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DESCRIPCION

Acetato de 4-{4-[(1E)-4-(2,9-diazaespiro[5.5]undec-2-il)but-1-en-il]-2-metilbencil}-5-(propan-2-il)- 1H-pirazol-3-il beta-
D-glucopiranosido

La presente invencion se refiere a un nuevo inhibidor del SGLT1 que es una sal acetato de un compuesto pirazol, a
composiciones farmacéuticas que comprenden el compuesto, a procedimientos de uso del compuesto para tratar
trastornos fisiolégicos, y a compuestos intermedios y procedimientos Utiles en la sintesis del compuesto.

La presente invencion esta en el campo del tratamiento de la diabetes y en otras enfermedades y trastornos asocia-
dos con la hiperglucemia. La diabetes es un grupo de enfermedades que se caracterizan por altos niveles de gluco-
sa en sangre. Afecta aproximadamente a 25 millones de personas en los Estados Unidos de América y es, igual-
mente, la 72 causa de muertes en los Estados Unidos de América, de acuerdo con la 2011 National Diabetes Fact
Sheet (U.S. Department of Health and Human Services, Centers for Disease Control and Prevention). Los cotrans-
portadores de glucosa asociada con sodio (SGLT’s) son uno de los transportadores conocidos por ser responsables
de la absorcion de carbohidratos, tal como glucosa. Mas especificamente, el SGLT1 es responsable del transporte
de glucosa a través de la membrana de borde en cepillo del intestino pequefio. La inhibicion del SGLT1 puede dar
como resultado una absorcion reducida de glucosa en el intestino pequefio, proporcionando, de esta forma, una via
util para el tratamiento de la diabetes.

La Patente de EE.UU. No. 7.655.632 (EP 1544208 A1) divulga ciertos derivados de pirazol con actividad inhibidora
del SGLT1 humano, los cuales han sido divulgados ademas como utiles para la prevencion o tratamiento de una
enfermedad asociada con la hiperglucemia, tal como la diabetes. La Patente WO 2011/039338 divulga ciertos deri-
vados pirazol con actividad inhibidora del SGLT1/SGLT2, los cuales han sido divulgados ademas como de ser Utiles
para el tratamiento de enfermedades 6seas, tal como osteoporosis. La Patente WO 2013/169546 A1, publicada el 14
de Noviembre de 2013, divulga la base libre de 4-{4-[(1E)-4-(2,9-diazaespiro[5.5]undec-2-il)but-1-en-il]-2-metilbencil}-
5-(propan-2-il)-1H-pirazol-3-il beta-D-glucopiranosido.

Existe una necesidad de medicamentos alternativos y tratamiento para la diabetes. La presente invencion proporcio-
na una sal acetato de un compuesto pirazol, el cual es un inhibidor del SGLT1, y como tal, puede ser adecuado para
el tratamiento de ciertos trastornos, tal como la diabetes.

De acuerdo con ello, la presente invencién proporciona un compuesto de Férmula |

Férmula |
o hidrato del mismo.

La presente invencion proporciona igualmente una forma cristalina del compuesto de la Férmula | que esta hidrata-
do.

Ademas, la presente invencion proporciona una forma cristalina de un compuesto de Férmula I, que esta hidratado,
caracterizado por al menos uno de lo siguiente:

a. un diagrama de difraccion de polvo por rayos X que usa radiacion CuKa, que tiene un pico intenso en el
angulo de difraccion 2-teta de 5,2°, en combinacidon con uno o mas picos intensos seleccionados entre el
grupo que consiste en 7,8°, 8,0°y 10,7° (+0,2° respectivamente); y

b. un espectro *C-RMN de estado solido que comprende picos intensos referenciados con respecto a la re-
sonancia de alto campo de adamantano (6= 29,5 ppm) a: 181,8, 161,2, 160,0, 147,6 y 137,4 ppm (0,2 ppm
respectivamente);

en el que el término pico intenso significa un pico que tiene una intensidad que es al menos 5% de la del pico el mas
intenso en el espectro o el patron de energia adecuado.

La presente invencion proporciona, ademas, una forma cristalina de la Féormula | que esta hidratada, en la que el
contenido en agua a temperatura ambiente esta dentro del intervalo de 9% a 12% en peso.
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Ademas, la presente invencion proporciona un compuesto de Férmula | o hidrato del mismo para uso en terapia, en
particular, para el tratamiento de la diabetes. Ademas, la presente invencién proporciona un compuesto de Féormula |
o hidrato del mismo para uso en el tratamiento de la diabetes de tipo 1. Ademas, la presente invencién proporciona
un compuesto de Férmula | o hidrato del mismo para uso en el tratamiento de la diabetes de tipo 2. La invencién
proporciona aun un compuesto de Férmula | o hidrato del mismo para uso en el tratamiento de IGT, IFG, o sindrome
metabdlico. La presente invencién proporciona también el uso de un compuesto de Férmula | o hidrato del mismo
para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de la diabetes. Ademas, la presente invencién proporcio-
na igualmente el uso de un compuesto de Férmula | o hidrato del mismo para la fabricacion de un medicamento para
el tratamiento de la diabetes de tipo 1. La presente invencién proporciona también el uso de un compuesto de
Férmula | o hidrato del mismo para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de la diabetes de tipo 2. La
invencion proporciona también el uso un compuesto de Férmula | o hidrato del mismo para la fabricacién de un me-
dicamento para el tratamiento de IGT, IFG, o sindrome metabdlico.

La invencion proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de Féormula | o
hidrato del mismo con uno o mas vehiculos, diluyentes o excipientes aceptables farmacéuticamente. En una realiza-
cion particular, la composicion comprende ademas uno o mas de otros agentes terapéuticos. La presente invencion
abarca también nuevos compuestos intermedios y procedimientos para la sintesis del compuesto de Férmula | o
hidrato del mismo.

Ademas, la invencién proporciona un procedimiento para la preparacion de un inhibidor del SGLT1 cristalino, que
comprende la mezcla de 4-{4-[(1E)-4-(2,9-diazaespiro[5.5]undec-2-il)but-1-en-il]-2-metilbencil}-5-(propan-2-il)-1H-
pirazol-3-il beta-D-glucopiranosido con acetato de etilo himedo. La invencién proporciona ademas un procedimiento
para la preparacion de un inhibidor del SGLT cristalino, que comprende la mezcla de 4-{4-[(1E)-4-(2,9-
diazaespiro[5.5]undec-2-il)but-1-en-il]-2-metilbencil}-5-(propan-2-il)- 1H-pirazol-3-il beta-D-glucopiranosido con aceta-
to de etilo humedo y, a continuacion, la recogida del sdlido resultante.

El aislamiento y purificacion de 4-{4-[(1E)-4-(2,9-diazaespiro[5.5]undec-2-il)but-1-en-il]-2-metilbencil}-5-(propan-2-il)-
1H-pirazol-3-il beta-D-glucopiranosido (base libre) que es un sélido amorfo, requiere el uso de cromatografia, la cual
puede ser compleja. El compuesto de Férmula | permite la mejora en el aislamiento y purificacion mediante la elimi-
nacion de la cromatografia, y proporciona una forma cristalina con propiedades mejoradas de manipulacion y estabi-
lidad de forma para formulacién farmacéutica, en particular fabricaciéon comercial y almacenamiento de composicio-
nes farmacéuticas.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “pico intenso” significa un pico que tiene una intensidad que es
al menos 5% de la del pico el mas intenso en el espectro o diagrama de polvo adecuado.

@,

Tal como se usa en la presente memoria, los términos “’tratamiento” o “para tratar” incluyen restringir, retardar, parar
o invertir la progresion o severidad de un sintoma o trastorno existente.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “paciente” se refiere a un mamifero, tal como un ratén, cobayo,
rata, perro, o humano. Se sobrentiende que el paciente preferido es un humano.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “cantidad eficaz” se refiere a la cantidad o dosis de compuesto
de la invenciéon que, mediante administracion de dosis Unica 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 atienda, tal como un experto en
la materia, mediante el uso de técnicas conocidas y mediante la observacion de los resultados obtenidos bajo cir-
cunstancias analogas. En la determinacion de la cantidad eficaz para un paciente, un cierto nimero de factores son
considerados por el diagnosticador que le atienda, incluyendo, pero sin limitarse a ellos: la especie de mamifero; su
tamafio, edad, y salud general; la enfermedad o trastorno especifico implicado; el grado o implicacion 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 preparacién administrada; el régimen de dosis selec-
cionado; el uso de medicacion concomitante; y otras circunstancias relevantes.

El compuesto de Férmula | es generalmente eficaz dentro de un amplio intervalo de dosificacion. Por ejemplo, las
dosificaciones por dia entran normalmente dentro del intervalo de aproximadamente 0,01 hasta aproximadamente
30 mg/kg de peso corporal. En algunas circunstancias, los niveles de dosificacion por debajo del limite inferior del
intervalo anteriormente indicado pueden ser mas que adecuado, en tanto que, en otros casos, pueden usarse dosis
aun mayores sin causar ningun efecto secundario perjudicial y, por ello, el intervalo de dosificacidon anterior no esta
destinado a limitar de ningin modo el ambito de la invencion.

