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DESCRIPCION
Compuestos de aminotiazina

La presente invencién se refiere a nuevos compuestos de aminotiazina, a composiciones farmacéuticas que com-
prenden los compuestos, a los compuestos para su uso en el tratamiento de trastornos fisioldgicos, y a compuestos
intermedios y procedimientos Utiles en la sintesis de los compuestos.

La presente invencion pertenece al campo del tratamiento de la enfermedad de Alzheimer y otras enfermedades y
trastornos que implican al péptido amiloide § (Abeta), un segmento péptido neurotdxico y altamente agregador de la
proteina precursora del amiloide (APP). La enfermedad de Alzheimer es un trastorno neurodegenerativo devastador
que afecta a millones de pacientes en todo el mundo. A la vista de los agentes en el mercado actualmente aproba-
dos que proporcionan beneficios sintomaticos, Unicamente transitorios, al paciente, existe una necesidad no atendi-
da significativa en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por la generacion, agregacion, y deposicion de Abeta en el cerebro. Se
ha mostrado que la inhibicién completa o parcial de B-secretasa (enzima de escision de la proteina precursora del
amiloide en el sitio 3; BACE) tiene un efecto significativo sobre patologias relacionadas con la placa o dependientes
de la placa en modelos de ratones, lo que sugiere que, incluso pequefias reducciones en los niveles de péptido
Abeta, podrian dar como resultado una reduccioén significativa a largo plazo en la carga de la placa y de déficits
sinapticos, proporcionando, de esta forma, beneficios terapéuticos significativos, particularmente en el tratamiento de
de la enfermedad de Alzheimer.

El Documento WO 2014/013076 divulga derivados de isotiourea que son inhibidores de BACE Utiles para el trata-
miento de enfermedades neurodegenerativas causadas por el péptido Abeta, tal como demencia del tipo de Alzhei-
mer. La Patente de EE.UU. No. 8.158.620 divulga derivados de aminodihidrotiazina fusionados que poseen actividad
inhibidora de BACE, y se han divulgado ademas como agentes terapéuticos utiles para una enfermedad neurodege-
nerativa causada por el péptido Abeta, tal como la demencia del tipo de Alzheimer.

Los inhibidores de BACE con penetracion del sistema nervioso central (CNS) son deseados para proporcionar tra-
tamientos para trastornos mediados por el péptido Abeta, tal como la enfermedad de Alzheimer. La presente inven-
cién proporciona ciertos nuevos compuestos que son inhibidores de BACE. Ademas, la presente invencion propor-
ciona ciertos nuevos compuestos que penetran el CNS, tiene un perfil de efecto secundario mejorado, y propiedades
fisicoquimicas mejoradas, tal como solubilidad mejorada.

De acuerdo con ello, la presente invencién proporciona un compuesto de Férmula |
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La presente invencién proporciona igualmente un compuesto de Férmula | o una sal aceptable farmacéuticamente
del mismo para su uso en la inhibicion de BACE.

La presente invencién proporciona igualmente un compuesto de Férmula | o una sal aceptable farmacéuticamente
del mismo para su uso en la inhibicién de la escisidon mediada por BACE de proteina precursora de amiloide.

La presente invencién proporciona igualmente un compuesto de Férmula | o una sal aceptable farmacéuticamente
del mismo para su uso en la inhibicién de la produccion del péptido Abeta.

Ademas, esta invencién proporciona un compuesto de Férmula | o una sal aceptable farmacéuticamente del mismo
para su uso en terapia. Ademas, esta invencién proporciona un compuesto de Férmula | o una sal aceptable far-
macéuticamente del mismo para su uso en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Esta invencion proporcio-
na un compuesto de Férmula | o una sal aceptable farmacéuticamente del mismo para su uso en la prevencién de la
progresion del deterioro cognitivo moderado a la enfermedad de Alzheimer. Incluso ademas, esta invencion propor-
ciona el uso de un compuesto de Férmula |, o una sal aceptable farmacéuticamente del mismo, para la fabricacién
de un medicamento para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Esta invencion proporciona igualmente el
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uso de un compuesto de Férmula |, o una sal aceptable farmacéuticamente del mismo, para la fabricaciéon de un
medicamento para la prevencion de la progresion del deterioro cognitivo moderado a la enfermedad de Alzheimer.

La invencioén proporciona ademas una composicion farmacéutica, que comprende un compuesto de Férmula |, o una
sal aceptable farmacéuticamente del mismo, con uno o mas vehiculos, diluyentes o excipientes, aceptables farmac-
éuticamente. En una realizacién particular, la composiciéon comprende ademas uno o mas de otros agentes terapéu-
ticos. La presente invencion abarca igualmente nuevos compuestos intermedios y procedimientos para la sintesis de
los compuestos de Férmula I.

El término “prevencion de la progresion del deterioro cognitivo moderado a la enfermedad de Alzheimer” incluye el
retardo, detencion, o reversion de la progresion del deterioro cognitivo moderado a la enfermedad de Alzheimer en
un paciente.

Tal como se usa en la presente invencion, los términos “tratamiento” o “para tratar” incluye la contencion, retardo,
detencidn, o reversion de la progresion o severidad de un sintoma o trastorno existente.

Tal como se usa en la presente invencion, el término “paciente” se refiere a un humano.

El término “ inhibicién de la produccion de péptido Abeta” se toma para indicar la disminucion de los niveles in vivo
de péptido Abeta en un paciente.

Tal como se usa en la presente invencion, el término “cantidad eficaz” se refiere a la cantidad o dosis de compuesto
de la invencion, o una sal aceptable farmacéuticamente del mismo, la cual, mediante administracién de dosis indivi-
dual o multiple al paciente, proporciona el efecto deseado en el paciente bajo diagnosis o tratamiento.

Una cantidad eficaz puede ser facilmente determinada por el diagnosticador que le esté atendiendo, tal como un
experto en la técnica, mediante el uso de técnicas conocidas y mediante la observacion de resultados obtenidos bajo
circunstancias analogas. En la determinacion de la cantidad eficaz para un paciente, se consideran un cierto nimero
de factores por el diagnosticador que le esté atendiendo, incluyendo pero sin limitarse a ellos, la especie de pacien-
te; su tamafio, edad, y salud general; la enfermedad o trastorno especifico implicado; el grado de implicacién o la
severidad de la enfermedad o trastorno; la respuesta del paciente individual; el compuesto particular administrado; el
modo de administracion; las caracteristicas de biodisponibilidad de la preparacion administrada; el régimen de dosis
seleccionado; el uso de medicacion concomitante; y otras circunstancias relevantes.

Los compuestos de la presente invencion son generalmente eficaces dentro de un amplio intervalo de dosificacion.
Por ejemplo, las dosificaciones por dia normalmente estan comprendidas dentro del intervalo de aproximadamente
0,01 hasta aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal. En algunas circunstancias, niveles de dosificacion por
debajo del limite inferior del intervalo anteriormente mencionado pueden ser mas que adecuados, en tanto que en
otros casos pueden usarse dosis aun mas grandes con efectos secundarios aceptables y, por ello, el intervalo de
dosificacion anterior no esta destinado a limitar de ninguna manera el ambito de la invencion.

Los compuestos de la presente invencion estan preferiblemente formulados como composiciones farmacéuticas
administradas por cualquier via que haga al compuesto biodisponible, incluyendo las vias oral y parenteral. Lo mas
preferiblemente, dichas composiciones son para administracion oral. Dichas composiciones farmacéuticas y proce-
dimientos para la preparacion de las mismas son bien conocidas en la técnica. (Véase, por ejemplo, Remington: The
Science and Practice of Pharmacy (D.B. Troy, Editor, 21st Edition, Lippincott, Willians & Wilkins, (2006)).

Los compuestos de Férmula | son particularmente utiles en el tratamiento de los trastornos divulgados en la presente
invencion, pero ciertos grupos, substituyentes y configuraciones, son preferidos para compuestos de la Formula I.
Los parrafos siguientes describen dichos grupos, substituyentes y configuraciones preferidos. Se da por entendido
que estas preferencias son aplicables tanto a los usos como a los nuevos compuestos de la invencion.

El compuesto de la férmula siguiente en la configuracion cis:

L

o una sal aceptable farmacéuticamente del mismo, es preferido.

H,CO” N
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La N-[2-[(4aR,7aR)-2-amino-6-(5-fluoropirimidin-2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7a-il]-4-piridil]-5-meto-
xi-pirazino-2-carboxamida o una sal aceptable farmacéuticamente de la misma es ademas preferida.

