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DESCRIPCION

Derivados de colano para su uso en el tratamiento y/o prevencion de enfermedades mediadas por FXR y
TGR5/GPBAR1

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a compuestos que tienen armazones de colano, dichos compuestos para su uso en
el tratamiento y/o la prevencion de enfermedades mediadas por FXR y TGR5/GPBAR1.

Estado de la técnica

Los acidos biliares (BA) son moléculas de sefializacion que interactian con dos tipos de receptores celulares
dedicados, los receptores nucleares intracelulares y los receptores de la superficie celular. Los receptores nucleares
incluyen el receptor farnesoide X (FXR), identificado como el sensor de acido biliar endégeno (Makishima et al.
Science, 1999, 284, 1362; Parks et al. Science 1999, 284, 1365).

Altamente expresado en tejidos enterohepaticos (higado e intestino), el FXR regula la homeostasis de los acidos
biliares, incluyendo también las vias metabdlicas la homeostasis de los lipidos y la glucosa (Zhang et al. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 2006, 103, 1006). Ademas, los agonistas de FXR proporcionan efectos antiinflamatorios y
antifibréticos y anticancerigenos (Renga et al. FASEB J. 2012, 26, 3021-3031).

El receptor de la superficie celular de los acidos biliares (GPBAR1, M-BAR1, GP-BAR1, TGR5) pertenece a la
superfamilia similar a la rodopsina de los receptores acoplados a la proteina G (Takeda et al. FEBS Lett. 2002, 520,
97; Kawamata et al. J. Biol. Chem. 2003, 278, 9435).

La union del ligando a TGR5/GPBAR1 da como resultado la elevacion de los niveles de AMPc intracelular con la
consiguiente activacion de una cascada de sefalizacion. GPBAR1 es altamente expresado en el higado y en el
intestino, pero también en los musculos, el cerebro, el tejido adiposo, los macréfagos y las células endoteliales. En el
tejido adiposo muscular y pardo, TGR5/GPBAR1 aumenta el gasto de energia y el consumo de oxigeno (Watanabe
et al. Nature 2006, 439, 484) en las células L enteroendocrinas, la activaciéon de TGR5/GPBAR1 estimula la
secrecion de péptido similar al glucagén (GLP)-1, una incretina que mejora la liberacion de insulina en el pancreas,
regulando asi los niveles de glucosa en sangre, la motilidad gastrointestinal y el apetito (Thomas et al. Cell. Metab.
2009, 10, 167).
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Quimicamente, los BA son derivados de la cadena lateral de colesterol truncados. Su repertorio molecular se genera
en primer lugar en el higado con la produccion de acidos biliares primarios, acido célico (CA) y acido
quenodesoxicolico (CDCA). La transformacion por microbios en el intestino genera acidos biliares secundarios, acido
desoxicolico (DCA) y acido litocdlico (LCA). En el cuerpo humano, los acidos biliares se conjugan con glicina y
taurina. La actividad hacia los dos receptores de BA depende de la estructura, siendo CDCA, el activador de FXR
enddgeno mas potente, y LCA y TLCA, los agonistas naturales mas fuertes de TGR5/GPBAR1.

Se ha observado prurito colestasico como un efecto secundario grave asociado con el uso de agonistas de FXR en
PBC y un estudio reciente indicé que TGR5/GPBAR1 es la diana molecular involucrada en el desarrollo de este
efecto secundario (Alemi et al. J. Clin. Invest. 2013, 123, 1513-1530).

El documento W0O2013192097 describe el acido 6-alfa-etil-quenodesoxicdlico (6-ECDCA), un potente y selectivo
agonista de FXR dotado de efecto anticolostatico. EI documento W02008002573 describe derivados de acidos
biliares como ligandos FXR para la prevencion o el tratamiento de enfermedades o afecciones mediadas por FXR.

El documento WO2010014836 y Sato H. (J Med Chem. 2008, 51, 4849) describen los moduladores de TGR5.
D'Amore C. et al. (J. Med. Chem. 2014, 57, 937) describen el disefio, la sintesis y la evaluacion biolégica de los
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agonistas duales de GP-BAR1/FXR. D'Amore et al. describen los compuestos BAR502 y BAR504 como intermedios
de sintesis.

Iguchi Y. et al. (J Lipid Res. 2010, 51, 1432) describen la funcion de los alcoholes biliares como ligandos de TGRS5.
Kihira K. et al. (Steroids 1992, 57(4), 193-198) describen los compuestos BAR107 como intermedios de la sintesis.

Swaan P. W.et al. (J. Comp. Aid. Mol. Des. 1997, 11, 581-588), en un modelo molecular del portador de acido biliar
intestinal analizaron el ursocolato (el compuesto 15 alli, BARn406 en la presente memoria) entre un conjunto de
productos conjugados de acido biliar. BARNn406 resultd tener una capacidad indetectable para inhibir el transporte de
acido taurocolico en células CaCo-2.

Burns et al. (Steroids 2011, 76(3), 291-300) describen la sintesis y la actividad olfativa de derivados de acidos
biliares sulfatados en la posicién 5 no naturales en la lamprea marina (Petromyzon marinus). EI compuesto 9e
descrito en ese documento (compuesto BAR407 en la presente memoria) no provoco una respuesta olfativa.

Festa et al. (J. Med. Chem. 2014, 57, 8477) describen la sintesis de moduladores selectivos de FXR o GPBAR1.

El objetivo de la presente invencién es la identificacion de nuevos compuestos que contengan el armazén quimico
del colano y que modulen FXR y/o TGR5/GPBAR1.

Compendio de la invencion

El objeto de la presente invencion es un compuesto de formula

“, “,

>
o

OH OH OH

\“ \‘. \“ I’/
HO A OH HO H OH HO' ) 'OH

BARS501 BAR503 BAR504-6b

Se ha encontrado que los compuestos descritos anteriormente son moduladores de FXR o/y TGR5/GPBAR1 y, por
lo tanto, son utiles para el tratamiento de enfermedades mediadas por FXR y TGR5/GPBAR1.

Por lo tanto, para un aspecto, la presente invencion se refiere a un compuesto para su uso como medicamento,
dicho compuesto de féormula

OH

O OH HO fol

~N
BARS501 BAR502 BAR503 BAR504 BAR504-6b

Para un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a compuestos de formula

HO™

OH

HZ H |
~ ~
BAR501 BARS502 BAR503 BAR504 BAR504-6b

para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de trastornos gastrointestinales, enfermedades hepaticas,
enfermedades cardiovasculares, aterosclerosis, enfermedades metabdlicas, enfermedades infecciosas, cancer,
trastornos renales, trastornos inflamatorios y trastornos neurolégicos (tales como accidente cerebrovascular).

La presente invencion también se refiere a un procedimiento para preparar un compuesto como se describid
anteriormente.
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Descripcion detallada de la invenciéon

Se ha encontrado que los compuestos de acuerdo con la invencién son moduladores de FXR o TGR5/GPBAR1
altamente selectivos o moduladores duales de FXR y TGR5/GPBAR1 y, por lo tanto, son utiles como medicamentos
en particular para su uso en la prevencién y/o el tratamiento de trastornos gastrointestinales, enfermedades
hepaticas, enfermedades cardiovasculares, aterosclerosis, enfermedades metabdlicas, trastornos metabdlicos,
enfermedades infecciosas, cancer, trastornos renales, trastornos inflamatorios y trastornos neurolégicos tales como
el accidente cerebrovascular.

En ciertas realizaciones, la enfermedad hepatica se selecciona del grupo que consiste en enfermedades hepaticas
cronicas que incluyen cirrosis biliar primaria (PBC), xantomatosis cerebrotendinosa (CTX), colangitis esclerosante
primaria (PSC), colestasis inducida por farmacos, colestasis intrahepatica del embarazo, colestasis asociada a la
nutricion parenteral, sobrecrecimiento bacteriano y colestasis asociada a sepsis, hepatitis autoinmunitaria, hepatitis
viral cronica, enfermedad hepatica alcohdlica, enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD), esteatohepatitis
no alcohdlica (NASH), enfermedad de injerto contra anfitrion asociada al trasplante de higado, trasplante de donante
vivo, regeneracion del higado, fibrosis hepatica congénita, enfermedad hepatica granulomatosa, neoplasia maligna
intra- o extrahepatica, enfermedad de Wilson, hemocromatosis y deficiencia de alfa 1-antitripsina.

En ciertas realizaciones, la enfermedad gastrointestinal se selecciona del grupo que consiste en enfermedad
inflamatoria intestinal (Ell) (incluida la enfermedad de Crohn, la colitis ulcerosa y la colitis indeterminada), sindrome
del intestino irritable (SIl), sobrecrecimiento bacteriano, pancreatitis aguda y crénica, malabsorcion, colitis post-
radiacion y colitis microscopica.

En ciertas realizaciones, la enfermedad renal se selecciona del grupo que consiste en nefropatia diabética,
nefropatia hipertensiva, enfermedad glomerular crénica, que incluye glomerulonefritis cronica y glomerulopatia de
trasplante cronica, enfermedades tubulointersticiales cronicas y trastornos vasculares del rifion.

En ciertas realizaciones, la enfermedad cardiovascular se selecciona del grupo que consiste en aterosclerosis,
dislipidemia, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, hipertension también conocida como hipertension arterial,
cardiopatia inflamatoria que incluye miocarditis y endocarditis, angina estable por cardiopatia isquémica, angina
inestable, infarto de miocardio, enfermedad cerebrovascular incluyendo accidente cerebrovascular isquémico,
enfermedad cardiaca pulmonar incluyendo hipertensién pulmonar, enfermedad arterial periférica (EAP), también
conocida como enfermedad vascular periférica (PVD), enfermedad oclusiva de la arteria periférica y arteriopatia
obliterante periférica.

En ciertas realizaciones, la enfermedad metabdlica se selecciona del grupo que consiste en resistencia a la insulina,
sindrome metabdlico, diabetes tipo | y tipo Il, hipoglucemia, trastornos de la corteza suprarrenal, incluyendo la
insuficiencia de la corteza suprarrenal.

En ciertas realizaciones, el trastorno metabdlico se selecciona del grupo que consiste en obesidad y afecciones
asociadas a la cirugia bariatrica.

En ciertas realizaciones, el cancer se selecciona del grupo de cancer de higado, cancer de conducto biliar, cancer
de pancreas, cancer gastrico, cancer colorrectal, cancer de mama, cancer de ovario y afecciones asociadas con la
resistencia a la quimioterapia.