El compuesto de la invencion esta preferiblemente formulado como una composicién farmacéutica administrada por
cualquier via que haga que el compuesto sea biodisponible. Lo mas preferiblemente, dichas composiciones son para
administracion oral. Dichas composiciones farmacéuticas y procedimientos para su preparacion son bien conocidos
en la técnica. (Véase, por ejemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmaciy (D.B. Troy, Editor, 21st Edi-
tor, Lippincott, Williams & Wilkins, 2006).
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En un aspecto adicional de la invencion, el compuesto de la presente invencién puede administrarse en combinacion
con uno o0 mas agentes terapéuticos, tal como agentes antidiabéticos. La administracion en combinacion incluye la
administraciéon simultanea o secuencial. Ademas, la administracién simultanea de la combinacién puede ser en for-
ma de una Unica dosis de combinacion o dosis separadas de cada agente terapéutico. Los ejemplos de agentes
antidiabéticos incluyen metformina, un inhibidor de DPPIV, tal como sitagliptina o linagliptina; una sulfonilurea, tal
como glimepirida; una tiazolidinodiona, tal como pioglitazona; una insulina basal, tal como glargina; una insulina de
rapida actuacion, tal como HUMALOG o NOVALOG,; un agonista de GLP-1, tal como exenatida o liraglutida; un
inhibidor del SGLT2, tal como dapagliflozin o empagliflozin; Un antagonista del receptor de glucagon, tal como
LY2409021; y similares.

El compuesto de Férmula | puede prepararse tal como se ilustra en las preparaciones, ejemplos y esquemas esta-
blecidos mas adelante. Los reactivos y materiales de partida se encuentran facilmente disponibles para un experto
normal en la técnica. Salvo que se especifique lo contrario, todos los sustituyentes son tal como previamente se han
definido. Se sobrentiende que estos esquemas, preparaciones y ejemplos no estan destinados de ningin modo a
limitar el alcance de la invencion.

Los ejemplos de resoluciones incluyen técnicas de cristalizacion selectivas o de cromatografia quiral (Véase, por
ejemplo, J. Jacques, y otros, “Enantiomers, Racemates, and Resolutions”, John Wiley and Sons, Inc., 1981, y E.L.
Eliel y S.H. Wilen, “Streochemistry of Organic Compounds”, Wiley-Interscience, 1994). Debe quedar claro ademas
para un experto normal en la técnica que el asilamiento y separacion, mediante cromatografia, cromatografia quiral o
cristalizacion selectiva, de los diasteredmeros individuales o isdmeros geométricos puede llevarse a cabo en cual-
quier punto conveniente en la sintesis.

Tal como se usa en la presente invencion, “d” se refiere a partes por millon mas abajo del tetrametilsilano, “min” se
refiere a minuto o minutos; “THF” se refiere a tetrahidrofurano; “MeOH” se refiere a metanol o alcohol metilico;
“HPLC” se refiere a cromatografia liquida de alta eficacia. El término “Ac” se refiere a un acetilo substituido de la

estructura siguiente:
o}
H@k

El término “Bz” se refiere a un substituyente benzoilo de la estructura siguiente:

El témino “BOC” se refiere a un grupo de proteccion t-butiloxicarbonilo.
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Preparacién 1

(4-bromo-2-metil-fenil)metanol
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Esquema 1, etapa A: Agregar complejo de borano-tetrahidrofurano (0,2 mol, 200 ml, solucion 1,0 M) a una solucion
de acido 4-bromo-2-metilbenzoéico (39 g, 0,18 mol) en tetrahidrofurano (200 ml). Después de 18 horas a temperatura
ambiente, separar el disolvente bajo la presion reducida, para dar un sdlido. Purificar mediante cromatografia ul-
trarrapida para proporcionar el compuesto del epigrafe en forma de un sélido de color blanco (32,9 g, 0,16 mol). 'H-
RMN (CDCls); 8 1,55 (s, 1H), 2,28 (s, 3H), 4,61 (s, 2H), 7,18-7,29 (m, 3H).

Sintesis alternativa de (4-bromo-2-metil-fenil)metanol

Se agregd complejo de borano-sulfuro de dimetilo (2 M en THF; 116 ml, 0,232 mol) lentamente a una solucion de
acido 4-bromo-2-metilbenzédico (24,3 g, 0.113 mol) en tetrahidrofurano anhidro (THF, 146 ml) a 3°C. Después de
agitacion en frio durante 10 min, el bafio de enfriamiento se retird y la reaccion se dejoé calentar lentamente a tempe-
ratura ambiente. Después de 1 hora, la solucion se enfrié a 5°C, y se agreg6 lentamente agua (100 ml). Se agrego
acetato de etilo (100 ml) y las fases se separaron. La capa organica se lavo con solucion de NaHCO3 acuosa satu-
rada (200 ml) y se sec6 sobre Na,SO,. La filtraciéon y concentracion bajo presion reducida proporciond un residuo, el
cual se purificé mediante filtracion a través de un lecho pequefio de silice, eluyéndose con acetato de etilo al
15%l/iso-hexano, proporcionando el compuesto del epigrafe (20,7 g, 91,2% de rendimiento). MS (m/z): 183/185
(M+1-18).

Preparacién 2

4-bromo-1-clorometil-2-metil-benceno

Br

Cl

Esquema 1, etapa B: Agregar cloruro de tionilo (14,31 ml, 0,2 mol) a una solucién de (4-bromo-2-metil-fenil)metanol
(32,9 g, 0,16 mol) en diclorometano (200 ml) y dimetilformamida (0,025 mol, 2,0 ml) a 0°C. Después de 1 hora a
temperatura ambiente, verter la mezcla en hielo-agua (100 g), extraer con diclometano (300 ml), lavar el extracto con
bicarbonato sédico acuoso al 5% (30 ml) y salmuera (200 ml), secar sobre sulfato sédico y concentrar bajo presién
reducida, para obtener el compuesto del epigrafe bruto en forma de un sdlido de color blanco (35,0 g, 0,16 mol). El
material se usé para la siguiente etapa de reaccién sin purificacion adicional. 'H-RMN (CDCls): & 2,38 (s, 3H), 4,52
(s, 2H), 7,13-7,35 (m, 3H).

Sintesis alternativa de 4-bromo-1-clorometil-2-metil-benceno

Se agregd lentamente cloruro de metanosulfonilo (6,83 ml, 88,3 mmol) a una solucion de (4-bromo-2-metil-
fenil)metanol (16,14 g, 80,27 mmol) y trietilamina (16,78 ml, 120,4 mmol) en diclorometano (80,7 ml) enfriado en
hielo/agua. La mezcla se dejo calentar lentamente a temperatura ambiente y se agité durante 16 horas. Se agregé
cloruro de metanosulfonilo adicional (1,24 ml, 16,1 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 2
horas. Se agregé agua (80 ml) y las fases se separaron. La capa organica se lavé con acido clorhidrico (1 N, 80 ml),
a continuacion con solucion de bicarbonato sédico acuoso saturado (80 ml), a continuacion con agua (80 ml) y se
secO sobre Na»SO,. La filtracion y concentracion bajo presion reducida proporciond un residuo, el cual se purificd
mediante cromatografia ultrarrapida (eluyendo con hexano), para dar el compuesto del epigrafe (14,2 g, 80,5% de
rendimiento). "H-RMN (300,11 MHz, CDCl3): & 7,36-7,30 (m, 2H), 7,18 (d, J= 8,1 Hz, 1H), 4,55 (s, 2H), 2,41 (s, 3H).

Preparacién 3

4-[(4-bromo-2-metil-fenil)metil]-5-isopropil-1H-pirazol-3-ol

Br

"ZI

N\

7

OH

Esquema 1, etapa C: Agregar hidruro sdédico (8,29 g, 0,21 mol, 60% de dispersion en aceite) a una solucién de 4-
metil-3-oxovalerato de metilo (27,1 ml, 0,19 mol) en tetrahidrofurano a 0°C. Después de 30 minutos a temperatura
ambiente, agregar una solucion de 4-bromo-1-clorometil-2-metil-benceno (35,0 g, 0,16 mol) en tetrahidrofurano (50
ml). Calentar la mezcla resultante a 70°C durante una noche (18 horas). Agregar HCI 1,0 M (20 ml) para interrumpir
la reaccion. Extraer con acetato de etilo (200 ml), lavar el extracto con agua (200 ml) y salmuera (200 ml), secar
sobre NazSOy, filtrar y concentrar bajo presion reducida. Disolver el residuo resultante en tolueno (200 ml) y agregar
monohidrato de hidracina (23,3 ml, 0,48 mol). Calentar la mezcla a 120°C durante 2 horas con un aparato Dean-
Stark para separar el agua. Enfriar y separar el disolvente bajo presiéon reducida, disolver el residuo con diclorome-
tano (50 ml) y metanol (50 ml). Verter esta solucion lentamente en un vaso de pico con agua (250 ml). Recoger el

6
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producto precipitado resultante mediante filtracion en vacio. Secar en vacio en una estufa durante una noche a 40°C,
para proporcionar el compuesto del epigrafe en forma de un sélido (48,0 g, 0,16 mol). MS (m/z): 311,0 (M+1), 309,0
(M-1).

Sintesis alternativa de 4-[(4-bromo-2-metil-fenil)metil]-5-isopropil-1H-pirazol-3-ol

Se prepar6 una solucion de 4-bromo-1-clorometil-2-metil-benceno (13,16 g, 59,95 mmol) en acetonitrilo (65,8 ml). Se
agregaron carbonato potasico (24,86 g, 179,9 mmol), yoduro potasico (11,94 g, 1,94 mmol) y 4-metil-3-xovalerato de
metilo (8,96 ml, 62,95 mmol). La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 20 horas. Se agrego
acido clorhidrico (2 N) para dar un pH 3. La solucién se extrajo con acetato de etilo (100 ml), la fase organica se lavo
con salmuera (100 ml) y se seco sobre Na>SO4. La mezcla se filtré y se concentrd bajo presion reducida. El residuo
se disolvio en tolueno (65,8 ml) y se agregd monohidrato de hidracina (13,7 ml, 0,180 mol). La mezcla resultante se
calento a reflujo y el agua se separé usando un aparato Dean-Stark. Después de 3 horas, la mezcla se enfrié a 90°C
y se agregd monohidrato de hidracina adicional (13,7 ml, 0,180 mol) y la mezcla se calent6 a reflujo durante 1 hora.
La mezcla se enfrid y concentré bajo presion reducida. El sélido resultante se trituré con agua (200 ml), se filtré y se
seco en una estufa de vacio sobre P,Os a 60°C. El sdlido se trituré en iso-hexano (200 ml) y se filtrd, dando el com-
puesto del epigrafe (14,3 g, 77,1% de rendimiento). MS (m/z): 309/311 (M+1).

