua (149 ml), fosfato tripotasico (54,3 g), acetato de paladio (2,9g) y 2-
diciclohexilfosfino-2',6’-dimetoxibifenilo (SPhos) (10,5g), y la mezcla se agité en un bafio de aceite a una
temperatura de 100 °C durante 3,5 h. La mezcla de reaccion se enfrid a temperatura ambiente, y se afiadié agua
(300 ml). El material insoluble se retiré por filtracion a través de Celite, y el material insoluble se lavd con tolueno
(150 ml) y agua (50 ml). Los filtrados obtenidos se combinaron para permitir la separacion de las fases. La fase
organica obtenida se lavé sucesivamente con agua (500 ml) y solucién salina saturada (500 ml). La fase organica
obtenida se sec6 sobre sulfato sédico anhidro, el material insoluble se retird por filtracion, y el disolvente en el filtrado
se evaporo. El residuo obtenido se purificé por cromatografia en columna sobre gel de silice (una mezcla de hexano
y acetato de etilo se usé como un disolvente de elucion, eluyendo en primer lugar con una mezcla de
(hexano:acetato de etilo) a una proporciéon de mezcla de 2:1, y a continuacion con la mezcla a una proporcion de
mezcla de 1:1, y adicionalmente con la mezcla a una proporcién de mezcla de 1:2), y se purificé adicionalmente por
cromatografia en columna sobre gel de silice (una mezcla de hexano y acetona se usé como un disolvente de
elucion, eluyendo en primer lugar con una mezcla de (hexano:acetona) a una proporcion de mezcla de 2:1, y a
continuacién con la mezcla a proporciones de mezcla de 4:1, 3:1, 2:1, 1:1, 2:3, y adicionalmente con la mezcla a una
proporcion de mezcla de 1:2) para dar el compuesto del titulo (68,4 g).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-D¢) &: 8,18 (1H, s), 7,65 (1H, s), 7,59-7,57 (1H, m), 7,25-7,21 (4H, m), 7,13 (1H, d a,
J=1,6 Hz), 6,84 (1H, d, J = 2,3 Hz), 4,38 (1H, s), 4,16-4,11 (4H, m), 1,86 (2H, t, J = 7,1 Hz), 1,84 (6H, s), 1,16 (EH,
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s), 1,13 (3H, t,J = 7,0 Hz).
Etapa 13

Acido 2-{4-[(9R)-9-hidroxi-2-(3-hidroxi-3-metilbutiloxi)-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-4-il]-1H-pirazol-1-il}-2-metil-
propionico

El  2-{4-[(9R)-9-hidroxi-2-(3-hidroxi-3-metilbutiloxi)-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-4-il]-1H-pirazol- 1-il}-2-metilpropionato
de etilo (68,4 g) se disolvio en etanol (256 ml), se afadié hidroxido sédico acuoso 4 N (128 ml), y la mezcla se agité
a temperatura ambiente durante 2,5 h. La mezcla de reaccién se enfrié en hielo, se afiadid acido clorhidrico 2 N
(333 ml) gota a gota, y la mezcla se extrajo con acetato de etilo (500 ml). La fase organica obtenida se lavo
sucesivamente con agua (400 ml, dos veces) y solucion salina saturada (400 ml). La fase organica obtenida se seco
sobre sulfato sédico anhidro, el material insoluble se retir6 por filtracién, y el disolvente en el filtrado se evaporé para
dar el compuesto del titulo (70,0 g).

RMN *H (400 MHz, DMSO-Ds) &: 13,06 (1H, s a), 8,14 (1H, s), 7,62 (1H, s), 7,57 (1H, dd, J = 6,4, 0,6 Hz), 7,27-7,19
(4H, m), 7,12 (1H, s), 6,84 (1H, d, J = 2,3 Hz), 4,38 (1H, s), 4,14 (2H,t,J = 7,2 Hz), 1,85 (2H, t, J = 7,2 Hz), 1,82 (3H,
s), 1,81 (3H, s), 1,16 (6H, s).

Etapa 14

2-{4-[(9R)-9-Hidroxi-2-(3-hidroxi-3-metilbutiloxi)-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-4-il]-1H-pirazol-1-il}-2-metilpropanamida

(compuesto (2))
CH
Hac;‘ﬁ«m HGCHHHE

En una atmosfera de nitrégeno, el acido 2-{4-[(9R)-9-hidroxi-2-(3-hidroxi-3-metilbutiloxi)-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-
4-il]-1H-pirazol-1-il}-2-metilpropiénico (66,7 g) se disolvi6 en N,N-dimetilformamida (480 ml), se afadieron 1-
hidroxidroxibenzotriazol (HOBt) 1 hidrato (27,6 g), clorhidrato de 1-etil-3-(3’-dimetilaminopropil)carbodiimida (WSC)
(34,6 g) y amoniaco acuoso al 28 % (24,5 ml), y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante una noche. La
mezcla de reaccion se enfrio en hielo, se afiadieron agua (630 ml) y acido clorhidrico 2 N (330 ml) gota a gota, y la
mezcla se extrajo con acetato de etilo (800 ml). La fase acuosa obtenida se extrajo de nuevo con acetato de etilo
(500 ml). Las fases organicas obtenidas se combinaron, y se lavaron sucesivamente con agua (500 ml, dos veces),
hidrogenocarbonato sédico acuoso saturado (500 ml), y solucion salina saturada (500 ml). La fase organica obtenida
se sec6 sobre sulfato sodico anhidro, el material insoluble se retird por filtracién, y el disolvente en el filirado se
evaporé para dar el compuesto del titulo (60,0 g).
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RMN H (400 MHz, DMSO-Dg) &: 8,08 (1H, s), 7,66 (1H, s), 7,58-7,56 (1H, m), 7,32-7,30 (1H, m), 7,25-7,22 (4H, m),
7,12 (1H, s a), 6,96 (1H, s a), 6,87 (1H, d, J = 2,3 Hz), 4,38 (1H, s), 4,14 (2H, t, J = 7,2 Hz), 1,85 (2H, t, J = 7,2 Hz),
1,78 (3H, s), 1,78 (3H, s), 1,17 (6H, s).

Etapa 15

Monohidrato de 2-{4-[(9R)-9-hidroxi-2-(3-hidroxi-3-metilbutiloxi)-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-4-il]-1H-pirazol-1-il}-2-
metilpropanamida (compuesto (2h))

KG e wm,

La 2-{4-[(9R)-9-hidroxi-2-(3-hidroxi-3-metilbutiloxi)-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-4-il]-1H-pirazol- 1-il}-2-
metilpropanamida (compuesto (2)) (60,0 g) obtenida en la etapa previa se disolvié en acetato de etilo (109 ml), se
afnadié agua (2 ml), y la mezcla se calent6 a 50 °C. A esta mezcla se afiadieron sucesivamente, gota a gota, hexano
(226 ml), y un disolvente mixto de hexano y acetato de etilo (hexano:acetato de etilo a 2:1, 150 ml), y la mezcla se
dejo enfriar a temperatura ambiente y se agité durante una noche. El sélido precipitado se recogié por filtracion, y se
lavo con un disolvente mixto de hexano y acetato de etilo (hexano:acetato de etilo = 2:1, 180 ml). El sélido obtenido
se secO a presion reducida a temperatura ambiente durante una noche para dar el compuesto del titulo (52,2 g,
pureza optica de un 98,6 % con e.e.). La pureza éptica se determiné bajo la condicion 2 del analisis de HPLC.
Tiempo de retencién de la forma (R) 11,3 min, tiempo de retencion de la forma (S) 13,9 min.