La N-[2-[(4aR,7aR)-2-amino-6-(5-fluoropirimidin-2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7a-il]-4-piridil]-5-meto-
xi-pirazino-2-carboxamida es especialmente preferida.

Un experto normal en la técnica comprendera que los compuestos de la invenciéon estan comprendidos por un
nucleo que contiene dos centros quirales tal como se muestra a continuacion en el Esquema A:

Esquema A

IR
Lﬁﬁl

H3CO

Aunque la presente invencion contempla todos los enatidmeros y diasteredmeros individuales, asi como mezclas de
los enantidmeros de dichos compuestos, incluyendo racematos, los compuestos con la configuracion absoluta en los
atomos de carbono marcados como 1y 2, tal como se ilustra en el Esquema A, son compuestos preferidos de la
invencion.

Un experto normal en la técnica comprendera que los compuestos de la invenciéon pueden existir en formas tautomé-
ricas, tal como se representan en el Esquema B. Cuando se da cualquier referencia en la presente solicitud a uno de
los tautomeros especificos de los compuestos de la invencién, se da por entendido que abarca ambas formas tau-
toméricas y todas las mezclas de los mismos.

{fo {%Qf
Lﬁil‘::if&D

HyCO

Ciertos centros estereoquimicos se han dejado sin especificar con fines de claridad y no estan destinados de ningu-
na manera a limitar la ensefianza de las preparaciones y ejemplos. Ademas, los isomeros, enatiomeros, y diaste-
reémeros individuales pueden separarse o resolverse por un experto normal en la técnica, en cualquier punto con-
veniente en la sintesis de compuestos de Férmula |, mediante procedimientos tales como técnicas de cristalizacion
selectiva o cromatografia quiral (Véase, por ejemplo, J. Jacques, y otros, “Enantiomers, Racemates, and Resolu-
tions”, John Wiley and Sons, Inc., 1981, y E.L. Eliel y S.H: Wilen, “Stereochemistry of Organic Compounds”, Wiley-
Interscience, 1994). Las designaciones “isémero 1” e “isémero 2” se refieren a los compuestos que eluyen a partir
de la primera y segunda cromatografia quiral, y si la cromatografia quiral se ha iniciado al comienza de la sintesis, la
misma designacion se aplica a los compuestos intermedios y ejemplos subsiguientes.

Adicionalmente, ciertos compuestos intermedios descritos en las preparaciones siguientes pueden contener uno o
mas grupos de proteccion de nitrogeno. El grupo de proteccion variable puede ser el mismo o diferente en cada
caso, dependiendo de las condiciones de reaccion particulares y de las transformaciones particulares a realizar. Las
condiciones de proteccion y desproteccion son bien conocidas para el técnica experto y se encuentran descritas en
la literatura (Véase, por ejemplo, “Greene’s Protective Groups in Organic Synthesis”, Fourth Edition, por Peter G.M.
Wouts y Theodora W. Greene, John Wiley and Sons, Inc., 2007).

Ciertas abreviaturas se definen tal como sigue: “APP” se refiere a proteina precursora de amiloide; “DMEM” se refie-
re a Medio de Eagle modificado de Dulbecco”; “DMSO” se refiere a sulfoxido de dimetilo; “F12” se refiere a medio
F12 de Ham; “FBS” se refiere a suero bovino fetal; “FRET” se refiere a transferencia de energia de resonancia por
fluorescencia; “HB-PS” se refiere a solucion salina fisiolégica tamponada de HEPES; “HEK” se refiere a rifion em-
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briénico humano; “HEPES” se refiere a acido 2-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1illetanosulfénico; “HPLC” se refiere a
cromatografia liquida de alta eficacia; “ICso “ se refiere a la concentracion de un agente que produce el 50% de la
respuesta inhibidora maxima posible para dicho agente; “JhonPhos!’se refiere a diterc-butil-(2-fenilfenil)fosfano;
“min” se refiere a minuto o minutos; “MTBE” se refiere a metil terc-butil éter; “PDAPP” se refiere a proteina precurso-
ra de amiloide obtenido de plaquetas; “RFU” se refiere a unidad de fluorescencia relativa; “SFC” se refiere a croma-
tografia fluida supercritica; y “SEM” se refiere a error tipico de la media.

Los compuestos de la presente invencion, o las sales de los mismos, pueden prepararse mediante una diversidad de
procedimientos conocidos en la técnica, algunos de los cuales se ilustran en las Preparaciones y Ejemplos mas
adelante. Las etapas de sintesis especificas para cada una de las vias descritas pueden combinarse de diferentes
maneras para preparar los compuestos de Férmula |, o sales de los mismos. Los productos de cada etapa en las
preparaciones y ejemplos a continuacion, pueden recuperarse mediante procedimientos convencionales bien cono-
cidos en la técnica, incluyendo la extraccion, evaporacion, precipitacion, cromatografia, filtracion, trituracion, y crista-
lizacion. Los reactivos y materiales de partida se encuentran facilmente disponibles para un experto normal en la
técnica.

En una etapa opcional, una sal aceptable farmacéuticamente de un compuesto de Férmula I, tal como una sal hidro-
cloruro, puede formarse mediante la reaccién de una base libre apropiada de Férmula | con un acido aceptable far-
macéuticamente apropiado en un disolvente adecuado bajo condiciones estandar. Adicionalmente, la formacion de
dichas sales puede producirse simultaneamente mediante proteccién de un grupo de proteccion de nitrégeno. La
formacion de dichas sales es bien conocida y valorada en la técnica. Véase, por ejemplo, Gould, P.L., “Salt selection
for basis drugs”, International Journal of Pharmaceutics, vol. 33, pags. 201-217, (1986); Bastin, R.J., y otros “Salt
Selection and Optimization Procedures for Pharmaceutical New Chemical Entities”, Organic Process Research and
Development, vol. 4, pags. 427-435, (2000); y Berge, S.M., y otros, “Pharmaceuticals Salts”, Journal of Pharmaceuti-
cal Sciences, vol. 66, pags.. 1-19, (1977).

Las preparaciones y ejemplos siguientes ilustran adicionalmente la invencion.
Preparacion 1

Carbonato de (terc-butoxicarbonilamino) terc-butilo

O
g e

Una mezcla de hidrocloruro de hidroxilamina (550,0 mg, 7,9 mol), agua (5,5 I) y una solucién de heptano/MTBE (5:1,
5,5 1), se enfri6 a -5°C. Durante 2 horas, se agregd lentamente una solucidon pre-enfriada (-5°C) de di-t-
butildicarbonato (3,55 kg, 16,3 mol), trietilamina (1,67 kg, 16,5 mol) en forma de una solucién en heptano/MTBE (5:1,
1,1 1). La reaccion se agité a -5°C durante 1 hora y, a continuacién, se calenté a temperatura ambiente y se agité
durante una noche. Las capas se separaron y la capa organica se lavé dos veces con cloruro aménico acuoso satu-
rado (2 1) y solucion de cloruro sédico acuoso saturado (1 1), se secd sobre sulfato sédico, se filtro, y se concentro,
proporcionando un aceite, el cual cristalizé en forma de un sélido de color blanco. El sélido se agitd con heptano (1 1)
en un bafio de agua-hielo y se filtrd, proporcionando el producto del epigrafe (1360,2 g, 73%). RMN-"H (ds-DMSO) &
10,83-10,58 (m, 1H), 1,43 (d, J= 11,3 Hz, 18H).

Preparacién 2

Carbonato de [terc-butoxicarbonil-[(4-metoxifenil)metillamino] terc-butilo

Un reactor de 20 |, bajo nitrégeno, se cargé con carbonato de (terc-butoxicarbonilamino) terc-butilo (812,9 g, 3,48
mol), dimetilformamida (4,4 1), carbonato potasico (626,5 g, 4,52 mol) y 1- (clorometll)-4 -metoxi-benceno (462 ml, 2,56
mol). La mezcla se agité a 40°C durante una noche. El analisis mediante RMN- 'H mostré una reaccion incompleta.
Se agrego carbonato potasico adicional (626,5 g, 4,52 mol) y la mezcla se aglto a 40°C. El analisis mediante RMN-
'H después de 48 horas mostrd que la reaccion era aun |ncompleta Se agreg6 carbonato potasico adicional (482 g,
3,49 moI) y la mezcla se agité a 40°C. El analisis mediante RMN- 'H después de reaccion durante una noche mostro
reaccion completa sin material de partida remanente. Se agregaron agua (5 1) y MTBE (5 1) y las capas se separa-
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ron. La capa organica se lavé con agua (2x3 ), se seco sobre sulfato sédico y se concentrd, proporcionando el com-
puesto del epigrafe (1,21 kg, 98%). RMN-"H (ds-DMS0) & 7,20 (d, J= 8,3 Hz, 2H), 6,91 (d, J= 8,3 Hz, 2H), 3,73 (s,
2H), 3,35 (s, 3H), 1,41 (s, 18H).