Preparacion 4
4-(4-bromo-2-metilbencil)-5-(propan-2-il)-1H-pirazol-3-il 2,3,4,6-tetra-O-benzoil-beta-D-glucopiranosido

0]
©/u\o
Lty

Esquema1, etapa D: A un matraz de 1 litro, agregar 4-[(4-bromo-2-metil-fenil)metil]-5-isopropil-1H-pirazol-3-ol (20 g,
64,7 mmol), tetrabenzoato de alfa-D-glucopiranosil bromuro (50 g, 76 mmol), cloruro de benciltributilamonio (6 g,
19,4 mmol), diclorometano (500 ml), carbonato potasico (44,7 g, 323 mmol) y agua (100 ml). Agitar la mezcla de
reaccion a temperatura ambiente. Extraer con diclorometano (500 ml). Lavar el extracto con agua (300 ml) y salmue-
ra (500 ml). Secar la fase organica sobre sulfato sédico, filtrar y concentrar bajo presion reducida. Purificar el residuo
mediante cromatografia ultrarrapida para proporcionar el compuesto del epigrafe (37 g, 64 mmol). MS (m/z): 889,2
(M+1), 887,2 (M-1).

Br

Preparacién 5

4-{4-[(1E)-4-hidroxibut-1-en-1-il]-2-metilbencil)-5-(propan-2-il)-1H-pirazol-3-il  2,3,4,6-tetra-O-benzoil-beta-D-glucopi-
ranosido

Esquema 1, etapa E: Agregar 3-buten-1-ol (0,58 ml, 6,8 mmol) a una solucién de 4-(4-bromo-2-metilbencil)-5-
(propan-2-il)-1H-pirazol-3-il 2,3,4,6-tetra-O-benzoil-beta-D-glucopiranosido (3,9 g, 3,4 mmol) en acetonitrilo (30 ml) y
trietilamina (20 ml). Desgasificar la solucion con nitrégeno durante 10 minutos. Agregar tri-o-tolilfosfina (205 mg, 0,67
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mmol) y acetato de paladio (76 mg, 0,34 mmol). Mantener a reflujo a 90°C durante 2 horas. Enfriar a temperatura
ambiente y concentrar para separar el disolvente bajo presion reducida. Purificar el residuo mediante cromatografia
ultrarrapida para proporcionar el compuesto del epigrafe (2,1 g, 2,4 mmol). MS (m/z): 878,4 (M+1).

Preparacién 6

4-{4-[(1E)-4-oxibut-1-en-1-il]-2-metilbencil)-5-(propan-2-il)-1H-pirazol-3-il  2,3,4,6-tetra-O-benzoil-beta-D-glucopirano
sido

Esquema 1, etapa F: Agregar 3,3,3-triacetoxi-3-yodoftalida (134 mg, 0,96 mmol) a una solucion de 4-{4-[(1E)-4-
hidroxibut-1-en-1-il]-2-metilbencil)-5-(propan-2-il)-1H-pirazol-3-il 2,3,4,6-tetra-O-benzoil-beta-D-glucopiranosido (280
mg, 0,32 mmol) y bicarbonato sédico (133,8 mg, 1,6 mmol) en diclorometano (20 ml) a 0°C. Después de 15 minutos
a temperatura ambiente, interrumpir la reaccion con tiosulfato soédico acuoso saturado (10 ml). Extraer con dicloro-
metano (30 ml). Lavar el extracto con agua (30 ml) y salmuera (40 ml). Secar la fase organica sobre sulfato sédico,
filtrar, y concentrar bajo presion reducida. Purificar el residuo mediante cromatografia ultrarrapida para proporcionar
el compuesto del epigrafe (270 mg, 0,31 mmol). MS (m/z): 876,5 (M+1), 874,5 (M-1).

Preparacién 7

2-{(3E)-4-[3-metil-4-({5-(propan-2-il)-3-[(2,3,4,6-tetra-O-benzoil-beta-D-glucopiranosil)oxi]- 1 H-pirazol-4-il}metil yfenil]-
but-3-en-1-il}-2,9-diazaespiro[5.5]undecano-9-carboxilato de terc-butilo

Esquema 1, etapa G: Agregar triacetoxiborohidruro sédico (98 mg, 0,46 mmol) a una solucion de 4-{4-[(1E)-4-oxibut-
1-en-1-il]-2-metilbencil)-5-(propan-2-il)-1H-pirazol-3-il 2,3,4,6-tetra-O-benzoil-beta-D-glucopiranosido (270 mg, 0,31
mmol) e hidrocloruro de 2,9-diazaespiro[5.5]undecano-9-carboxilato de terc-butilo (179 mg, 0,62 mmol) en 1,2-
diclorometano (5 ml). Después de 30 minutos a temperatura ambiente, interrumpir la reaccion con bicarbonato sodi-
co acuoso saturado (10 ml). Extraer con diclorometano (30 ml). Lavar el extracto con agua (30 ml) y salmuera (40
ml), secar la fase organica sobre sulfato sodico, filtrar y concentrar bajo presion reducida. Purificar el residuo resul-
tante mediante cromatografia ultrarrapida para proporcionar el compuesto del epigrafe (275 mg, 0,25 mmol). MS
(m/z): 1115,6 M+1).

Preparacién 8

Dihidrocloruro de 4-{4-[(1E)-4-(2,9-diazaespiro[5.5]undec-2-il)but-1-en-1-il]-2-metilbencil}-5-(propan-2-il)-1H-pirazol-3-
il 2,3,4,6-tetra-O-benzoil-beta-D-glucopiranosido



ES 2703 944 T3

Esquema 1, etapa H: Agregar cloruro de hidrégeno (solucién 4,0 M en 1,4-dioxano, 0,6 ml, 2,4 mmol) a una solucion

de 2-{(3E)-4-[3-metil-4-({5-(propan-2-il)-3-[(2,3,4,6-tetra-O-benzoil-beta-D-glucopiranosil)oxi]-1 H-pirazol-4-il}metil )fe-
nil]-but-3-en-1-il}-2,9-diazaespiro[5.5]undecano-9-carboxilato de terc-butilo (275 mg, 0,25 mmol) en diclorometano (5

5 ml). Después de una noche (18 horas) a temperatura ambiente, concentrar para separar el disolvente bajo presion
reducida, para proporcionar el compuesto del epigrafe en forma de un sélido (258 mg, 0,24 mmol). MS (m/z): 1015,6
(M+1).

Esquema 2
s H Br
i H
Br etapa A N \ X St
/ N& etapaB ;|
Ng ) — N
0
AcO’
G AcO O, [¢]
AcO™ “OAc P .
OAc <
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Preparacion 9
4-(4-bromo-2-metilbencil)-5-(propan-2-il)-1H-pirazol-3-il 2,3,4,6-tetra-O-acetil-beta-D-glucopiranosido

H
N Br
N\

N\
)LOOOO

o OTO

Esquema 2, etapa A: A un matraz de 1 litro, agregar 4-[(4-bromo-2-metil-fenil)metil]-5-isopropil-1H-pirazol-3-ol (24 g,
77,6 mmol), bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-alfa-D-glucopiranosilo (50,4 g, 116 mmol), cloruro de benciltributilamo-
nio (5 g, 15,5 mmol), diclorometano (250 ml), carbonato potasico (32 g, 323 mmol) y agua (120 ml). Agitar la mezcla
de reaccién durante una noche a temperatura ambiente. Extraer con diclorometano (450 ml). Lavar el extracto con
agua (300 ml) y salmuera (500 ml). Secar la fase organica sobre sulfato sodico, filtrar, y concentrar bajo presion
reducida. Purificar el residuo resultante mediante cromatografia ultrarrapida para proporcionar el compuesto del
epigrafe (36,5 g, 57 mmol). MS (m/z): 638,5 (M+1), 636,5 (M-1).

Sintesis alternativa de 4-(4-bromo-2-metilbencil)-5-(propan-2-il)-1H-pirazol-3-il 2,3,4,6-tetra-O-acetil-beta-D-glucopi-
ranosido

Los reactivos 4-[(4-bromo-2-metil-fenil)metil]-5-isopropil-1H-pirazol-3-ol (24 g, 77,6 mmol), bromuro de 2,3,4,6-tetra-
O-acetil-alfa-D-glucopiranosilo (50,4 g, 116 mmol), cloruro de benciltributilamonio (4,94 g, 15,52 mmol), carbonato
potasico (32,18 g, 232,9 mmol), diclorometano (250 ml) y agua (120 ml) se combinaron y la mezcla se agit6 a tempe-
ratura ambiente durante 18 horas. La mezcla se repartio entre diclorometano (250 ml) y agua (250 ml). La fase orga-
nica se lavé con salmuera (250 ml), se seco sobre Na;SOy4, se filtrd, y se concentrd bajo presion reducida. El residuo
resultante se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida (eluyendo con acetato de etilo al 10% en diclorometano
hasta acetato de etilo al 70% en diclorometano) para proporcionar el compuesto del epigrafe (36,5 g, 74% de rendi-
miento). MS (m/z): 639/641 (M+1).