En ciertas realizaciones, el trastorno infeccioso se selecciona del grupo de enfermedades asociadas con la infeccion
por el virus de la inmunodeficiencia humana (SIDA) y trastornos relacionados, infeccién por virus B y virus C.

En ciertas realizaciones, el trastorno inflamatorio se selecciona del grupo de artritis reumatoide, fibromialgia,
sindrome de Sjogren, esclerodermia, sindrome de Behcet, vasculitis y lupus eritematoso sistémico.

Los datos sobre la actividad de ciertos compuestos de la invencion sobre FXR y TGR5/GPBAR1 se describen en la
siguiente tabla. En esta tabla, las actividades para los compuestos de la invencion sobre FXR y GPBAR1 se
compararon con las de los compuestos de referencia: es decir, CDCA para FXR y TLCA para TGR5/GPBAR1. Cada
compuesto se probé a una concentracion 10 microM y la actividad de transactivacion de CDCA sobre FXR y de
TLCA sobre CRE (es decir, TGR5/GPBAR1) se consideré igual a 100%.
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Tabla 1
Compuestos de FXR GPBAR1
férmula (1)
(% de actividad en comparacion | (% de actividad en comparacién
con 10 uM CDCA) con 10 uyM TLCA)
BAR501 9,9+0,1 64,5+0,5
BAR502 263,0+ 32,0 745+6,4
BAR503 68,8 + 26,6 59,8 £+ 0,1
BARS504 488,5+17,5 103,0 £ 12,1
BAR504-6b 32,4+ 14,1 753 +3.4

Para un aspecto, la presente invencién se refiere a los compuestos mencionados anteriormente en donde los
compuestos son agonistas duales de FXR y TGR5/GPBAR1. Un ejemplo seleccionado en este grupo es BAR502.
Sorprendentemente, BAR502 no induce picazén cuando se administra a animales colestaticos mediante la
administracion de ANIT o Estrégeno. En los sindromes colestaticos, se cree que la acumulacién de acidos biliares en
el organismo causa picazon. Recientemente, se demostré6 que TGR5/GPBAR1 mediaba en la picazon causada por
la administracion intradérmica de DCA y LCA (Alemi et al. J. Clin. Invest. 2013, 123, 1513-1530). En ensayos
clinicos, la administraciéon a pacientes que padecen cirrosis biliar primaria (PBC) de acido obeticolico ha provocado
picazén severa en aproximadamente 80% de los pacientes. Una ventaja especifica y sorprendente de BAR502 es
que este agente no induce picazén cuando se administra a animales que se vuelven colestaticos mediante la
administracion de a-naftil-isotiocianato (ANIT) o 17a-etinilestradiol (dos modelos validados de colestasis). En estos
entornos experimentales, la administracion de BAR502 aumenta la supervivencia, atenta los niveles de fosfatasa
alcalina en suero y modula de forma sdlida la expresion hepatica de genes diana de FXR canénicos, incluyendo
OSTa, BSEP, SHP y MDR1, sin inducir prurito. En el modelo de 17a-etinilestradiol, BAR502 atenua la colestasis y da
forma al conjunto de acidos biliares sin inducir picazon, lo que demuestra que en los modelos de colestasis no
obstructiva, BAR502 atenua la lesion hepatica sin causar picazén.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a compuestos que son agonistas de FXR altamente selectivos sin
efectos sobre GPBAR1 cuando se administran solos pero eficaces para inhibir la activacion de GPBAR1 causada
por TLCA (10 yM), comportandose asi como antagonistas de GPBAR1. En un aspecto, la presente invencion se
refiere a compuestos de formula (I) en donde los compuestos son agonistas de GPBAR1 altamente selectivos sin
efectos sobre FXR. En un aspecto, la presente invencion se refiere a compuestos de féormula (1) en donde los
compuestos son antagonistas de GPBAR1 altamente selectivos sin efectos sobre FXR.

La presente invencion se refiere también a procedimientos para preparar un compuesto como se describid
anteriormente.

Para un aspecto, la presente descripcion se refiere a un procedimiento para preparar un compuesto de formula (1)

como se describid anteriormente en donde n = 0, comprendiendo dicho procedimiento poner en contacto un
compuesto de férmula (XII)

CH,CH, COOH

"o H © (XI1)

con HCOOH y HCIO, y posteriormente poner en contacto el compuesto resultante con TFA, anhidrido trifluoroacético
y NaNO; para obtener un compuesto de férmula (VII)
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Las transformaciones quimicas simples y bien conocidas pueden pasar a continuacién de un compuesto de formula
(VII) a un compuesto de férmula (1) como se describié anteriormente, de modo que el grupo -CN puede hidrolizarse a
COOH, asi como el grupo OCHO puede hidrolizarse a un grupo hidroxilo o el grupo =O puede reducirse a grupo
hidroxilo.

OHCO
vII).

Para un aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento para preparar un compuesto descrito
anteriormente, comprendiendo dicho procedimiento someter un compuesto de férmula (VIII) a una condensacion
alddlica, poniendo en contacto de ese modo un compuesto de férmula (VIII)

= CHZ(CHQ)CnOOMe
Po" :HI f iO

en donde n = 0,1, P es una funcién protectora alcohdlica, preferiblemente OAc, con alquil litio, tal como nBulLi, y
posteriormente con acetaldehido, preferiblemente en presencia también de BF3(OEt),, para obtener un compuesto

en donde n y P se describen como anteriormente.

(VI

(IX)

Una condensacion alddlica es una reaccion de adicion de aldol, que podria implicar la adiciéon nucledfila de un
enolato de cetona a un aldehido, en donde una vez formado, el producto alddlico pierde una molécula de agua para
formar un compuesto de carbonilo a,B-insaturado.

Sometiendo un compuesto de férmula (IX) a una hidrogenacién catalitica, preferiblemente con H; en presencia de
Pd (OH)./C, se puede obtener un compuesto de férmula (X)

5 CH{CHjCOOMe

Para un aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento para preparar un compuesto de férmula

(X)
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OH

HO™ =" “OH
H =

BAR502

comprendiendo dicho procedimiento poner en contacto un compuesto de formula (XIV)

CHz(CHg)CnOOMe

(XIV)

en donde n es 0, Rg es OAc;
con MeONa/MeOH para obtener la epimerizacion del estereocentro C6 obteniendo de ese modo un compuesto de
férmula (XI)

CHE(CHQCnOOMe

(X1)

en donde n es 0, Rs se describe como anteriormente. En caso de que Rg sea OAc, el tratamiento con MeONa/MeOH
proporciona simultaneamente la hidrolisis del grupo acetoxi C3, obteniendo de ese modo un compuesto de férmula
(XI) en donde Rg es OH.

La reduccion del carbonilo en C7 se puede obtener poniendo en contacto un compuesto de férmula (X) con NaBH, o
Ca(BHa4)2 para obtener una mezcla de beta-OH (hasta 70% en el caso del compuesto BAR501) y alfa-OH en C7. El
tratamiento posterior con LiBH4 reduce, si esta presente, la funcién éster metilico en la cadena lateral a

-CH,OH y el grupo protector OAc en C3 a OH.

La reduccion de carbonilo en C7 se puede obtener poniendo en contacto un compuesto de formula (XI) o el
compuesto correspondiente que tiene COOH en la cadena lateral, con LiBH4 obteniendo casi exclusivamente alfa-
OH en C7. Simultaneamente el tratamiento con LiBH,4 reduce, si esta presente, la funcién éster metilico en la cadena
lateral a -CH>OH vy el grupo protector OAc en C3 a OH. Sometiendo un compuesto de formula (IX) a una reduccion
de NaBH. seguida de tratamiento con LiBH4, se produjo la reduccion en C7 y en la cadena lateral con desproteccion
simultanea, en particular desacetilacion, en C3, para obtener un compuesto en donde R; es alfa-OH, R, es = CH-
CHs, R3 es beta-OH, n = 0,1y R es CH20H.

Sometiendo el compuesto anterior en donde R es alfa-OH, R, es = CH-CH3, R3 es beta-OH, n = 0,1 y R es CH20H
a una hidrogenacion catalitica, preferiblemente con H, y Pd(OH)./C, se puede obtener un compuesto de férmula (1)
en donde R1 es alfa-OH, R; es alfa-Et, R3 es beta-OH, n = 0,1 y R es CH20H.

La presente invencion se podria comprender mejor a la luz de los ejemplos y la seccién experimental a continuacion.
Seccioén experimental

Quimica

Ejemplo 1. Preparacion de compuestos de formula (1) en donde R.= H (no forma parte de la invencion)
Ejemplo 1A. Sintesis de derivados de bis-homo-ursodesoxicolano
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Una secuencia de reaccion de cuatro etapas en 1, que incluye la proteccion de las funciones alcohdlicas en C3 y C7,
la reduccion del éster metilico de la cadena lateral y la posterior OX|daC|on de Swern de recipiente
unico/homologacion de Wittig C2 proporcioné el éster metilico protegido de A****_pis-homoUDCA. La hidrogenacion
del doble enlace de la cadena lateral y la desproteccion de la funcion alcohdlica proporcionaron éster metilico de bis-
homoUDCA 4, que se utilizd como material de partida en la preparacion de BAR305 y su correspondiente alcohol,
BAR304, mediante tratamiento con LiOH y LiBH4, respectivamente.

N\-coome
d, e

3 BAR304
A-ON° Barsos

COOMe

_ab_

—C.

OH TBSO" OTBS TBSO™

a) 2,6-lutidina, trifluorometanosulfonato de t-butildimetilsililo, CH,Cl,, 0°C; b) LiBH4, MeOH seco, THF, 0°C, rendimiento cuantitativo a lo
largo de dos etapas; c) DMSO, cloruro de oxalilo, TEA seco, CH,Cl,, -78°C a continuacién (trifenilfosforaniliden)acetato de metilo, 76%;
d) Hy, Pd(OH)./C tipo Degussa, THF/MeOH 1:1, rendimiento cuantitativo; e) HCI 37%, MeOH, rendimiento cuantitativo; f) NaOH 5% en
MeOH/H,0 1:1 v/v, 60%; g) LiBH4, MeOH seco, THF, 0°C, 77%.