Preparacién 3

Hidrocloruro de N-[(4-metoxifenil)metil]hidroxilamina

/
)
HO-N

H H-CI

Se disolvio carbonato de [terc-butoxicarbonil-[(4-metoxifenil)metillamino] ferc-butilo (1,125 kg, 3,1 mol) en 1,4-
dioxano (2,8 1) y se agreg6, gota a gota durante 1 hora y 30 minutos, una solucién de cloruro de hidrégeno (4 M en
dioxano, 3,15 |, 12,4 mol). La solucion se agité a temperatura ambiente durante una noche El producto del epigrafe
se recogié mediante filtracion en forma de un sélido de color blanco (488,0 g, 81%). RMN-"H (de-DMS0Q) & 11,71 (s,
2H), 10,94 (s, 1H), 7,44 (d, J= 8,8 Hz, 2H), 6,95 (d, J= 8,8 Hz, 2H), 4,22 (s, 2H), 3,75 (s, 3H).

Preparacioén 4

Acido 2-(alil(terc-butoxicarbonil)amino)acético
0__0O
T8
N
\)L OH
=

A un matraz de fondo redondo conteniendo carbonato potasico (100 g, 724 mmol), yoduro sdédico (110 g, 727 mmol),
dimetilformamida (300 ml), trietilamina (200 ml, 1,44 mol) y 2-propen-1-amina (24 g, 426 mmol) a 0°C, se agregd en
forma de gotas una solucion de 2-bromoacetato de etilo (60,2 g, 360 mmol) en dimetilformamida (40 ml). La reaccion
se calenté a temperatura ambiente y se agité durante 14 horas. Los soélidos se separaron mediante filtracion y se
lavaron con éter dietilico. Se agregé una solucién de cloruro sédico acuosa saturada (1 1) al filtrado y las capas se
separaron. La capa acuosa se extrajo con éter dietilico. Las fases organicas se combinaron, se secaron sobre sulfa-
to magnésico, se filtraron y el disolvente se elimind mediante presion reducida, proporcionando un residuo. A una
solucion a 0°C del residuo bruto en etanol (500 ml) y trietilamina (40 g, 395 mmol), se agregé di-t-butildicarbonato
(105 g, 467 mmol) en una sola porcién. La reaccion se calentd a temperatura ambiente y se agitdé durante 14 horas.
La reaccion se concentrd bajo presion reducida y se diluyé con agua (200 ml) y bicarbonato sodico acuoso saturado
(200 ml) y se extrajo con éter dietilico. Las fases organicas se combinaron, se secaron sobre sulfato magnésico, se
filtraron, y se concentraron bajo presion reducida, proporcionando un residuo. Este residuo se recogio en metanol
(200 ml) y se agregd hidroxido sédico 2 N (500 ml). La solucion resultante se agitdé durante 3 horas a temperatura
ambiente. El volumen se redujo a aproximadamente 200 ml bajo presion reducida vy la solucion resultante se acidi-
fico a pH 4 usando acido clorhidirco (12 N). El sélido de color naranja palido resultante se recoglo mediante filtracion,
se lavé con agua y se secd, proporcionando el compuesto del epigrafe (50 g, 65%). RMN-"H (CDCls) mezcla de dos
rotameros (50:50) & 1,43, 1,45 (s, 9H), 3,86-3,89 (m, 4H), 5,10-5,20 (m, 2H), 5,71-5,83 (m, 1H).

Preparacién 5

N-alil—N-[2-(metoxi(metil)Jamino)-2-oxo-etiljcarbamato de terc-butilo

o)
YO0
N

J

= (ONg

Se agreg6 acido 2-(alil(terc-butoxicarbonil)amino)acético (49,6 g, 156 mmol) a tetrahidrofurano (600 ml) a 0°C, se-
guido de la adicién de trietilamina (36,3 g, 359 mmol) y cloruro de pivaloilo (31 g, 353 mmol). La reaccion se agité a
temperatura ambiente durante 3 horas y, a continuacion, se enfrié a 0°C. A continuacioén, se agregaron hidrocloruro
de N,O-dimetilhidroxilamina (28 g, 283 mmol), trietilamina (33 ml, 237 mmol) y tetrahidrofurano (400 ml). El bafio de
hielo se retird y la reaccion se agité a temperatura ambiente durante 3 horas y se concentré bajo presién reducida. El
solido resultante se disolvio en agua y se extrajo con acetato de etilo. Las fases organicas se combinaron, se seca-
ron sobre sulfato sédico, se filtraron y el disolvente se eliminé mediante presion reducida, proporcionando un resi-
duo. El residuo se purificé mediante cromatografia de columna de gel de silice, eluyéndose con un gradiente de O-
50% de acetona en hexanos, proporcionando el compuesto del epigrafe (32 g, 54%). RMN-"H (CDCl3) mezcla de
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dos rotameros (60:40) & 1,42, 1,44 (s, 9H), 3,16, 3,17 (s, 3H), 3,66, 3,69 (s, 3H), 3,88-3,98 (m, 2H), 4,01-4,11 (s,
2H), 5,10-5,18 (m, 2H), 5,73-5,85 (m, 1H).

Preparacién 6

4-cloro-N-metoxi-N-metil-piridino-2-carboxamida

Cl

Se suspendio acido 4-cloropiridino-2-carboxilico (40,9 g, 259,59 mmol) en diclorometano anhidro (700 ml) con agita-
cion y con exclusion de humedad (se uso6 tubo de secado de gel de silice). La solucion resultante se enfrié a 0°C y
se agregaron N-metilmorfolina (129 ml, 1,17 mol), hidrocloruro de N,O-dimetilhidroxilamina (35,45 g, 363,43 mmol),
seguido de adicidon en porciones de hidrocloruro de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (69,67, g, 363,43
mmol). Después de completada esta adicion, la reaccion se calenté a temperatura ambiente y se agit6 a dicha tem-
peratura durante una noche. Se agregé agua (600 ml) y las capas se separaron. La capa acuosa se volvié a extraer
dos veces con diclorometano (300 ml). Las capas organicas se combinaron, se lavaron con salmuera (400 ml) y se
secaron sobre sulfato sédico anhidro. El disolvente se elimind bajo presion reducida, proporcionando un aceite de
color oscuro. Este se purifico6 mediante cromatografia de columna de gel de silice, usando un gradiente de acetato
de etilo de 0 a 50% en iso-hexano, proporcionando el compuesto del epigrafe (23,7 g, 46%). ES/MS (m/e) 201/203.

Preparacién 7
1-(4-cloropiridin-2-il)etanona

o

~ "N

o

Se agreg6 bromuro de metil magnesio (3 M en éter dietilico) (59 ml, 177,20 mmol) a tetrahidrofurano anhidro (150
ml) con agitacion bajo nitrégeno. La solucion resultante se enfrié a -15°C y se agreg6 una solucién de 4-cloro-N-
metoxi-N-metil-piridino-2-carboxamida (123,7 g, 118,13 mmol) en tetrahidrofurano anhidro (150 ml) en forma de
gotas durante 20 minutos, manteniendo la temperatura entre 0 y -15°C. Después de completada esta adicion, la
reaccion se agité a 0°C durante 45 minutos. A continuacion, la reaccion se enfrio a -15°C y se interrumpi6 lentamen-
te mediante adicioén cuidadosa en forma de gotas de agua (250 ml). Se agregaron solucién de cloruro aménico
acuoso saturado (250 ml) y éter dietilico (200 ml). Las capas se separaron y la capa acuosa se volvié a extraer dos
veces con éter dietilico (200 ml). Los extractos organicos combinados se secaron sobre sulfato sédico anhidro, se
filtraron y el disolvente se eliminé bajo presion reducida, proporcionando el compuesto del epigrafe en forma de un
aceite de color amarillo (18,6 g). ES/MS 156/158 (M+1).