Preparacién 10

4-{4-[(1E)-4-hidroxibut-1-en-1-il]-2-metilbencil}-5-(propan-2-il)-1H-pirazol-3-il  2,3,4,6-tetra-O-acetil-beta-D-glucopira-
nosido

n ™ OH

o__0O
°T
Esquema 2, etapa B: Agregar 3-buten-1-ol (6,1 ml, 70 mmol) a una solucién de 4-(4-bromo-2-metilbencil)-5-(propan-
2-il)-1H-pirazol-3-il 2,3,4,6-tetra-O-acetil-beta-D-glucopiranosido (15 g, 23,5 mmol) en acetonitrilo (200 ml) y trietila-
mina (50 ml). Desgasificar la solucion con nitrogeno durante 10 minutos. Agregar tri-o-tolilfosfina (1,43 g, 4,7 mmol) y
acetato de paladio (526 mg, 2,35 mmol). Después de mantener a reflujo a 90°C durante 2 horas, enfriar, y concentrar

para separar el disolvente bajo presion reducida. Purificar el residuo resultante mediante cromatografia ultrarrapida
para proporcionar el compuesto del epigrafe (7,5 g, 11,9 mmol). MS (m/z): 631,2 (M+1), 629,2 (M-1).

Preparacién 11

4-{4-[(1E)-4-oxibut-1-en-1-il]-2-metilbencil}-5-(propan-2-il)-1H-pirazol-3-il  2,3,4,6-tetra-O-acetil-beta-D-glucopiranosi-
do
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Esquema 2, etapa C: Agregar 3,3,3-triacetoxi-3-yodoftalida (2,1 g, 4,76 mmol) a una solucién de 4-{4-[(1E)-4-
hidroxibut-1-en-1-il]-2-metilbencil}-5-(propan-2-il)-1H-pirazol-3-il 2,3,4,6-tetra-O-acetil-beta-D-glucopiranosido (1,5 g,
2,38 mmol) y bicarbonato sédico (2 g, 23,6 mmol) en diclorometano (50 ml) a 0°C. Después de 15 minutos a tempe-
ratura ambiente, interrumpir la reaccion con tiosulfato sddico acuoso saturado (10 ml). Extraer con diclorometano (30
ml), lavar el extracto con agua (30 ml) y salmuera (40 ml). Secar la fase organica sobre sulfato sédico, filtrar, y con-
centrar bajo presion reducida. Purificar el residuo resultante mediante cromatografia ultrarrapida para proporcionar el
compuesto del epigrafe (0,95 g, 1,51 mol). MS (m/z): 628,8 (M+1), 626,8 (M-1).

Preparacion 12a

2-{(3E)-4-[3-metil-4-({5-(propan-2-il)-3-[(2,3,4,6-tetra-O-acetil-beta-D-glucopiranosil)oxi]-1 H-pirazol-4-il}metil )fenil]-
but-3-en-1-il}-2,9-diazaespiro[5.5]undecano-9-carboxilato de terc-butilo

,“ X I\OCN o)
O N@/\N \g\é
/U\o 0.0,

A

‘v,

oY

/go o\fo

Esquema 2, etapa D: Agregar triacetoxiborohidruro sédico (303 mg, 1,4 mmol) a una solucién de 4-{4-[(1E)-4-oxibut-
1-en-1-il]-2-metilbencil)-5-(propan-2-il)-1H-pirazol-3-il 2,3,4,6-tetra-O-acetil-beta-D-glucopiranosido (600 mg, 0,95
mmol) e hidrocloruro de 2,9-diazaespiro[5.5]Jundecano-9-carboxilato de terc-butilo (333 mg, 1,2 mmol) en 1,2-
diclorometano (30 ml). Después de 30 minutos a temperatura ambiente, interrumpir la reacciéon con bicarbonato
sodico acuoso saturado (15 ml). Extraer con diclorometano (60 ml). Lavar el extracto con agua (30 ml) y salmuera
(60 ml). Secar la fase organica sobre sulfato sddico, filtrar y concentrar bajo presion reducida. Purificar el residuo
resultante mediante cromatografia ultrarrapida para proporcionar el compuesto del epigrafe (500 mg, 0,58 mmol).
MS (m/z): 866,8, 867,8 (M+1), 864,8, 865,8 (M-1).

Preparacién 13

Dihidrocloruro de 4-{4-[(1E)-4-(2,9-diazaespiro[5.5]undec-2-il)but-1-en-1-il]-2-metilbencil}-5-(propan-2-il)-1 H-pirazol-3-
il 2,3,4,6-tetra-O-acetil-beta-D-glucopiranosido

H
| « OCN”
N
(o]
Mo~ o0, 2HCI
o\“ "/ok

/K o OTO
Esquema 2, etapa E: Agregar cloruro de hidrégeno (solucién 4,0 M en 1,4-dioxano, 1,5 ml, 5,8 mmol) a una solucion
de  2-{(3E)-4-[3-metil-4-({5-(propan-2-il)-3-[(2,3,4,6-tetra-O-acetil-beta-D-glucopiranosil)oxi]-1 H-pirazol-4-il}metil )fe-

nil]-but-3-en-1-il}-2,9-diazaespiro[5.5]undecano-9-carboxilato de terc-butilo (500 mg, 0,58 mmol) en diclorometano
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(20 ml). Después de 2 horas a temperatura ambiente, concentrar para separar el disolvente bajo presion reducida,
para proporcionar el compuesto del epigrafe en forma de un sélido (480 mg, 0,57 mmol). MS (m/z): 767,4 (M+1).

Esquema 3

o, o
HO
MOH l etapa D

H x 'OC\NH
W
(o]

o
HO
HoY “OH

OH

Preparaciéon 14

4-but-3-inil-4,9-diazaespiro[5.5]undecano-9-carboxilato de terc-butilo

X
\\/\N

oj\ o/~\

Esquema 3, etapa A: Se agreg6 carbonato de cesio (46,66 g, 143,21 mmol) a una suspension de hidrocloruro de
4,9-diazaespiro[5.5]undecano-9-carboxilato de terc-butilo (16,66 g, 57,28 mmol) en acetonitrilo (167 ml). La mezcla
se agitd durante 10 minutos a temperatura ambiente y, a continuacion, se agregd 4-bromobutino (6,45 ml, 68,74
mmol). La reaccion se calentd a reflujo y se agitdé durante 18 horas. La mezcla se enfrié y se concentrd bajo presion
reducida. El residuo se repartid entre agua (200 ml) y acetato de etilo (150 ml). Las fases se separaron y la capa
acuosa se extrajo con acetato de etilo (100 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua (200 ml) y, a
continuacion, con salmuera (150 ml), se secaron sobre MgSQ., se filtraron, y concentraron bajo presion reducida
para dar el compuesto del epigrafe (17,2 g, 98% de rendimiento). "H-RMN (300,11 MHz, CDCl3): & 3,43-3,31 (m,
4H), 2,53-2,48 (m, 2H), 2,37-2,29 (m, 4H), 2,20 (s, 2H), 1,94 (t, J= 2,6 Hz, 1H), 1,44 (s, 17H).
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Preparacién 15

4-[(E)-4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)but-3-enil]-4,9-diazaespiro[5.5]undecano-9-carboxilato de terc-bu-
tilo

Oj\ 04\

Esquema 3, etapa B: Se agregaron trietilamina (5,62 mmoles, 0,783 ml), 4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolano (8,56
ml, 59,0 mmol) y cloruro de zirconoceno (1,45 g, 5,62 mmol) a 4-but-3-inil-4,9-diazaespiro[5.5]undecano-9-
carboxilato de terc-butilo (17,21 g, 56,16 mmol). La mezcla resultante se calenté a 65°C durante 3,5 horas. La mez-
cla se enfrid y disolvid en diclorometano (150 ml). La solucion resultante se pasoé a través de un lecho de ~4 cm de
espesor de gel de silice, eluyéndose con diclorometano (2 x 200 ml). El filtrado se concentré bajo presion reducida
dando el compuesto del epigrafe (21,2 g, 87% de rendimiento). "H-RMN (300,11 MHz, CDCls): 8 6,65-6,55 (m, 1H),
5,49-5,43 (m, 1H), 3,42-3,29 (m, 4H), 2,40-2,27 (m, 6H), 2,25-2,08 (m, 2H), 1,70-1,13 (m, 29H).