Etapa a, b) Preparacion de 3a,7B-di(terc-butildimetilsililoxi)-53-colan-24-ol (2)

El Compuesto 1 (1,2 g, 3 mmoles) se protegidé en las dos funciones alcohdlicas siguiendo el mismo procedimiento
sintético descrito en J. Med. Chem. 2014, 57, 937 para obtener 1,9 g de 3a,7B-di(terc-butildimetilsililoxi)-53-colan-24-
oato de metilo (rendimiento cuantitativo) en forma de agujas incoloras, que se sometié a la siguiente etapa sin
ninguna purificacion.

Se afiadieron metanol (850 pL, 21 mmoles) y LiBH4 (10,5 mL, 2 M en THF, 21 mmoles) a una solucién de éster
metilico (1,9 g, 3 mmoles) en THF seco (30 mL) a 0°C siguiendo el mismo procedimiento sintético descrito en J.
Med. Chem. 2014, 57, 937. La purificacién por medio de gel de silice (hexano/acetato de etilo 99:1 y TEA al 0,5%)
proporcioné 2 en forma de un sélido de color blanco (1,8 g, rendimiento cuantitativo).

Etapa c) Preparacion en recipiente unico de 3a,7B-di(terc-butildimetilsililoxi)-25,26-bishomo-53-col-24-en-26-oato de
metilo (3).

Se afiadio DMSO (2,1 mL, 30 mmoles) gota a gota durante 15 minutos a una solucién de cloruro de oxalilo (7,5 mL,
15 mmoles) en diclorometano seco (30 mL) a -78°C en atmodsfera de argon. Después de 30 minutos, se afhadiod
mediante una canula una solucion de 2 (1,8 g, 3 mmoles) en CH,Cl; seco y la mezcla se agité a -78°C durante 30
min. Se afiadio EtsN (2,5 mL, 18 mmoles) gota a gota. Después de 1 h, se anadioé (trifenilfosforaniliden)- acetato de
metilo (2,0 g, 6 mmoles) y la mezcla se dejé calentando a temperatura ambiente. Se afiadié una solucion saturada
de NaCl y la fase acuosa se extrajo con éter dietilico (3x100 mL). Las fases organicas combinadas se lavaron con
agua, se secaron (Na;SO4) y se concentré. La purificacion por medio de gel de silice (hexano-acetato de etilo 95:5 y
TEA al 0,5%) proporcioné el compuesto 3 en forma de un aceite incoloro (1,5 g, 76%).

Etapa d) Preparacion de 3a,7B-di(terc-butildimetilsililoxi)-25,26-bishomo-53-colan-26-oato de metilo. Una solucion
del compuesto 3 (1,5 g, 2,3 mmoles) en THF seco/MeOH seco (25 mL/25 mL, v/v) se hidrogeno en presencia de
Pd(OH). al 5% peso en carbon activado tipo Degussa (20 mg) siguiendo el mismo procedimiento sintético descrito
en J. Med. Chem. 2014, 57, 937 proporcionando 3a,7B-di(terc-butildimetilsililoxi)-25,26-bishomo-5@-colan-26-oato de
metilo (1,5 g, rendimiento cuantitativo) que se someti6 a la etapa e) sin purificacion.

Etapa e) Preparacion de 3a,7B-dihidroxi-25,26-bishomo-53-colan-26-oato de metilo (4)

Se disolvié 3a,7p-di(terc-butildimetilsililoxi)-25,26-bishomo-53-colan-26-oato de metilo (1,5 g) en metanol (70 mL). A
la solucion, se le afiadié HCI (2 mL, 37% v/v) siguiendo el mismo procedimiento sintético descrito en J. Med. Chem.
2014, 57, 937 proporcionando 4 en forma de un sélido amorfo incoloro (1,0 g, rendimiento cuantitativo).

Etapa f) Preparacién de acido 3a,7B-dihidroxi-25,26-bishomo-53-colan-26-oico (BAR305). Una porcion de
compuesto 4 (430 mg, 1 mmol) se hidrolizé6 con NaOH (400 mg, 10 mmoles) en una solucién de MeOH:

H20 1:1 v/v (20 mL) durante 4 h a reflujo. Una muestra analitica se purific6 por medio de HPLC en un Nucleodur
100-5 C18 (5 ym; 4,6 mm d.i. x 250 mm) con MeOH/H,0 (95:5) como eluyente (velocidad de flujo 1 mL/min) (tr= 5
min).

BAR305: C25H4404

El RMN H' se registré en Varian Inova a 400 MHz, utilizando CD3OD como disolvente: & 3,47 (2H, m, H-3 y H-7),
2,27 (2H, t, J = 7,2 Hz, H>-25), 0,96 (3H, s, H3-19), 0,94 (3H, d, J = 6,5 Hz, H3-21), 0,70 (3H, s, H3-18).

El RMN C" se registro en Varian Inova a 100 MHz, utilizando CDsOD como disolvente: & 178,2, 72,1, 71,9, 57,6,
8
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56,7, 44,8, 44,5, 44,0, 41,6, 40,7, 38,6, 38,0, 36,9, 36,8, 36,1, 35,3, 35,2, 30,9, 29,8, 27,9, 26,7, 26,6, 23,9, 22,4,
19,3, 12,7.

Etapa g) 25,26-bishomo-53-colan-3a,73,26-triol (BAR304). EI Compuesto 4 (500 mg, 1.2 mmoles) se redujo en las
mismas condiciones operativa descritas en la etapa b). La purificacion por medio de gel de silice (CH2Clo/metanol
9:1) proporcioné BAR304 en forma de un aceite incoloro (375 mg, 77%). Una muestra analitica se purifico por medio
de HPLC en un Nucleodur 100-5 C18 (5 ym; 4,6 mm d.i. x 250 mm) con MeOH/H,O (85:15) como eluyente
(velocidad de flujo 1 mL/min) (tR = 9 min).

BAR 304: C25H4503

EI RMN H' se registré en Varian Inova a 400 MHz, utilizando CD3zOD como disolvente: 6 3,53 (2H, t, J = 6,5 Hz, Ha-
26), 3,48 (2H, m, H-3 y H-7), 0,95 (3H, s, Hs-19), 0,93 (3H, d, J = 6,5 Hz, H3-21), 0,70 (3H, s, H3-18).

El RMN C™ se registré en Varian Inova a 100 MHz, utilizando CD3zOD como disolvente: & 72,1, 71,9, 63,0, 57,5,
56,7, 44,7, 44,4, 44,0, 41,6, 40,7, 38,5, 37,9, 37,2, 37,0, 36,1, 35,2, 33,7, 30,9, 29,8, 27,9, 27,4, 27,1, 23,9, 22,4,
19,4, 12,7.

Ejemplo 1B. Sintesis de 3a,7B-dihidroxi-24-nor-53-colan-23-il-23-sulfato de sodio (BAR106) y 3a,7B-dihidroxi-24-nor-
5B-colan-23-ol (BAR107)

Se preparé BAR106 a partir de UDCA mediante una secuencia de reaccién que comprendia la performilacion en los
grupos hidroxilo, la degradacién de un carbono de Beckmann en C24 y la transformacion del grupo carboxilo C23 en
el correspondiente intermedio éster metilico. La proteccion en los grupos hidroxilo en C-3 y C-7 como silil éteres, la
reduccion a éster metilico en C23, la sulfatacién en la funcion alcohdlica primaria en C23 y finalmente la
desproteccion proporcionaron BAR106 bruto en forma de una sal de amonio. La purificacion en Amberlite y a
continuacién por medio de HPLC proporcioné el BAR106 del titulo en forma de una sal de sodio.

P “, %,
(j:gé’\/coOH { 5 'COOMe I { S CH,OH (ji(/gtg\/osowa
880" OTBS

R=H  UDCA BAR106
a
RoGHO 5 =—J J
I

HO*" ) OH

BAR107

CH,OH

a) HCOOH, HCIO4, 96%; b) TFA, anhidrido trifluoroacético, NaNO,, 96%; c) KOH 30% en MeOH/H,0 1:1 v/v, 97%; d) p-TsOH, MeOH
seco, 98%; e) 2,6-lutidina, trifluorometanosulfonato de t-butildimetilsililo, CH,Cl,, 0°C, 88%; f) LiBH4, MeOH seco, THF, 0°C, rendimiento
cuantitativo; g) EtsN.SO3, DMF, 95°C; h) HCI 37%, MeOH, a continuaciéon Amberlite CG-120, MeOH, 86% a lo largo de dos etapas; i)
LiBH4, MeOH seco, THF, 0°C, rendimiento cuantitativo.

Etapas a, d) Preparacion de 3a,73-dihidroxi-24-nor-5p-colan-23-oato de metilo (6).

El acido ursodesoxicdlico (2,0 g, 5,1 mmoles) se transformé en 3a,7B-dihidroxi-24-nor-53-colan-23-oato de metilo (6,
1,6 g, 87%) siguiendo el mismo procedimiento sintético descrito en J. Med. Chem. 2014, 57, 937.

Etapa e) Preparacion de 3a,7p-di(terc-butildimetilsililoxi)-53-colan-24-oato de metilo

El Compuesto 6 (1,2 g, 3,0 mmoles) se protegié en los grupos hidroxilo en la mismas condiciones operativas
descritas en el ejemplo 1A, etapa a). La purificacion por cromatografia instantanea sobre gel de silice utilizando
hexano/acetato de etilo 9:1 y trietilamina al 0,5% como eluyente, proporcion6 éster metilico protegido (1,6 g, 88%).

Etapa f) Preparacion de 3a,7(3-di(terc-butildimetilsililoxi)-53-colan-24-ol (7)

El éster metilico de cadena lateral (818 mg, 1,3 mmoles) se redujo en la mismas condiciones operativas descritas en
el ejemplo 1A, etapa b). La purificacion por cromatografia instantanea sobre gel de silice utilizando hexano/acetato
de etilo 98:2 y tiretilamina al 0,5% como eluyente, proporcioné 7 (770 mg, rendimiento cuantitativo).

Etapas g, h) Preparacion de sulfato de 3a,7p-dihidroxi-24-nor-53-colan-23-il-23-sodio (BAR106)
El complejo de trietilamina-triéxido de azufre (2,0 g, 11 mmoles) se afiadié a una solucion de 7 (660 mg, 1,1 mmoles)
en DMF seco (25 mL) siguiendo el mismo procedimiento sintético descrito en J. Med. Chem. 2014, 57, 937. La HPLC
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en Nucleodur 100-5 C18 (5 ym; 10 mm d.i. x 250 mm) con MeOH/H-»O (65:35) como eluyente (velocidad de flujo 3
mL/min), proporcion6 442 mg (86% a lo largo de dos etapas) de BAR106 (tr= 8,4 min).