Preparacién 8

2-bromo-1-(4-cloro-2-piridil)etanona

Br

]
=~ N
\I

Cl

Se disolvié 1-(4-cloropiridin-2-il)etanona (24,4 g, 156,83 mmol) en acido acético glacial (224 ml) con agitacion. Se
agreg6 una soluciéon de bromuro de hidrégeno (32% en acido acético) (34 ml), seguido de adicién lenta de bromo
(8,2 ml, 159,97 mmol). La solucion resultante se calenté a 75°C durante 3,5 horas y, a continuacion, se enfrié inme-
diatamente en un bafio de hielo. Se agregd lentamente bicarbonato sédico acuoso saturado (1 1) a la mezcla de
reaccion enfriada con agitacion, seguido de bicarbonato sédico sélido para justar el pH de la solucién a 7. A conti-
nuacion, se agrego acetato de etilo (400 ml) y las capas se separaron. La capa acuosa se volvio a extraer con aceta-
to de etilo (3x400 ml). Los extractos organicos se combinaron, se secaron sobre sulfato soédico anhidro, se filtraron y
se concentraron bajo presion reducida, proporcionando un sélido cristalino de color pardo. El sélido aislado se trituré
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con iso-hexano y se seco adicionalmente bajo vacio, proporcionando el compuesto del epigrafe (21 g). El producto
remanente en el iso-hexano se recuperé mediante cromatografia de columna de gel de silice usando un gradiente
de 0 a 40% de diclorometano en iso-hexano, proporcionando 5,5 g adicionales del producto del epigrafe, lo cual
proporcioné un rendimiento combinado (26,5 g, 72%). ES/MS (m/e) 234/236/238 (M+1).

Preparacién 9

1-(4-cloro-2-piridil)-2-(dialilamino)etanona

NSNNF
0
Z "N
cY

Se disolvié N-alilprop-2-en-1-amina (15,8 g, 158,2 mmol) en tetrahidrofurano anhidro (283 ml) bajo nitrégeno con
agitacion. Se agrego trietilamina (79 ml) y la solucién resultante se enfrié a 0°C. Se agreg6 una solucion de 2-bromo-
1-(4-cloro-2-piridil)etanona (26,5 g, 113,0 mmol) en tetrahidrofurano anhidro (126 ml) en forma de gotas (durante
esta adicion el color de la reaccion cambio desde incoloro hasta amarillo, a naranja y, a continuacion, finalmente a
rojo). Después de 1,5 horas, se agregé agua (500 ml) y el disolvente se elimind bajo presién reducida. La solucion
acuosa resultante se extrajo con acetato de etilo (5x250 ml). A los extractos organicos combinados se agrego sulfato
sodico anhidro. La suspension resultante se filtro a través de un lecho fino de gel de silice y tierra de diatomeas. El
lecho se lavd con acetato de etilo (1 1). A continuacion, el filtrado se concentré bajo presion reducida, proporcionando
el compuesto del epigrafe (23,6 g). ES/MS (m/e) 252/253 (M+1). Este compuesto intermedio tiene estabilidad limita-
da, no se almacend, y se uso directamente sin purificacion adicional.

Preparacion 10

5-alil-6a-(4-cloro-2-piridil)-1-[(4-metoxifenil)metil]-3,3a,4,6-tetrahidropirrolo[3,4-c]isoxazol

=N
.0
NN
/\

cl o~

Se disolvié 1-(4-cloro-2-piridil)-2-(dialilamino)etanona (23,6 g, 94,4 mmol) en tolueno anhidro (343 ml) con agitacion
bajo nitrégeno. Se agregaron secuencialmente hidrocloruro de N-[(4-metoxifenil)metil]hidroxilamina (27,9 g, 146,9
mmol), trietilamina (23,6 ml, 169,5 mmol) y etoxido de titanio(IV) (35,4 ml, 38,7 g, 169,5 mmol). La mezcla de reac-
cion resultante se calenté a 70°C bajo nitrégeno. Después de 8 horas la mezcla de reaccion se enfrio y se agité a
temperatura ambiente durante un fin de semana. A continuacion, se agregaron éter dietilico (1 1) y agua (500 ml). El
sélido precipitado se separo por filtracion a través de un lecho de tierra de diatomeas. El lecho se lavé intensamente
con éter dietilico (500 ml). Las fases se separaron y la fase acuosa se volvié a extraer con éter dietilico (300 ml). Las
fases organicas combinadas se secaron sobre sulfato sodico anhidro y se filtraron, proporcionando un aceite de
color pardo. Este se purifico mediante cromatografia de columna de gel de silice usando un gradiente de 0 a 20% de
tetrahidrofurano en cloroformo, proporcionando el compuesto del epigrafe en forma de un aceite de color pardo
palido (17,5 g, 40%). ES/MS (m/e) 386/388.

Preparacion 11

6a-(4-cloro-2-piridil)-1-[(4-metoxifenil)metil]-3,3a,4,6-tetrahidropirrolo[3,4-c]isoxazol-5-carboxilato de ferc-butilo
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Se disolvié 5-alil-6a-(4-cloro-2-piridil)-1-[(4-metoxifenil)metil]-3,3a,4,6-tetrahidropirrolo[3,4-clisoxazol (17,5 g, 45,35
mmol) en diclorometano anhidro (230 ml) con agitacion bajo nitrégeno. Se agregaron acido N,N-dimetilbarbiturico
(38,24 g, 244,89 mmol) y tetraquis(trifenilfosfina)paladio (5,24 g, 4,53 mmol) bajo una corriente de nitrégeno y se
bosboted nitrégeno a través de la soluciéon durante varios minutos. A continuacion, la solucién resultante se calenté a
30°C bajo nitrégeno durante 2 horas. A continuacion, la reaccion se enfrio a temperatura ambiente. Se agregaron di-
t-butildicarbonato (10,10 g, 46,26 mmol) y trietilamina (7 ml, 52,15 mmol) y la solucion resultante se agit6é a tempera-
tura ambiente durante 2 horas. La mezcla de reaccion se concentré bajo presion reducida, proporcionando un semi-
soélido de color ambarino, el cual, a continuacion, se volvié a disolver en acetato de etilo (500 ml). La solucién resul-
tante se lavo con solucion de bicarbonato sédico acuoso saturado (2x250 ml). La fase organica se seco bajo sulfato
sédico anhidro, se filtrd y se concentrd bajo presion reducida, proporcionando un aceite de color oscuro. El aceite se
purific6 mediante cromatografia de columna de gel de silice usando un gradiente de 0 a 70% de acetato de etilo en
iso-hexano, proporcionando el compuesto del epigrafe en forma de una espuma de color amarillo (14,8 g, 73%).
ES/MS (m/e) 446 (M+1).

Preparacion 12

N-alil-N-[2-(4-cloro-2-piridil)-2-oxo-etiljcarbamato de terc-butilo

ooyl K
Foh

A una solucion agitada de tetrahidrofurano (60 ml) bajo nitrégeno a -10°C (bafio de hielo-metanol) se agregé solu-
cion de complejo de cloruro de isopropilmagnesio-cloruro de litio (56,84 ml, 73,89 mmol), 1,3 M en tetrahidrofurano).
Se agregd una solucién de 2-bromo-4-cloropiridina (9,48 g, 49,28 mmol) en tetrahidrofurano (60 ml) en forma de
gotas asegurandose que la temperatura no subia por encima de los 0°C durante la adicion. Después de 40 minutos,
la solucién tiene un color naranja claro trasparente y se agregd N-alil-N-[2-(metoxi(metil)amino)-2-oxo-etillcarbamato
de terc-butilo (19,09 g, 73,89 mmol) en tetrahidrofurano (27 ml) asegurandose, nuevamente, que la temperatura no
subia por encima de los 0°C. A continuacién, después de completarse la adicion, la solucién de color pardo resultan-
se te dejo calentar a temperatura ambiente. Después de 2 horas, la reaccion se interrumpié mediante la adicion de
solucion de cloruro aménico acuoso saturado, seguido de un pequefio volumen de agua. Se agrego acetato de etilo
y las capas se separaron. La capa acuosa se volvié a extraer con acetato de etilo (4x). Las capas organicas se com-
binaron, se secaron sobre sulfato magnésico anhidro, se filtraron y se concentraron, proporcionando un aceite de
color pardo. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia de columna de gel de silice, usando un gradiente
de 0 a 30% de acetato de etilo en iso-hexano, proporcionando el producto del epigrafe en forma de un aceite de
color amarillo palido transparente (10,1 g, 66%). ES/MS (m/e) 333 (M+23).