Preparacién 16

2-{(3E)-4-[3-metil-4-({5-(propan-2-il)-3-beta-D-glucopiranosil)oxi]- 1 H-pirazol-4-il}metil )fenillbut-3-en-1-il}-2,9-
diazaespiro[5.5]undecano-9-carboxilato de terc-butilo

N

oA

Esquema 3, etapa C: Una solucion de 4-(4-bromo-2-metilbencil)-5-(propan-2-il)-1H-pirazol-3-il 2,3,4,6-tetra-O-acetil-
beta-D-glucopiranosido (20 g, 31,3 mmol), 4-[(E)-4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)but-3-enil]-4,9-diaza-
espiro[5.5]undecano-9-carboxilato de terc-butilo (16,3 g, 37,5 mmol) y carbonato potasico (12,97 g, 93,82 mmol) en
tetrahidrofurano (200 ml) y agua (40 ml), se desgasifico durante 15 minutos mediante borboteo de gas nitrégeno a
través de la misma. Se agregaron Pd(OAc); (140 mg, 625 uymol) y 2-diciclohexilfosfino-2’,4’,6'-tri-i-propil-1,1’-bifenilo
(0,596 g, 1,25 mmol) y la reaccion se calenté a reflujo durante 16 horas. La solucién se enfrié a temperatura ambien-
te y se agregé metanol (200 ml). Después de 30 minutos, el disolvente se separé mediante presion reducida. La
mezcla se repartié entre acetato de etilo (500 ml) y salmuera (500 ml), agregandose MgSO. (1 M, 500 ml) para ayu-
dar a la separacion de la fase. Las capas se separaron y la capa organica se sec6 sobre MgSOy y se filtr6 a través
de un lecho de gel de silice de 10 cm, eluyéndose con acetato de etilo (~1,5 litros). El filirado se descarté y el lecho
de gel de silice se fluidifico con MeOH al 5% en THF (2 litros). El filtrado metandlico se cencentr6 bajo presién redu-
cida para dar el compuesto del epigrafe (20,1 g, 92%). MS (m/z): 699 (M+1).
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Esquema 4
?
O’B
\4\/\
H
i Br etapaA h OCN 0
Ny + P N'\ \ o
OH
éOC
etapa B
e
| m/\/
AcO o °
AcO"' OAc
dac l etapa C

0,0
AcO
AcO™ “OAc
Ac etapa D
H
N NH

Preparacién 17
4-[(E)-4-[4-[(3-hidroxi-5-isopropil-1H-pirazol-4-il)metil]-3-metilfenil]but-3-enil]-4,9-diazaespiro[5.5]undecano-9-

carboxilato de terc-butilo
OCN
N, \(
OH

Esquema 4, etapa A: Agregar 4-[(E)-4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)but-3-enil]-4,9-diazaespiro[5.5]-
undecano-9-carboxilato de terc-butilo (35,8 kg, 82,4 mol) en metanol (130 litros) a una solucion de (4-[(4-bromo-2-
metil-fenil)metil]-5-isopropil-1H-pirazol-3-ol (23,9 kg, 77,3 mol) en metanol (440 litros) a temperatura ambiente. Agre-
gar agua (590 litros) y fosfato tripotasico (100 kg, 471,7 mol) y colocar la reaccion bajo atmdsfera de nitrégeno. A la
solucién en agitacion, agregar una suspension de tris(dibencilidenoacetona) dipaladio (1,42 kg, 1,55 mol) y tetrafluo-
borato de di-terc-butilmetilfosfonio (775 g, 3,12 mol) en metanol (15 litros). La mezcla resultante se calenté a 75°C
durante 2 horas. Enfriar la mezcla y filtrarla sobre tierra de diatomeas. Lavar la torta del filtro con metanol (60 litros) y
concentrar el filtrado bajo presion reducida. Agregar acetato de etilo (300 litros), separar las capas, y lavar la capa
organica con salmuera al 15% (3 x 120 litros). Concentrar la capa organica bajo presion reducida, agregar acetato
de etilo (300 litros), y agitar la mezcla durante 18 a 20 horas. Agregar heptano (300 litros) enfriar la mezcla a 10°C, y
agitar la mezcla durante un tiempo adicional de 18 a 20 horas. Recoger los sélidos resultantes mediante filtracion,
lavar la torta con acetato de etilo/heptano (2:3, 2 x 90 litros), y secar bajo vaC|o a 40°C para dar el compuesto del
epigrafe (29,3 kg, 70,6% de rendimiento) en forma de un sélido de color blanco. 'H-RMN (400 MHz, CDCl3): & 7,14
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(s, 1H), 7,07 (d, J= 8,0 Hz, 1H), 6,92 (d, J= 7,6 Hz, 1H), 6,39 (d, J= 16,0 Hz, 1H), 6,25-6,12 (m, 1H), 3,63 (s, 2H),
3,45-3,38 (bs, 3H), 3,34 (s, 3H), 3,33 (s, 3H), 2,85-2,75 (m, 1H), 2,49-2,40 (m, 5H), 2,33 (s, 3H), 1,68-1,62 (m, 2H),
1,60-1,36 (m, 15H), 1,11 (s, 3H9, 1,10 (s, 3H).

Preparacién 12b

Preparacion alternativa de 2-{(3E)-4-[3-metil-4-({5-(propan-2-il)-3-[(2,3,4,6-tetra-O-acetil-beta-D-glucopiranosil)oxi]-
1H-pirazol-4-il}metil)fenil]but-3-en-1il}-2,9-diazaespiro[5.5]undecano-9-carboxilato de terc-butilo

Esquema 4, etapa B: Combinar 4-[(E)-4-[4-[(3-hidroxi-5-isopropil-1H-pirazol-4-il)metil]-3-metilfenil]but-3-enil]-4,9-
diazaespiro[5.5]undecano-9-carboxilato de terc-butilo (17,83 kg, 33,2 mol), acetonitrilo (180 ml), y cloruro de bencil-
trimetilamonio (1,52 kg, 4,87 mol) a temperatura ambiente. Agregar lentamente carbonato potasico (27,6 kg, 199,7
mol) y agitar la mezcla durante 2 horas. Agregar bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-alfa-D-glucopiranosilo (24,9 kg,
60,55 mol), calentar la mezcla de reacciéon a 30°C y agitar durante 18 horas. Concentrar la mezcla bajo presion re-
ducida y agregar acetato de etilo (180 litros), seguido de agua (90 litros). Separar las capas, lavar la fase organica
con salmuera al 15% (3 x 90 litros), concentrar la mezcla, y purificar usando cromatografia de columna sobre gel de
silice (63 kg, acetato de etilo/heptanos como eluyente (1:2 — 1:0)) para proporcionar el compuesto (19,8 kg, 94% de
pureza, 68,8% de rendimiento) en forma de una espuma de color amarillo. "H-NMR (400 MHz, CDCl3): 8 7,13 (s,
1H), 7,03 (d, J= 8,0 Hz, 1H), 6,78 (d, J= 8,0, 1H), 6,36 (d, J= 16,0, 1H), 6,25-6,13 (m, 1H), 5,64 (d, J= 8,0 Hz, 1H),
5,45-5,25 (m, 2H), 5,13-4,95 (m, 2H), 4,84-4,76 (m, 1H), 4,25-4,13 (m, 2H), 4,10-4,00 (m, 2H), 3,90-3,86 (m, 1H),
3,58-3,50 (m, 2H), 3,40-3,22 (m, 4H), 2,89-2,79 (m, 1H), 2,10-1,90 (m, 18H), 1,82 (s, 3H), 1,62-0,82 (m, 22H).

Preparacién 18

2-{(3E)-4-[3-metil-4-({5-(propan-2-il)-3-[(2,3,4,6-tetra-O-acetil-beta-D-glucopiranosil )oxi]- 1 H-pirazol-4-il}metil )fenil]but-
3-en-1il}-2,9-diazaespiro[5.5]undecano

NH

OAc

Esquema 4, etapa C: Combinar 2-{(3E)-4-[3-metil-4-({5-(propan-2-il)-3-[(2,3,4,6-tetra-O-acetil-beta-D-glucopirano-
sil)oxi]-1H-pirazol-4-il}metil)fenillbut-3-en-1il}-2,9-diazaespiro[5.5]undecano-9-carboxilato de terc-butilo (19,6 kg, 22,6
mol) con diclorometano (120 litros) y enfriar a 0°C. Agregar lentamente acido trifluoroacético (34,6 litros, 51,6 kg, 452
mol) y agitar durante 9 horas. Interrumpir la reaccioén con agua/hielo (80 litros), y agregar hidroxido aménico (85-90
litros) para ajustar la mezcla de reaccion a pH (8-9). Agregar diclorometano (120 litros), calentar la mezcla de reac-
cion a temperatura ambiente, y separar las capas. Lavar la capa organica con agua (75 litros), salmuera, y concen-
trar bajo presién reducida para proporcionar el compuesto del epigrafe (16,2 kg, 95,0% de pureza, 93% de rendi-
miento) en forma de un sélido de color amarillo. "H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 7,08 (s, 1H), 6,99 (d, J= 8,0 Hz, 1H),
6,76 (d, J= 7,6 Hz, 1H), 6,38 (d, J= 15,6 Hz, 1H), 6,00-5,83 (m, 1H), 5,31 (d, J= 7,6 Hz, 1H), 5,25-5,13 (m, 4H), 4,32
(dd, J= 12,8, 9,2 Hz, 1H), 4,14 (d, J= 11,2 Hz, 1H), 3,90 (d, J= 10,0 Hz, 1H), 3,75-3,50 (m, 3H), 3,30-3,00 (m, 5H),
2,85-2,75 (m, 1H), 2,70-2,48 (m, 3H), 2,25 (s, 1H), 2,13-1,63 (m, 19H), 1,32,1,21 (m, 1H), 1,14 (s, 3H), 1,13 (s, 3H),
1,12 (s, 3H),1,10 (s, 3H).

Ejemplo 1

Acetato de  4-{4-[(1E)-4-(2,9-diazaespiro[5.5]undec-2-il)but-1-en-1-il]-2-metilbencil}-5-(propan-2-il)-1 H-pirazol-3-il
beta-D-glucopiranosido cristalino hidratado
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Primera preparacion alternativa de 4-{4-[(1E)-4-(2,9-diazaespiro[5.5]undec-2-il)but-1-en-1-il]-2-metilbencil}-5-(propan-
2-il)-1H-pirazol-3-il beta-D-glucopiranosido (base libre)

H N
3 « OCNH
N\

o) CH,

HO™ “OH
OH

o
HO

Esquema 1, etapa I: Agregar hidréxido sodico (,0,5 ml, 0,5 mmol, solucién 1,0 M) a una solucién de dihidrocloruro de
4-{4-[(1E)-4-(2,9-diazaespiro[5.5]undec-2-il)but-1-en-1-il]-2-metilbencil}-5-(propan-2-il)-1H-pirazol-3-il 2,3,4,6-tetra-O-
benzoil-D-glucopiranosido (258 mg, 0,24 mmol) en metanol (2 ml). Después de 2 horas a 40°C, concentrar para
separar el disolvente bajo presion reducida para dar un residuo, el cual se purificdé mediante procedimiento de HPLC
preparativa: pH alto, 25% de B durante 4 min, 25-40% de B durante 4 min @ 85 ml/min usando una columna
C18XBridge OBD de 30 x 75 mm, 5 ym, disolvente A - H,O con NH;sHCOs @ pH 10, disolvente B - MeCN para pro-
porcionar el compuesto del epigrafe (base libre) en forma de un sélido (46 mg, 0,08 mmol). MS m/z):598,8 (M+1),
596,8 (M-1).