Rotacién oOptica especifica [a]p +37,9°(c = 1,01 MeOH a 25 °C).

RMN *H (400 MHz, DMSO-Dg) &: 8,08 (1H, s), 7,66 (1H, s), 7,58-7,56 (1H, m), 7,32-7,30 (1H, m), 7,25-7,22 (4H, m),
7,12 (1H, s a), 6,96 (1H, s a), 6,87 (1H, d, J = 2,3 Hz), 4,38 (1H, s), 4,14 (2H, t, I =7,2 Hz), 1,85 (2H, t, J = 7,2 Hz),
1,78 (3H, s), 1,78 (3H, s), 1,17 (6H, s).

(Medicion del analisis elemental)

Los resultados del analisis elemental se emparejaban bien con el valor tedrico del compuesto (2h) calculado.
Calculado: C, 59,88; H, 5,80; N, 8,06 (Calculado como monohidrato) Encontrado: C, 59,86; H, 5,74; N, 8,00.

Etapa 16

2-{4-[(9R)-9-Hidroxi-2-(3-hidroxi-3-metilbutiloxi)-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-4-il]-1H-pirazol-1-il}-2-metilpropanamida
(compuesto (2))

@c%"ﬂz

Al monohidrato de 2-{4-[(9R)-9-hidroxi-2-(3-hidroxi-3-metilbutiloxi)-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-4-il]-1H-pirazol-1-il}-2-
metilpropanamida (compuesto (2h)) (22,63 g) obtenido en la etapa previa se afiadi6 tolueno (340 ml). La mezcla de
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reaccion se agité en un bafio de aceite a una temperatura de 130 °C durante 2 h en una atmdsfera de nitrégeno con
retirada de agua con un aparato de Dean-Stark. La mezcla de reaccion se agit6 adicionalmente en un bafio de aceite
a una temperatura de 70 °C durante 1,5 h, se permitié que enfriara a temperatura ambiente, y se agité durante una
noche. El solido precipitado se recogié por filtracion, y se lavé con tolueno (100 ml). El sélido obtenido se secé a
presion reducida a temperatura ambiente durante 3 dias, y se secé adicionalmente a presiéon reducida a 60 °C
durante 1 dia para dar el compuesto del titulo (21,5 g).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-Dg) &: 8,08 (1H, s), 7,66 (1H, s), 7,58-7,56 (1H, m), 7,32-7,30 (1H, m), 7,25-7,22 (4H, m),
7,12 (1H, s a), 6,96 (1H, s a), 6,87 (1H, d, J = 2,3 Hz), 4,38 (1H, s), 4,14 (2H, t, J =7,2 Hz), 1,85 (2H, t, J = 7,2 Hz),
1,78 (3H, s), 1,78 (3H, s), 1,17 (6H, s).

(Medicion del analisis elemental)

Los resultados del andlisis elemental se emparejaban bien con el valor teérico del compuesto (2) calculado.
Calculado: C, 62,02; H, 5,61; N, 8,35 (Calculado como anhidro) Encontrado: C, 62,17; H, 5,60; N, 8,47.

Etapa C-1

Preparacion de bromuro de N-(4-terc-butilbencil)cinconidio

La cinconidina (10,6 g) se disolvi6 en tetrahidrofurano (200 ml), se afiadieron bromuro de 4-terc-butilbencilo (10,1 g)
y yoduro de tetrabutilamonio (0,66 g), y la mezcla se agité a 70 °C durante una noche. La mezcla de reaccién se
enfri6 a temperatura ambiente, el solido se recogié por filtracion, y se lavé con acetato de etilo (50 ml). El sélido
obtenido se sec6 a presion reducida durante una noche para dar el compuesto del titulo (18,5 g).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-De) &: 8,99 (1H, d, J = 4,4 Hz), 8,27 (1H, d, J = 8,2 Hz), 8,11 (1H, dd, J=8,5, 1,0 Hz),
7,89-7,79 (2H, m), 7,78-7,71 (1H, m), 7,63 (2H,d, J = 8,4 Hz), 7,59 (2H, t, J = 8,4 Hz), 6,72 (1H, d, J = 4,2 Hz), 6,57-
6,51 (1H, s a), 5,67 (1H, ddd, J = 17,0, 10,4, 6,4 Hz), 5,14 (1H, d, J = 17,2 Hz), 5,08 (1H, d, J = 12,6 Hz), 5,00-4,90
(2H, m), 4,30-4,18 (1H, m), 3,91 (1H, t, J = 8,7 Hz), 3,74-3,64 (1H, m), 3,35-3,18 (2H, m), 2,76-2,65 (1H, m), 2,18-
1,94 (3H, m), 1,90-1,78 (1H, m), 1,40-1,22 (1H, m), 1,34 (9H, s).

Etapa C-2

Preparacion de 4-metoxifendxido de N-(4-terc-butilbencil)cinconidio

Se afiadieron bromuro de N-(4-terc-butilbencil)cinconidio (18,5 g), AMBERLYST (marca comercial registrada) A26
(resina de intercambio i6nico basica fuerte de estireno, matriz de divinilbenceno) (18,5 g) y metanol (280 ml), y la
mezcla se agité a temperatura ambiente durante una noche. El material insoluble se retir6é por filtracion a través de
Celite, y se lavé con metanol (100 ml). Al filtrado se afiadié6 4-metoxifenol (4,8 g), y el disolvente se evaporé. El
residuo se evaporé por via azeotrépica 3 veces con tolueno (100 ml), y se afiadié tolueno (20 ml). A continuacion, se
éter diisopropilico (200 ml) gota a gota, y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 3 h. El sélido
precipitado se recogi6 por filtracion, se lavé con éter diisopropilico (50 ml) y la mezcla se secé a presion reducida a
temperatura ambiente durante una noche para dar el compuesto del titulo (21,8 g).
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RMN 'H (400 MHz, DMSO-Ds) &: 8,91 (1H, d, J = 4,4 Hz), 8,17 (1H, d, J = 8,2 Hz), 8,07 (1H, d, J = 8,4 Hz), 7,89 (1H,
d,J=4,4Hz), 7,79 (1H,t, I =7,6 Hz), 7,64 (1H, t, I = 7,5 Hz), 7,57-7,52 (5H, m), 6,56-6,55 (2H, m), 6,43-6,42 (3H,
m), 5,67-5,59 (1H, m), 5,28 (1H, d, J = 12,1 Hz), 5,12 (1H, d, J = 17,2 Hz), 4,92 (1H, d, J = 10,6 Hz), 4,84 (1H, d,
J =12,1 Hz), 4,65-4,53 (1H, m), 3,80 (1H, t, J = 8,8 Hz), 3,65-3,63 (1H, m), 3,57 (3H, s), 3,25 (1H, t, J = 11,6 Hz),
3,10-3,07 (1H, m), 2,67 (1H, s a), 2,07-2,02 (2H, m), 1,95 (1H, s a), 1,79-1,76 (1H, m a), 1,33 (9H, s), 1,16-1,11 (1H,
m).

Etapa D

Preparacion de tolueno-4-sulfonato de 3-hidroxi-3-metilbutilo

He. CH, il . .
/\)4 it i HiC 3
HO oH A

0% OH

En una atmoésfera de nitrégeno, el 3-metilbutano-1,3-diol (300 g) se disolvio en piridina (900 ml), y se afiadié una
solucién de cloruro de 4-metilbencenosulfonilo (500 g) en tolueno (900 ml) y acetonitrilo (125 ml) gota a gota durante
2 h. La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 4 h, y se afiadieron tolueno (500 ml) y agua
(1800 ml) para permitir la separaciéon de las fases. La fase organica obtenida se lavd sucesivamente con acido
sulfdrico acuoso y agua (dos veces). El disolvente en la fase organica obtenida se evaporo, y el residuo se evaporé
por via azeotrépica evapor6 con tolueno (500 ml) para dar el compuesto del titulo (535 g).