BAR 106: C23H39N805S

El RMN H' se registré en Varian Inova a 400 MHz, utilizando CD3OD como disolvente: & 4,04 (2H, m, H»-23), 3,48
(2H, m, H-3 y H-7), 1,00 (3H, d, J = 6,5 Hz, H3-21), 0,97 (3H, s, H3-19), 0,72 (3H, s, H3-18).

Etapa i) Preparacion de 3a,7B-dihidroxi-24-nor-53-colan-23-ol (BAR107)

El Compuesto 6 se transformé en BAR107 en las mismas condiciones operativas descritas en la etapa f.

BAR107: C23H4003

EIRMN H' se registré en Varian Inova a 400 MHz, utilizando CD3OD como disolvente: & 3,60 (1H, m, H-7), 3,51 (1H,
m, H-3), 3,50 (2H, m, H»-23), 0,97 (3H, d, ovl, H3-21), 0,96 (3H, s, H3-19), 0,72 (3H, s, H3-18).

El RMN C" se registré en Varian Inova a 100 MHz, utilizando CD3zOD como disolvente: & 72,1, 71,9, 60,8, 57,5,
57,1, 44,8, 44,5, 44,0, 41,6, 40,7, 39,9, 38,6, 38,0, 36,1, 35,2, 34,1, 31,0, 29,8, 27,9, 23,9, 22,4, 19,5, 12,6;

Ejemplo 1C. Sintesis de sulfato de 7a-hidroxi-53-colan-24-il-24-sodio (BAR402)
La tosilacién y eliminacion en el grupo hidroxilo C-3 en el éster metilico 8 seguido de reduccion del doble enlace,

posterior tratamiento con LiBHs y sulfatacion regioselectiva en el grupo hidroxilo primario C-24 proporcionaron
BAR402.

COOMe ' COOMe
a-c de
HO™ ) o} i o)
s 9 BAR402

a) p-TsCl, piridina, rendimiento cuantitativo; b) LiBr, Li,CO3, DMF, reflujo, c) H2, Pd(OH),;, THF/MeOH 1:1, temperatura ambiente,
rendimiento cuantitativo; d) LiBH4, MeOH seco, THF, 0°C, 79°C; e) Et;N.SO3;, DMS, 95°C.

Etapas a-c) Preparacion de 7-ceto-53-colan-24-oato de metilo (9)

A una soluciéon de 8 (965 mg, 2,5 mmoles) en piridina seca (100 mL), se le afiadié cloruro de tosilo (4,7 g, 25,0
mmoles) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 4 h. Se vertié en agua fria (150 mL) y se extrajo con
CHCI; (3 x 150 mL). La capa organica combinada se lavé con solucion saturada de NaHCO3; (150 mL) y agua (150
mL), y a continuacion se sec6 sobre MgSO4 anhidro y se evapord a vacio para proporcionar 1,4 g de 3a-tosiloxi-7-
ceto-5B-colan-24-oato de metilo (rendimiento cuantitativo). Se afiadieron bromuro de litio (434 mg, 5,0 mmoles) y
carbonato de litio (370 mg, 5,0 mmoles) a una solucién de 3o-tosiloxi-7-ceto-5p-colan-24-oato (1,4 g, 2,5 mmoles) en
DMF seco (30 mL), y la mezcla se calentd a reflujo durante 2 h. Después de enfriar a temperatura ambiente, la
mezcla se vertié lentamente en una solucion de HCI al 10% (20 mL) y se extrajo con CH2Cl> (3 x 50 mL). La capa
organica combinada se lavd sucesivamente con agua, solucion saturada de NaHCO3 y agua, y a continuacion se
seco sobre MgSO4 anhidro y se evaporé hasta sequedad para proporcionar 965 mg de residuo oleoso (rendimiento
cuantitativo), que se sometié a la siguiente etapa sin ninguna purificacion. La hidrogenacién en Pd(OH), en la
mismas condiciones operativas descritas en el ejemplo 1A, etapa d, proporcion6 975 mg de 9 (rendimiento
cuantitativo), que se sometié a la siguiente etapa sin ninguna purificacion.

Etapa d) Preparacion de 53-colan-7a, 24-diol

Tratamiento con LiBH4 en el compuesto 9 en la mismas condiciones operativas descritas en el ejemplo 1A, etapaby
la purificacion por medio de gel de silice (acetato de etilo-hexano, 85:15) proporcion6 5B3-colan-7a, 24-diol en forma
de un solido de color blanco (714 mg, 79%).

Etapa e) Preparacion de sulfato de 7a-hidroxi-53-colan-24-il-24-sodio (BAR402). La sulfatacion en C24 se realiz6 en
las mismas condiciones operativas descritas en el ejemplo 1B, etapa g) para proporcionar BAR402 bruto en forma
de una sal de amonio. RP18/HPLC en un Nucleodur 100-5 C18 (5 pm; 10 mm d.i. x 250 mm) con MeOH/H20 (90:10)
como eluyente (velocidad de flujo 3 mL/min) proporcioné BAR402 (tr= 6,6 min) en forma de una sal de sodio.

BAR402: C24H41 NaO5S

EI RMN H' se registré en Varian Inova a 400 MHz, utilizando CD3zOD como disolvente: 6 3,96 (2H, t, J = 6,6 Hz, Ho-
24), 3,78 (1H, br s, H-7), 0,96 (3H, d, J = 6,5 Hz, H3-21), 0,92 (3H, s, H3-19), 0,69 (3H, s, H3-18);
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El RMN C" se registré en Varian Inova a 100 MHz, utilizando CD3zOD como disolvente: & 69,7, 69,4, 57,7, 51,6,
45,0, 43,8, 41,2, 41,0, 39,0, 37,1, 37,0 36,3, 34,2, 33,3, 31,7, 29,5, 29,0, 27,3, 24,8, 24,3, 22,7, 21,9, 19,2, 12,3

Ejemplo 2. Preparacién de compuestos de formula (I) en donde R, =Et o =CH-CHj3
Ejemplo 2A. Sintesis de 6(3-etil-3a,7B-dihidroxi-53-colan-24-ol (BAR501)

La formacion de éster metilico y la acetilacion en el grupo hidroxilo C-3 en 7-KLCA facilitaron el compuesto
intermedio a un 84% de rendimiento en dos etapas. La adicién alddlica a un intermedio de silil enol éter generé 11
que se hidrogend en el doble enlace exociclico (H2 en Pd(OH).) proporcionando 12 a un 80% de rendimiento en tres
etapas. El tratamiento con NaBH4 en metanol seguido de la reduccién con LiBH4 en el producto de reaccion bruto
proporcionaron una mezcla cuya purificacion por HPLC (88% MeOH:H,0) proporcioné BAR501 puro con un
rendimiento de 79% con respecto a su epimero C7, BAR504-6b.

CH,OH CH,OH

HO™ OH HO™
H

BAR501 BAR504-6b

a) p-TsOH, MeOH seco; b) anhidrido acético, piridina, rendimiento 84% a lo largo de dos etapas; c) DIPA, n-BuLi, TMSCI, TEA
seco, THF seco -78°C; d) acetaldehido, BF3(OEt),, CH,Cl,, -60°C, 80% a lo largo de dos etapas.

Etapas a-d). Preparacion de 3a-acetoxi-6-etilideno-7-ceto-5p3-colan-24-oato de metilo (11)

A una soluciéon de acido 7-cetolitocdlico (5 g, 12,8 mmoles), disuelto en 100 mL de metanol seco, se le afiadié acido
p-toluenosulfénico (11 g, 64,1 mmoles). La solucion se dejo en reposo a temperatura ambiente durante 2 h. La
mezcla se inactivd mediante la adicion de una solucién saturada de NaHCOs. Después de la evaporacion del
metanol, el residuo se extrajo con EtOAc (3x150 mL). El extracto combinado se lavd con salmuera, se seco con
NazSO4, y se evapord para proporcionar el éster metilico en forma de un sélido amorfo (5,13 g, rendimiento
cuantitativo).

En la solucion del éster metilico (5,13 g, 12,7 mmoles) en piridina seca (100 mL), se afiadié un exceso de anhidrido
acético (8,4 mL, 89 mmoles). Cuando se completd la reaccion, la piridina se concentré a vacio. El residuo se vertié
en agua fria (100 mL) y se extrajo con AcOEt (3 x 150 mL). Las fases organicas combinadas se secaron (Na;SO4) y
se concentraron para proporcionar un residuo que se purificd adicionalmente por cromatografia instantanea sobre
gel de silice utilizando hexano/acetato de etilo 8:2 y tiretilamina al 0,5% como eluyente (4,8 g de 10 en forma de un
sélido de color blanco, 84% de rendimiento a lo largo de dos etapas).

A una solucién de diisopropilamina (23 mL, 0,16 moles) en THF seco (50 mL) se le afiadié gota a gota una solucion
de n-buitil litio (60 mL, 2,5 M en hexano, 0,15 moles) a -78°C. Después de 30 minutos, se afiadié trimetilclorosilano
(27,1 mL, 0,21 moles). Después de 30 minutos adicionales, se afiadié una solucién de compuesto 10 (4,8 g, 10,7
mmoles) en THF seco (70 mL). La reaccion se agité a -78°C durante 45 minutos adicionales y a continuacion se
afadio trietilamina (54 mL, 0,38 moles). Después de 1 h, la mezcla de reaccion se dejo calentar a

-20°C, se trat6é con solucidon acuosa saturada de NaHCO3; (100 mL) y se llevo a temperatura ambiente en 2 h. La
fase acuosa se extrajo con acetato de etilo (3x50 mL). Las fases organicas combinadas se lavaron a continuacion
con solucién saturada de NaHCOs3, agua y salmuera. Después de secar sobre Na;SO. anhidro, el residuo se
evaporé a vacio para proporcionar 6 g de residuo de color amarillo, que se diluyé en CH,Cl, seco (50 mL) y se enfrié
a -78°C. En esta solucién agitada, se le afiadieron gota a gota acetaldehido (3 mL, 53 mmoles) y BF3;- OEt; (13,5
mL, 0,107 moles). La mezcla de reaccién se agité durante 2 ha -60°C y se dejo calentar a temperatura ambiente. La
mezcla se sofocd con una solucion acuosa saturada de NaHCOg3 y se extrajo con CH.Cl,. Las fases organicas
combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na;SO4 anhidro y concentraron a vacio.