Segunda preparacion alternativa de 4-{4-[(1E)-4-(2,9-diazaespiro[5.5]undec-2-il)but-1-en-1-il]-2-metilbencil}-5-(pro-
pan-2-il)-1H-pirazol-3-il beta-D-glucopiranosido (base libre)

H
N
" S OCN”
N
o) CH,

N
o
HO

HO™ “OH
OH

Esquema 2, etapa F: Agregar metanol (5 ml), trietilamina (3 ml), y agua (3 ml) a dihidrocloruro de 4-{4-[(1E)-4-(2,9-
diazaespiro[5.5]undec-2-il)but-1-en-1-il]-2-metilbencil}-5-(propan-2-il)-1H-pirazol-3-il 2,3,4,6-tetra-O-acetil-beta-D-glu-
copiranosido (480 mg, 0,24 mmol). Después de 18 horas (una noche) a temperatura ambiente, concentrar a seque-
dad bajo presion reducida. Purificar el residuo resultante mediante procedimiento de HPLC preparativa: pH alto, 25%
de B durante 4 min, 25-40% de B durante 4 min @ 85 ml/min usando una columna C18XBridge OBD de 30 x 75 mm,
5 pm, disolvente A - HO con NHsHCO3 @ pH 10, disolvente B - MeCN para proporcionar el compuesto del epigrafe
(base libre) en forma de un sélido (50 mg, 0,08 mmol). MS m/z):598,8 (M+1), 596,8 (M-1). "H-NMR (400,31 MHz,
CD3;0D): 6 7,11 (d, J= 1,3 Hz, 1H), 7,04 (dd, J= 1,3, 8,0 Hz, 1H), 6,87 (d, J= 8,0 Hz, 1H), 6,36 (d, J=15,8 Hz, 1H),
6,16, (dt, J= 15,8, 6,3, 1H), 5,02 (m, 1H), 3,81 (d, J= 11,7 Hz, 1H), 3,72 (d, J= 16,8 Hz, 1H), 3,68 (d, J= 16,8 Hz, 1H),
3,64, (m, 1H), 3,37-3,29 (m, 4H), 2,79 (m, 1H), 2,72 (t, J= 5,8 Hz, 4H), 2,44-2,33 (m, 6H), 2,30 (s, 3H), 2,26 (s ancho,
1,59), 1,50 (m, 2H), 1,43 (m, 2H), 1,36 (m, 2H), 1,11 (d, J= 7,0 Hz, 3H), 1,10 (d, J= 7,0 Hz, 3H).

Tercera preparacion alternativa de 4-{4-[(1E)-4-(2,9-diazaespiro[5.5]undec-2-il)but-1-en-1-il]-2-metilbencil}-5-(propan-
2-il)-1H-pirazol-3-il beta-D-glucopiranosido

Esquema 3, etapa D: Se agreg6 acido trifluoroacético (32,2 ml, 0,426 mol) a una solucién de 2-{(3E)-4-[3-metil-4-({5-
(propan-2-il)-3-beta-D-glucopiranosil)oxi]-1 H-pirazol-4-il}metil )fenillbut-3-en-1il}-2,9-diazaespiro[5.5]undecano-9-car-
boxilato de terc-butilo (14,87 g, 21,28 mmol) en diclorometano (149 ml) enfriado en agua/hielo. La solucion se dejo
calentar a temperatura ambiente. Después de 30 minutos, la mezcla se agregoé lentamente a amoniaco en MeOH (2
M, 300 ml) aplicando enfriamiento cuando fue necesario para mantener una temperatura constante. La solucion se
agitd a temperatura ambiente durante 15 minutos. La mezcla se concentrd bajo presion reducida y el residuo se
purificé usando resina SCX-2. El filtrado basico se concentré bajo presiéon reducida y el residuo se triturd/ultra-
sonidos en acetato de etilo, se filtrd y se secé. El solido resultante se disolvio en MeOH (200 ml) y se concentrd en
vacio. Esto se repitié varias veces para dar el compuesto del epigrafe (base libre) (12,22 g, 96% de rendimiento).
MS (m/z): 599 (M+1); [a]p® = -12° (C=0,2, MeOH).

Preparacién del compuesto del epigrafe final, acetato de 4-{4-[(1E)-4-(2,9-diazaespiro[5.5]undec-2-il)but-1-en-1-il]-2-
metilbencil}-5-(propan-2-il)-1H-pirazol-3-il beta-D-glucopiranosido cristalino hidratado
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Se introdujo 4-{4-[(1E)-4-(2,9-diazaespiro[5.5]undec-2-il)but-1-en-1-il]-2-metilbencil}-5-(propan-2-il)-1H-pirazol-3-il
beta-D-glucopiranosido (902 mg) en un matraz de fondo redondo (100 ml) y se traté co acetato de etilo hUmedo (18
ml). [Nota - el acetato de etilo hUmedo se preparé mezclando acetato de etilo (100 ml) y agua desionizada (100 ml).
Después del mezclado, las capas se dejaron separar, y la capa de acetato de etilo himeda de la parte superior se
retiré para su uso. El acido acético es un producto de hidrdlisis del acetato de etilo y esta presente en el acetato de
etilo humedo]. El compuesto se disolvid, aunque no completamente, conforme se agregaba el acetato de etilo
himedo. Después de varios minutos, se formé un precipitado de color blanco. Se agregd una cantidad adicional de
acetato de etilo humedo (2 ml) para disolver el compuesto remanente. La solucion se dejo en agitacion sin tapar
durante una noche a temperatura ambiente durante cuyo tiempo el disolvente se evaporé parcialmente. El disolvente
remanente procedente de la lechada de producto se separ6 bajo vacio, y el sélido resultante se secé bajo una co-
rriente de nitrégeno, para proporcionar el compuesto del epigrafe final en forma de un sdélido cristalino. Una pequefia
cantidad de material amorfo se identificd en el producto mediante RMN de estado sdlido. Este compuesto del epigra-
fe final cristalino puede usarse como cristales de siembra para preparar compuesto del epigrafe final cristalino adi-
cional.

Preparacion alternativa del compuesto del epigrafe final, acetato de 4-{4-[(1E)-4-(2,9-diazaespiro[5.5]undec-2-il)but-
1-en-1-il]-2-metilbencil}-5-(propan-2-il)-1H-pirazol-3-il beta-D-glucopiranosido cristalino hidratado

Bajo una corriente de nitrogeno, combinar 4-{4-[(1E)-4-(2,9-diazaespiro[5.5]undec-2-il)but-1-en-1-il]-2-metilbencil}-5-
(propan-2-il)-1H-pirazol-3-il 2,3,4,6-tetra-O-acetil-beta-D-glucopiranosido (2,1 kg, 2,74 mol), metanol (4,4 litros), te-
trahidrofurano (4,2 litros), y agua (210 ml). Agregar carbonato potasico (460 g, 3,33 moles) y agitar durante cuatro a
seis horas y, a continuacion, filtrar la mezcla de reaccion para separar los sélidos. Concentrar el filirado bajo presion
reducida y, a continuacion, agregar etanol (9,0 litros) seguido de acido acético (237 ml, 4,13 mol) y agitar a tempera-
tura ambiente durante una hora. A la solucion en agitacion agregar acetato de etilo (10 litros, conteniendo aproxima-
damente 3% p/p de agua) lentamente durante cinco horas, seguido de agua (500 ml). Agitar la suspension durante
doce horas y agregar acetato de etilo humedo (4,95 litros, conteniendo aproximadamente 3% p/p de agua) durante
un periodo de ocho horas. Agitar la suspension durante doce horas y agregar acetato de etilo humedo adicional
(11,5 litros conteniendo aproximadamente 3% p/p de agua) lentamente durante dieciséis horas. Agitar la suspensién
durante doce horas, recoger los sélidos mediante filtracion y lavar los solidos con acetato de etilo humdo (3,3 litros
conteniendo aproximadamente 3% p/p de agua). Secar en una estufa bajo presion reducida por debajo de 30°C para
dar el compuesto del epigrafe en forma de un sdélido cristalino de color blanquecino (1,55 kg, 2,35 mol, 96,7% de
pureza, 72,4% p/p de potencia, 68,0% de rendimiento en base a su potencia). HRMS (m/z): 599,3798(M+1).