RMN 'H (CDCls) &: 7,81-7,76 (2H, m), 7,36-7,31 (2H, m), 4,20 (2H, td, J = 6,8, 1,6 Hz), 2,44 (3H, s), 1,85 (2H, td,
J=6,8,1,6 Hz), 1,33 (1H, s), 1,21 (EH, s).

Ejemplo 2

Sintesis de 2-{4-[(9R)-9-hidroxi-2-(4-hidroxi-4-meti  Ipentiloxi)-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-4-il]-1H-  pirazol-1-il}-
2-metilpropanamida (compuesto (3))

Etapa 1

4-[(9R)-4-Cloro-9-hidroxi-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-2-iloxi]butirato de etilo

El (9R)-4-Cloro-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-2,9-diol (200 mg) obtenido en la etapa 10 del ejemplo 1 se disolvié en
N,N-dimetilformamida (2 ml), se afadieron carbonato potasico (185 mg) y 4-bromobutirato de etilo (105 pl), y la
mezcla se agité a temperatura ambiente durante 7 h. A la mezcla de reaccion se afadié agua, y la mezcla se extrajo
dos veces con acetato de etilo. La fase organica obtenida se lavé sucesivamente con agua (dos veces) y solucion
salina saturada. La fase organica obtenida se seco sobre sulfato de magnesio anhidro, el material insoluble se retird
por filtracion, y el disolvente en el filtrado se evapord. El residuo obtenido se purificé por cromatografia en columna
sobre gel de silice (una mezcla de hexano y acetato de etilo se us6 como un disolvente de elucién, eluyendo en
primer lugar con una mezcla a una proporciéon de mezcla de 5:1 (hexano:acetato de etilo), a continuacion
sucesivamente con una mezcla a una proporcién de mezcla de 3:1, y adicionalmente con una mezcla a una
proporcion de mezcla de 2:1) para dar el compuesto del titulo (197 mg).

RMN H (400 MHz, CDCl3) &: 8,19 (1H, d, J = 7,7 Hz), 7,66 (1H, d, J = 7,7 Hz), 7,46 (1H, td, J = 7,6, 1,0 Hz), 7,32
(1H,td,J=7,6,1,0 Hz), 7,16 (1H, s a), 6,93 (1H, d, J = 2,1 Hz), 4,14 (2H, ¢, J = 7,1 Hz), 4,05 (2H, t, J = 7,1 Hz), 2,82
(1H, s), 2,50 (2H, t, I = 7,1 Hz), 2,15-2,06 (2H, m), 1,25 (3H, t, J = 7,1 Hz).
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Etapa 2

(9R)-4-Cloro-2-(4-hidroxi-4-metilpentiloxi)-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-9-ol

He o,

En una atmoésfera de nitrogeno, el 4-[(9R)-4-cloro-9-hidroxi-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-2-iloxilbutirato de etilo
(197 mg) se disolvié en THF (2 ml), y se afiadi6é solucion de metillitio/éter dietilico (1,07 M, 2,2 ml) gota a gota a 0 °C.
La mezcla de reaccion se agité a la misma temperatura durante 2 h, se afiadié agua, y la mezcla se extrajo con
acetato de etilo (dos veces). La fase organica obtenida se lavd sucesivamente con agua (dos veces) y solucion
salina saturada. La fase organica obtenida se seco sobre sulfato de magnesio anhidro, el material insoluble se retird
por filtracion, y el disolvente en el filtrado se evaporé. El residuo obtenido se purificé por cromatografia en columna
sobre gel de silice (una mezcla de hexano y acetato de etilo se us6 como un disolvente de elucién, eluyendo en
primer lugar con una mezcla a una proporcién de mezcla de 3:1 (hexano:acetato de etilo), a continuacién con una
mezcla a una proporcion de mezcla de 2:1) para dar el compuesto del titulo (169 mg).

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) &: 8,19 (1H, d, J = 7,7 Hz), 7,66 (1H, d, J = 7,7 Hz), 7,47 (1H, td, J = 7,7, 1,0 Hz), 7,32
(1H, td, 3 =7,7, 1,0 Hz), 7,17 (1H, s a), 6,93 (1H, d, J = 2,3 Hz), 4,02 (2H, t, J = 6,4 Hz), 2,82 (1H, s), 1,92-1,85 (2H,
m), 1,65-1,62 (2H, m), 1,26 (3H, s), 1,25 (3H, s).

Etapa 3

2-{4-[(9R)-9-Hidroxi-2-(4-hidroxi-4-metilpentiloxi)-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-4-il]-1H-pirazol-1-il}-2-metilpropionato
de etilo

En una atmosfera de argon, el (9R)-4-cloro-2-(4-hidroxi-4-metilpentiloxi)-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-9-ol (169 mg) se
disolvié en 1,4-dioxano (1,5 ml), se afiadieron 2-metil-2-[4-(4,4,5,5-tetrametil[1,3,2]dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol-1-
illpropionato de etilo (194 mg), agua (0,5 ml), fosfato tripotasico (178 mg), acetato de paladio (9 mg), y SPhos
(33 mg), y la mezcla se agité a 100 °C durante 4,5 h. La mezcla de reaccion se enfri6 a temperatura ambiente, se
afadié agua, y la mezcla se extrajo con acetato de etilo (dos veces). La fase organica obtenida se lavo
sucesivamente con agua (dos veces) y solucion salina saturada. La fase organica obtenida se sec6 sobre sulfato de
magnesio anhidro, el material insoluble se retird por filtracion, y el disolvente en el filtrado se evaporé. El residuo
obtenido se purificéd por cromatografia en columna sobre gel de silice (una mezcla de hexano y acetato de etilo a una
proporcion de mezcla de 1:1 (hexano:acetato de etilo) se us6 como un disolvente de elucién) para dar el compuesto
del titulo (218 mg).

RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: 7,69 (1H, s), 7,63-7,62 (2H, m), 7,21-7,19 (4H, m), 6,81 (1H, d, J = 2,3 Hz), 4,21 (2H, c,
J=17,1Hz), 4,04 (2H, t, J=6,3 Hz), 2,82 (1H, s), 1,92 (3H, s), 1,91 (3H, s), 1,89-1,88 (2H, m), 1,66-1,64 (2H, m),
1,26 (6H, s), 1,26-1,23 (3H, m).
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Etapa 4

Acido 2-{4-[(9R)-9-hidroxi-2-(4-hidroxi-4-metilpentiloxi)-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-4-il]-1H-pirazol-1-il}-2-metil-
propionico

HO  OH,

El 2-{4-[(9R)-9-hidroxi-2-(4-hidroxi-4-metilpentiloxi)-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-4-il]-1H-pirazol- 1-il}-2-metilpropionato
de etilo (218 mg) se disolvié en etanol (2,2 ml), se afiadio hidroxido sédico acuoso 4 N (320 pl), y la mezcla se agité
a temperatura ambiente durante una noche. La mezcla de reaccion se neutralizé con acido clorhidrico 1 N, y se
extrajo con acetato de etilo (dos veces). La fase organica obtenida se lavé sucesivamente con agua (dos veces) y
solucion salina saturada. La fase organica obtenida se secé sobre sulfato de magnesio anhidro, el material insoluble
se retird por filtracién, y el disolvente en el filtrado se evaporo para dar el compuesto del titulo (179 mg).

RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: 7,73 (1H, s), 7,68 (1H, s), 7,63-7,62 (1H, m), 7,23-7,09 (4H, m), 6,78 (1H, d,
J=26Hz), 4,02 (2H,t,J = 6,3 Hz), 1,93 (6H, s), 1,89-1,86 (2H, m), 1,65-1,61 (2H, m), 1,25 (6H, s).

Etapa 5

2-{4-[(9R)-9-Hidroxi-2-(4-hidroxi-4-metilpentiloxi)-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-4-il]-1H-pirazol-1-il}-2-metil-
propanamida (compuesto (3))

CH
]-I;:Hm
R—H

0

En una atmosfera de nitrogeno, se disolvié acido 2-{4-[(9R)-9-hidroxi-2-(4-hidroxi-4-metilpentiloxi)-9-(trifluorometil)-
9H-fluoren-4-il]-1H-pirazol-1-il}-2-metilpropiénico (89 mg) en N,N-dimetilformamida (1 ml), se afadieron cloruro de
amonio (28 mg), N,N-diisopropiletilamina (148 pl) y hexafluorofosfato de 3-6xido de 1-[bis(dimetilamino)metilen]-1H-
1,2,3-triazolo[4,5-b]piridin-1-io (HATU) (99 mg), y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante una noche. A la
mezcla de reaccion se afiadid agua, y la mezcla se extrajo con acetato de etilo (dos veces). La fase orgéanica
obtenida se lavé sucesivamente con solucion salina saturada diluida (dos veces) y solucién salina saturada. La fase
organica obtenida se sec6 sobre sulfato de magnesio anhidro, el material insoluble se retird por filtracién, y el
disolvente en el filtrado se evapor6. El residuo obtenido se purificd6 mediante cromatografia en capa fina sobre gel de
silice (una mezcla de cloroformo y metanol a una proporcién de mezcla de 9:1 (cloroformo:metanol) se us6 como un
disolvente de elucién) para dar el compuesto del titulo (48 mg, pureza 6ptica de un 96,9 % con e.e.). La pureza
Optica se determiné bajo la condicién 2 del analisis de HPLC. Tiempo de retencién de la forma (R) 13,0 min, tiempo
de retencion de la forma (S) 14,4 min.

Rotacion 6ptica especifica [a]p +37,5°(c = 1,04 MeOH a 25 °C).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-Dg) &: 8,07 (1H, s), 7,66 (1H, s), 7,57-7,55 (1H, m), 7,34-7,31 (1H, m), 7,24-7,23 (3H, m),
7,18 (1H, s), 7,11 (1H, s a), 6,94 (1H, s a), 6,86 (1H, d, J = 2,3 Hz), 4,16 (1H, s), 4,03 (2H, t, J = 6,5 Hz), 1,80 (3H, s),
1,79 (3H, s), 1,80-1,75 (2H, m), 1,51-1,47 (2H, m), 1,11 (6H, s).
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(Ejemplo de Preparacioén de cristal del compuesto (3))

Al compuesto (3) (40 mg) sintetizado con las etapas de ejemplo mencionado anteriormente se afiadié una mezcla de
MeOH y agua (proporcion de volumen de 1:3 (0,5 ml)). A continuacion, a esta solucion se le afiadié un cristal

5 (0,5 mg) del compuesto (2h) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 3 dias. El sélido precipitado se
recogio por filtracion para dar un cristal (41 mg) del compuesto (3).

(Preparacién de los compuestos (A), (B), (C) y (D); no incluidos en el alcance de las reivindicaciones)
10 Cada uno del compuesto (A), el compuesto (B), el compuesto (C) y el compuesto (D), que se representan con las

siguientes férmulas, se obtuvieron como una forma épticamente activa de acuerdo con el método de produccion que
se describe en el documento WO 2010/041748.

15
Compuesto (A)
2-(4-{(9R)-9-Hidroxi-2-[2-(3-hidroxiadamantan-1-il)etoxi]-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-4-il)-1H-pirazol-1-il)acetamida
HO
H,C
3
20
Compuesto (B)
(9R)-2-(2-Hidroxi-2-metilpropoxi)-4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-9-ol
25
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Compuesto (C)

(9R)-4-[1-(2-Hidroxietil)-1H-pirazol-4-il]-2-(2-hidroxi-2-metilpropoxi)-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-9-ol

Compuesto (D)
2-{4-[(9R)-2-Fluoro-9-hidroxi-9-(trifluorometil)-9H-fluoren-4-il]-1H-pirazol-1-il}-2-metilpropanamida

Como un Ejemplo de Formulacion de la presente invencién, se puede mencionar la siguiente preparacién. Sin
embargo, la presente invencion no esta limitada por estos Ejemplos de Formulacion.

Ejemplo de Formulacion 1 (produccién de capsula)

1) compuesto del Ejemplo 1 (compuesto (2)) 30 mg
2) celulosa microcristalina 10 mg

3) lactosa 19 mg

4) estearato de magnesio 1 mg

1), 2), 3) y 4) se mezclan y se cargan en una capsula de gelatina.
Ejemplo de Formulacion 2 (produccién de comprimido)

1) compuesto del Ejemplo 1 (compuesto (2)) 10 g
2) lactosa 50 g

3) almidén de maiz 15 g

4) carmelosa caélcica 44 g

5) estearato de magnesio 1 g

La cantidad total de 1), 2), 3) y 30 g de 4) se amasa con agua, se seca al vacio, y se tamiza. El polvo tamizado se
mezcla con 14 g de 4) y 1 g de 5), y la mezcla se troquela con una maquina de preparacion de comprimidos. De este
modo, se obtienen 1000 comprimidos cada uno conteniendo 10 mg del compuesto del Ejemplo 1 (compuesto (2))
por comprimido.

Ejemplo Experimental 1: Accion inhibitoria de la actividad de PDHK in vitro

La accién inhibitoria de la actividad de PDHK se evalué indirectamente midiendo la actividad de PDH residual
después de reaccion de quinasa en presencia de un compuesto de ensayo.

(Accion inhibitoria de la actividad de PDHK1)

En el caso de PDHK1 humana (hPDHK1, registro en Genbank N.° L42450.1), un fragmento de 1,3 kpb que
codificaba esta proteina se aislé del ADNc de higado humano mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
El ADNc de hPDHK1 modificado en el que la secuencia de FLAG-Etiqueta se afiadié al extremo N terminal se
preparé mediante PCR y se cloné en un vector (pET17b-Novagen). La construccion recombinante se transformd en
Escherichia coli (DH50-TOYOBO). Los clones recombinantes se identificaron, y el ADN de plasmido se aislé y se
someti6 al analisis de secuencias de ADN. Un clon que presentaba la secuencia de acidos nucleicos esperada se
selecciono para trabajo de expresion.

Para expresion de actividad de hPDHK1, se transformaron células de la cepa BL21(DE3) de Escherichia coli
(Novagen) con el vector pET17b que contenia ADNc de hPDHK1 modificado. La Escherichia coli se cultivd hasta

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2663 789 T3

una densidad 6ptica de 0,6 (600 nmol/l) a 30°C. La expresion de proteinas se indujo mediante la adicién de
500 pmol/l de isopropil-B-tiogalactopirandsido. La Escherichia coli cultivd a 30 °C durante 5 h y se recogié mediante
centrifugacion. La nueva suspension de la pasta de Escherichia coli se interrumpié con un microfluidizador. La
proteina etiqguetada con FLAG se purifico usando gel de afinidad por FLAG (Sigma).