Preparacion 13

6a-(4-cloro-2-piridil)-1-[(4-metoxifenil)metil]-3,3a,4,6-tetrahidropirrolo[3,4-c]isoxazol-5-carboxilato de ferc-butilo
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A una solucién agitada de N-alil-N-[2-(4-cloro-2-piridil)-2-oxo-etiljcarbamato de terc-butilo (10,10 g, 32,50 mmol) en
tolueno (230 ml) bajo nitrégeno, se agrego hidrocloruro de N-[(4-metoxifenil)metillhidroxilamina (6,47 g, 34,12 mmol),
trietilamina (4,76 ml, 34,12 mmol) y etdxido de titanio(IV) (14,27 ml, 68,25 mmol). La solucién resultante se calentd a
70°C bajo nitrogeno. Después de 3,5 horas la solucién se enfrié a temperatura ambiente. Se agregaron agua y ace-
tato de etilo y la suspension resultante se filtré a través de tierra de diatomeas. El lecho de tierra e diatomeas se lavo
bien con acetato de etilo. Las fases se separaron y la fase organica se lavd con salmuera, se seco sobre sulfato
magnésico anhidro, se filtrd y se concentrd, proporcionando un aceite de color naranja. El aceite se purific6 mediante
cromatografia de columna de gel de silice, usando un gradiente de 0 a 25% de acetato de etilo en iso-hexano, pro-
porcionando el compuesto del epigrafe (11,72 g, 81%) en forma de un aceite de color amarillo transparente. ES/MS
(m/e) 446 (M+1).

Preparacion 14

6a-(4-amino-2-piridil)-1-[(4-metoxifenil)metil]-3,3a,4,6-tetrahidropirrolo[ 3,4-c]isoxazol-5-carboxilato de ferc-butilo



10

15

20

25

30

35

ES 2 681285 7T3

o»\_N N.O
* Ho-

NH,

Se agregaron conjuntamente en tolueno (121 ml) 6a-(4-cloro-2-piridil)-1-[(4-metoxifenil)metil]-3,3a,4,6-tetrahidropi-
rrolo[3,4-clisoxazol-5-carboxilato de terc-butilo (9,4 g, 21,1 mmol), JohnPhos (2,0 g, 6,3 mmol), tris(dibencilideno-
acetona)dipaladio(0) (3,0 g, 3,2 mmol), benzofenona imina (7,4 ml, 42,3 mmol) y t-butdxido soédico (6,1 g, 63,4
mmol). La mezcla resultante se desgasifico intensamente mediante congelacion con nitrégeno liquido bajo una
atmodsfera de gas nitrégeno y posteriormente fusion bajo vacio en un bafio de agua a temperatura ambiente. Este
procedimiento se repitio 4 veces. A continuacion, la reaccion se calenté a 75°C con agitacion bajo nitrégeno durante
1,5 horas. La reaccion se enfrié a temperatura ambiente y se diluyd con acetato de etilo. La suspension resultante se
filtr6 a través de un lecho de diatomeas y el lecho se lavé con acetato de etilo. Los disolventes se evaporaron, pro-
porcionando la imina intermedia. Esta se volvié a disolver en metanol (235 ml) y se agregaron acetato sédico (7,0 g,
84,6 mmol) e hidrocloruro de hidroxilamina (5,9 g, 84,6 mmol). A continuacion, la mezcla resultante se agitdé a tempe-
ratura ambiente durante 1,5 horas. La reaccion se interrumpié con bicarbonato sédico acuoso y el metanol se eli-
mind bajo presion reducida. A continuacion, la capa acuosa remanente se extrajo con acetato de etilo (2x). Las ca-
pas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre sulfato magnésico anhidro, se filtraron y se
concentraron bajo presién reducida, proporcionando un aceite de color naranja. El producto bruto se purificé median-
te cromatografia de columna de gel de silice, usando un gradiente de 0 a 10% de solucién de amoniaco 2 M en
metanol en diclorometano, proporcionando el compuesto del epigrafe en forma de una goma de color pardo y frac-
ciones conteniendo el producto mezclado. Las fracciones mezcladas se combinaron y purificaron adicionalmente en
dos lotes usando cromatografia de columna de gel de silice usando un gradiente de 0 a 5% de solucion de amonia-
co 2 M en metanol en diclorometano para proporciona compuesto adicional, proporcionando un rendimiento combi-
nado del producto del epigrafe (6,72 g, 75%) en forma de un sdlido de color pardo claro. ES/MS (m/e) 427 (M+1).

Preparacion 15

6a-(4-acetamido-2-piridil)-1-[(4-metoxifenil)metil]-3,3a,4,6-tetrahidropirrolo[3,4-c]isoxazol-5-carboxilato de ferc-butilo

O\\—N 0
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Se introdujo 6a-(4-amino-2-piridil)-1-[(4-metoxifenil)metil]-3,3a,4,6-tetrahidropirrolo[3,4-clisoxazol-5-carboxilato de
terc-butilo (3,06 g, 7,17 mmol) en un matraz de 250 ml y se agregé acetato de etilo (16 ml) con agitacién bajo nitré-
geno. A la suspension resultante se agregoé anhidrido ciclico de acido 1-propanofosfénico (=50% en peso en acetato
de etilo) (11 ml, 17,92 mmol), trietilamina (3,50 ml, 25,09 mmol) y acido acético (616 pl, 10,75 mmol). La solucién
resultante se calentd a 75°C bajo nitrégeno. Después de 1 hora, la reaccion se enfrid a temperatura ambiente. Se
agregaron acetato de etilo y soluciéon de bicarbonato sddico acuoso saturado. Las capas se separaron y la fase
acuosa se volvié a extraer con acetato de etilo (2x). Las capas organicas combinadas se secaron sobre sulfato
magnésico anhidro, se filtraron y se concentraron, proporcionando el producto del epigrafe en forma de una espuma
de color ambarino (3,11 g, 92%). ES/MS (m/e) 469 (M+1).

Preparaciobn 16

N-[2-(1,3,3a,4,5,6-hexahidropirrolo[3,4-clisoxazol-6a-il)-4-piridillacetamida
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Se recogié 6a-(4-acetamido-2-piridil)-1-[(4-metoxifenil)metil]-3,3a,4,6-tetrahidropirrolo[3,4-c]isoxazol-5-carboxilato de
terc-butilo (3,11 g, 6,64 mmol) en acido trifluoroacético (10 ml) con agitacion y la solucion resultante se calenté a
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50°C. Después de 1,5 horas la reaccion se enfrid y se concentrd bajo presion reducida. El aceite de color oscuro
resultante se volvid a disolver en solucién de diclorometano/metanol y se cargd sobre dos columnas de intercambio
de iones (25 g). El material se eluyé con metanol y, a continuacion, con soluciéon 2 M de amoniaco en metanol. La
fraccion basica se concentré bajo presién reducida, proporcionando un aceite de color pardo fuerte (1,71 g, 88%).
ES/MS (m/e) 248 (M+1).

Preparacion 17

6a-(4-acetamido-2-piridil)-3,3a,4,6-tetrahidro-1H-pirrolo[3,4-clisoxazol-5-carboxilato de terc-butilo
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Se disolvié N-[2-(1,3,3a,4,5,6-hexahidropirrolo[3,4-clisoxazol-6a-il)-4-piridillacetamida (1,71 g, 5,85 mmol) en diclo-
rometano (anhidro) (13 ml) con agitacién y se agregé di-t-butildicarbonato (1,28 g, 5,86 mmol), seguido de trietilami-
na (810 pl, 5,81 mmol). La solucidn resultante se agité a temperatura ambiente durante 1 hora y 45 minutos. La
reaccion se diluyé con diclorometano y se lavo con salmuera. La capa organica se seco sobre sulfato magnésico
anhidro, se filtr6 y se evapord bajo presion reducida, proporcionando el producto del epigrafe en forma de una es-
puma de color amarillo palido (2,05 g, cuantitativo). ES/MS (m/e) 349 (M+1).

Preparacion 18

6a-(4-acetamido-2-piridil)-1-(benzoilcarbamotioil)-3,3a,4,6-tetrahidropirrolo[3,4-clisoxazol-5-carboxilato de terc-butilo

Se recogio6 6a-(4-acetamido-2-piridil)-3,3a,4,6-tetrahidro-1H-pirrolo[3,4-c]isoxazol-5-carboxilato de terc-butilo (2,05 g,
5,88 mmol) en tetrahidrofurano anhidro (15,0 ml) con agitacion bajo nitrégeno. Se agregé isotiocianato de benzoilo
(900 pl, 6,54 mmol) y la mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente bajo nitrégeno. Después de 2 horas, la
reaccion se concentré bajo presion reducida, proporcionando un aceite de color amarillo palido. El aceite se purifico
mediante cromatografia de columna de gel de silice, usando un gradiente de 20 a 100% de acetato de etilo en ciclo-
hexano, proporcionando el producto del epigrafe en forma de una espuma de color crema (2,14 g, 66%). ES/MS
(m/e) 512 (M+1).