La purificacion por medio de gel de silice (hexano-acetato de etilo 9:1 y TEA al 0,5%) proporcioné el compuesto 11
(4,1 g, 80%). El analisis de RMN demostré una razén diastereomérica E/Z > 95%. La configuracién E en el doble
enlace exociclico se establecié mediante el acoplamiento dipolar H3-26 (& 1,67)/H-5 (8 2,62) en espectro Noesy (400
MHz, tiempo de mezcla 400 ms).
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(E)-30-acetoxi-6-etiliden-7-ceto-5p-colan-24-oato (11): C29H440s

EIRMN H' se registroé en Varian Inova 400 MHz, utilizando CDCl; como disolvente: & 6,16 (1H, q, J = 7,0 Hz, H-25),
4,74 (1H, m, H-3), 3,64 (3H, s, COOCHj3), 2,62 (1H, dd, J = 13,0, 3,6 Hz, H-5), 1,98 (3H, s, COCHg), 1,67 (3H, d, J =
7,0 Hz, H3-26), 1,00 (3H, s, H3-19), 0,92 (3H, d, J = 6,0 Hz, H3-21), 0,67 (3H, s, H3-18).

EIRMN C" se registré en Varian Inova a 100 MHz, utilizando CDCl; como disolvente: & 204,5, 174,6, 170,7, 143,1,
130,2, 72,5, 54,5, 51,4, 50,7, 48,6, 45,2, 43,5, 39,1, 38,9, 35,1, 34,9, 34,1, 33,4, 31,0, 30,9, 28,4, 25,9 (2C) , 22,8,
21,4, 21,2,18,4,12,7, 12,2.

Etapas e) Preparacion de 3a-acetoxi-6(3-etil-7-ceto-53-colan-24-oato de metilo (12).

Una solucién de 11 (4,0 g, 8,5 mmoles) en THF seco/MeOH seco (100 mL, 1:1 v/v) se hidrogend en presencia de
Pd(OH). al 20% en peso sobre carbén activado (100 mg) tipo Degussa. La mezcla se transfirié a un aparato PARR
convencional y se lavé con nitrégeno y a continuacion con hidrégeno varias veces. El aparato fue sacudido bajo
344,738 Pa (50 psi) de Hz. La reaccion se agité a temperatura ambiente durante 8 h.

El catalizador se filtré a través de Celite, y el producto filtrado recuperado se concentré a vacio para proporcionar 12
(4,0 g, rendimiento cuantitativo).

3a-Acetoxi-63-etil-7-ceto-5B-colan-24-oato de metilo (12): C29H4605

EIRMN H' se registré en Varian Inova a 400 MHz, utilizando CD3;OD como disolvente: 6 4,65 (1H, m, H-3), 3,66 (3H,
s, COOCHg), 2,56 (1H, t, J = 11,5 Hz, H-8), 2,35 (1H, m, H-23a), 2,22 (1H, m, H-23b), 1,99 (3H, s, COCHz), 1,22 (3H,
s, H3-19), 0,92 (3H, d, J = 6,3 Hz, H3-21), 0,83 (3H, t, J = 7,2 Hz, H3-26), 0,67 (3H, s, H3-18).

EIRMN C" se registré en Varian Inova a 100 MHz, utilizando CD30OD como disolvente: 6 214,7, 174,3, 170,2, 72,6,
61,7, 54,8, 51,3, 49,0, 48,5, 45,3, 42,7, 42,3 (2C), 38,6, 35,4, 35,1, 35,0, 31,0, 30,8, 28,0 (2C), 26,4, 25,7, 24,7, 21,3,
21,1, 18,2, 12,9, 11,9. La configuracion 8 del grupo etilo en C-6 se determind mediante acoplamientos dipolares Hs-
26 (6 0,83)/H3-19 (5 1,22) y H-8 (8 2,56)/H-25 ( 1,83) en espectro Noesy (400 MHz, tiempo de mezcla 400 ms).

Etapas f, g) Preparacion de 6B-etil-3a,7f3-dihidroxi-5p-colan-24-ol (BAR501).

A una solucion en metanol del compuesto 12 (1,18 g, 2,5 mmoles), se le afiadio un gran exceso de NaBH4 a 0°C. La
mezcla se dejo a temperatura ambiente durante 2 horas y a continuaciéon se afadieron gota a gota agua y MeOH
durante un periodo de 15 minutos a 0°C, observandose efervescencia. Después de la evaporacion de los
disolventes, el residuo se diluyd con agua y se extrajo con AcOEt (3x50 mL). El extracto combinado se lavd con
salmuera, se sec6 con Na;SO4, y se evapor6 para proporcionar 1,3 g de un residuo bruto que se sometié a la
siguiente etapa sin purificacion adicional. El residuo bruto se traté con LiBHs (2 M en THF) en las mismas
condiciones operativas descritas en el ejemplo 1A, etapa b). La purificacion por HPLC en un Nucleodur 100-5 C18 (5
pm; 10 mm d.i. x 250 mm) con MeOH/H,O (88:12) como eluyente (velocidad de flujo 3 mL/min), proporcioné 802 mg
de BARS501 (79%, tr= 11 min).

Alternativamente, la etapa f se realizé con Ca(BHs),, producido in situ.

A una soluciéon de compuesto 12 (500 mg, 1,05 mmoles) y etanol absoluto (4 mL), a 0°C, se le afadi6 CaCl, (466
mg, 4,2 mmoles). A la misma solucion se le afadié una solucion de NaBH4 (159 mg, 4,2 mmoles) en etanol absoluto
(4 mL). Después de 4 h a -5°C, se afiadi6 MeOH gota a gota. A continuacion, después de la evaporacion de los
solventes, el residuo se diluyé con agua y se extrajo con AcOEt (3x50 mL). El extracto combinado se lavd con
salmuera, se seco con Na;SO,4 y se evapor6 para proporcionar 500 mg de un residuo bruto que se sometié a la
etapa g sin purificacion adicional.

BAR501: C25H4503

EIRMN H' se registré en Varian Inova 700 MHz, utilizando CD3;0D como disolvente: & 3,74 (1H, dd, J = 10,3, 6,0 Hz,
H-7), 3,51 (1H, ovl, H-3), 3,49 (2H, ovl, H>-24), 1,00 (3H, s, H3-19), 0,97 (3H, d, J = 6,5 Hz, H3-21), 0,96 (3H, t, J =
7,6 Hz, H3-26), 0,72 (3H, s, H3-18).

El RMN C™ se registré en Varian Inova 175 MHz, utilizando CD30OD como disolvente: 8 75,3 71,9, 63,6, 57,5, 56,5,
51,6, 45,7, 44,9, 42,1, 41,5, 40,4, 40,3, 37,1, 35,8, 32,4, 30,7, 30,3, 29,7, 29,6, 28,3, 26,2, 23,4, 22,1, 19,4, 14,8,
12,7.

Ejemplo 2B. Preparacion de 6B-etil-3a,7a-dihidroxi-53-colan-24-ol (BAR504-6b)
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Se preparé BAR504-6b como se describe en el Ejemplo 2A (tz= 20,4 min).
BAR504-6b: CysH4603

El RMN H' se registré en Varian Inova 700 MHz, utilizando CD3OD como disolvente: & 3,60 (1H, s, H-7), 3,51 (2H,
m, Hz-24), 3,35 (1H, ovl, H-3), 2,30 (1H, q, J = 13,5 Hz, H-4a), 0,97 (3H, d, J = 6,8 Hz, H3-21), 0,95 (3H, t, J= 7,3 Hz,
Hs-26), 0,94 (3H, s, H3-19), 0,70 (3H, s, H3-18).

EIRMN C" se registré en Varian Inova 175 MHz, utilizando CD3OD como disolvente: 8 71,9, 71,8, 62,7, 56,8, 51,7,
50,5, 46,7, 42,5, 41,4, 40,1, 36,6, 36,4, 36,2, 36,0, 33,2, 32,4, 30,1, 29,5, 28,8, 28,5, 25,3, 23,9, 20,7, 18,4, 13,7,
11.4.

Ejemplo 2C. Sintesis de 6a-etil-3a,7a-dihidroxi-24-nor-53-colan-23-ol (BAR502), 6B-etil-3a,7B-dihidroxi-24-nor-53-
colan-23-ol (BARN501- no forma parte de la invencion) y 6p-etil-3a,7a-dihidroxi-24-ni-53-colan-23-ol (BARN504-6b)

Se sometio 7-KLCA (1 g, 2,56 mmoles) a degradacion de Beckmann en C24 y metilacion en C-23 facilitando 13 con
un rendimiento de 66%. La acetilacion en C-3 y alquilacion proporcionaron 14 que se hidrogeno proporcionando 15.
El tratamiento con MeONa/MeOH proporciond la hidrdlisis concomitante en C-3 y la epimerizaciéon en C-6. La
reduccioén simultanea en la funcion éster metilico de C-23 y en el grupo carbonilo C-7 proporcioné BAR502 con un
rendimiento de 89%. El intermedio 15 (250 mg, 0,54 mmoles) también se utiliz6 como material de partida en la
preparacion de BARn501 y BARn504-6b.

COCH COOMe COOMe

ab,cd efg h
HO™ o) AcO™ o}
HO! T o) ) B
7-KLCA 13 14
'COOMe COOMe CH,OH
i, ]
AcO™ (o] HO™ e) > "
c [ nY HO) iy on
~
15 Kl 16 BARs02
CH,OH
HO' ) OH
BARN501 BARN504-6b

a) HCOOH, HCIOy4; b) TFA, anhidrido trifluoroacético, NaNO,; ¢c) KOH 30% en MeOH/H,0 1:1 v/v, 88% a lo largo de tres etapas; d)
p-TsOH, MeOH seco; e) anhidrido acético, piridina; f) DIPA, n-BuLi, TMSCI, TEA seco, THF seco -78°C; g) acetaldehido, BF3(OEt),,
CH,Cl,, -60°C, 60% a lo largo de cuatro etapas; h) H,, Pd(OH),, THF/MeOH 1:1, rendimiento cuantitativo; i) MeONa, MeOH; j) LiBH4,
MeOH, THF seco, 0°C, 77% a lo largo de dos etapas.