El gel se lavd con 20 mmol/l de acido N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-2-etanosulfénico-hidroxido sédico (HEPES-
NaOH), 500 mmol/l de cloruro sédico, etilenglicol al 1 %, y un 0,1 % de copolimero en bloque de polioxietileno-
polioxipropileno (Pluronic F-68, pH 8,0), y la proteina de unién se eluy6é con 20 mmol/l de HEPES-NaOH, 100 pg/ml
de péptido FLAG, 500 mmol/I de cloruro sddico, etilenglicol al 1 %, y Pluronic F-68 al 0,1 % (pH 8,0).

Las fracciones eluidas que contenian la proteina etiquetada con FLAG se combinaron, se dializaron contra 20 mmol/l
de HEPES-NaOH, 150 mmol/l de cloruro sédico, 0,5 mmol/l de acido etilendiamin tetraacético (EDTA), etilenglicol al
1 %, y Pluronic F-68 al 0,1 % (pH 8,0), y se conservaron a -80 °C. Después del ensayo, la concentracion de la
enzima hPDHK1 se establecié en una concentracién minima que proporcionaba una inhibicién de aproximadamente
un 90 % de la actividad de PDH.

Se mezclaron 0,05 U/ml de PDH (complejo de PDH de corazén porcino, Sigma P7032) y 1,0 ug/ml de hPDHK1 en
un tampoén (50 mmol/l de acido 3-morfolinopropano sulfénico (pH 7,0), 20 mmol/l de hidrogenofosfato dipotasico,
60 mmol/l de cloruro potéasico, 2 mmol/l de cloruro de magnesio, 0,4 mmol/l de EDTA, Pluronic F-68 al 0,2 %,
2 mmol/l de ditiotreitol), y la mezcla se incub6 a 4 °C durante una noche para obtener un complejo de PDH/hPDHK1.

Los compuestos de ensayo se diluyeron con dimetilsulféxido (DMSO). El complejo de PDH/hPDHK1 (20 pl), el
compuesto de ensayo (1,5 pl) y 3,53 umol/l de ATP (diluido con tampén, 8,5 ul) se afiadieron a una microplaca
transparente a UV de 96 pocillos de area media (Corning 3679), y la reaccién de PDHK se realiz6 a temperatura
ambiente durante 45 min. Se afiadi6 DMSO (1,5 pl) a los pocillos de control en lugar del compuesto de ensayo. Para
determinar la tasa maxima de la reaccién de PDH, se afiadi6¢ DMSO (1,5 ul) a pocillos de blanco en lugar del
compuesto de ensayo en ausencia de hPDHK1.

A continuacion, se afiadieron 10 pl de sustrato (5 mmol/l de piruvato sodico, 5 mmol/l de Coenzima A, 12 mmol/l de
NAD, 5 mmol/l de pirofosfato de tiamina, diluido con tampén). La mezcla se incubd a temperatura ambiente durante
90 min, y la actividad de PDH residual se midié.

La absorbancia a 340 nm antes y después de la reaccién de PDH se midié usando un lector de microplacas para
detectar el NADH producido por la reaccion de PDH. La tasa de inhibicién de hPDHK1 (%) del compuesto de ensayo
se calculé a partir de la formula [{(actividad de PDH del compuesto de ensayo - actividad de PDH del
control) / actividad de PDH del blanco - actividad de PDH del control)} X 100]. El valor de Clso se calculd a partir de
las concentraciones del compuesto de ensayo en dos puntos que incluian un 50 % de inhibicion de la actividad de
hPDHK1.

Los resultados obtenidos usando el compuesto (2), el compuesto (2h) y el compuesto (3) como compuestos de
ensayo se muestran en la Tabla 1 que sigue a continuacion.

(Accién inhibitoria de la actividad de PDHK2)

En el caso de PDHK2 humana (hPDHK2, registro en Genbank N.° BC040478.1), el ADNc de hPDHK2 modificada en
el que se afadio la secuencia etiquetada con FLAG al extremo N terminal del clon de ADNc de hPDHK2 (pReceiver-
MO01/PDK2-GeneCopoeia) se prepard6 por PCR y se cloné en un vector (pET17b-Novagen). La construccion
recombinante se transformoé en Escherichia coli (DH5a-TOYOBO). Los clones recombinantes se identificaron, y el
ADN de plasmido se aisl6 y se sometié al analisis de secuencias de ADN. Un clon que presentaba la secuencia de
acidos nucleicos esperada se selecciond para trabajo de expresion.

Para expresion de actividad de hPDHK2, se transformaron células de la cepa BL21(DE3) de Escherichia coli
(Novagen) con el vector pET17b que contenia ADNc de hPDHK2 modificado. La Escherichia coli se cultivd hasta
una densidad 6ptica de 0,6 (600 nmol/l) a 30 °C. P La expresion de proteinas se indujo mediante la adicién de
500 pmol/l de isopropil-B-tiogalactopiranésido. La Escherichia coli cultivd a 30 °C durante 5 h y se recogié mediante
centrifugacion. La nueva suspension de la pasta de Escherichia coli se interrumpié con un microfluidizador. La
proteina etiquetada con FLAG se purificd usando gel de afinidad por FLAG. El gel se lavo con 20 mmol/l de HEPES-
NaOH, 500 mmol/l de cloruro sédico, etilenglicol al 1 %, y Pluronic F-68 al 0,1 % (pH 8,0), y la proteina de union se
eluyé con 20 mmol/l de HEPES-NaOH, 100 pg/ml de péptido FLAG, 500 mmol/I de cloruro sédico, etilenglicol al 1 %,
y Pluronic F-68 al 0,1 % (pH 8,0). Las fracciones eluidas que contenian la proteina etiqguetada con FLAG se
combinaron, se dializaron contra 20 mmol/l de HEPES-NaOH, 150 mmol/l de cloruro sédico, 0,5 mmol/l de EDTA,
etilenglicol al 1%, y Pluronic F-68 al 0,1% (pH 8,0), y se conservaron a -80°C. Después del ensayo, la
concentracion de la enzima hPDHK2 se establecié en una concentracion minima que proporcionaba una inhibicion
de aproximadamente un 90 % de la actividad de PDH.
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Se mezclaron 0,05 U/ml de PDH y 0,8 ug/ml de hPDHK2 en un tampdén (50 mmol/l de acido 3-morfolinopropano
sulfénico (pH 7,0), 20 mmol/l de hidrogenofosfato dipotasico, 60 mmol/l de cloruro potasico, 2 mmol/l de cloruro de
magnesio, 0,4 mmol/l de EDTA, y Pluronic F-68 al 0,2 %, 2 mmol/l de ditiotreitol), y la mezcla se incubd a 4 °C
durante una noche para obtener un complejo de PDH/hPDHK2. Los compuestos de ensayo se diluyeron con DMSO.
El complejo de PDH/hPDHK2 (20 pl), el compuesto de ensayo (1,5 pl) y 3,53 umol/l de ATP (diluido con tampén,
8,5 ul) se afiadieron a una microplaca transparente a UV de 96 pocillos de area media, y la reaccion de PDHK se
realizo se realiz6 a temperatura ambiente durante 45 min. Se afiadié6 DMSO (1,5 ul) a los pocillos de control en lugar
del compuesto de ensayo. Para determinar la tasa maxima de la reaccion de PDH, se afiadi6 DMSO (1,5 ul) a
pocillos de blanco en lugar del compuesto de ensayo en ausencia de hPDHK2. A continuacion, se afadieron 10 pl
de sustratos (5 mmol/l de piruvato sddico, 5 mmol/l de Coenzima A, 12 mmol/l de NAD, 5 mmol/l de pirofosfato de
tiamina, diluido con tampodn). La mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 90 min, y la actividad de PDH
residual se midi6. La absorbancia a 340 nm antes y después de la reaccién de PDH se midi6 usando un lector de
microplacas para detectar el NADH producido por la reaccion de PDH. La tasa de inhibicion de hPDHK2 (%)del
compuesto de ensayo se calculé a partir de la formula [{(actividad de PDH del compuesto de ensayo - actividad de
PDH del control) / actividad de PDH del blanco - actividad de PDH del control)} X 100]. El valor de Clsp se calcul6 a
partir de las concentraciones del compuesto de ensayo en dos puntos que incluian un 50 % de inhibicién de la
actividad de hPDHK2.

Los resultados obtenidos usando el compuesto (2), el compuesto (2h), el compuesto (3), el compuesto (A), el
compuesto (B), el compuesto (C) y el compuesto (D) como compuestos de ensayo se muestran en la Tabla 1 que
sigue a continuacion.

[Tabla 1]

Compuesto Clso de hPDHK1 (umol/l) | Clso de hPDHK2 (umol/l)
Compuesto (2) 0,0047 0,0046
Compuesto (2h) 0,0066 0,0049
Compuesto (3) 0,0035 0,0042
Compuesto (A) |- (no sometido a ensayo) 0,0051
Compuesto (B) |- (no sometido a ensayo) 0,0074
Compuesto (C) |- (no sometido a ensayo) 0,0067
Compuesto (D) |- (no sometido a ensayo) 0,0051

Ejemplo Experimental 2: Ensayo de activacién de PDH ex vivo
(Método experimental)

Se evalud la accién del compuesto de ensayo en la actividad de PDH de tejido. La produccién de NADH se detecté a
través de sistema acoplado a violeta de p-yodonitrotetrazolio (INT) para medir la actividad de PDH.

Las ratas Sprague-Dawley macho normales se asignaron de forma aleatoria al grupo de vehiculo y los grupos de
compuestos de ensayo. El vehiculo (soluciéon de metilcelulosa acuosa al 0,5 %, 5 ml/kg) o el compuesto de ensayo
se administré por via oral a las ratas. A las 5 0 20 h después de la administracion, las ratas se anestesiaron con una
inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sédico (60 mg/kg), y se recogieron cortes de higado y tejidos adiposos de
epididimo.

A los cortes de higado se le afiadieron rapidamente 9 volimenes de tampdn de homogeneizacion enfriado con hielo
(0,25 mol/l de sacarosa, 5 mmol/l de clorhidrato de tris(hidroximetillaminometano (pH 7,5), 2 mmol/l de EDTA), y las
mezclas se homogeneizaron usando un homogeneizador Polytron. Los homogenados se centrifugaron a 600 x g,
4 °C durante 10 min para obtener el sobrenadante. Los sobrenadantes (1 ml) se centrifugaron a 16.000 x g, 4 °C
durante 10 min para recoger los precipitados. Los precipitados se lavaron mediante resuspension en el tampén de
homogeneizacion (1 ml) y se centrifugaron de la misma manera. Los precipitados se congelaron con nitrégeno
liquido y se almacenaron a -80 °C como la fraccion mitocondrial de higado.

A los tejidos adiposos se le afiadieron rapidamente 3 voliumenes de un tampdn de homogeneizacion enfriado con
hielo, y las mezclas se homogeneizaron usando un homogeneizador Polytron. Los homogenados se centrifugaron a
600 x g, 4 °C durante 10 min para obtener el sobrenadante. Los sobrenadantes se centrifugaron a 16.000 x g, 4 °C
durante 10 min para recoger los precipitados. Los precipitados se lavaron mediante resuspension en el tampén de
homogeneizacion (1 ml) y se centrifugaron de la misma manera. Los precipitados se congelaron con nitrégeno
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liquido y se almacenaron a -80 °C como la fraccion mitocondrial de tejido adiposo.

Las fracciones mitocondriales se descongelaron y se suspendieron con el tampén de muestra (0,25 mol/l de
sacarosa, 20 mmol/l de clorhidrato de tris(hidroximetil)Jaminometano (pH 7,5), 50 mmol/l de cloruro potasico, y 1 ml/l
de 4-(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenil-polietilenglicol (Triton X-100)). La actividad de PDH activa (actividad de PDHa) y la
actividad de PDH total (actividad de PDHt) se midieron para evaluar la actividad de PDH. Para la medicion de la
actividad de PDHt, se mezclaron cantidades iguales de la suspensién mitocondrial y el tampén de activacion (0,25
mol/l de sacarosa, 20 mmol/l de clorhidrato de tris(hidroximetil)Jaminometano (pH 7,5), 50 mmol/l de cloruro potasico,
1 ml/l de Triton X-100, 4 mmol/l de cloruro calcico, 40 mmol/l de cloruro de magnesio, 10 mmol/l de dicloroacetato
sédico), y la mezclas se incubaron a 37 °C durante 10 min. Cuarenta microlitros de las suspensiones mitocondriales
diluidas con un tampén de muestra se afiadieron a una microplaca de 96 pocillos para medicion de la actividad y
medicién del blanco. A continuacién, se afiadieron 180 ul de la mezcla de reaccién (0,056 mmol/l de tampén de
fosfato potasico (pH 7,5), 5,6 mmol/l de DL-carnitina, 2,8 mmol/l de NAD, 0,22 mmol/l de pirofosfato de tiamina,
0,11 mmol/l de Coenzima A, 1,1 ml/l de Triton X-100, 1,1 mmol/l de cloruro de magnesio, 1,1 g/l de albdmina de
suero bovino, 0,67 mmol/l de INT, 7,2 umol/l de metosulfato de fenazina, 28 mmol/l de oxamato sédico) a cada
pocillo, ya continuacion se afiadieron 20 ul de 50 mmol/l de piruvato sédico a la medicion de la actividad o agua para
medicién del blanco. Las mezclas se incubaron a temperatura ambiente con sombreado. Las absorbancias a 500-
750 nm, que se podian atribuir a la reduccion de INT, el aceptor de electrones final, se midieron usando un lector de
microplacas en el tiempo y se calcularon los cambios en la absorbancia. La actividad de PDH se calcul6 restando el
cambio en la absorbancia del pocillo de blanco del pocillo de medicién de la actividad. El porcentaje de la actividad
de PDHa con respecto a la actividad de PDHt se calcul6 y se tom6 como un indice de la activacion de PDH.

Los resultados obtenidos usando el compuesto (2h), el compuesto (3), el compuesto (A), el compuesto (B), el
compuesto (C) y el compuesto (D) como compuestos de ensayo se muestran en la Tabla 2 que sigue a continuacion,
Fig. 1 (Higado) y Fig. 2 (Tejido adiposo). Ademas, los resultados obtenidos usando el compuesto (2) se muestran en
la Tabla 3 que sigue a continuacion.