Difraccién de polvo por rayos X (XRD)

Los diagramas de XRD de los sdlidos cristalinos se obtuvieron sobre un difractémetro de polvo por rayos X Bruker
D8 Advance, equipado con una fuente CuKa (A = 1,54060 A) y un detector Linkeye, operando a 40 kV y 40 mA. La
muestra se escaneo entre 4 y 40° en 2-teta, con un tamafo de etapa de 0,0084° en 2-teta y una velocidad de esca-
neo de 0,5 segundo/etapa, y con una rendija de divergencia de 0,2 mm. El polvo seco se empaquetd sobre un so-
porte de muestras de bajo contenido en silice y se obtuvo una superficie lisa usando un portaobjetos de vidrio. Los
diagramas de difraccion de la forma cristalina se recogieron a 22°C y una humedad relativa del 42%. Es bien sabido
en la técnica cristalografica que, para cualquier forma cristalina dada, las intensidades relativas de los picos de di-
fraccion pueden variar debido a la orientacion preferida como resultado de diversos factores, tales como la morfolog-
ia del cristal En los casos en que estan presentes los efectos de la orientaciéon preferida, las intensidades de los
picos estan alteradas, pero las posiciones de los picos caracteristicos del polimorfo no cambian. Véase, por ejemplo,
The United States Pharmacopoeia #23, National Formulary #18, pags. 1843-1844, (1995). Ademas, es bien sabido
en la técnica cristalografica que para cualquier forma cristalina dada, las posiciones de los picos angulares pueden
variar ligeramente. Por ejemplo, las posiciones de los picos pueden desplazarse debido a una variacion en la tempe-
ratura o humedad a la cual se analiza una muestra, a desplazamiento de la muestra, o a la presencia o ausencia de
un patrén interno. En el presente caso, una variabilidad en la posicion del pico de 0,2 en 2-teta tendra en cuenta
estas variaciones potenciales sin estorbar la identificacién inequivoca de la forma cristalina indicada. La confirmacién
de la forma cristalina puede hacerse en base a cualquier combinacién unica de distincion de picos (en unidades de °
2-teta), tipicamente los picos mas prominentes. Los diagramas de difraccion de la forma cristalina, recogidos a tem-
peratura y humedad relativa ambiente, estan ajustados en base al National Bureau of Standards (NBS) 675 picos
estandar a 8,853 y 26,774 grados 2-teta.
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Una muestra preparada de acetato de 4-{4-[(1E)-4-(2,9-diazaespiro[5.5]undec-2-il)but-1-en-1-il]-2-metilbencil}-5-
(propan-2-il)-1H-pirazol-3-il beta-D-glucopiranosido cristalino hidratado se caracterizé6 mediante un diagrama de XRD
usando radiacién CuK conteniendo picos de difraccion (valores 2-teta) tal como se describe en la Tabla 1 mas ade-
lante, y en particular conteniendo picos a 5,2° en combinacién con uno o mas de los picos seleccionados entre el
grupo que consiste en 7,8°, 8,0°y 10,7° (£0,2°, respectivamente).

Picos de difraccion de polvo por rayos X de 4-{4-[(1E)-4-(2,9-diazaespiro[5.5]undec-2-il)but-1-en-1-il]-2-metilbencil}-
5-(propan-2-il)-1H-pirazol-3-il beta-D-glucopiranosido cristalino hidratado

Tabla1
Pico | Angulo (2°-teta) +/-0,2° | Intensidad relativa (% del pico el mas intenso)
1 5,2 100
2 7,8 22,6
3 8,0 30,4
4 10,1 25,6
5 10,5 29,8
6 10,7 63,8
7 12,0 12,8
8 15,0 14,3
9 15,8 16,7
10 18,6 32,4
11 19,8 26,5
12 20,9 18,2

BC-RMN de estado sélido ("*C-RMNss)

Los espectros de "*C-RMN de polarizacion cruzada/giro de angulo magico (RMN de estado sélido o RMNss) se
obtuvieron usando un espectrémetro de RMN de 400 MHz Bruker Advance operando a una frecuencia del carbono
de 100,622 MHz y frecuencia del protén de 400,131 MHz y equipado con una sonda de resonancia doble Bruker de
4 mm. La supresion de la banda lateral TOSS se usé conjuntamente con polarizacién cruzada usando desacopla-
miento SPINAL64 y una RAMP100 conformada con pulso CP de nucleo H. Los parametros de registro fueron los
siguientes: anchura de 2,6 ps del pulso de r.f. del protdn de 90°, tiempo de contacto de 2,0 ms, tiempo de repeticion
del pulso de 3 s, frecuencia MAS de10 kHz, anchura espectral de 30 kHz, tiempo de registro de 34 ms y el nimero
de escaner de 18.661. Los desplazamientos quimicos se referenciaron al adamantano (& = 29,5 ppm) en un experi-
mento separado.

Las resonancias "°C-RMNss representativas para el acetato de 4-{4-[(1E)-4-(2,9-diazaespiro[5.5]undec-2-il)but-1-en-
1-il]-2-metilbencil}-5-(propan-2-il)-1H-pirazol-3-il beta-D-glucopiranosido cristalino hidratado incluyen: 181,8, 161,2,
160,0, 147,6, 137,4, 135,9, 135,3, 132,6, 131,6, 129,4, 127,3, 126,4, 122,2, 101,9, 99,7, 98,5, 97,9, 78,3, 77,7, 77,2,
76,3, 75,6, 69,1, 68,1, 64,2, 62,6, 60,1, 56,1, 54,2, 41,7, 40,5, 39,1, 34,7, 32,3, 31,5, 31,0, 29,2, 27,8, 26,4, 23,8,
20,8, 19,9, 18,4,y 16,9 ppm (0,2 ppm, respectivamente).

Ensayos del transportador de glucosa dependiente de sodio 1 (SGLT1)y SGLT2

El ADNc de codificacion del SGLT1 humano (sic5a71, NM 000343), del SGLT2 humano (s/lc5a2, NM 003041) y del
SGLT1 de ratén (slcba1, NM 019810.4) se adquirieron de Openbiosystems, Invitrogen y Openbiosystems, respecti-
vamente. El ADNc se cloné en pcDNAS3.1+ para expresion mamifera y se transfecté de manera estable en células de
ovarios de hamster chino (CHO)-K1 usando procedimientos de transfeccion de mamiferos convencionales. De cada
linea de células de sobre-expresion se selecciond un sub-clon de expresion del SGLT, en base a la resistencia a la
neomicina (Geneticin, Invitrogen) y a la actividad en el ensayo de retencion de '*C-a-metil-D-glucopiranosido (*C-
AMG) (véase mas adelante). Las células que expresan SGLT de manera estable se mantuvieron usando tecnologias
de cultivo de células convencionales.
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La actividad del SGLT se midié como retencion de '*C-AMG dependiente de sodio en las lineas de células anterio-
res, tal como se describe mas adelante. Cien pl de medio de cultivo conteniendo 30.000 células se sembraron en
cada pocillo de una placa de poli-D-lisina BioCoat de 96 pocillos (Becton Dickson) y se cultivaron a 37°C durante una
noche. El medio de cultivo se aspird y las células se lavaron dos veces con 200 ul de Tampoén de Reacciéon (NaCl
140 mM, KCI 2 mM, CaCl; 1mM, MgCl,, y acido N-2-hidroxietilpiperazino-N’-2-etanosulfénico 14 mM (Hepes), pH
7,5). El exceso de tampon se elimind sobre toallas de papel. A cada pocillo se agregaron treinta y cinco pl de
Tampon de Reaccion. Dentro de cada pocillo se dispensaron cinco pl de un dimetilsulféxido (DMSO) al 10% en
Tampodn de Reacciéon conteniendo concentraciones variables del compuesto de ensayo o sin compuesto como un
control. La reaccion se inici6 mediante la adicién de 10 ul de "C-AMG en Tampodn de Reaccion, para obtener una
concentracion final de 4 uM. La placa se incubd a 37°C durante 125 minutos. La reaccién se terminé mediante la
retirada por aspiracion del Tampdén de Reaccion y, a continuacion, se lavo tres veces con 200 pl de tampén de reac-
cion enfriado en hielo. Se aplicé aspiracion manual con el fin de asegurar la completa retirada del Tampén de Reac-
cion. A cada pocillo se agregaron diez yl de NaOH 0,1 Ny, a continuacion, se agregaron 100 pl de coctel de cente-
lleo Supermix (Perkin Elmer). Después de mezclados, se contd la sefial de centelleo en la placa en un Microbeta
(Perkin Elmer). Se ajust6 una curva de dosis-respuesta a un modelo de cuatro parametros empirico usando Activity-
Base (ID Business Solution) para determinar la concentracion del inhibidor a la inhibicién semi-maxima (ICso). La
base libre del Ejemplo 1 se ensay6 esencialmente tal como se ha descrito anteriormente.

Tabla 2: Potencia in vitro de la base libre del Ejemplo 1 contra SGLT1y SGLT2

Compuesto de ensayo | SGLT1 humano ICsp, nM | SGLT2 humano ICsp, nM | SGLT1 de ratén ICsp, nM

Ejemplo 1 (base libre) 26 + 20 (n=10) 6100 £ 1200 (n=10) 10 £ 2 (n=9)

Mas especificamente, los datos en la Tabla 2 demuestran que la base libre del Ejemplo 1 inhibe el SGLT1 humano y
de ratén in vitro, y es mas potente en el SGLT1 humano y de ratén que en el SGLT2 humano in vitro.

Efectos de la reduccién de glucosa en el ensayo de tolerancia a la glucosa oral (OGTT)

El compuesto de ensayo se formuldé mediante la adicién de un vehiculo de hidroxietilcelulosa al 1%, Tween®_ 80 w al
0,25%/antiespuma al 0,05% al compuesto de ensayo previamente pesado para obtener una solucion de 1 mg/ml. La
mezcla se traté con una sonda de ultrasonidos durante aproximadamente 30 segundos. La solucién resultante se
us6 como una solucidén patron a partir de la cual las soluciones de dosis de concentracion mas bajas se prepararon
mediante dilucién con el vehiculo.