Etapas a-d) Preparacion de 7-ceto-24-nor-LCA de metilo (13)

El Compuesto 13 (660 mg, 1,69 mmoles, 66% a lo largo de cuatro etapas) se preparé a partir de 7-KLCA en las
mismas condiciones operativas descritas en el ejemplo 1B, etapas a-d).

Etapas e-h) Preparacion de 3a-acetoxi-63-etil-7-ceto-24-nor-5p-colan-23-oato de metilo (15). EI Compuesto 13 (660
mg, 1,69 mmoles) se sometié a las mismas condiciones operativas descritas en el ejemplo 2A, etapas b-d para
obtener 603 mg de 14 (78% a lo largo de tres etapas). El analisis de RMN demostré una razén diastereomérica E/Z
> 95%. La configuracion E en el doble enlace exociclico se establecié mediante el acoplamiento dipolar Hs-25 (&
1,67)/H-5 (5 2,61) en espectro Noesy (400 MHz, tiempo de mezcla 400 ms).

(E)-3a-acetoxi-6-etiliden-7-ceto-24-nor-5-colan-23-0ato (14): C2sH4205 El RMN H' se registré en Varian Inova 400
MHz, utilizando CDCIs como disolvente: 8 6,17 (1H, q, J = 7,2 Hz, H-24), 4,75 (1H, m, H-3), 3,64 (3H, s, COOCHj3),
2,61 (1H, dd, J = 13,1, 4,0 Hz, H-5), 1,98 (3H, s, COCH3), 1,67 (3H, d, J = 7,2 Hz, H3-25), 1,00 (3H, s, H3-19), 0,97
(3H, d, J = 6,8 Hz, H3-21), 0,67 (3H, s, H3-18).
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EIRMN C" se registré en Varian Inova a 100 MHz, utilizando CDCl; como disolvente: & 204,5, 174,2, 170,5, 143,0,
130,6, 72,5, 54,7, 51,4, 50,7, 48,6, 45,3, 43,7, 41,5, 39,1, 38,8, 34,6, 34,2, 33,6, 33,4, 28,5, 25,9 (2C), 22,8, 21,3
(2C), 19,7, 12,7, 12,1. La hidrogenacion en Pd (OH), en las mismas condiciones operativas descritas en el ejemplo
2A, etapa e, proporcion6 600 mg de 15 (rendimiento cuantitativo).

La configuracion B del grupo etilo en C-6 se determind mediante acoplamientos dipolares Hz-25 (& 0,83)/Hs-19 (&
1,22) en espectro Noesy (400 MHz, tiempo de mezcla 400 ms).

3a-acetoxi-63-etil-7-ceto-24-nor-53-colan-23-oato (15): C2sH440s5

El RMN H1 se registré en Varian Inova 400 MHz, utilizando CDCl3; como disolvente: & 4,65 (1H, m, H-3), 3,67 (3H, s,
COOCHj3), 2,60 (1H, t, J = 11,2 Hz, H-8), 2,43 (1H, dd, J = 14,2, 2,6 Hz, H-22a), 1,98 (3H, s, COCHg), 1,88 (1H, m
ovl, H-6), 1,22 (3H, s, H3-19), 0,98 (3H, d, J = 6,4 Hz, H3-21), 0,83 (3H, t, J = 7,0 Hz, H3-25), 0,70 (3H, s, H3-18).

El RMN C13 se registré en Varian Inova a 100 MHz, utilizando CDCI3 como disolvente: & 215,3, 174,0, 170,5, 72,8,
61,9, 55,0, 51,4, 49,2, 48,7, 45,5, 42,9, 42,6, 41,4, 38,7 (2C), 35,6, 35,3, 34,9, 28,3 (2C), 26,5, 25,9, 24,8, 21,4, 21,3,
19,6, 13,0, 12,1.

Etapas i, j) Preparacion de 60-etil-3a,7a-dihidroxi-24-nor-53-colan-23-ol (BAR502)

A una solucién de compuesto 15 (450 mg, 1,0 mmoles) y metanol seco (4 mL), se le afiadio MeONa (20 mL, 0,5 M
en MeOH, 10 mmoles). Después de 24 h, se afiadié gota a gota H>O. A continuacion, después de la evaporacion de
los solventes, el residuo se diluyé con agua y se extrajo con AcOEt (3x50 mL). El extracto combinado se lavé con
agua, se seco con Na>SO4 y se evapord para proporcionar 16 que se sometio a la etapa g sin mas purificacion.

6a-Etil-3a-hidroxi-7-ceto-24-nor-53-colan-23-oato de metilo (16): CzsH4204

El RMN H1 se registré en Varian Inova 400 MHz, utilizando CDCI3 como disolvente: & 3,64 (3H, s, COOCHa), 3,45
(1H, m, H-3), 2,83 (1H, q, J = 7,3 Hz, H-6), 2,51 (1H, t, J = 11,2 Hz, H-8), 2,45 (1H, dd, J = 14,5, 3,2 Hz, H-22a), 1,26
(3H, s, Hs-19), 0,98 (3H, d, J = 6,6 Hz, H3-21), 0,81 (3H, t, J = 7,0 Hz, H3-25), 0,73 (3H, s, H3-18).

El RMN C® se registro en Varian Inova a 100 MHz, utilizando CDCI3; como disolvente: & 214,9, 175,4, 71,6, 56,2,
53,2, 52,0, 51,9, 51,0, 50,5, 45,2, 43,8, 42,2, 40,2, 36,7, 35,3, 34,8, 32,5, 30,5, 29,4, 25,6, 24,0, 22,9, 20,1, 20,0,
12,6, 12,4.

El Compuesto 16 se sometié a reduccion con LiBH4 en las mismas condiciones operativas descritas en el ejemplo
1A, etapa g. La cromatografia en gel de silice eluyendo con hexano/EtOAc 6:4 proporcion6 BAR502 (274 mg, 70%
en dos etapas). Se obtuvo una muestra analitica por HPLC en un Nucleodur 100-5 C18 (5 ym; 4,6 mm d.i. x 250
mm) con MeOH/H»0 (88:12) como eluyente (velocidad de flujo 1 ml/min, tg= 10.8 min).

BAR502: C25H4403

EI RMN H' se registré en Varian Inova a 400 MHz, utilizando CD3OD como disolvente: & 3,65 (1H, s, H-7), 3,61 (1H,
m, H-23a), 3,53 (1H, m, H-23b) 3,31 (1H, m, H-3), 0,97 ( 3H, d, J = 6,6 Hz, H3-21), 0,92 (3H, s, H3-19), 0,91 (3H, t, J
= 7,0 Hz, H3-25), 0,71 (3H, s, H3-18).

El RMN-C™ se registré en Varian Inova a 100 MHz, utilizando CD3OD como disolvente: & 73,2, 71,1, 60,7, 57,7,
51,4, 46,9, 43,8, 42,9, 41,3, 40,9, 39,8, 36,7, 36,5, 34,6, 34,5, 34,2, 31,2, 29,4, 24,5, 23,7, 23,4, 21,8, 19,3, 12,1,
11,9.

Etapas k, I). Preparacion de 63-etil-3a,7B-dihidroxi-24-nor-53-colan-23-ol (BARNn501) y 63-etil-3a,7a-dihidroxi-24-nor-
5B-colan-23-ol (BARNn504-6b). EI Compuesto 15 (100 mg, 0,22 mmoles) se sometid a las mismas condiciones
operativas descritas en el ejemplo 2A, etapas f-g. La purificacion por HPLC en un Nucleodur 100-5 C18 (5 ym; 10
mm d.i. x 250 mm) con MeOH/H,O (86:14) como eluyente (velocidad de flujo 3 ml/min), proporcioné 47 mg de
BARN501 (54%, tr= 11 min) y 20 mg de BARNn504-6b (23%, tr= 15 min).

BARN501: C25H4403

EI RMN H' se registré en Varian Inova a 400 MHz, utilizando CD30D como disolvente: 6 3,73 (1H, dd, J = 10,5, 5,5
Hz, H-7), 3,61 (1H, m, H-23a), 3,51 (1H, m, ovl, H-23b), 3,51 (1H, m, ovl, H-3), 0,98 ( 3H, d, ovl, H3-21), 0,97 (3H, s,
Hs-19), 0,96 (3H, t, ovl, H3-25), 0,70 (3H, s, H3-18).

El RMN C" se registré en Varian Inova a 100 MHz, utilizando CD3zOD como disolvente: & 75,2, 71,8, 60,8, 57,5,
56,6, 51,5, 45,5, 44,8, 42,0, 41,4, 40,7, 40,3, 39,9, 36,9, 36,0, 34,2, 30,5, 29,6, 28,3, 26,2, 23,4, 22,0, 19,4, 14,7,
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12,9.
BARN504-6b: C25H4403

El RMN H' se registré en Varian Inova a 400 MHz, utilizando CD3zOD como disolvente: 6 3,63 (1H, m, H-23a), 3,60
(1H, m, H-7), 3,55 (1H, m, H-23b), 3,37 (1H, m, H-3), 2,30 (1H, q, J = 12,5 Hz, H-4a), 0,97 (3H, d, J = 6,6 Hz, H3-21),
0,95 (3H, s, H3-19), 0,95 (3H, t, J = 7,0 Hz, H3-25), 0,72 (3H, s, H3-18).

El RMN C" se registré en Varian Inova a 100 MHz, utilizando CD3zOD como disolvente: & 72,8, 72,7, 60,8, 57,9,
52,7, 51,4, 47,5, 43,7, 42,3, 41,0, 39,9, 37,5, 37,3, 36,7, 34,2, 33,3, 31,0, 29,6, 29,4, 26,2, 24,8, 21,6, 19,3 , 14,5,
12,1.

Ejemplo 2D. Sintesis de 6-etiliden-3a,7B-dihidroxi-53-colan-24-ol (BAR503), 6a-etil-3a,7B-dihidroxi-5p3-colan-24-ol
(BAR501-6a - no forma parte de la invencion), 6-etiliden-3a,7f3-dihidroxi-24-nor-53-colan-23-ol (BARn503 - no forma
parte de la invencion) y 6a-etil-3a,7B-dihidroxi-24-nor-5-colan-23-ol (BARN501-6a - no forma parte de la invencion)

El intermedio 11 se sometié a reduccion con NaBH, seguida de tratamiento con LiBH.. Alternativamente, se llevo a
cabo de manera directa el tratamiento con LiAlH4, lo que permitié la reduccion concomitante en C-24 y C-7. BAR503
también se utilizé como material de partida para BAR501-6a por hidrogenacion sobre catalizador Pd(OH),. El mismo
protocolo sintético se realizdé en el intermedio 14 produciendo los derivados en la posicidon 23 correspondientes,
BARN503 y BARNn501-6a.