[Tabla 2]
Actividad de PDHa (% de actividad de PDHt)

Higado Tejido adiposo

Compuesto
5h 20 h 5h 20 h

Vehiculo | 3 mg/kg | Vehiculo [ 3 mg/kg [ Vehiculo | 3 mg/kg | Vehiculo | 3 mg/kg

Compuesto (2h) [ 133 50+6 13+3 31+5 31+£10 50+2 31+10 | 4412

Compuesto (3) 13+3 56 +8 13+3 32+9 31+£10 70+9 31+£10 42 +3

Compuesto (A) 13+3 35+6 13+3 16+10 | 31+£10 32+14 | 31%10 24+7

Compuesto (B) 13+3 437 13+3 10+3 31+£10 590+5 31+£10 30+4

Compuesto (C) 13+3 44 +5 13+3 13+3 31+£10 53+4 31+£10 2817

Compuesto (D) 13+3 41 +£15 13+3 20+1 31+£10 43 +7 31+£10 24+3

media + D.T. (n = 3)

[Tabla 3]
Actividad de PDHa (% de actividad de PDHt)

Higado Tejido adiposo

Compuesto
5h 20 h 5h 20 h

Vehiculo | 3 mg/kg | Vehiculo | 3 mg/kg | Vehiculo | 3 mg/kg | Vehiculo | 3 mg/kg

Compuesto (2) | 28+6 | 74+12 | 28+6 | 50+16 | 42+4 | 88+11 | 42+4 | 6115

media + D.T. (n = 3)
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Ejemplo Experimental 3: Efecto de la administracion repetida del compuesto de ensayo sobre HbAlc en ratas ZDF
(Método experimental)

Las ratas Zucker Obesas Diabéticas (macho, 7 semanas de edad, CHARLES RIVER LABORATORIES JAPAN
INC.), un modelo animal para diabetes tipo 2, a las que se administra una dieta purificada (dieta con grasa al 5,9 %,
Oriental Yeast Co., Ltd.) se asignaron al grupo de vehiculo y a los grupos de compuesto de ensayo de modo que no
se produjera sesgo en los niveles de glucosa e insulina en plasma, niveles de HbAlc y pesos corporales. Las dosis
orales repetidas del compuesto de ensayo (1 mg/kg/5 ml) se administraron las ratas una vez al dia a 3 h antes del
periodo de oscuridad. Una solucion de metilcelulosa acuosa al 0,5 % se administrd por via oral de la misma manera
a las ratas del grupo de vehiculo. En el dia 14 de la administracién, las muestras de sangre se recogieron de la vena
de la cola y se midio el nivel de HbAlc (%). El analisis estadistico se realiz6 mediante ensayos de Dunnett. Los
valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

Los resultados obtenidos usando el compuesto (2) y el compuesto (3) como compuestos de ensayo se muestran en
la Tabla 4 que sigue a continuacion.

[Tabla 4]
HbAlc (%)
Compuesto
Vehiculo 1 mg/kg

Compuesto (2) 3,6+0,3 3,2+0,1*%

Compuesto (3) 3,7+0,2 3,4+0,1*%
dia 14 de administracion
media + D.T. (n = 10)
*p < 0,05 con respecto al grupo de vehiculo (ensayo de Dunnett)

Ejemplo Experimental 4: Ensayo de pinzamiento zonal de células completas de hERG (Gen humano Relacionado
con Eter-a-go-go)

(Método experimental)

Usando células HEK293 transfectadas con el gen humano relacionado con éter-a-go-go (hERG) (Cytomyx Limited),
se examind una influencia en la corriente de hERG de acuerdo con la técnica de pinzamiento zonal de células
completas. Las células HEK293 transfectadas con hERG se pasaron usando una incubadora de CO; (BNA-111,
TABAI ESPEC CORP.) en las condiciones establecidas de 37 °C, CO; al 5 %, humedad saturada. Los recipientes de
cultivo usados fueron un matraz de 75 cm? Revestido con Colageno Tipo | (4123-010, AGC TECHNO GLASS CO.,
Ltd.) y placa de cultivo de 35 mm Revestida con Colageno Tipo | (4000-010, AGC TECHNO GLASS CO., Ltd.). El
medio de cultivo usados fue E-MEM (Medio Esencial Minimo de Eagle (Sales de Earle, laboratorio biomédico
Nikken) afiadido con FCS al 10 % (suero de ternera fetal, BioWest, L.L.C.) y Soluciéon de Aminoacidos No Esenciales
MEM de al 1 % (NEAA, Invitrogen Corporation). A esto se le afiadié geneticina para la seleccion de células que
expresan el gen hERG hasta una concentracion de 400 pg/ml. Como las células para la medicién, Se sembraron
3 x 10* células HEK293 transfectadas con hERG en una placa de cultivo de 35 mm, de 4 a 7 dias antes de la
medicidn de la corriente de hERG. La placa de cultivo producida para la medicién contenia el medio de cultivo
mencionado anteriormente sin geneticina (Invitrogen Corporation).

La concentracién de evaluacion mas elevada de cada compuesto se determind a partir de la concentracion mas
elevada a la que no se encontraba precipitacion en el fluido extracelular patron (NaCl: 140 mmol/l, KCI: 2,5 mmol/l,
MgClz: 2 mmol/l, CaClz: 2 mmol/l, HEPES: 10 mmol/l, glucosa: 10 mmol/l (ajustado a pH 7,4 con Tris-base)). Como
método de aplicacion, cada solucién a aplicar se expulsé de un tubo en forma de Y que tenia un diametro de punta
de aproximadamente 0,25 mm, que era adyacente (aproximadamente 2 mm) a las células, y se aplico a las células.
La tasa de expulsion era aproximadamente 0,4 ml/min.

El experimento se realizé a temperatura ambiente en un microscopio de contraste de fases. La placa de cultivo de 35
mm sembrada con las células se coloco en un aparato de medicion, y el fluido extracelular patrén se aplicé de forma
continua a las células desde el tubo en forma de Y. Un electrodo de vidrio para la mediciéon se cargé con un fluido
intracelular (Gluconato Potasico: 130 mmol/l, KCI: 20 mmol/l, MgCl.: 1 mmol/l, ATP-Mg: 5 mmol/l, EGTA: 3,5 mmolll,
HEPES: 10 mmol/l (ajustado a pH 7,2 con Tris-base)). Un método de pinzamiento zonal de células completas
convencional se aplico a las células, y el potencial eléctrico de mantenimiento se ajusté a - 80 mV. Bajo un potencial
eléctrico fijo, la corriente de la célula completa se amplific6 con un amplificador para pinzamiento zonal
(AXOPATCH-200B, Axon Instruments, Inc.), y los datos se cargaron en un ordenador (IMC-P642400, Intermedical
Co., Ltd.) usando un software de andlisis y adquisicion de datos (pCLAMP 9.2, Axon Instruments, Inc.).
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La medicién de la corriente de hERG se realizé en las dos etapas que siguen a continuacién. En ambos casos, la
corriente de hERG se inicio proporcionando un potencial de sefial de control (potencial eléctrico de mantenimiento -
80 mV, prepulso +20 mV, 1,5 s, pulso de ensayo -50 mV, 1,5 s).

Etapa (1): El potencial de sefial de control mencionado anteriormente se proporcion6 a 0,1 Hz durante 2 min.

Etapa (2): El potencial de sefial de control mencionado anteriormente se sometié a resta de P/3 de pCLAMP 9.2 para
retirar la corriente de fuga. Esto se repitid tres veces y un promedio del mismo se tomé como corriente de hERG.

Después de la etapa (1), se realiz6 la Etapa (2) (aproximadamente 3 min), y la corriente maxima en la cola obtenida
por aplicacion de un pulso de ensayo a la corriente de hERG obtenida con el método de la etapa (2) se tomé como
un valor de corriente de hERG. En lo sucesivo, las operaciones de (1) y (2) se repitieron de forma alternativa hasta la
finalizacion del experimento y el valor de la corriente de hERG se midié.

El valor de la corriente de hERG estable se registro tres veces (aproximadamente 10 min), y el fluido extracelular
patron se intercambié de forma instantanea con cada fluido de aplicacién. El valor de la corriente de hERG se midio
tres veces (aproximadamente 10 min) de la misma manera durante la perfusién del fluido de aplicacion, y el valor de
la corriente obtenido con la 32 medicién se tomé como un valor de corriente de hERG después de la perfusion del
fluido de aplicacion.

Los datos para cada célula se convirtieron en un valor relativo con un promedio de los tres valores de corriente de
hERG registrados aproximadamente 10 min antes de la perfusion del fluido de aplicacion (antes del valor) como un
100 %. Esto se midi6 para dos células, y un promedio de los mismos se calcul6 como Corriente relativa (%).

Corriente relativa (%)=100=A+B

A: valor de la corriente de hERG después de perfusion del fluido de aplicacion
B: promedio de los tres valores de la corriente de hERG registrados aproximadamente 10 min antes de la
perfusion del fluido de aplicacion (antes del valor)

Ademas, una tasa de supresion en el grupo de DMSO se calculé de acuerdo con la férmula que sigue a
continuacion.

Tasa de supresion (%}=100-{C+D} =100

C: promedio de corriente relativa (%) de los respectivos grupos de compuesto de ensayo
D: promedio de corriente relativa (%) del grupo de DMSO

Los resultados obtenidos usando el compuesto (2), el compuesto (3), el compuesto (A), el compuesto (B), el
compuesto (C) y el compuesto (D) como compuestos de ensayos se muestran en la Tabla 5 que sigue a
continuacion.

[Tabla 5]

Compuesto de ensayo Concentracion® (umol/l) Tasa de inhibicién (%) Valor de Clso (umol/l)
Compuesto (2) 30 24,4 > 30
Compuesto (3) 30 27,3 > 30
Compuesto (A) 10 11,8 >10
Compuesto (B) 1 17,4 3,6

10 72,9
Compuesto (C) 3 115 13,2
30 69,0
Compuesto (D) 3 9,4 14,2
30 67,5
a): La concentracion de evaluacion mas elevada de cada compuesto se establecio a partir de la concentracion
mas elevada a la que no se encontré precipitacion en el fluido extracelular patrén.
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Ejemplo Experimental 5: Ensayo de estabilidad metabdlica en microsoma hepatico
(Método experimental)

El microsoma hepético humano (preparado por Xenotech, H0620, concentracion final (después de dilucién), 0,2 mg
de proteina/ml) se suspendio en tampo6n de fosfato potasico 100 mM (pH 7,4, que contenia fosfato de dinucleétido
de B-nicotinamida y adenina: 1,3 mM, D-glucosa-6-fosfato: 3,3 mM, cloruro de magnesio: 3,3 mM, glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa: 0,45 U/ml), y se mezcld adicionalmente con un compuesto de ensayo disuelto en MeCN/DMSO
(95/5) (concentracion final 5 uM). La mezcla se incub6 a 37 °C durante 10 min y 60 min, se afiadié acetonitrilo que
contenia &acido formico (concentracién final de un 0,1 %), y la mezcla se centrifugd. El compuesto de ensayo (sin
modificar) en el sobrenadante se midi6 mediante cromatografia liquida de alto rendimiento/espectrometria de masas
(LC/MS) (fabricado por Waters, LC: Acquity UPLC, Detector de MS:SQ o Detector de TQ). La proporcién residual
(%) se calculé a partir del valor de medicién obtenido.

Los resultados obtenidos usando el compuesto (2), el compuesto (3), el compuesto (A), el compuesto (B), el
compuesto (C) y el compuesto (D) como compuestos de ensayo se muestran en la Tabla 6 que sigue a continuacion.

[Tabla 6]
Estabilidad en microsoma hepéatico (% de proporcion residual)
Compuesto de
ser humano rata
ensayo

10 min 60 min 10 min 60 min
Compuesto (2) 98,8 96,5 98,8 100,0
Compuesto (3) 98,4 85,9 102,7 95,8
Compuesto (A) 34,8 0,0 24,8 0,0
Compuesto (B) 98,0 88,2 1011 92,1
Compuesto (C) 94,0 75,1 94,2 85,3
Compuesto (D) 105,4 101,5 105,2 105,1

Aplicabilidad Industrial

Dado que el compuesto de la presente invencién o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo tiene una
actividad inhibitoria de PDHK, éste es util como un principio activo de un medicamento para la profilaxis o
tratamiento de diabetes (diabetes tipo 1, diabetes tipo 2, etc.), sindrome de resistencia a la insulina, sindrome
metabdlico, hiperglucemia, hiperlactacidemia, complicaciones diabéticas (neuropatia diabética, retinopatia diabética,
nefropatia diabética, cataratas, etc.), insuficiencia cardiaca (insuficiencia cardiaca aguda, insuficiencia cardiaca
cronica), cardiomiopatia, isquemia de miocardio, infarto de miocardio, angina de pecho, dislipidemia, aterosclerosis,
enfermedad arterial periférica, claudicacion intermitente, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, isquemia
cerebral, ictus hemorragico, enfermedad mitocondrial, encefalomiopatia mitocondrial, cancer, hipertension pulmonar
o enfermedad de Alzheimer.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto representado por la férmula [I]:

[13

enlaqueneslo?2,
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o un solvato del mismo.

10 2. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, que se representa con las férmulas:

15

113 -

4. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 2, que se representa con la férmula [llh]:
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5. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, que se representa con la férmula [l11]:

6. Una composicion farmacéutica que comprende el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o un solvato del mismo y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

7. Un inhibidor de PDHK que comprende el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o un solvato del mismo.

8. Un inhibidor de PDHK1 que comprende el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
5, 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo o un solvato del mismo.

9. Un inhibidor de PDHK2 que comprende el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
5, 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo o un solvato del mismo.

10. Un agente hipoglucémico que comprende el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 5, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo o un solvato del mismo.

11. Un agente para reducir el acido lactico, que comprende el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo o un solvato del mismo.

12. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, o un solvato del mismo para uso en la profilaxis o el tratamiento de diabetes, sindrome de
resistencia a la insulina, sindrome metabdlico, hiperglucemia, hiperlactacidemia, complicaciones diabéticas,
insuficiencia cardiaca, cardiomiopatia, isquemia de miocardio, infarto de miocardio, angina de pecho, dislipidemia,
aterosclerosis, enfermedad arterial periférica, claudicacion intermitente, enfermedad pulmonar obstructiva crénica,
isquemia cerebral, ictus hemorragico, enfermedad mitocondrial, encefalomiopatia mitocondrial, cancer o hipertensién
pulmonar.
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13. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacién 12, en donde la diabetes es diabetes tipo 1 o diabetes
tipo 2.

14. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde las complicaciones diabéticas se
seleccionan entre el grupo que consiste en neuropatia diabética, retinopatia diabética, nefropatia diabética y
cataratas.

15. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde la insuficiencia cardiaca es insuficiencia
cardiaca aguda o insuficiencia cardiaca crénica.

16. Un agente para uso en la profilaxis o el tratamiento de diabetes, sindrome de resistencia a la insulina, sindrome
metabdlico, hiperglucemia, hiperlactacidemia, complicaciones diabéticas, insuficiencia cardiaca, cardiomiopatia,
isquemia de miocardio, infarto de miocardio, angina de pecho, dislipidemia, aterosclerosis, enfermedad arterial
periférica, claudicacion intermitente, enfermedad pulmonar obstructiva cronica, isquemia cerebral, ictus hemorragico,
enfermedad mitocondrial, encefalomiopatia mitocondrial, cancer o hipertension pulmonar, que comprende el
compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo o un solvato del mismo.

17. El agente para uso de acuerdo con la reivindicacion 16, en donde la diabetes es diabetes tipo 1 o diabetes tipo 2.

18. El agente para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 16, en donde las complicaciones diabéticas se seleccionan
entre el grupo que consiste en neuropatia diabética, retinopatia diabética, nefropatia diabética y cataratas.

19. El agente para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 16, en donde la insuficiencia cardiaca es insuficiencia
cardiaca aguda o insuficiencia cardiaca crénica.
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