Ratones C57BI/6 alojados individualmente se mantuvieron en ayunas durante una noche, retirando el acceso a la
comida la ultima tarde antes del dia del ensayo. A la mafiana siguiente, los ratones se pesaron y se tomo una mues-
tra de sangre en ayunas individual mediante corte en la cola para medir la glucosa mediante un glucémetro (Roche
AccuChek). Se determinaron grupos de estudio (n=5) en base a la glucosa en sangre en ayunas y comprende prefe-
riblemente animales dentro del intervalo de 80-100 mg/dl de glucosa.

Después de agruparlos, los primeros ratones se sobrealimentaron por sonda oralmente con 10 mg/kg de prepara-
cion del compuesto de ensayo y se puso en marcha un reloj. Cada animal subsiguiente se dosificd con un minuto y
medio de separacion. Tres horas después del comienzo del primer tratamiento con el compuesto, se tomé una
muestra de sangre de la linea basal para medicion de la glucosa (procedente del primer animal, mediante corte en la
cola). A continuacién, al animal se le administré inmediatamente una dosis oral de dextrosa al 50% (Hospira) a una
proporcion de 3 g/kg. Se tomaron muestras de sangre para determinacion de glucosa, exactamente un minuto y
medio de separacion, mediante corte en la cola, de manera tal que la sangre se recolect6é en cada animal a los 20,
40, 60 y 120 minutos después de la dosis de dextrosa.
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Tabla 3: Efectos de la reduccién de glucosa en el OGTT

Resultados del ensayo de tolerancia a la glucosa oral, media * SE

2 vias ANOVA /Bonferroni’'s **p<0,01, ***p<0,001 comparado con el vehiculo

Vehiculo Ejemplo 1 (base Ejemplo 1 (base Ejemplo 1 (base Ejemplo 1 (base
libre) 0,3 mg/kg libre) 1 mg/kg libre) 3 mg/kg libre) 10 mg/kg
Glucosa (mg/dl)
0 minutos 84 +84 78142 76+ 3,3 72+26 78+54
20 minutos 268 + 49,3 185 + 13,7** 147 + 8,3*** 133+ 7,1%* 124 +1,2%*
40 minutos 192 + 26,8 197 £ 14,7 171 £ 11,1 15075 137 £ 5,4**
60 minutos 139+6,2 164 +6,3 162+5,8 155+7,2 138 £ 6,1
120 minutos 105+ 5,1 121 +11,8 109+7,3 115+ 10 114 +£4,3
1 via ANOVA /Dunnett's *p<0,05, **p<0,01 comparado con el vehiculo
Linea basal 6408 + 5400 + 519 4158 + 374 3606 + 421* 2693 + 309**
ajustada a AUCI 1500
Glucosa (mg/dl)
Glucosa Cmax | 268 +49,3 199 + 14,1 174 +9,38* 161 + 5,00 141 + 5,67*
Tiempo (minutos)
Glucosa Cmax 200 32+5 48 +5 64 + 13** 44 +7

Tal como se muestra en la Tabla 3 anterior, la base libre del Ejemplo 1 suministra una dosis que depende de la dis-
minucion en el curso de la glucosa después de un bolo oral de dextrosa al 50% (Hospira®) en el ratéon C57B1/6
glucémico normal. Igualmente, la base libre del Ejemplo 1 demuestra una disminucién que depende de la dosis en la
linea basal ajustada al area de glucosa bajo la curva (AUC) durante un OGTT. Ademas, la base libre del Ejemplo 1
disminuye de manera que depende de la dosis, la concentracion maxima promedio de glucosa en plasma (Cmax)
durante el OGTT.

Valores de glucosa en un ensayo de tolerancia a alimento mezclado en ratas macho con diabetes inducida con es-
treptozotocina

Ratas a las que se habian administrado estreptozotocina (STZ) desarrollan diabetes mellitus. Los agentes que mo-
dulan los niveles de glucosa en estos animales se estiman que son utiles en el tratamiento de la diabetes en huma-
nos.

El compuesto de ensayo se formulé mediante la adicion de un vehiculo de hidroxietilcelulosa al 1% (HEC), Tween®
80 w al 0,25%/ antiespuma al 0,05% al compuesto de ensayo previamente pesado, para formar una solucién de 2,5
mg/ml. La mezcla se traté con una sonda de ultrasonidos durante aproximadamente 30 segundos. La solucion resul-
tante se usé como una solucién madre, a partir de la cual se prepararon las soluciones de dosis de concentracion
mas baja mediante dilucion con el vehiculo. EI STZ, 45 mg/kg, se formuld disolviendo en tampdn de citrato 0,1 M en
partes alicuotas de 3 ml y se almacend en la oscuridad sobre hielo, cuando no estaba siendo administrado. Se us6
un alimento mezclado de alto contenido en grasa (Bio-Serv® Rodent Diet F3282 High Fat) que comprendia calorias
de grasas (60%), calorias de carbohidratos (26%) y calorias de proteinas (15%). Las ratas Sprague Dawley alojadas
por separado se dejaron aclimatar durante un periodo de 3 a 7 dias.

En un esfuerzo para asegurar que los animales no habian recibido alimento recientemente, el STZ se administré por
la tarde, aproximadamente seis horas dentro del ciclo de luz (luz encendida a 6 am, luz apagada a 6 pm). Los ani-
males se anestesiaron con isoflurano y el STZ se suministr6 mediante inyeccién en vena de cola. Una vez que los
animales recuperaron la consciencia, se les devolvié a su alojamiento y se les dejé recuperarse durante 7 dias.

En los dos dias inmediatamente antes del ensayo de tolerancia al alimento (MTT), a todas las ratas se las administro
una pequefia cantidad (2-4 g) de la dieta F3282, con el fin de que se aclimataran a la misma, antes de recibirla du-
rante el experimento. En la tarde anterior del experimento, las ratas se trasladaron a jaulas limpias y su alimento se
retird. A la mafiana siguiente, los animales se pesaron y se tom6 una muestra de sangre mediante corte en la cola
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para medicion de glucosa (glucémetros Abbott AlphaTRAK™, codigo 29). Los animales se agruparon n=6 en base al
peso del cuerpo en ayunas y la glucosa. Treinta minutos después de administrar oralmente el compuesto de ensayo,
se recogieron dos mediciones de glucosa. A continuacion, se las administré un granulo de cinco gramos de Bio-
Serv® diet 3282. Después de 20 minutos se retird el alimento que quedaba y se pesaron. Se tomaron muestras de
sangre a los 20, 40, 60 y 120 minutos para medicién de glucosa.

Tabla 4. Valores de glucosa en un MTT mezclado en ratas macho con diabetes inducida por STZ

Valores de glucosa (mg/dl) Grupos n=5-6, Media + SE
Tratamiento Dosis 0 min. 20 min. 40 min. 60 min. 129 min. Linea basal ajusta-
daa AUC

Vehiculo 113,6 £ 297,2 + 4276 + 452,2 + 5447 £ 36429 + 3155
12,6 26,6 41 37,3 50,1

Ejemplo 1 (base 10 139 221,2 268,7 = 330 490,8 + 22432 £ 2234~
libre) mg/kg 16,1 26,3 29~ 36,7 39,2

Ejemplo 1 (base 30 1374 = 1954 + 232 263,9 = 3553 £ 14649 £ 3673**
libre) mg/kg 26,9 44,8 52,2** 62,2* 73,2*

Acarbosa 60 124 + 181 ¢ 301,3 £ 3715+ 433,7 + 23877 £ 4649~

mg/kg 16,9 22,88 51,2 63,9 83

2 vias ANOVA /Bonferroni’'s *p<0,05, **p<0,01

Tal como se muestra en la Tabla 4 anterior, la base libre del Ejemplo 1 disminuye de manera significativa y depen-
diente de la dosis la glucosa en el MTT en comparacion con los controles del vehiculo. La Acarbosa, que es un con-
trol positivo, no disminuye de manera significativa la glucosa en comparacion con los controles en ningdn punto de
tiempo. Ademas, existe una disminucion dependiente de la dosis en la linea basal ajustada a AUCs asociados con el
tratamiento de la base libre del Ejemplo 1. La Acarbosa disminuye de manera significativa los AUCs de glucosa a
niveles similares a los del Ejemplo 1 a 10 mg/kg. La Tabla 4 demuestra que la base libre del Ejemplo 1 modula los
niveles de glucosa en la rata macho.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula

o hidrato del mismo.
2. Una forma cristalina del compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 el cual esta hidratado.
3. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado por al menos uno de lo siguiente:

a. un diagrama de difraccion de polvo por rayos X que usa radiacion CuKa, que tiene un pico intenso en el
angulo de difraccion 2-teta de 5,2°, en combinacidon con uno o mas picos intensos seleccionados entre el
grupo que consiste en 7,8° 8,0°y 10,7° (+0,2° respectivamente); y

b. un espectro *C-RMN de estado solido que comprende picos intensos referenciados con respecto a la re-
sonancia de alto campo de adamantano (6= 29,5 ppm) a: 181,8, 161,2, 160,0, 147,6 y 137,4 ppm (0,2 ppm
respectivamente);

en el que el término pico intenso significa un pico que tiene una intensidad que es al menos 5% de la del pico el mas
intenso en el espectro o el diagrama de polvo adecuado.

4. El compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el contenido en agua a tempera-
tura ambiente esta dentro del intervalo de 9% a 12% en peso.

5. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para uso en terapia.

6. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para uso en el tratamiento de la diabe-
tes.

7. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que la diabetes es diabetes de tipo 1.
8. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que la diabetes es diabetes de tipo 2.

9. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicacio-
nes 1 a 4 con uno o mas vehiculos, diluyentes o excipientes aceptables farmacéuticamente.
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