COOMe CH,OH CH,OH
(CH—" “—(CHol— % (CH—" %
a,b [
AcO™ o) HO" OH HO™ " “OH
© H H HI
~
11 n=1 BAR503 n=1 BAR501-6a n=1
14 n=0 BARN503 n=0 BARN501-6a n=0

a) NaBH,4, MeOH; b) LiBH,4, MeOH seco, THF, 0°C, 85% a lo largo de dos etapas; ¢) Hz, Pd(OH),, THF:MeOH 1:1 v/v.

Etapas a, b). Preparacion de 6-etiliden-3a,73-dihidroxi-5p3-colan-24-ol (BAR503) y 6-etiliden-3a,7B-dihidroxi-24-nor-
5B-colan-23-ol (BARN503).

El Compuesto 11 (1 g, 2,11 mmoles) se sometié a las mismas condiciones operativas descritas en el ejemplo 2A,
etapas f, g. La purificacion por HPLC en un Nucleodur 100-5 C18 (5 uym; 10 mm d.i. x 250 mm) con MeOH/H,O
(88:12) como eluyente (velocidad de flujo de 3 ml/min), proporcion6 727 mg de BAR503 (85% en dos etapas, tr= 9,2
min). Alternativamente, el tratamiento con LiAlH4 en 11 proporcioné BAR503.

BAR503: C25H4403

EI RMN H' se registré en Varian Inova a 400 MHz, utilizando CD3OD como disolvente: & 5,66 (1H, g, J = 6,9 Hz, H-
25), 3,90 (1H, d, J = 9,8 Hz, H-7), 3,55 (1H, m, H-3), 3,50 (2H, m, H>-24), 2,50 (1H, dd, J = 4,0, 13,1 Hz, H-5), 1,62
(3H, d, J = 6,9 Hz, H3-26), 0,97 (3H, d, J = 6,8 Hz, H3-21), 0,81 (3H, s, H3-19), 0,70 (3H, s, H3-18).

El RMN C™ se registré en Varian Inova a 100 MHz, utilizando CD3OD como disolvente: 6 142,7, 114,5, 73,4, 71,1,
63,6, 57,1, 56,1, 45,2, 44,9, 44,2, 40,7, 40,2, 36,3, 36,2, 35,9, 34,7, 32,4, 30,2, 29,5, 28,8, 27,4, 22,6, 21,5, 18,5,
11,8, 11,7.

El mismo protocolo sintético se realizé con el intermedio 14. La purificacion por HPLC en un Nucleodur 100-5 C18 (5
pm; 10 mm d.i. x 250 mm) con MeOH/H,O (86:14) como eluyente (velocidad de flujo 3 ml/min), proporciond
BARN503 (tgr= 8 min).

BARN503: C25H4203

EIRMN H' se registré en Varian Inova a 400 MHz, utilizando CD3OD como disolvente: & 5,66 (1H, q, J = 6,8 Hz, H-
24), 3,92 (1H, d, J = 9,9 Hz, H-7), 3,60 (1H, m, H-23a), 3,56 (1H, m, H-3), 3,55 (1H, m, H-23b), 2,52 (1H, dd, J = 3,7,
13,2 Hz, H-5), 1,63 (3H, d, J = 6,8 Hz, H3-25), 0,98 (3H, d, J = 6,5 Hz, H3-21), 0,95 (3H, s, H3-19), 0,71 (3H, s, Hs-
18).

El RMN C™ se registré en Varian Inova a 100 MHz, utilizando CD3OD como disolvente: 6 143,7, 115,4, 74,1, 71,8,
60,8, 58,0, 57,1, 46,1, 45,9, 45,1, 41,6, 41,1, 39,9, 37,0, 36,4, 35,8, 34,1, 30,9, 29,8, 28,1, 23,5, 22,5, 19,5, 12,7,
12,6.
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Etapa c). Preparacién de 6a-etil-3a,7B-dihidroxi-53-colan-24-ol (BAR501-6a) y 6a-etil-3a,7f3-dihidroxi-24-nor-53-
colan-23-ol (BARn501-6a) Se someti6 BAR503 (350 mg, 0,86 mmoles) a las mismas condiciones operativas
descritas en el ejemplo 2A, etapa e, obteniendo BAR501-6a con rendimiento cuantitativo.

BAR501-6a: C25H4503

EI RMN H' se registré en Varian Inova a 400 MHz, utilizando CD3zOD como disolvente: 6 3,50 (2H, t, J = 6,8 Hz, Hs-
24), 3,44 (1H, m, H-3), 3,07 (1H, t, J = 9,8 Hz, H-7), 0,96 (3H, d, J = 6,8 Hz, H3-21), 0,95 (3H, s, H3-19), 0,86 (3H, t, J
= 7,4 Hz, H3-26), 0,71 (3H, s, H3-18).

El RMN C" se registré en Varian Inova a 100 MHz, utilizando CD3zOD como disolvente: & 76,5, 72,3, 63,6, 57,9,
57,3, 46,3, 45,0, 44,8, 41,8, 41,0, 39,9, 37,0, 36,4, 35,5, 33,3, 31,3, 31,0, 30,3, 29,8, 27,8, 24,3, 22,5, 22,0, 19,3,
12,8, 11,8.

Se someti6 BARN503 a las mismas condiciones operativas descritas en el ejemplo 2A, etapa e, obteniendo
BARN501-6a con rendimiento cuantitativo.

BARN501-6a: C25H4403

El RMN H' se registré en Varian Inova a 400 MHz, utilizando CD3zOD como disolvente: & 3,62 (1H, m, H-23a), 3,54
(1H, m, H-23b), 3,45 (1H, m, H-3), 3,08 (1H, t, J = 9,8 Hz, H-7), 0,97 (3H, d, J = 6,5 Hz, H3-21), 0,95 (3H, s, H3-19),
0,86 (3H, t, J= 7,4 Hz, H3-25), 0,73 (3H, s, H3-18).

El RMN C" se registré en Varian Inova a 100 MHz, utilizando CD3OD como disolvente: & 76,4, 72,5, 60,8, 57,9,
57,2, 46,2, 45,1, 44,7, 41,8, 41,2, 40,0, 39,8, 36,5, 35,6, 34,2, 31,2, 30,9, 29,9, 27,9, 24,1, 22,7, 22,0, 19,5, 12,7,
11,7.

Ejemplo 2E Sintesis de 6a-etil-3a,7a-dihidroxi-24-nor-5p-colan-23-nitrilo (BAR506 - no forma parte de la invencion)

Se transformé 7-KLCA en nitrilo 17 siguiendo el mismo procedimiento sintético descrito en el Ejemplo 1B, etapas a-
b. La alquilacion seguida de reduccion del doble enlace y epimerizacion en C-6 en las mismas condiciones
operativas descritas en el ejemplo 2A, etapas c-d y en el ejemplo 2C, etapa i, respectivamente proporcionaron 18. El

tratamiento con LiBH4 como en el ejemplo 2C, etapa j, proporciond el grupo hidroxilo 7a deseado en BAR506.
7 COOH Y cN
ab cdef g
—_— —_—
A W A -
HO ) o] HO HO ) \ o) HO
~
7-KLCA 18 BAR506

a) HCOOH, HClOy; b) TFA, trifluoroacetic anhydride, NaNOy; ¢) DIPA, n-BuLi, TMSCI, TEA dry, THF dry
-78 °C; d) acetaldehyde, BF,(OEY),, CH,Cl,, -60 °C; €) H, Pd(OH),, THF/MeOH 1:1; f) MeONa, MeOH; g)
LiBH4, MeOH, THF dry, 0 °C

%,

O
H
17

a) HCOOH, HCIOy4; b) TFA, anhidrido trifluoroacético, NaNOy; c) DIPA, n-BuLi, TMSCI, TEA seco, THF seco -78°C; d) acetaldehido,
BF3(OEt),, CH,Cly, -60°C; e) Hp, Pd(OH),, TMF/MeOH 1:1; f) MeONa, MeOH; g) LiBH4, MeOH, THF seco, 0°C

BAR506: C25H41 N02

EIRMN H' se registré en Varian Inova 700 MHz, utilizando CD3OD como disolvente: & 3,66 (1H, br s, H-7), 3,31 (1H,
ovl, H-3), 2,46 (1H, dd, J = 3,8, 16,9 Hz, H-22a), 2,34 (1H, dd, J = 7,4, 16,9 Hz, H-22b), 1,16 (3H, d, J = 6,5 Hz, Hs-
21), 0,91 (3H, t, J = 7,5 Hz, H3-25), 0,92 (3H, s, H3-19), 0,73 (3H, s, H3-18).

EIRMN C" se registré en Varian Inova 175 MHz, utilizando CD3;OD como disolvente: 8 120,3, 72,9, 70,9, 56,1, 51,5,
46,7, 43,4, 42,9, 41,4, 40,2, 36,5, 36,2, 34,3 (2C), 34,2, 30,7, 29,2, 24,9, 24,4, 23,4, 23,3, 21,9, 18,5, 12,1, 11,6.

Actividades biolégicas. La actividad de los compuestos seleccionados se probé in vitro utilizando un modelo de
células completas transfectadas con genes informadores para establecer la selectividad de los compuestos que se
muestran en la tabla 1 hacia FXR y TGR5/GPBAR1 en comparacién con el acido quenodesoxicolico (CDCA) y el
TLCA. CDCA es un acido biliar primario que funciona como un ligando enddgeno para FXR, mientras que TLCA es
un ligando fisiolégico para TGR5/GPBAR1. En este ensayo, se cultivaron células HepG2 (una linea celular derivada
de higado) a 37°C en medio esencial minimo con sales de Earl que contenia 10% de suero fetal bovino (FBS), 1%
de L-glutamina y 1% de penicilina/estreptomicina. Las células HEK-293T se cultivaron a 37°C en D-MEM que
contenia 10% de suero fetal bovino (FBS), 1% de L-glutamina y 1% de penicilina/estreptomicina. Los experimentos
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de transfeccion se realizaron utilizando Fugene HD de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Las células
se sembraron en una placa de 24 pocillos a 5 x 10* células/pocillo. Para la transactivacion mediada por FXR, las
células HepG2 se transfectaron con 100 ng de pSG5-FXR, 100 ng de pSG5-RXR, 100 ng de pGL4.70, un vector que
codifica el gen Renilla humano y 250 ng del vector informador p(hsp27)-TK-LUC que contenia el elemento de
respuesta a FXR IR1 clonado del promotor de la proteina de choque térmico 27 (hsp27).