Preparacion 19

3-(4-acetamido-2-piridil)-3-(benzoilcarbamotioilamino)-4-(hidroximetil)pirrolidino-1-carboxilato de terc-butilo

Se disolvié 6a-(4-acetamido-2-piridil)-1-(benzoilcarbamotioil)-3,3a,4,6-tetrahidropirrolo[3,4-clisoxazol-5-carboxilato de
terc-butilo (2,14 g, 3,86 mmol) en etanol (40 ml) y se introdujo en una botella de hidrogenacion Parr grande. Se
agrego hidroxido de paladio (20% en peso sobre carbon, 877 mg) bajo una atmoésfera de nitrégeno y, a continuacion,
se depositd sobre un aparato de hidrogenacion Parr y se hidrogeno a 345 kPa durante 24 horas. La suspension de
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reaccion se diluyé con etanol y se filtr6 a través de tierra de diatomeas. El lecho se lavd con acetato de etilo. Los
filtrados combinados se concentraron bajo presion reducida, proporcionando el producto del epigrafe (2,03 g, 96%),
el cual se us6 sin purificacion adicional. ES/MS (m/e) 514 (M+1).

Preparacion alternativa 19

Se disolvié 3-(4-acetamido-2-piridil)-3-amino-4-(hidroximetil)pirrolidino-1-carboxilato de terc-butilo (1,43 g, 4,08
mmol) en tetrahidrofurano anhidro (27 ml). Se agrego isotiocianato de benzoilo (578,49 pl, 4,20 mmol) y la mezcla
resultante se agité a temperatura ambiente durante 2 horas bajo nitrdgeno. A continuacion, se elimino el disolvente
bajo presion reducida, proporcionando una espuma soélida de color amarillo. Este material se purificé mediante cro-
matografia de columna de gel de silice, usando un gradiente de 0 a 100% de acetato de etilo en ciclohexano, pro-
porcionando el compuesto del epigrafe en forma de un sdlido de color blanco (2,1 g, cuantitativo). ES/MS (m/e) 514
(M+1).

Preparacion 20

3-(4-acetamido-2-piridil)-3-amino-4-(hidroximetil)pirrolidino-1-carboxilato de terc-butilo

Se disolvié 6a-(4-acetamido-2-piridil)-3,3a,4,6-tetrahidro-1H-pirrolo[3,4-c]isoxazol-5-carboxilato de terc-butilo (2,026
g,5,82 mmol) en etanol (145 ml) con ultrasonidos. La solucion resultante se cicld dos veces a través de un hidréxido
de paladio (20% en peso soportado sobre cartucho mini de carbén) a 70°C a 3 ml/min sobre un hidrogenador de flujo
que trabajaba a una presion de 8500 kPa y 100% de produccion de hidrogeno. El etanol se eliminé bajo presion
reducida, proporcionando el compuesto del epigrafe en forma de una espuma de color blanco (1,98 g) con baja
proporcion de impurezas presentes, el cual se uso6 sin purificacion adicional. ES/MS (m/e) 351 (M+1).

Preparacion 21

(cis)-7a-(4-acetamido-2-piridil)-2-benzamido-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazino-6-carboxilato de terc-butilo

yq\)\k@
ies

A una solucion agitada de 3-(4-acetamido-2-piridil)-3-(benzoilcarbamotioilamino)-4-(hidroximetil)pirrolidino-1-carbo-
xilato de terc-butilo (5,16 g, 8,53 mmol) en tetrahidrofurano (80 ml), se agregd 1,1’-carbonildiimidazol (1,84 g,11,35
mmol). La solucién resultante se agitdé a temperatura ambiente. Después de 4 horas, se agregé 1,1’-carbonildi-
imidazol adicional (968,52 mg, 5,97 mmol) y la reaccién se continué a temperatura ambiente. Después de 3,5 horas
adicionales, se habia formado completamente el aducto de imidazol intermedio, ES/MS 608 (M+1). A continuacion,
la reaccioén se calenté a 75°C, la humedad se excluyd usando un tubo de secado de gel de silice, y la mezcla se
agité durante una noche. La reaccion se enfridé a temperatura ambiente y se diluyd con acetato de etilo. La solucion
resultante se lavé con agua, se secd sobre sulfato magnésico anhidro, se filtrd y se concentré bajo presion reducida,
proporcionando un aceite de color amarillo. El residuo se purific6 mediante cromatografia de columna de gel de
silice, usando un gradiente de 0 a 100% de acetato de etilo en iso-hexano, proporcionando el compuesto del epigra-
fe (3,31 g, 78%) en forma de un sélido de color amarillo claro. ES/MS (m/e) 496 (M+1).

vt T

Preparacion 22

(cis)-N-[7a-(4-acetamido-2-piridil)-4a,5,6,7-tetrahidro-4H-pirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-2-il]benzamida racémica
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Se suspendio (cis)-7a-(4-acetamido-2-piridil)-2-benzamido-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazino-6-carboxilato
de terc-butilo racémico (3,31 g, 6,67 mmol) en diclorometano (19 ml) con agitacion. Se agreg6 acido trifluoroacético
(9,5 ml) para obtener una solucién transparente. La solucion se agitd a temperatura ambiente durante 2 horas y el
disolvente se elimind bajo presion reducida. El residuo resultante se volvid a disolver en metanol y esta solucién se
cargd sobre una columna de intercambio de iones (50 g). La columna se eluy6 con metanol (3 volimenes de colum-
na) y, a continuacion, con solucién 2 M de amoniaco en metanol (3 volimenes de columna). Los lavados basicos se
combinaron y concentraron bajo presion reducida, proporcionando el compuesto del epigrafe (2,90 g, cuantitativo),
en forma de un sélido de color amarillo. ES/MS (m/e) 396 (M+1).

Preparacion 23

(cis)-N-[7a-(4-acetamido-2-piridil)-6-(5-fluoropirimidin-2-il)-4a,5,6,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-2-il]benzamida

H/\

ofx

A una solucion agitada de (cis)-N-[7a-(4-acetamido-2-piridil)-4a,5,6,7-tetrahidro-4H-pirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-2-il]benza-
mida racémica (2,90 g, 6,61 mmol) en 1,4 dioxano (100 ml) se agregd 5-fluoro-2-cloropirimidina (3,15 ml, 33,03
mmol) y diisopropiletilamina (5,8 ml, 33,03 mmol). La solucién resultante se agité6 a 100°C durante 18 horas con
exclusion de la humedad. El disolvente se elimind bajo presion reducida, proporcionando un aceite de color pardo. El
residuo se purificé mediante cromatografia de gel de silice, usando un gradiente de 0 a 100% de acetato de etilo en
iso-hexano, proporcionando el compuesto del epigrafe (2,60 g, 80%) en forma de un soélido de color amarillo. ES/MS
(m/e) 492 (M+1).

ity T

Preparacion 24

(cis)-7a-(4-amino-2-piridil)-6-(5-fluoropirimidin-2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-2-amina racémica

~C L

H,N

iy T

Ty,

@

A una solucién de (cis)-N-[7a-(4-acetamido-2-piridil)-6-(5-fluoropirimidin-2-il)-4a,5,6,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]-
tiazin-2-illbenzamida racémica (2,6 g, 5,3 mmol) en metanol (100 ml), se agregd hidréxido de litio (1,3 g, 52,8 mmol).
La reaccion se calenté a 70°C durante 8 horas y, a continuacion, a temperatura ambiente durante el resto de la no-
che. Durante este tiempo se precipité un sélido de color blanco y se recogié mediante filtracion. El sélido filtrado se
lavé con una pequefia cantidad de metanol y se secd, proporcionando el compuesto del epigrafe (1,1 g, 59%).
ES/MS 346 (M+1). El producto remanente en el filtrado se recuperd usando cromatografia de intercambio de iones.
El filtrado de metanol se cargd directamente sobre la columna de intercambio de iones (50 g) y se eluy6 con metanol
(3 volumenes de columna), seguido de solucién 2 M de amoniaco en metanol (3 volumenes de columna).El eluyente
basico se concentrd bajo presion reducida, proporcionando 700 mg adicionales del compuesto del epigrafe de 70%
de pureza. ES/MS 346 (M+1).

Preparacion 25
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(cis)-N-[7a-(4-amino-2-piridil)-6-(5-fluoropirimidin-2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1, 3]tiazin-2-iljcarbamato de
terc-butilo racémico

vl T

LAk

H,N

A una suspension agitada de (cis)-7a-(4-amino-2-piridil)-6-(5-fluoropirimidin-2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d]-
[1,3]tiazin-2-amina racémica (1,08 g, 3,12 mmol) en dimetilformamida (17 ml), se agreg6 di-t-butildicarbonato (1,16 g,
5,30 mmol) en diclorometano (9 ml). La suspension resultante se agité a temperatura ambiente durante un fin de
semana. La mezcla de reaccion se repartié entre diclorometano y solucion de salmuera. La fase organica se separo
y se lavd con mas solucion de salmuera. La capa organica se seco sobre sulfato magnésico anhidro, se filtr6 y se
concentroé bajo presion reducida, proporcionando un aceite de color amarillo. El residuo se purificé mediante croma-
tografia de gel de silice, usando un gradiente de 0 a 5% de solucion 2 M de amoniaco en metanol en diclorometano,
proporcionando el compuesto del epigrafe (racemato, 1,60 g con 20%de dimetilformamida/diclorometano residual)
en forma de una goma clara, la cual se us6 directamente sin purificacion adicional. ES/MS (m/e) 446 (M+1).

Preparacion 26

(cis)-N-[(4aR,7aR)-6-(5-fluoropirimidin-2-il)-7a-[4-[(5-metoxipirazino-2-carbonil)Jamino]-2-piridil]-4,4a,5,7-tetrahidropi-
rrolo[3,4-d][1,3]tiazin-2-illcarbamato de terc-butilo racémico

T

LAk
(0] NN

HyCO” N

Se disolvio (cis)-N-[7a-(4-amino-2-piridil)-6-(5-fluoropirimidin-2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-2-il]carba-
mato de terc-butilo racémico (1,01 g, 2,27 mmol) en acetato de etilo (8 ml) con agitacion. A continuacion, se agrega-
ron anhidrido ciclico de acido 1-propanofosfénico (250% en peso en solucion de acetato de etilo) (2,31 ml, 3,63
mmol), trietilamina (948 pl, 6,80 mmol) y acido 5-metoxipirazino-2-carboxilico (454 mg, 2,95 mmol). La solucion re-
sultante se calenté a 80°C bajo nitrdgeno durante 1 hora y 20 minutos y, a continuacion, se enfrié a temperatura
ambiente. La mezcla se diluyd con acetato de etilo y solucion de bicarbonato sédico acuoso saturado y las capas se
separaron. La capa acuosa se volvio a extraer con acetato de etilo. Las capas organicas se combinaron, se secaron
sobre sulfato magnésico anhidro, se filtraron y se concentraron bajo presion reducida, proporcionando un soélido de
color pardo. El residuo se purifico mediante cromatografia de gel de silice, usando un gradiente de 0 a 75% de ace-
tato de etilo en iso-hexano, proporcionando el compuesto del epigrafe (576 mg , 44%). ES/MS (m/e) 582 (M+1).

Preparacion 27

N-[(4aR,7aR)-6-(5-fluoropirimidin-2-il)-7a-[4-[(5-metoxipirazino-2-carbonil)amino]-2-piridil]-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo-
[3,4-d][1,3]tiazin-2-illcarbamato de terc-butilo

o LR ke

H

/N N =
J:l H

N

N

Se separd (cis)-N-[(4aR,7aR)-6-(5-fluoropirimidin-2-il)-7a-[4-[(5-metoxipirazino-2-carbonil)Jamino]-2-piridil]-4,4a,5,7-
tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-2-illcarbamato de terc-butilo racémico (576 mg, 0,99 mmol) en sus constituyentes
racémicos mediante SFC quiral (Columna: OJ-H, 25 cm x 21,2 mm, 5 micrémetros); Fase movil: 24% de metanol

W

HsCO
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(0,1% de amoniaco), 76% de COy; Flujo: 70 ml/min a UV 220 nm; 35°C; 12 mg por inyeccion). El segundo isémero
que eluyo (isdomero 2) es el compuesto del epigrafe (207 mg, 36%). ES/MS (m/e) 582 (M+1).

Ejemplo 1
(cis)-N-[2-[(4aR,7aR)-2-amino-6-(5-fluoropirimidin-2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][ 1, 3]tiazin-7 a-il]-4-piridil]-5-

metoxipirazino-2-carboxamida racémica
N Q
'

L
N

A una solucion de (cis)-N-[6-(5-fluoropirimidin-2-il)-7a-[4-[(5-metoxipirazino-2-carbonil)amino]-2-piridil]-4,4a,5,7-te-
trahidropi-rrolo[3,4-d][1,3]tiazin-2-illcarbamato de terc-butilo racémico (487 mg, 837,30 uymol) en diclorometano (14
ml) se agregé acido trifluoroacético (1,7 ml) y la mezcla se agit6é a temperatura ambiente durante 1,5 horas. La reac-
cion se diluyé con diclorometano y se lavo bicarbonato sédico acuoso saturado. Las capas se separaron y la capa
acuosa se volvié a extraer con diclorometano. Las capas organicas se combinaron, se secaron sobre sulfato magné-
sico anhidro, se filtraron y se concentraron bajo presion reducida, proporcionando un sélido de color blanco. El sélido
se purificd mediante cromatografia de gel de silice, usando un gradiente de 0 a 5% de solucién 2 M de amoniaco en
metanol en diclorometano, proporcionando el compuesto del epigrafe (126 mg , 31%). ES/MS (m/e) 482 (M+1).

HsCO

Ejemplo 2
N-[2-[(4aR,7aR)-2-amino-6-(5-fluoropirimidin-2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7 a-il]-4-piridil]-5-metoxipi-

razino-2-carboxamida
H
—N z S
F
at %Qﬁ

HyCO

A una solucion de N-[(4aR,7aR)-6-(5-fluoropirimidin-2-il)-7a-[4-[(5-metoxipirazino-2-carbonil)amino]-2-piridil]-4,4a,5,7-
te-trahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-2-iljcarbamato de terc-butilo (isémero 2, 207 mg, 355,90 umol) en diclorometano (6
ml) se agreg6 acido trifluoroacético (712 pl, 9,41 mmol). La solucion resultante se agitdé a temperatura ambiente
durante 1,5 horas. A continuacion, la reaccién se diluyd con diclorometano y se lavé con solucion de bicarbonato
sodico acuoso saturado. Las capas se separaron y la capa acuosa se volvio a extraer con diclorometano. Las capas
organicas se combinaron, se secaron sobre sulfato magnésico anhidro, se filtraron y se concentraron bajo presion
reducida, proporcionando un sélido de color blanco, el cual se secé en estufa de vacio a 35°C durante 5 horas, pro-
porcionando el compuesto del epigrafe (186 mg , cuantitativo. ES/MS (m/e) 482 (M+1).

Preparacion alternativa de N-[2-[(4aR,7aR)-2-amino-6-(5-fluoropirimidin-2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]-
tiazin-7a-il]-4-piridil]-5-metoxipirazino-2-carboxamida

Se separd (cis)-N-[2-[(4aR,7aR)-2-amino-6-(5-fluoropirimidin-2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7a-il]-4-
piridil]-5-metoxipirazino-2-carboxamida racémica (126 mg, 0,262 mmol) en sus enantiémeros constituyentes median-
te HPLC quiral (Columna: AD-H, 25 cm x 21,2 mm, 5 micrometros); Fase movil: relacion 1:4 de acetonitrilo a metanol
(soluciéon 20 mM de amoniaco en metanol); Flujo: 30 ml/min deteccién a UV de longitud de onda variable; 8 mg por
inyeccion).El segundo isémero que eluyo es el compuesto del epigrafe (92 mg, 73%). ES/MS (m/e) 482 (M+1).

Ejemplo 3
Hidrocloruro de (cis)-N-[2-[2-amino-6-(5-fluoropirimidin-2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7 a-il]-4-piridil]-

5-metoxipirazino-2-carboxamida racémico
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Se disolvio (cis)-N-[2-[2-amino-6-(5-fluoropirimidin-2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7 a-il]-4-piridil]-5-
metoxipirazino-2-carboxamida racémica (56 mg, 0,116 mmol) en acetonitrilo (0,35 ml), seguido de la adicion de solu-
cion 0,1 M de cloruro de hidrégeno acuoso (1,1 ml). La solucion resultante se dispuso sobre un criodeseacador du-

rante una noche, proporcionando el compuesto del epigrafe en forma de un soélido de color blanco (61 mg, 51%).
ES/MS (m/e) 482 (M+1).

HsCO

Procedimientos de ensayo in vitro

Para los ensayos enzimatico y celular in vitro, los compuestos de ensayo se prepararon en DMSO para obtener una
solucion madre 10 mM. La solucién madre se diluyé seriadamente en DMSO para obtener una curva de dilucion de
diez puntos con concentraciones de compuesto finales que oscilaron desde 10 uM hasta 0,05 nM en una placa de
fondo redondo de 96 pocillos, antes de llevar a cabo los ensayos enzimatico y de célula entera in vitro.

Ensayos de inhibicién de proteasa in vitro

Se cloné BACE1 humana (ndmero de acceso: AF 190725) procedente de ADNc de cerebro total mediante RT-PCR.
Las secuencias de nucleétidos correspondientes a las secuencias de aminoacidos #1 a 460 se insertaron dentro del
polipéptido IgG1 humano (Fc) que codifica el ADNc (Vassar y otros, Science, vol. 286, pags. 735-742, (1999)). Esta
proteina de fusion de BACE1 (1-460) y el Fc humano, denominado huBACE1:Fc, se construyd dentro del vector
pJB02. La BACE1(1-460:Fc humana (huBACE1:Fc) se expreso transitoriamente en células HEK293. 250 ug de
ADNCc de cada constructo se mezclaron con Fugene 6 y se agregaron a 1 litro de células HEK293. Cuatro dias des-
pués de la transfeccion, se recolectaron medios acondicionados para purificacion. La huBACE1:Fc se purificé me-
diante cromatografia de Proteina A. La enzima se almacend a -80°C en pequefias partes alicuotas. (Véase, Yang y
otros, J. Neurochemistry, vol. 91, (n°. 6), pags. 1249-59, (2004)).

Ensayo BACE1 FRET

Se prepararon diluciones en serie de los compuestos de ensayo tal como se ha descrito anteriormente. Los com-
puestos se diluyeron adicionalmente 20x en tampon KH2PO4. Se agregaron 10 pl de cada dilucién a cada pocillo de
las filas A a H de una placa negra de union de proteina baja correspondiente, conteniendo la mezcla de reaccion
(25 pl de KH2PO4, 50 mM, pH 4,6, TRITON X-100 1mM, 1mg/ml de albamina de suero bovino y 15 uyM de substrato
FRET) (Véase, Yang y otros, J. Neurochemistry, vol. 91, (n°. 6), pags. 1249-59, (2004)). El contenido se mezcld bien
sobre un sacudidor de placas durante 10 minutos. Se agregaron 15 pl de BACE1(1-460):Fc 200 pM (Véase, Vasser
y otros, Science, vol. 286, pags. 735-741, (1999)) en tampon de KH,PO4 a la placa que contenia el substrato y los
compuestos de ensayo para iniciar la reaccion. Se registroé la RFU de la mezcla en el tiempo 0 a la longitud de onda
de excitacion de 355 nm y la longitud de onda de emision a 460 nm, después de un breve mezclado sobre un sacu-
didor de placa. La placa de reaccién se recubrié con pelicula de aluminio y se mantuvo en una estufa humidificada
en la oscuridad a temperatura ambiente durante 16 a 24 horas. Al final de la incubacion se registré la RFU con la
misma excitacion y emision establecidas usadas en el tiempo 0. La diferencia de la RFU en el tiempo 0 y al final de
la incubacion es representativa de la actividad de BACE1 bajo el compuesto de tratamiento. Las diferencias de RFU
se representaron frente a la concentracion del inhibidor y se ajusté una curva con una ecuacion logistica de cuatro
parametros para obtener los valores ICso. (Véase Sinha y otros, Nature, vol. 402, pags. 537-540, (2000) y May y
otros, Journal of Neurosecience, vol. 31, pags. 16507-16516, (2011)).

El compuesto del Ejemplo 2 se ensay6 esencialmente tal como se ha descrito anteriormente y mostré una ICso para
BACE1 de 0,90 nM (0,36, n=10) Media + SEM.

Estos datos demuestran que el compuesto del Ejemplo 2 inhibe la actividad de la enzima BACE1 recombinante
purificada in vitro.

Ensayo de célula entera para medicion de la inhibicion del ensayo neuronal primario de PDAPP de la actividad beta-
secretasa

Igualmente, se llevé a cabo un ensayo de célula entera confirmatorio en cultivos neuronales primarios generados a
partir de ratones embriénicos transgénicos PDAPP (descritos por Games y otros, en Nature, vol. 373, pags. 523-527,
(1995) y May vy otros, en Journal of Neuroscience, vol. 31, pags16507-16516, (2011)). Se prepararon neuronas corti-
cales primarias a partir de embriones PDAPP del Dia 16 embridnico y se cultivaron en placas de 96 pocillos (15 x
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10* células/pocillo en DMEM/F12 (1:1) mas FBS al 10%).Después de 2 dias in vitro, el medio de cultivo se reem-
plaz6 con DMEM/F12 (1:1) libre de suero conteniendo suplemento B27 y 2 uM (final) de Ara-C (Sigma, C1768). Al
dia 5 in vitro, las neuronas se incubaron a 37°C durante 24 horas en la presencia/ausencia de inhibidores (diluidos
en DMSO) a la concentracion deseada. Al final de la incubacion, los medios de acondicionamiento se analizaron
para determinar la evidencia de actividad beta-secretasa, por ejemplo, mediante analisis de péptidos Abeta. Los
péptidos Abeta totales (Abeta 1-x) se midieron mediante un sandwich ELISA, usando 266 monoclonal como un anti-
cuerpo de captura y 3D6 biotinilada como anticuerpo informador. Como alternativa, se midieron los péptidos Abeta
1-40 y Abeta 1-42 mediante un sandwich ELISA, usando 2G3 monoclonal como un anticuerpo de captura para Abe-
ta 1-40, y 21F12 monoclonal como un anticuerpo de captura para Abeta 1-42. En ambos ELISAs Abeta 1-40 y Abeta
1-42 se us6 3D6 biotinilada como el anticuerpo informador (para la descripcion de anticuerpos, véase Johnson-
Wood y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol. 94, pags1550-1555, (1997)). La concentracion de Abeta liberada en
los medios acondicionados después del tratamiento del compuesto se corresponde con la actividad de BACE1 bajo
dichas condiciones. La curva de inhibicion de 10 puntos se representd y ajustd con la ecuacion logistica de cuatro
parametros para obtener los valores ICso para el efecto de reduccion de Abeta. El compuesto del Ejemplo 2 se en-
sayo6 esencialmente tal como se ha descrito anteriormente, mostrando la actividad siguiente. ICso para reduccion de
Abetai4 = 0,65 nM (£ 0,11, n=3). ICs¢ para reduccion de Abetai42 = 0,91 nM (£ 0,16, n=3).

Estos datos demuestran que el compuesto del Ejemplo 2 inhibe la produccion de Abetai.4o y de Abetass2 en células
enteras.
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REIVINDICACIONES
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o una sal aceptable farmacéuticamente del mismo.

Un compuesto de férmula:

El compuesto o sal de acuerdo con la reivindicacion 1, el cual es N-[2-[(4aR,7aR)-2-amino-6-(5-
fluoropirimidin-2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]-tiazin-7 a-il]-4-piridil]-5-metoxipirazino-2-
carboxamida.

El compuesto de acuerdo bien con la reivindicacion 1 o bien con la reivindicacion 2, el cual es N-[2-
[(4aR,7aR)-2-amino-6-(5-fluoropirimidin-2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][ 1, 3]-tiazin-7 a-il]-4-piridil]-5-
metoxipirazino-2-carboxamida.

Un compuesto o sal aceptable farmacéuticamente del mismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindi-
caciones 1-3 para su uso en terapia.

Un compuesto o sal aceptable farmacéuticamente del mismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindi-
caciones 1-3 para su uso en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

Una composiciéon farmacéutica que comprende un compuesto o una sal aceptable farmacéuticamente del

mismo, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 con uno o mas vehiculos, diluyentes, o
excipientes aceptables farmacéuticamente.
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