Para la transactivacion mediada por GPBARH1, las células HEK-293T se transfectaron con 200 ng de pGL4.29, un
vector informador que contenia un elemento de respuesta a AMPc (CRE) que impulsa la transcripcion del gen
informador luciferasa luc2P, con 100 ng de pPCMVSPORT6-GPBAR1 humano, y con 100 ng de pGL4.70, un vector
que codifica el gen Renilla humano. En los experimentos de control, las células HEK-293T se transfectaron solo con
los vectores pGL4.29 y pGL4.70 para excluir cualquier posibilidad de que los compuestos pudieran activar el CRE de
una manera independiente de GPBAR1. A las 24 h de la transfeccion, las células se estimularon durante 18 h con
TLCA 10 uM como agente de control o agonistas putativos de GPBAR1 a la misma concentracion. Después de los
tratamientos, las células se lisaron en 100 yL de tampoén de lisis (Tris-fosfato 25 mM, pH 7,8; DTT 2 mM; 10% de
glicerol; 1% de Triton X-100), y se sometieron a ensayo 20 pL de producto lisado celular para determinar la actividad
luciferasa utilizando el sistema de ensayo de luciferasa. La luminiscencia se midié utilizando un luminémetro Glomax
20/20. Las actividades luciferasa se normalizaron frente a las actividades de Renilla. El antagonismo contra FXR de
GPBAR1/TGR5 se midié como porcentaje de actividad en el ensayo de transactivacion que demanda TLCA como
ejemplo de agonismo.

Animales y protocolos. Se alojaron ratones con el gen GPBAR1 inactivado (“null’) (GPBAR1-B6 = ratones
GPBAR12/2, generados directamente en un fondo C57BL/6NCrl) y compafieros de camada congénicos en
C57BL/6NCrl a temperaturas (22°C) y fotoperiodos (12:12 horas de ciclo de luz/oscuridad) controlados, permitiendo
el acceso sin restricciones a comida convencional para ratones y agua del grifo y se aclimataron a estas condiciones
durante al menos 5 dias antes de su inclusién en un experimento.

Prueba de rascado. Se utilizaron ratones macho GPBAR1™ y sus compaiieros de camada congénicos (de 8 a 12
semanas de edad) para estos estudios. El pelo en la base del cuello se afeitd y los ratones se colocaron en cilindros
individuales en un estante de vidrio. Se dibujé una circunferencia de aprox. 0,5 cm de diametro en el cuello y se
inyectaron agentes de prueba en esta zona. Los ratones se aclimataron a la sala experimental, el aparato de
retencion y los investigadores durante periodos de 2 horas durante 2 dias sucesivos antes de los experimentos. El
comportamiento de rascado fue cuantificado por 2 observadores que desconocian los agentes o los genotipos
probados. Un rasguiio se defini6 como el levantamiento de la extremidad posterior al sitio de inyeccion y a
continuacion la colocacion de la pata en el suelo, independientemente del nimero de golpes. Si los recuentos
diferian en mas de 5 rasgufios durante un periodo de 30 minutos, ambos observadores reevaluaban los registros.
Los resultados se expresaron como el numero de eventos de rascado durante 30 o 60 minutos de observacion. Los
agentes probados fueron: DCA (25 ug), TLCA (25 ug), UDCA (25 ug) y BAR502 (25 ug), o con acido betulinico (50
Mg), acido oleandlico (50 ug). LCA y DCA se disolvieron en DMSO vy los otros agentes en NaCl al 0,9% (10 pL). En
otro entorno experimental a los ratones GPBAR1™" y sus comparieros de camada congénicos se les administro alfa-
naftilisotiocianato (ANIT) (25 mg/kg, per os) disuelto en aceite de oliva o aceite de oliva solo (ratones de control) o
con la combinacion de ANIT mas BAR502 (15 mg/kg una vez al dia, por os) durante 10 dias. El dia 5 se evalu6 el
rascado espontaneo durante 60 minutos y después de la inyeccion subcutanea de 25 uyg de DCA. Los niveles
séricos de bilirrubina total, aspartato aminotransferasa (AST) y fosfatasa alcalina se midieron mediante pruebas de
quimica clinica de rutina realizadas en un analizador automatico Hitachi 717. Para el modelo de estrégenos, a los
ratones C57BL6 de tipo salvaje se les administraron 10 mg/kg i.p. con 17a-Etinilestradiol (17aEz) disuelto en PEG o
PEG solo (ratones de control) o la combinaciéon de 17aE, y BAR502 (15 mg/kg al dia, por os) durante 8 dias. Al final
del estudio, se registraron el rascado espontaneo y el rascado inducido por la inyeccion s.c. de 25 ug de DCA.
También se midieron el peso de la vesicula biliar y los niveles séricos de bilirrubina y fosfatasa alcalina. A lo largo de
los estudios, los investigadores fueron evaluados visualmente por lo menos dos veces al dia de lunes a viernes y
una vez al dia durante el fin de semana por investigadores y por personal altamente capacitado de la instalacion de
animales, incluido el veterinario de la instalacion de animales. Los animales se pesaron diariamente y se sacrificaron
en los puntos de tiempo indicados o cuando sus condiciones clinicas se volvian criticas segun lo evaluado mediante
una reduccion de peso corporal superior al 25% del peso basal en 7 dias. Ademas, los animales fueron sacrificados
cuando en la evaluacién diaria demostraron incapacidad para elevarse o deambular. Los ratones fueron sacrificados
por una sobredosis de pentobarbital sédico (> 100 mg/kg i.p.).
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto seleccionado del grupo que consiste en:

OH OH OH
a e ' .
HO H OH HO B OH HO A 'OH

BAR501 BAR503 BAR504-6b

2. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, siendo dicho compuesto 6f3-etil-3a,7[3-dihidroxi-53-colan-24-ol.

3. Un compuesto para su uso como medicamento, seleccionandose dicho compuesto del grupo que consiste en

OH HO" Y "OH

~N ~
BAR501 BARS502 BAR503 BAR504 BAR504-6b

4. Un compuesto para su uso como medicamento, de acuerdo con la reivindicacion 3, seleccionandose dicho
compuesto del grupo que consiste en 6B-etil-3a,7B-dihidroxi-5p3-colan-24-ol y 6a-etil-3a,7a-dihidroxi-24-nor-5p3-colan-
23-ol.

5. Un compuesto para su uso, como modulador de FXR y/o TGR5/GPBAR1, en la prevencion y/o el tratamiento de
trastornos  gastrointestinales, enfermedades hepaticas, enfermedades cardiovasculares, aterosclerosis,
enfermedades metabdlicas, enfermedades infecciosas, cancer, trastornos renales, trastornos inflamatorios y
trastornos neuroldgicos, seleccionandose dicho compuesto del grupo que consiste en

“,

: . on .
ol o)
HO N . .
) L (o] HO' [ A OH HO'

~ ~
BAR501 BARS502 BAR503 BAR504 BAR504-6b

6. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto seleccionado del grupo que consiste en BAR501,
BAR503 y BAR504-6b como se define en la reivindicacion 1 y al menos otro ingrediente farmacéutico.

7. Un procedimiento para preparar un compuesto seleccionado del grupo que consiste en

-

“,

HO" S INNoH - o I "on HO" N YoH HO™ > "1~"""0H HO™ TN "oH
AN N

BARS501 BARS502 BAR503 BARS04 BAR504-6b

comprendiendo dicho procedimiento someter un compuesto de férmula (VIII) a una condensacion alddlica poniendo
en contacto de ese modo un compuesto de férmula (VIII)
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CHZ(CHZ)CPOMe

po™ 0
H (VI

en donde nes 00 1, P es un grupo protector de hidroxilo, con alquil litio, tal como nBuLi, y posteriormente con
acetaldehido, preferiblemente también en presencia de BF3(OEt),, para obtener un compuesto de formula (1X)

CHg(CHg)CnOOMe

po* o

H |
(1IX)

en donde n y P se describen como anteriormente y sometiendo a continuaciéon el compuesto de formula (1X) a una
hidrogenacion catalitica, para obtener un compuesto de formula (X)

CHZ(CHQ)CnOOMe

po™” o

(X)

8. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 7, para preparar un compuesto seleccionado del grupo que
consiste en

OH

~"""OH HO™
h: ©

~N ~N
BAR501 BAR502 BAR504 BAR504-6b

en donde el compuesto de formula (X) se somete a reduccién de carbonilo en C7 poniendo en contacto el
compuesto de férmula (X) con NaBHs o Ca(BH4)2 para obtener una mezcla de alfa-OH y beta-OH en C7; y
posteriormente se somete a un tratamiento con LiBHs que reduce completamente la funciéon éster metilico en la
cadena lateral a -CH;OH.

9. Un procedimiento para preparar un compuesto de férmula

HO™
BAR502

comprendiendo dicho procedimiento poner en contacto con MeONa/MeOH un compuesto de formula (XIV)
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CHZ(CHg)CnOOMe

Re N o
(XIV)

en donde n es 0, Rg es OAc para obtener la epimerizacion del estereocentro C6 obteniendo asi un compuesto de
férmula (XI)

CHZ(CHz)CnOOMe

(X1)
en donde el tratamiento con MeONa/MeOH proporciona simultaneamente la hidrélisis del grupo acetoxi C3.

10. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 9, en donde se obtiene una reducciéon de carbonilo en C7
poniendo en contacto un compuesto de féormula (XI) o el compuesto correspondiente que tiene COOH en la cadena
lateral, con LiBH; obteniendo casi exclusivamente alfa-OH en C7; en donde el tratamiento con LiBH; reduce
simultaneamente, si esta presente, la funcion éster metilico en la cadena lateral a -CH,OH y desprotege OAc, si esta
presente en C3.

20



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones

