TERAPIA DE COMBINACION CONTRA EL ALZHEIMER USANDO ANTICUERPOS
ANTI-N3PGLU MAS UN INHIBIDOR BACE

La presente invencidén se refiere a una combinacidén de un

inhibidor de BACE con un anticuerpo monoclonal Abeta anti-

N3pGlu y a métodos para utilizarlo para tratar determinados

trastornos, tales como la enfermedad de Alzheimer.

La presente invencién se encuentra en el campo del
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer y otras
enfermedades y trastornos que implican el péptido amiloide B
(Abeta), un segmento péptido con alta acumulacidén de la
proteina precursora amiloide (APP, por sus siglas en inglés).
La enfermedad de Alzheimer es un trastorno neurodegenerativo
devastador que afecta a millones de pacientes a nivel
mundial. En vista de los agentes aprobados en la actualidad
en el mercado gue proporcionan beneficios Unicamente
sintomaticos transitorios para el paciente, hay una necesidad
significativa no colmada en el tratamiento de la enfermedad

de Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por la generaciédn,
acumulacién y deposiciédn de Abeta en el cerebro. La
inhibicidén parcial o completa de Dbeta-secretasa (enzima de

escisiédn de la proteina precursora beta-amiloide; BACE) ha



demostrado tener un efecto significativo en las patologias
relacionadas con las placas y dependientes de las placas en
los modelos de ratdn. Esto sugiere que incluso las pequefias
reducciones de los niveles de péptidos Abeta pueden dar como
resultado una reduccidén significativa a largo plazo de la
carga de placa y déficits sindpticos, 1lo qgue proporciona
beneficios terapéuticos significativos, particularmente en el

tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

Ademéds, los anticuerpos que se dirigen especificamente a
N3pGlu Abeta han demostrado disminuir el nivel de placa 1in
vivo (US 2013/0142806). N3pGlu Abeta, también denominado N3pE
o Abetags-s2, es una forma truncada del péptido Abeta que se
encuentra Unicamente en placas. Aungque el péptido N3pGlu
Abeta es un componente menor de la Abeta depositada en el
cerebro, los estudios han demostrado que el péptido N3pGlu
Abeta tiene propiedades de acumulacidn agresiva y se acumula

de manera temprana en la cascada de deposicidn.

Es deseable una combinacidén de un inhibidor de BACE con un
anticuerpo que une el péptido N3pGlu Abeta para proporcionar
un tratamiento para los trastornos mediados por el péptido
Abeta, tales como la enfermedad de Alzheimer, que puede ser

més eficaz que cualquier farmaco por si solo. Por ejemplo, el



tratamiento con dicha combinacién puede permitir el uso de
dosis menores de cualquiera o ambos farmacos en comparacidn
con cada farmaco wutilizado por si solo, lo que lleva
posiblemente a menores efectos secundarios a la vez gue se
mantiene la eficacia. Se considera que el direccionamiento de
la extraccidén de formas depositadas de Abeta con el
anticuerpo N3pG vy un inhibidor de BACE facilitara 1la
extraccién fagocitica de depdsitos preexistentes de placa,
reduciendo o previniendo al mismo tiempo una deposicidn
adicional de Abeta mediante la inhibicidén de la generacidn de

Abeta.

US 2009/0209755 describe los derivados de aminodihitrotiazina
fusionados que poseen actividad de inhibicidén de BACE y se
describen adicionalmente como agentes terapéuticos TUtiles
para una enfermedad neurodegenerativa ocasionada por el
péptido AR, tal como la demencia tipo Alzheimer.
Adicionalmente, J. Neuroscience, 31(46), paginas 16507-16516
(2011) describe (S)-4-(2,4-difluoro-5-pirimidin-5-il-fenil)-
4-metil-5, 6-dihidro-4H-[1,3]tiazin-2-ilamina, un inhibidor de
BACE activo en el SNC administrado por via oral. La patente
estadounidense n.° 8,278,334 describe un método para el
tratamiento de una enfermedad cognitiva o neurodegenerativa

que comprende administrar un inhibidor de BACE-1 de amina



ciclica sustituida con un anticuerpo antiamiloide. Ademés, J.
Neuroscience, 34(35), paginas 11621-11630 (2014) describe que
el tratamiento combinado con un inhibidor de BACE vy un

anticuerpo anti-abeta Gentenerumab potencia la reduccidn de

amiloides en ratones APPiondon-

Por consiguiente, la presente invencidn proporciona un método
para tratar una enfermedad neurodegenerativa o cognitiva, que
comprende administrar a un ©paciente que necesite dicho
tratamiento una cantidad eficaz de un inhibidor de BACE en
combinacién con una cantidad eficaz de un anticuerpo

monoclonal Abeta anti-N3pGlu.

Mas especificamente, la presente invencidén proporciona un
método para tratar una enfermedad neurodegenerativa o
cognitiva, que comprende administrar a un paciente que
necesite dicho tratamiento una cantidad eficaz de un

compuesto de Férmula I:
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o una sal farmacéuticamente aceptable de este; en combinacidn
con una cantidad eficaz de un anticuerpo monoclonal Abeta

anti-N3pGlu.

La presente invencidén también proporciona un método para el
tratamiento de wuna enfermedad gque se caracteriza por la
formacidén y deposicidén de Abeta, que comprende administrar a
un paciente que necesite dicho tratamiento wuna cantidad
eficaz de un compuesto de Férmula I, 0 una sal
farmacéuticamente aceptable de este, en combinacidén con una
cantidad eficaz de un anticuerpo monoclonal Abeta anti-

N3pGlu.

La presente invencidn proporciona ademdas un método para el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, gque comprende
administrar a un paciente qgque necesite dicho tratamiento una
cantidad eficaz de un compuesto de Férmula I, o una sal

farmacéuticamente aceptable de este, en combinacidén con una



cantidad eficaz de un anticuerpo monoclonal Abeta anti-

N3pGlu.

La presente invencidén también proporciona un método para el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer leve, gque comprende
administrar a un paciente que necesite dicho tratamiento una
cantidad eficaz de un compuesto de Férmula I, o una sal
farmacéuticamente aceptable de este, en combinacidén con una
cantidad eficaz de un anticuerpo monoclonal Abeta anti-

N3pGlu.

La presente invencidén proporciona ademds un método para el
tratamiento del deterioro cognitivo leve, que comprende
administrar a un paciente que necesite dicho tratamiento una
cantidad eficaz de un compuesto de Férmula I, o una sal
farmacéuticamente aceptable de este, en combinacidén con una
cantidad eficaz de wun anticuerpo monoclonal Abeta anti-

N3pGlu.

La presente invencidn proporciona ademas un método para el
tratamiento de 1la enfermedad de Alzheimer prodrdmica, Jque
comprende administrar a un ©paciente que necesite dicho
tratamiento una cantidad eficaz de un compuesto de Férmula I,

o una sal farmacéuticamente aceptable de este, en combinacidn



con una cantidad eficaz de un anticuerpo monoclonal Abeta

anti-N3pGlu.

Ademds, la presente invencidén proporciona un método para
prevenir que el deterioro cognitivo 1leve evolucione a la
enfermedad de Alzheimer, que comprende administrar a un
paciente que necesite dicho tratamiento una cantidad eficaz
de un compuesto de Férmula I, o una sal farmacéuticamente
aceptable de este, en combinacidén con una cantidad eficaz de

un anticuerpo monoclonal Abeta anti-N3pGlu.

La presente invencidén proporciona ademads un método para el
tratamiento de angiopatia amiloide cerebral (AAC) , que
comprende administrar a un ©paciente que necesite dicho
tratamiento una cantidad eficaz de un compuesto de Férmula I,
o una sal farmacéuticamente aceptable de este, en combinacidn
con una cantidad eficaz de un anticuerpo monoclonal Abeta

anti-N3pGlu.

Ademéds, la presente invencidn proporciona un compuesto de la
Foérmula I o una sal farmacéuticamente aceptable de este, en
combinacié4n con una cantidad eficaz de un anticuerpo
monoclonal Abeta anti-N3pGlu, para uso en una terapia, en

particular para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer,



enfermedad de Alzheimer leve, enfermedad de Alzheimer
prodrémica o para prevenir que el deterioro cognitivo leve

evolucione a la enfermedad de Alzheimer.

La invencién proporciona ademéds una composicidén farmacéutica,
que comprende un compuesto de la Fdérmula I, o una sal
farmacéuticamente aceptable de este, con uno o) mas
excipientes, diluyentes o portadores farmacéuticamente
aceptables, en combinacién con una composicidén farmacéutica
de un anticuerpo monoclonal Abeta anti-N3pGlu, con uno O mas
excipientes, diluyentes o) portadores farmacéuticamente

aceptables.

Ademés, la invencidn proporciona un kit, que comprende un
compuesto de la Férmula I, o una sal farmacéuticamente
aceptable de este, y un anticuerpo monoclonal Abeta anti-
N3pGlu. La invencidn proporciona ademas un kit, que comprende
una composicidédn farmacéutica, gque comprende un compuesto de
la Férmula I, o una sal farmacéuticamente aceptable de este,
con uno o) mas excipientes, diluyentes o portadores
farmacéuticamente aceptables, y una composicidén farmacéutica
que comprende un anticuerpo monoclonal Abeta anti-N3pGlu con
uno o) mas excipientes, diluyentes 0 portadores

farmacéuticamente aceptables. Tal como se usa en la presente,



un "kit" incluye recipientes separados de cada componente,
donde un componente es un compuesto de la Férmula I, o una
sal farmacéuticamente aceptable de este, y otro componente es
un anticuerpo monoclonal Abeta anti-N3pGlu, en un uUnico
empaque. Un "kit" puede incluir también recipientes separados
de cada componente, donde un componente es un compuesto de la
Férmula I, o una sal farmacéuticamente aceptable de este, vy
otro componente es un anticuerpo monoclonal Abeta anti-
N3pGlu, en empagues separados con instrucciones para

administrar cada componente como una combinacidn.

La invencidén proporciona ademéds el uso de una combinacidédn de
un compuesto de la Férmula I, o una sal farmacéuticamente
aceptable de este, y una cantidad eficaz de un anticuerpo
monoclonal Abeta anti-N3pGlu, para la fabricacidén de un
medicamento para el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Alzheimer leve, enfermedad de
Alzheimer prodrdédmica o para prevenir que el deterioro

cognitivo leve evolucione a la enfermedad de Alzheimer.

El experto en la técnica apreciarada vy reconocerd dque el
"anticuerpo monoclonal Abeta anti-N3pGlu", y los anticuerpos
especificos, "B12L" y "R17L" se identifican y describen junto

con métodos para que el experto en la técnica confeccione vy
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utilice dichos anticuerpos, en la patente estadounidense n.°
8,679,498 B2, denominada "anticuerpos péptidos beta amiloides
anti-N3pGlu y usos de estos", otorgada el 25 de marzo de 2014
(USSN 13/810,895). Ver, por ejemplo, la Tabla 1 de la patente

estadounidense n.° 8,679,498 B2.

Adicionalmente, las secuencias de aminodcidos de determinados

anticuerpos utilizadas en la presente invencién se

proporcionan a continuacidén en la Tabla A:

Tabla A-SEQ ID NO de anticuerpos

Anticuerpo Cadena ligera | Cadena pesada | LCVR | HCVR

B12L 12 13 9 10

R17L 12 14 9 11

Una enfermedad neurodegenerativa o cognitiva incluye 1la
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Alzheimer leve,
deterioro cognitivo leve, enfermedad de Alzheimer prodrdémica,
angiopatia amiloide cerebral (AAC), sindrome de Down vy

similares.

Tal como se usan en la presente, los términos "tratar", "que
trata” o} "tratamiento" incluyen contener, enlentecer,

detener, reducir o revertir la evolucidédn o severidad de una
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enfermedad, afeccidn, trastorno o sintoma existente.

Tal como se usa en la presente, el término "paciente" se

refiere a un humano.

Se considera que la expresidén "inhibicidén de la produccidn
del péptido Abeta" significa disminuir los niveles 1in vivo

del péptido Abeta en un paciente.

Tal como se usa en la presente, la expresidén "cantidad
eficaz" se refiere a la cantidad o dosis del compuesto de 1la
Férmula I, o una sal farmacéuticamente aceptable de este, vy a
la cantidad o dosis de un anticuerpo monoclonal Abeta anti-
N3pGlu, el cual, tras una administracidén de multiples dosis o
una sola al paciente, proporciona el efecto deseado en el
paciente diagnosticado o en tratamiento. Debe entenderse que
la terapia de combinacidén de la presente invencidédn se lleva a
cabo mediante la administracidén de un compuesto de la Fdérmula
I, o una sal farmacéuticamente aceptable de este, Jjunto con
el anticuerpo monoclonal Abeta anti-N3pGlu, de cualqgquier
forma que proporcione niveles eficaces del compuesto de
Férmula I y del anticuerpo monoclonal Abeta anti-N3pGlu en el

cuerpo.
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El médico responsable puede determinar facilmente una
cantidad eficaz, como el experto en la técnica, mediante el
uso de técnicas conocidas y mediante la observacidén de
resultados obtenidos en circunstancias anédlogas. En la
determinacién de la cantidad eficaz para un paciente, el
médico responsable considera una cantidad de factores,
inclusive, de modo no taxativo: la especie del paciente; su
tamafio, edad vy salud general; el trastorno o enfermedad
especifica involucrada; el grado, implicacién o severidad de
la enfermedad o trastorno; la respuesta del ©paciente
individual; el compuesto particular administrado; la forma de
administracién; las caracteristicas de biodisponibilidad de
la preparacidén administrada; el régimen de dosificaciédn
seleccionado; el wuso de medicacidén concomitante y otras

circunstancias pertinentes.

Los compuestos de la Férmula I y sales farmacéuticamente
aceptables de estos son generalmente eficaces en un amplio
intervalo de dosificacién en la combinacién de la presente
invenciédn. Por ejemplo, las dosificaciones por dia
normalmente se encuentran dentro del intervalo de alrededor
de 0,1 mg/dia a alrededor de 1000 mg/dia, preferentemente
alrededor de 0,1 mg/dia a alrededor de 500 mg/dia y més

preferentemente alrededor de 0,1 mg/dia a alrededor de 100
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mg/dia. Adicionalmente, el anticuerpo monoclonal Abeta anti-
N3pGlu es generalmente eficaz en un amplio intervalo de
dosificacidén en la combinacidédn de la presente invencidédn. Por
ejemplo, las dosificaciones por semana normalmente se
encuentran en el intervalo de alrededor de 0,1 a 10
mg/kg/semana, preferentemente alrededor de 0,3 a alrededor de
6 mg/kg/semana, y mas preferentemente alrededor de 0,3
mg/kg/semana a alrededor de 3 mg/kg/semana. En algunas
instancias, los niveles de dosificacidén por debajo del limite
inferior de los intervalos antemencionados pueden ser mas que
adecuados, mientras gue en otros casos, pueden emplearse
dosis aun mayores con efectos secundarios aceptables vy, por
lo tanto, no se pretende que el intervalo de dosificacidn
antemencionado limite el alcance de la invencidén de modo

alguno.

Los inhibidores de BACE vy los anticuerpos de la presente
invencidén se formulan preferentemente como composiciones
farmacéuticas administradas mediante cualquier via que haga
que el compuesto sea biodisponible. La via de administracién
puede variarse de cualquier forma, limitada por 1las
propiedades fisicas de los farmacos y la conveniencia del
paciente y el responsable del cuidado. Preferentemente, las

composiciones de anticuerpos monoclonales Abeta anti-N3pGlu
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son para administracién parenteral, tal como administracidn
subcutédnea o intravenosa. Ademds, el inhibidor de BACE, tal
como el compuesto de Férmula I, o sal farmacéuticamente
aceptable de este, es para administracién oral, parenteral o
transdérmica, inclusive administracién subcuténea 0
intravenosa. Dichas composiciones farmacéuticas vy procesos
para prepararlas son conocidos en la técnica (ver, por
ejemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy
(D.B. Troy, Editor, 21 edicidén, Lippincott, Williams &

Wilkins, 2006).

Tal como se usa en la presente, la expresiédn "en combinacidn
con" se refiere a la administracién del inhibidor de BACE,
tal como un compuesto de Férmula I, o una sal
farmacéuticamente aceptable de este, con un anticuerpo
monoclonal  Abeta anti-N3pGlu, tal como un anticuerpo
monoclonal Abeta anti-N3pGlu, simulténeamente o
secuencialmente en cualquier orden, o cualquier combinacidén
de estos. Las dos moléculas pueden administrarse como parte
de la misma composicidén farmacéutica o en composiciones
farmacéuticas separadas. E1l inhibidor de BACE puede
administrarse antes, al mismo tiempo o luego de la
administracién del anticuerpo monoclonal Abeta anti-N3pGlu, o

en alguna combinacién de estos. Cuando el anticuerpo
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monoclonal Abeta anti-N3pGlu se administra en intervalos
repetidos (por ejemplo, durante un curso de tratamiento
estadndar), el inhibidor de BACE puede administrarse antes, al
mismo tiempo o luego de cada administracidén del anticuerpo
monoclonal Abeta anti-N3pGlu, o alguna combinacidén de este, o©
en intervalos diferentes en relacidén con la terapia con el
anticuerpo monoclonal Abeta anti-N3pGlu, o en una Unica dosis
0 series de dosis antes, en cualquier momento durante o luego
del curso del tratamiento con el anticuerpo monoclonal Abeta

anti-N3pGlu.

Los siguientes parrafos describen grupos, sustituyentes vy

configuraciones preferidas de la presente invencidn.

Los compuestos preferidos son:

N-[3-[ (4aR, 7aS)-2-amino-6- (5-fluoropirimidin-2-il)-4,4a,5,7-
tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7a-il]-4-fluoro-fenil]-5-
metoxi-pirazina-2-carboxamida; vy

N-[3-[ (4aR, 7aS)-2-amino-6- (5-fluoropirimidin-2-il)-4,4a,5,7-
tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7a-il]-4-fluoro-fenil]-
3,5-difluoro-piridina-2-carboxamida; % las sales

farmacéuticamente aceptable de estos.
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Se prefiere especialmente N-[3-[(4aR, 7aS) -2-amino-6- (5-
fluoropirimidin-2-il)-4,4a, 5, 7-tetrahidropirrolo[3,4-
d][1,3]tiazin-7a-il1]-4-fluoro-fenil]-5-metoxi-pirazina-2-

carboxamida, o una sal farmacéuticamente aceptable de este.

Se prefiere especialmente N-[3-[ (4aR, 7aS)-2-amino-6- (5-
fluoropirimidin-2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-
d] [1,3]tiazin-7a-il]-4-fluoro-fenil]-5-metoxi-pirazina-2-

carboxamida.

Adicionalmente, se prefiere especialmente la Forma cristalina
2 N-[3-[(4aR,7aS)-2-Amino-6- (5-fluoropirimidin-2-1il1) -
4a,5,6,7-tetrahidropirrolo[3,4-d] [1,3]tiazin-7a(4H)-i1]-4-
fluoro-fenil]-5-metoxi-pirazina-2-carboxamida es un compuesto
preferido; y la Forma cristalina 2 N-[3-[ (4aR,7aS)-2-Amino-6-
(5-fluoropirimidin-2-il)-4a, 5,6, 7-tetrahidropirrolo[3, 4-
d][1,3]tiazin-7a(4H)-il]-4-fluoro-fenil]-5-metoxi-pirazina-2-
carboxamida, caracterizado por un pico sustancial en el
espectro de difraccidén de rayos X, en un angulo de difraccidn
de 2-teta de 11,8°, con uno o mas picos seleccionados del
grupo que consiste en 18,6°, 19,3° y 26,7°; con una

tolerancia de 0,2 grados en los angulos de difraccién.

Los anticuerpos monoclonales Abeta anti-N3pGlu preferidos son
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B12L y R17L que se identifican en la patente estadounidense
n.° 8,679,498 B2 (ver, por ejemplo, la Tabla 1 de esta),

donde B12L es especialmente preferido.

El experto en la técnica comprenderd que los compuestos de la
Foérmula I pueden existir en formas tautoméricas, tal como se
representa en el Esquema A. Cuando se proporcione cualquier
referencia en esta solicitud a uno de los tautdémeros
especificos del compuesto de la Férmula I, se entiende que
comprenda ambas formas tautoméricas y todas las mezclas de

estas.

Esquema A
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Determinados centros estereoquimicos se han dejado sin
especificar y se han eliminado determinados sustituyentes en
los siguientes esquemas en aras de la claridad, y no se
pretende que limiten de forma alguna las enseflanzas de 1los
esquemas. Adicionalmente, el experto en la técnica puede

separar o resolver 1isdémeros, enantidbmeros y diasteredmeros
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individuales en cualquier punto conveniente en la sintesis
del compuesto de Férmula I, mediante métodos tales como
técnicas de cristalizacidédn selectiva o cromatografia quiral
(ver, por ejemplo, J. Jacques, et al., "Enantiomers,
Racemates, and Resolutions", John Wiley e hijos, Inc., 1981 vy
E.L. Eliel y S.H. Wilen, "Stereochemistry of Organic
Compounds”, Wiley-Interscience, 1994). Las denominaciones
"isébmero 1" e "isbmero 2" se refieren a los compuestos que se
eluyen de la cromatografia quiral primero vy segundo,
respectivamente, vy, si la cromatografia quiral se inicia de
manera temprana en la sintesis, la misma denominacidén se

aplica a los ejemplos e intermedios subsecuentes.

El experto en la técnica entenderd que los compuestos de la
invencidén estdn compuestos por un nlUcleo que contiene al

menos dos centros quirales:

Esquema B

Aunque la presente invencidén contempla todos los enantidmeros
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individuales, asi como mezclas de los enantidémeros de dichos
compuestos, 1inclusive racematos, los compuestos con la
configuracidén absoluta en los atomos de carbono marcados 1 y
2 tal como se ilustra en el Esquema B son compuestos

preferidos de la invenciédn.

Ademéds, determinados intermedios descritos en los siguientes
esquemas pueden contener uno o0 masS grupos protectores de
nitrébgeno. El1 grupo protector variable puede ser igual o
distinto en cada aparicidn, dependiendo de las condiciones de
reaccidén particulares y las transformaciones particulares a
llevar a cabo. Las condiciones de proteccién y desproteccidn
son conocidas por el experto en la técnica y se describen en
la bibliografia (ver, por ejemplo, “Greene’s Protective
Groups in Organic Synthesis”, cuarta edicidén, de Peter G.M.

Wuts y Theodora W. Greene, John Wiley e hijos, Inc. 2007).

Los compuestos de Férmula I, o sales farmacéuticamente
aceptables de estos, pueden prepararse mediante una variedad
de procedimientos conocidos en la técnica, algunos de 1los
cuales se ilustran en las Preparaciones vy Ejemplos a
continuacidén. Las etapas sintéticas especificas para cada una
de las vias descritas pueden combinarse de distintas formas,

0 junto con etapas de distintos procedimientos, para preparar
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los compuestos de la Foérmula I, o sales de estos. Los
productos de cada etapa pueden ser recuperados mediante
métodos convencionales conocidos en la técnica, inclusive
extracciodn, evaporacién, precipitacién, cromatografia,
filtrado, trituracién vy cristalizacidén. Ademéds, todos 1los
sustituyentes, a menos que se indique lo contrario, son tal
como se definidé anteriormente. Los reactivos y materiales

iniciales estédn disponibles para el experto en la técnica.

Tal como se usa en la presente, “APP” se refiere a la
proteina precursora amiloide; “BOC” se refiere a terc-
butoxicarbonilo; “BSAY“ se refiere a albumina de suero bovino;
“CSF” se refiere al fluido cerebroespinal; “DCC” se refiere a
1,3-diciclohexilcarbodiimida; “DIC” se refiere a
diisopropilcarbodiimida; “DCM” se refiere a diclorometano;
“DIPEA” se refiere a diisopropiletilamina; “DMAP” se refiere
a dimetilaminopiridina; “DMEM” se refiere al medio Eagle
modificado de Dulbecco; “DMSO” se refiere a dimetilsulféxido;
“EDCI” se refiere a clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-

3-etilcarbodiimida; “EDTA” se refiere a acido

A\Y ”

etilendiaminatetraacético; ee se refiere a exceso
enantiomérico; “EtOAc” se refiere a acetato de etilo; “Ex” se
refiere a ejemplo; “F12” se refiere al medio F12 de Ham;

“FBS” se refiere al suero fetal bovino; “FRET” se refiere a
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transferencia de energia por resonancia de fluorescencia;
“HATU” se refiere a hexafluorofosfato de (dimetilamino)-N,N-
dimetil (3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]piridin-3-iloxi)metaniminio;
“HEK” se refiere a rifibn embrionario humano; “hr” se refiere

a hora u horas; “HOAc” se refiere a 4cido acético; “HOAt” se

refiere a 1l-hidroxi-7-azobenzotriazol; “HOBt” se refiere a
hidrato de l-hidroxilbenzotriazol; “HBTU"” se refiere a
hexafluorofosfato de 2-(l1H-benzotriazol-1-il1)-1,1,3,3-

tetrametiluronio; “HRP” se refiere a la peroxidasa del rabano
picante; “ICsy” se refiere a la concentracidén de un agente que

produce el 50 % de la respuesta inhibitoria méxima posible

AN ” A)Y H ”

para ese agente; iPr se refiere a isopropilo; min se
refiere a minuto o minutos; “MTBE” se refiere a éter de terc-
butilo de metilo; “PBS” se refiere a amortiguador fosfato
salino; “PDAPP” se refiere a la proteina precursora amiloide
derivada de plaquetas; “Prep” se refiere a preparacidn; “psi”
se refiere a libras por pulgada cuadrada; “PyBOP” se refiere
a hexafluorofosfato de Dbenzotriazol-l-iloxitripirrolidino-
fosfonio; “PyBrop” se refiere a fosfonio hexafluorofosfato de
bromo-tris-pirrolidino; “RFU” se refiere a la wunidad de
fluorescencia relativa; “Ry” se refiere a tiempo de
retencidén; “SCX” se refiere a cromatografia de intercambio

catidénico fuerte; “SFC” se refiere a cromatografia de fluidos

supercriticos; “SEM” se refiere al error estdndar de 1la
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media; “THF” se refiere a tetrahidrofurano y “TMB” se refiere

a 3,3",5,5" -terametilbenzidina.

Las siguientes preparaciones % ejemplos ilustran

adicionalmente la invenciédn.

En los esquemas que siguen, todos los sustituyentes, a menos
que se indique 1lo contrario, son tal como se definid
anteriormente. Los reactivos % materiales iniciales
generalmente estdn disponibles para el experto en la técnica.
Otros pueden elaborarse mediante técnicas estandar de gquimica
orgadnica 'y heterociclica wutilizando los ©procedimientos
descritos en las Preparaciones vy Ejemplos qgue siguen,

inclusive cualquier procedimiento novedoso.

Esquema 1
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El Esquema 1 representa la formacidén de oximas (producto de
la Etapa 2) y (producto de 1la Etapa 5). Cada una de las
oximas puede utilizarse para formar el isoxazol biciclico
(producto de las Etapas 3 o 7). El grupo aromdtico sustituido
puede insertarse en puntos diferentes de la sintesis, tal
como se muestra en el Esquema 1, Etapa 1 y Etapa 7. "PG" es
un grupo protector desarrollador para el grupo amino, tal
como carbamatos vy alilo. Dichos grupos son conocidos vy

contemplados en la técnica.

En una reaccidén de 2 etapas, puede algquilarse una cetona con

un beta haldgeno (Etapa 1) con una amina de alilo protegido
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mediante el uso de una base inorgédnica tal como carbonato de
potasio y luego tratarse con clorhidrato de hidroxilamina vy
una base organica tal como piridina en un solvente proético
polar tal como etanol para proporcionar la oxima (Etapa 2).
El producto de oxima de la Etapa 2 puede entonces convertirse
en el isoxazol biciclico en una ciclizacidén 3+2 mediante
varios métodos, tales como calentamiento de la oxima de la
Etapa 2 en un solvente no polar tal como tolueno o xilenos
para formar el isoxazol biciclico (etapa 3). De manera
alternativa, una oxima puede formarse comenzando a partir de
un acetal de dimetilo, el cual se trata con un acido tal como
dcido férmico para formar el aldehido (producto de la Etapa
4). En la etapa 5, el aldehido de la Etapa 4 puede entonces
convertirse en el producto de oxima de la Etapa 5 con
clorhidrato de hidroxilamina y una base tal como un
trihidrato de acetato de sodio. El1 producto de isoxazol
biciclico de la Etapa 6 puede formarse a partir de la oxima
tal como se muestra en la Etapa 6, mediante el uso de una
solucién acuosa de hipoclorito de sodio. En la Etapa 7, el
isoxazol biciclico protegido se hace reaccionar entonces con
un reactivo de organolitio aromatico o reactivo de Grignard
para proporcionar el producto de isoxazol biciclico protegido

de la Etapa 7.
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Esquema 2
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El Esquema 2 ilustra diferentes vias del producto de pirrolo
tiazina de la Etapa 10 o Etapa 12. El1 isoxazol biciclico
protegido puede tratarse con Zn en polvo en acido acético o
mediante Raney Nickel en un solvente polar tal como etanol en
condiciones de hidrogenacién de presidn para proporcionar una
aminopirrolidina metanol (producto de la Etapa 11). EI1
producto de aminopirrolidina metanol de la Etapa 11 se hace
reaccionar luego con isotiocianato de benzoilo en un solvente
polar tal como THF, seguido por la adicién de
1,1lcarbonildiimidazol (CDI) para proporcionar la pirrolidina
tiazina protegida fusionada (producto de la Etapa 12). De
manera alternativa, la amina del isoxazol Dbiciclico puede

hacerse reaccionar con 1isotiocianato de benzoilo para
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proporcionar la tiourea (producto de la Etapa 8) y luego, en
la Etapa 9, el anillo de isoxazol puede abrirse con cinc en
polvo en 4cido acético para proporcionar el producto
compuesto de hidroxilo de la Etapa 9. El1l compuesto de
hidroxilo puede entonces tratarse con CDI en un solvente
aprético polar tal como THF o l-cloro-N,N, 2-
trimetilpropenilamina en DCM para formar la pirrolidina
tiazina protegida fusionada (producto de 1la Etapa 10). La
pirrolidina tiazina fusionada puede formarse también a partir
de una reaccidén de Mitsunobu tal como mediante el uso de

trifenilfosfina y azodicarboxilato de diisopropilo (DIAD).
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Esquema 3
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El Esquema 3 representa la conversidén de la pirrolo tiazina
en la anilina (producto de la Etapa 13), que puede entonces
acilarse, seguida por la desproteccidén y hetercarilacidén de
la pirrolidina. La acilacidén del nitrdégeno de anilina y 1la
desprotecciédn de la amina de la tiazina 1lleva a 1los

compuestos de la Férmula I.
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La deshalogenacién de azido se 1lleva a cabo en la pirrolo
tiazina adecuada en presencia de una fuente de azida, tal
como azida de sodio. Dichas reacciones de deshalogenacidén de
azido son conocidas y <contempladas en la técnica. La
reduccidén del intermedio de azida resultante a la anilina
(producto de 1la Etapa 13) puede 1llevarse a cabo mediante
condiciones de hidrogenacidén que son conocidas y descritas en
la técnica o mediante la reduccidédn de agentes conocidos en la

técnica, tales como LiAlH,, NaBH, y PPhs.

Una pirrolidina protegida con BOC puede desprotegerse en
condiciones 4&cidas conocidas en la técnica (Etapa 1 de 1la
Etapa 14). La pirrolidina desprotegida puede heteroarilarse
en una sustitucidén aromédtica nucleofilica (SNAr) con una
pirimidina aromatica sustituida, mediante el uso de una base
organica tal como dipea, trietilamina o N,N,N,N’ -
tetrametilguanidina para proporcionar el producto de la Etapa
2 en la Etapa 14. El producto de anilina de la Etapa 14 puede
acoplarse con adcidos carboxilicos heteroaromaticos en
condiciones de acoplamiento (producto de la Etapa 1 de 1la
Etapa 15). El1l experto en la técnica reconocerd que hay una
cantidad de métodos y reactivos para la formacién de amidas

como resultado de la reaccién de aminas % acidos
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carboxilicos. Por ejemplo, la reacciétn de una anilina
adecuada con un acido adecuado en presencia de un reactivo de
acoplamiento y una base de amina, tal como DIPEA o
trietilamina, proporcionard un compuesto de Férmula I luego
de la desproteccidén de la amina de la tiazina. Los reactivos
de acoplamiento incluyen carbodiimidas, tales como DCC, DIC,
EDCI % oximas aromaticas tales como HOBt y  HOAt.
Adicionalmente, pueden utilizarse sales de fosfonio o uronio
de aniones no nucleofilicos tales como HBTU, HATU, PyBOP vy
PyBrOP en lugar de los reactivos de acoplamiento més
tradicionales. Pueden utilizarse aditivos tales como DMAP
para potenciar la reaccidén. De manera alternativa, la amina
de anilina protegida puede acilarse mediante el wuso de
cloruros de benzoilo sustituidos en presencia de una base tal
como trietilamina o piridina. La amina de tiazina protegida
puede entonces desprotegerse con una base organica, tal como
piridina y clorhidrato de metilhidroxilamina en un solvente
aprbético polar, tal como etanol o una base inorganica, tal
como hidréxido de 1litio en metanol para proporcionar 1los

compuestos de la Férmula I.

En una etapa opcional, puede formarse una sal
farmacéuticamente aceptable de un compuesto de la Férmula I

mediante la reaccidédn de una base libre adecuada de la Fdédrmula
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I con un é&cido farmacéuticamente aceptable adecuado en un
solvente adecuado en condiciones estédndar. Adicionalmente, la
formaciédn de dichas sales puede suceder de manera simultédnea
tras la desproteccidén de un grupo protector de nitrdégeno. La
formacién de dichas sales es conocida y contemplada en 1la
técnica. Ver, por ejemplo, Gould, P.L., “Salt selection for
basic drugs,” International Journal of Pharmaceutics, 33:
201-217 (1986); Bastin, R.J., et 4l. “Salt Selection and
Optimization Procedures for Pharmaceutical New Chemical

4

Entities,” Organic Process Research and Development, 4: 427-
435 (2000); vy Berge, S.M., et 4&al., “Pharmaceutical Salts,”
Journal of Pharmaceutical Sciences, 66: 1-19, (1977). E1
experto en la técnica comprenderd que un compuesto de Férmula

I se convierte facilmente vy puede aislarse como una sal

farmacéuticamente aceptable, tal como sal de clorhidrato.

Preparaciones y Ejemplos

Las siguientes preparaciones y ejemplos ilustran

adicionalmente la invencidn.

Preparacién 1

1-(3-Bromofenil)-2-(dialilamino)etanona
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o

Br N\/\

Se agrega carbonato de potasio (38,8 g, 281 mmol) a bromuro
de 3-bromofenacilo (60 g, 216 mmol) en acetonitrilo (430 mL),
y la mezcla se enfria en nitrdégeno a 0 °C. Se agrega
dialilamina (34,6 mL, 280,63 mmol) por goteo en 1 hora y la
reaccién se deja entibiar a 22 °C durante la noche. La mezcla
de reaccidn en bruto se concentra y el residuo se particiona
en agua (300 mL) y MTBE (300 mL). Se descarta la capa acuosa
y la capa orgénica se lava con agua (100 mL, 2 x) y con
salmuera (100 mL). La capa orgédnica se seca en sulfato de
sodio, se filtra, y el solvente se evapora a peso constante
para proporcionar el compuesto del titulo (62 g, 98 %). ES/MS

(m/e): 294 (M+1).
Preparacidén 2

N-(2,2-dimetoxietil) carbamato de bencilo
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Una solucidén de aminoacetaldehido dimetilacetal (25 mL, 229
mmol) en tolueno (120 mL) se trata a 0 °C con una solucidn de
hidréxido de sodio 4,85 M (70,8 mL, 343,5 mmol). La mezcla se
agita a 0 °C durante 10 minutos y se agrega cloroformato de
bencilo (33,8 mL, 229 mmol), manteniendo la temperatura
interna por debajo de 20 °C durante la adicidén. La mezcla se
calienta a temperatura ambiente durante 4 horas. La capa
organica se separa, se lava con salmuera, sSe seca en sulfato
de sodio y se concentra hasta la sequedad para proporcionar

el compuesto del titulo (54 g, 98 %). ES/MS (m/e): 240 (M+H).

Preparacidén 3

N-alil-N-(2,2-dimetoxietil)carbamato de bencilo
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Una solucidén de N-(2,2-dimetoxietil)carbamato de bencilo (50
g, 208,9 mmol) en tolueno (180 mL) se trata con hidréxido de
potasio sélido (51,6 g, 919,69 mmol) en nitrdégeno. Luego de
10 minutos, se agrega cloruro de benciltrietilamonio (0,8 g,
3,1 mmol). Luego de otros 10 minutos, se agrega una solucidn
de bromuro de alilo (33 g, 272,8 mmol) en tolueno (50 mL) por
goteo en 10 minutos. La mezcla resultante se agita a 50 °C
durante 48 horas. La mezcla se enfria a temperatura ambiente
y se inactiva con agua. La capa organica se separa, se lava
con salmuera, se seca en sulfato de magnesio y se concentra
hasta la sequedad para proporcionar el compuesto del titulo

(44 g, 75 %). ES/MS (m/e): 280 (M+H).

Preparacidén 4

N-alil-N-(2-oxoetil)carbamato de bencilo

Se agita una solucidén de N-alil-N-(2,2-dimetoxietil)carbamato
de bencilo (30 g, 107 mmol) en &cido férmico (36,8 mL, 860

mmol) vy agua (4,84 mL) a temperatura ambiente durante la
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noche. La mezcla se concentra y se diluye con hexanos/EtOAc
(1l:2) y agua. Se separa la capa organica, se lava con
solucidén de salmuera hasta que pH=6, y se seca en sulfato de
sodio. El solvente se evapora para proporcionar el compuesto

del titulo (25 g, 99 %). ES/MS (m/e): 234 (M+H).
Preparacidén 5

Oxima de 1-(3-Bromofenil)-2-(dialilamino)etanona

HO. J
N

Br N\/\

Se agita una solucidn de 1-(3-bromofenil)-2-
(dialilamino)etanona (60 g, 204,7 mmol) en etanol (720 mL) vy
piridina (24,8 mL, 307 mmol) durante 15 minutos a 22 °C. Se
agrega clorhidrato de hidroxilamina (17 g, 246 mmol) en
partes a la solucidén durante 1 hora. La reaccidédn se calienta
a 50 °C durante 2 horas y luego se calienta a 70 °C durante
16 horas. El solvente se evapora y el residuo se particiona
en agua (300 mL) y MTBE (300 mL). Se separa la capa organica
y se lava con agua (100 mL, 2 x) y salmuera (100 mL). La capa

organica se seca en sulfato de sodio, se filtra, y se evapora
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hasta la sequedad para proporcionar el compuesto del titulo

(75,5 g, 79 %). ES/MS (m/e): 309 (M+1).

Preparacidén 6

Oxima de 2-(Dialilamino)-1-(2-fluorofenil)etanona

Se agrega dialilamina (1,56 L, 12,2 mol) a una solucidén de 2-
bromo-1-(2-fluorofenil)etanona (1291 g, 5,8 mol), en etanol
(12,9 L), manteniendo la temperatura interna por debajo de
los 30 °C. La mezcla de reaccidén se agita durante 4 horas a
22 °C. Se agrega clorhidrato de hidroxilamina (543 g, 7,58
mol) en partes a la solucidén y luego se calienta durante 16
horas a 70 °C. La reaccidén se enfria a temperatura ambiente,
el solvente se evapora y el residuo se particiona en agua
(5,1 L) y MTBE (6,4 L). Se agrega carbonato de sodio para
ajustar la capa acuosa a pH=5,5, y la capa acuosa se extrae
con MTBE adicional (1,2 L). Las capas organicas se combinan y
lavan con agua y salmuera. La capa organica se seca en

sulfato de sodio, se filtra, y se evapora hasta la sequedad
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para proporcionar el compuesto del titulo en bruto (1,45 kg,
104 %), el cual se utiliza sin purificacién adicional. ES/MS

(m/e): 249 (M+1).
Preparacidén 7

N-alil-N-[2-hidroxiiminoetil]carbamato de bencilo

O
N/\/ “‘OH

s

Una solucidén de N-alil-N-(2-oxocetil)carbamato de bencilo (25
g, 107 mmol) en acetonitrilo (150 mL) se trata con
clorhidrato de hidroxilamina (9,68 g, 139 mmol) y una
solucién de trihidrato de acetato de sodio (16 g, 117,9 mmol)
en agua (75 mL). La mezcla se agita a temperatura ambiente
durante la noche. E1l acetonitrilo se evapora y la solucidn
acuosa se extrae con EtOAc. La capa organica se separa, se
seca en sulfato de magnesio y se concentra al vacio para
proporcionar el compuesto del titulo (24 g, 90 %). ES/MS

(m/e): 249 (M+H) .

Preparacidén 8
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2-Bromo-1- (5-bromo-2-fluorofenil)etan-1-ona

Br

Br

Se agrega N-bromosuccinimida (984 g, 5,53 mol) por partes a
una solucidén de 1-(5-bromo-2-fluorofenil)etan-l1-ona (1000 g,
4,6 mol) y se agrega acido p-tolueno sulfénico (1315 g, 7,64
mol) en DCM (7 L) a 35 °C. La mezcla se agita y calienta a 40
°C. La mezcla se enfria a 24 °C y se agrega NaHCO; al 7 % (5
L) . Las capas se separan y la capa organica se lava con NaySO;
al 10 % (5 L) y agua (5 L). La capa organica se concentra a
2-3 volumenes para proporcionar el compuesto del titulo, el

cual se utiliza sin purificacidén adicional.

Preparacidén 9

5-Alil-6a-(5-bromo-2-fluorofenil)-1-(4-

metoxibencil) hexahidro-1H-pirrolo[3,4-c]isoxazol
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A una solucidén de 2-bromo-1-(5-bromo-2-fluorofenil)etan-1-ona
(1363 g, 4,61 mol) en tolueno (10 L) se agrega dialilamina
(537 g, 5,53 mol) y dipea (2381 g, 18,42 mol). La mezcla se
agita durante 4 horas a 40 °C para proporcionar 1-(5-bromo-2-
fluorofenil)-2-(dialilamino)etan-1-ona, la cual no estéa
aislada. Se agrega N-(4-metoxibencil)hidroxilamina (847 g,
5,53 mol) y Ti(OiPr), (1965 g, 6,91 mol) a la mezcla dque
contiene 1-(5-bromo-2-fluorofenil)-2-(dialilamino)etan-1-ona
en bruto. La mezcla se agita a 90 °C durante 2 horas. La
mezcla se enfria a 20 °C y se agrega monohidrato de &cido
citrico al 50 % (4 L) NayCO3 saturado (4 L). Las capas se
separan y la solucidn acuosa se extrae con MTBE (5 L). El
extracto organico se lava con agua (5 L), y se filtra a
través de tierra diatomea y se concentra hasta la sequedad.
Se agrega al residuo EtOAc (10 L) &cido oxéalico (580 g) y se
filtra un sélido y se agrega a NaOH 1 N (13 L). Se agrega
MTBE (5 L) vy la mezcla se filtra a través de tierra diatomea.
Las capas se separan y la capa orgédnica se concentra a 2
volumenes. Se agrega heptano (3 L) y la solucidén se enfria a

10 °C. El1 sélido resultante se filtra para proporcionar el
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compuesto del titulo (1330 g, 64 %). sl NMR (400 MHz, CDCls) O:
2,51-2,49(m, 3H), 3,09-3,04(m, 3H), 3,78-3,41(m, 6H), 4,01 (m,
1H), 5,24-5,01(m, 2H), 5,89-5,85(m, 1H), ©6,82-6,80(m, 2H),

7,51-7,13(m, 3H), 7,63-7,62(m, 1H), 7,65-7,64(m, 1H).

Preparacidén 10

5-Alil-6a-(3-bromofenil)-3,3a,4,6-tetrahidro-1H-pirrolo[3,4-

cl]isoxazol

=_ .

Irz

Br

La oxima de 1-(3-bromofenil)-2-(dialilamino)etanona en bruto
(75,5 g, 195,34 mmol) se disuelve en tolueno (600 mL) y se
somete a reflujo durante 12 horas. El solvente se evapora al
vacio y el residuo se disuelve en una mezcla de HC1l acuoso 1
N (1 L) y MIBE (300 mL). La mezcla se agita durante 15
minutos y se agrega tierra diatomea (10 g). La mezcla se
agita durante 20 minutos adicionales y se filtra a través de
tierra diatomea. La torta de filtro se lava con HCl acuoso 1
N adicional (200 mL) vy MTBE (200 mL). Se separa la capa

organica y se lava con HCl1 1 N (2 x 100 mL). Se combinan 1las
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[e)

capas acuosas y el pH se ajusta a 9 con NaOH al 50 % p/p. La
mezcla acuosa se extrae con MTBE (3 x 250 mL). Las capas
organicas se combinan, se secan en sulfato de sodio y se
filtran. El1 filtrado se evapora y se seca al vacio para
proporcionar un sélido rojo (60 g). E1l sélido rojo se diluye
con heptano (600 mL) vy 1la mezcla se calienta a reflujo
durante 20 minutos. Se agrega carbdén (2 g) y la mezcla se
filtra a través de tierra diatomea. Los filtrados se
concentran a presidén atmosférica para ajustar el volumen
final a 300 mL. La solucidén se enfria a 22 °C y se agita
durante 3 horas. Se recolecta un s6lido amarillo claro
mediante filtracién y se seca al vacio a un peso constante
para proporcionar el compuesto del titulo (40 g, 60 %). ES/MS

(m/e): 309 (M+1).

Preparacidén 11

5-Alil-6a-(2-fluorofenil)-3,3a,4,6-tetrahidro-1H-pirrolo[3, 4-

cl]isoxazol

N
:/_ N'
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Etapa de reaccidén de gquimica de flujo: Un reactor tubular de
acero inoxidable constante de 343 ml (0.D=1/8 pulgada) se
coloca dentro de un horno de GC y se llena de tolueno a 20
mL/min durante 20 minutos. Se aplica contrapresidén de
nitrbébgeno (720 psig) y se establece la temperatura del GC a
210 °C. Luego de que la temperatura alcanzdé los 210 °C, se
bombea una solucidén de oxima de 2-(dialilamino)-1-(2-
fluorofenil)etanona (480,51 g, 1,74 mol) en tolueno (5,81 L)
a través del reactor a 22,866 mL/min utilizando un par de
bombas de Jjeringa de alta presidén gque trabajan en modo
continuo para proporcionar un tiempo de residencia de 15
minutos. Luego de consumirse toda la solucidén madre, el
reactor se llena de tolueno a 22,866 mL/min durante 30
minutos. La temperatura del horno de GC se establece a 25 °C
y la solucidén completa se recolecta y concentra al vacio. El
solvente se evapora y el residuo se disuelve en cloruro de
metileno (2,5 L) y agua (5 L). El pH se ajusta a 1 con &cido
clorhidrico y 1la capa acuosa se separa y neutraliza con
hidréxido de sodio para ajustar el pH a 10. La capa acuosa se
extrae con MTBE (3 x 2,5 L). Los extractos orgadnicos se
combinan, se secan en sulfato de sodio, se filtran vy se
evaporan hasta la sequedad para proporcionar el compuesto del
titulo en bruto (248 g, 47 %), el cual se wutiliza sin

purificacién adicional. ES/MS (m/e): 249 (M+1).
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Preparacidén 12

Clorhidrato de 5-Alil-6a-(5-bromo-2-fluorofenil)hexahidro-1H-

pirrolo[3,4-c]lisoxazol

Se agrega acido trifluorocacético (4 L, 52,9 mol) por goteo a
una solucidn de 5-alil-6a-(5-bromo-2-fluorofenil)-1-(4-
metoxibencil) hexahidro-1H-pirrolo[3,4-c]lisoxazol (1990 g,
4,45 mol) en DCM (12 L) a una velocidad para mantener la
temperatura por debajo de los 35 °C. Luego de completar 1la
adicidén, la mezcla se calienta a 33-43 °C y se agita durante
6 horas. Se agrega NaOH (20%, 10 L) a una velocidad para
mantener la temperatura por debajo de los 35 °C. Las capas se
separan y la capa organica se lava con agua (6 L). La
solucidén se concentra, se agrega etanol (16 L) y la mezcla se
filtra a través de tierra diatomea. El filtrado se concentra
y se agrega EtOAc (10 L). Se agrega HCl 4 M en EtOAc (8 L) vy
el sé6lido resultante se filtra y se seca para proporcionar el

compuesto del titulo (1385 g, 85,6 %). ES m/z 327,1 (M+1)
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Preparacidén 13

3,3a,4,6-tetrahidropirrolo[3,4-c]isoxazol-5-carboxilato de

bencilo

Una solucidén de N-alil-N-[2-hidroxiiminoetil]carbamato de
bencilo (24 g, 96,6 mmol) en DCM (338 mL) se trata por goteo
en 10 minutos con una solucidén acuosa 5 % p/p de hipoclorito
de sodio (106,08 mmol, 143,06 mL). La mezcla resultante se
agita a temperatura ambiente durante la noche. La reaccidn se
inactiva con una solucidén acuosa al 40 % de bisulfito sdédico
(7 g). La capa orgédnica se separa, se seca en sulfato de
magnesio y se concentra al wvacio. El1 producto bruto se
purifica en gel de silice, eluyendo con EtOAc al 5 % en

hexanos para proporcionar el compuesto del titulo (18 g, 75

%). ES/MS (m/e): 247 (M+H).

Preparacidén 14
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6a- (5-bromo-2-fluoro-fenil)-3,3a,4, 6-tetrahidro-1H-

pirrolo[3,4-clisoxazol-5-carboxilato de bencilo

Br

Se agrega por goteo una solucidén 1,6 M de hexanos de litio de
n-butilo (25,4 mL, 40,6 mmol) a una solucidén a -78 °C de 4-
bromo-1-fluoro-2-yodobenceno (12,22 g, 40,6 mmol) en THF (60
mlL) para proporcionar una solucidn amarilla que se agita a -

78 °C durante 15 minutos.

Se agrega eterato de trifluoruro de boro (5,14 mL, 40,6
mmol)a una solucién separada a -78 °C de 3,3a,4,6-
tetrahidropirrolo[3,4-c]lisoxazol-5-carboxilato de bencilo (5
g, 20,3 mmol) en THF (60 mL) y la mezcla se agita a -78 °C
durante 5 minutos. Esta solucién se agrega a la mezcla de
organolitio a -78 °C preparada anteriormente mediante una
cadnula. La mezcla combinada se agita durante 30 minutos a -78
°C. La mezcla se 1inactiva con cloruro de amonio acuoso
saturado y se calienta a temperatura ambiente. La mezcla se
extrae con EtOAc (3 x) y los extractos organicos se combinan,

se secan en sulfato de sodio, se filtran y el solvente se
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remueve al vacio. El producto bruto se purifica en gel de
silice, con un gradiente de 35 minutos de EtOAc de 5 % a 100

% en hexanos para proporcionar el compuesto del titulo (2,27

g, 27 $). ES/MS (m/e): ("°Br/*Br) 421/423 (M+H).

Preparacidén 15

1-(benzoilcarbamotioil)-6a- (5-bromo-2-fluoro-fenil)-3,3a,4, 6-

tetrahidropirrolo[3,4-c]isoxazol-5-carboxilato de bencilo

Se agrega isotiocianato de benzoilo (2,87 mL, 21,28 mmol)
mediante goteo a una solucidén de 6a-(5-bromo-2-fluoro-fenil) -
3,3a,4,6-tetrahidro-1H-pirrolo[3,4-c]isoxazol-5-carboxilato

de bencilo (5,977 g, 14,2 mmol) en THF (95 mL) y se agita
durante la noche en nitrdégeno. El1 solvente se remueve al
vacio. El producto bruto se purifica en gel de silice, con un

gradiente de 30 minutos de EtOAc de 5 % a 100 % en hexanos

o\

para proporcionar el compuesto del titulo (6,05 g, 73%).

ES/MS (m/e): (°Br/®'Br) 584/586 (M+H).
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Preparacidén 16

3-(benzoilcarbamotioilamino) -3- (5-bromo-2-fluoro-fenil)-4-

(hidroximetil)pirrolidina-l-carboxilato de bencilo

OH

N H
> r D
S

(0]
Br

Se agita una mezcla de 1-(benzoilcarbamotioil)-6a-(5-bromo-2-
fluoro-fenil)-3,3a,4, 6-tetrahidropirrolo[3,4-c]isoxazol-5-

carboxilato de bencilo (6,05 g 10,4 mmol) y cinc (polvo, <10
micras) (6,77 g, 103,5 mmol) en &cido acético (52 mL) a
temperatura ambiente durante la noche bajo nitrbdégeno. La
reaccidén se diluye con EtOAc y se filtra a través de tierra
diatomea. E1 solvente se extrae al vacio y el residuo se
diluye <con EtOAc, agua vy bicarbonato de sodio acuoso
saturado. La mezcla se extrae con EtOAc (3 x), las capas
organicas combinadas se combinan y se secan en sulfato de
sodio, se filtran y el solvente se remueve al vacio. EIl
producto bruto se purifica en gel de silice, con un gradiente
de 30 minutos de EtOAc de 5 % a 100 % en hexanos para

Q

proporcionar el compuesto del titulo (5,222 g, 86%). ES/MS
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(m/e): ("’Br/®'Br) 586/588 (M+H).

Preparacién 17

(1-Alil-4-amino-4- (5-bromo-2-fluorofenil)pirrolidin-3-

il)metanol

OH

Br

Se agrega una solucidén acuosa saturada de carbonato de sodio
a una solucidén de clorhidrato de b5-alil-6a-(5-bromo-2-
fluorofenil)hexahidro-1H-pirrolo[3,4-c]isoxazol (1400 g, 3,85
mol) en DCM (7 L) para alcanzar un pH>9. Las capas se separan
y el extracto orgadnico se concentra a 1,5 volUmenes. Se
agrega acido acético (1,38 L), la solucidén se concentra a 2
L. Se agrega &cido acético (7 L) y polvo de cinc (2,5 kg,
38,5 mol) y la mezcla se calienta a 40-50 °C y se agita
durante 3 horas. Se agrega EtOAc (9,8 L) y la mezcla se
filtra a través de tierra diatomea. La torta de filtro se
lava con EtOAc (4 L). El1 filtrado se separa y se agrega agua

(7 L) a los agentes orgédnicos combinados. Se agrega hidréxido
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de amonio para alcanzar un pH [19. Las capas se separan y la
capa organica se concentra a 2 L. Se agrega etanol (2,8 L) vy
la solucidén se concentra a 2 L. Se agrega etanol (19 L) vy la
mezcla se filtra a través de tierra diatomea para
proporcionar una solucidén de etanol del compuesto del titulo,

el cual se utiliza sin purificacidédn adicional.

Preparacidén 18

[1-Alil-4-amino-4- (3-bromofenil)pirrolidin-3-il]metanol

=_

Br

Una solucién a 22 °C de 5-alil-6a-(3-bromofenil)-3,3a,4,6-
tetrahidro-1H-pirrolo[3,4-c]isoxazol (40 g, 129,4 mmol) en
adcido acético (400 mL) se trata con polvo de cinc (42,3 g,
646,8 mmol) en una parte. La reaccidén se agita vigorosamente
a temperatura ambiente durante 1 hora. Se agrega EtOAc (400
mL) y la mezcla se filtra a través de tierra diatomea. EI
filtrado se evapora y el residuo se seca al vacio. El residuo

se particiona en agua (300 mL) y MTBE (300 mL). E1 pH se
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[e)

ajusta a 8 con hidrdéxido de sodio 50 % p/p y la capa orgénica
se separa, se seca en sulfato de sodio y se filtra. E1
filtrado se evapora y el residuo se seca al wvacio para
proporcionar el compuesto del titulo (41 g, 97 %). ES/MS

(m/e): 311 (M+1).

Preparacidén 19

1-Alil-4-amino-4-(2-fluorofenil)pirrolidin-3-il]metanol

Se agrega polvo de cinc (590 g, 9 mol) a una solucidédn de 5-
alil-6a-(2-fluorofenil)-3,3a,4,6-tetrahidro-1H-pirrolo[3,4-

clisoxazol (3559 g, 1,29 mol) en una mezcla de metanol (2,85
L) y solucidn acuosa saturada de cloruro de amonio (3,56 L) vy
la mezcla se calienta durante 16 horas a 70 °C. La reaccidn
se enfria a 60 °C, se diluye con THF (2,85 L) y se filtra
mientras esta caliente en tierra diatomea. El1 filtrado se
evapora para quitar el solvente orgéanico, y la mezcla acuosa

se diluye con solucidén acuosa de acido citrico al 10 % p/p (4

L) y EtOAc (3,5 L). Se separa la capa orgadnica y se lava la
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capa acuosa con EtOAc (2 x 2 L). La capa acuosa se neutraliza
con hidréxido de sodio al 50 % p/p para ajustar el pH a 10, y
luego se extrae con EtOAc (2 x 1,5 L). Se combinan 1los
extractos orgénicos, se secan en sulfato de sodio, se
filtran, y se evaporan hasta la sequedad para proporcionar el

compuesto del titulo en bruto (299 g, 92 %). ES/MS (m/e): 251

(M+1) .

Preparacidén 20

[ (35,4R)-1-al1lil-3-(5-bromo-2-fluoro-fenil) -4-

(hidroximetil)pirrolidin-3-il]lamonio; (2S5,3S)-4-hidroxi-2, 3-

bis[(4-metilbenzoil)oxi]-4-oxo-butanoato

OH
:/_N NH _8 i i
F 8 OH
0} 0} 0]
Br

Se agrega monohidrato de &cido Di-p-toluoil-L-tartdrico (1,04

kg, 2,69 mol) a una solucidén de (l-alil-4-amino-4-(5-bromo-2-
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fluorofenil)pirrolidin-3-il)metanol (1264 g. 3,85 mmol) en
etanol (21 L). La mezcla se calienta a 65-75 °C y se agita
durante 3 horas. La mezcla se enfria a 5-10 °C, se agrega un
cristal germinal de [ (3S,4R)-1-alil-3-(5-bromo-2-fluoro-
fenil)-4- (hidroximetil)pirrolidin-3-il]amonio; (2S,3S)-4-

hidroxi-2,3-bis[ (4-metilbenzoil)oxi]-4-oxo-butanocato (1,0 g),
y la mezcla se agita durante 3 horas. El1l sdélido se filtra y
la torta de filtro se lava con etanol frio (1,4 L). La torta
de filtro se seca para proporcionar el compuesto del titulo
como un sélido blanco. Anadlisis quiral del segundo isdémero de
elucidén: Columna: IC Chiralpak, 4,6 mm * 250 mm * 5 um;

[

eluyente: hexano al 90 % (dietilamina al 0,3%): etanol al 10
% (dietilamina al 0,3%); velocidad de flujo de 1,0 mL/min a
UV 270 nm confirma el enantidémero enriquecido de forma
enantiomérica (99 % ee) con Rt = 7,4 minutos, (1050 g, 38 %).
'H NMR (400 MHz, CDs;OD) &: 2,40(s, 6H), 3,05-3,04(m, 1H), 3,57-
3,31(m, 3H), 3,66-3,58(m, 4H), 3,75-3,74(m, 2H), 5,38-5,36(m,
1H), 5,50-5,46(m, 1H), 5,88(s, 2H), 5,97-5,91(m, 1H), 7,10-

7,05(m, 1H), 7,29(d, J=8,0 Hz, 4H), 7,53-7,51(m, 1H), 7,80-

7,78 (m, 1H), 8,01(d, J=8,0 Hz, 4H).

Preparacidén 21

[ (3R,4S)-1-Alil-4-amino-4- (2-fluorofenil)pirrolidin-3-
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illmetanol; &cido 2,3-bis[ (4-metilbenzoil)oxi]butanodioico

OH
HO__O
NH i
2 o
N F o
= o)
07 ~OH

Se agrega una solucidén de 4cido di-p-toluoil-L-tartarico
(348,6 g, 884 mmol) en l-metoxi-2-propanol (1,13 L) a una
solucidn de [(3R,4S)-1-alil-4-amino-4-(2-
fluorofenil)pirrolidin-3-il]metanol (225,9 g, 902 mmol), en
l-metoxi-2-propanol (1,13 L) previamente calentada a 40 °C.
La reaccidén se enfria a 22 °C y se agita durante 18 horas. Se
recolecta un sdélido blanco mediante filtracidén y se lava con
l-metoxi-2-propanol (600 ml). El1 sélido recolectado se seca
para proporcionar el compuesto del titulo (183,01 g, 31,8 %).

ES/MS (m/e): 251 (M+1).
Preparacidén 22
[ (3R,4S)-1-Alil-4-amino-4- (3-bromofenil)pirrolidin-3-

il]metanol; &cido (2R,3R)-2,3-bis[ (4-

metilbenzoil)oxi]butanodioico
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NH, o o (0]
Br

Una solucidén de [l-alil-4-amino-4-(3-bromofenil)pirrolidin-3-
illmetanol (77 g, 235 mmol) en alcohol isopropilico (914 mL)
se calienta a 70 °C. Se agrega &4cido Di-p-toluoil-L-tartarico
(86,2 g, 223 mmol) y la mezcla se enfria a 22 °C durante 2
horas y se agita durante la noche. La suspensidén se filtra
para recolectar un sélido amarillo claro y se lava con
alcohol isopropilico. El1 sdélido se seca al wvacio para
proporcionar el compuesto del titulo (63 g, 36 %). ES/MS
(m/e) : 311 (M+1) . E1l producto es analizado mediante
cromatografia quiral de fase inversa: Andlisis del primer
isébmero de elusidén (columna: Chiralpak ID-3 4,6 x 50 mm;
eluyente: 70:30, bicarbonato de amonio acuoso 20 mM:
acetonitrilo; flujo: 1,5 mL/min a UV 215 nm) confirma el
enantiémero enriquecido de forma enantiomérica (96 % ee) con

Rt = 1,26 minutos.
Preparacidén 23

((3R,4S)-1-Alil-4-amino-4- (5-bromo-2-fluorofenil)pirrolidin-
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3-il)metanol

OH

Br

HC1 1 N (500 mL, 500 mmol) se agrega a una solucidén a 0 °C de
[(3S,4R)-1-alil-3-(5-bromo-2-fluoro-fenil) -4-
(hidroximetil)pirrolidin-3-il]amonio; (2S,3S)-4-hidroxi-2, 3~
bis[ (4-metilbenzoil)oxi]-4-oxo-butanoato (100 g, 139,4 mmol)
en EtOAc (500 mL). La mezcla se agita durante 1 hora. Se
separa la capa acuosa y el pH se ajusta a 8 con NaOH 1 N. La
capa acuosa se extrae con EtOAc (350 mL x 2). Las capas
organicas se combinan, se lavan con agua (500 mL) vy se
concentran para proporcionar el compuesto del titulo (40 g,
87 %). Analisis quiral del segundo isdémero de elucidn:
Columna: IC Chiralpak, 4,6 mm * 250 mm * 5 um; eluyente:
hexano al 90 % (dietilamina al ©0,3%): etanol al 10 %
(dietilamina al 0,3%); velocidad de flujo de 1,0 mL/min a UV
270 nm confirma el enantiémero enriquecido de forma
enantiomérica (99,7% ee) con Rt = 7,4 minutos. 'y NMR (400 MHz,
cbcls o&: 2,78-2,70(m, 5H), 3,16-3,00(m, 3H), 3,87-3,75(m,
1H), 3,90-3,84(m, 1H), 5,24-5,11(m, 2H), 5,91-5,87(m, 1H),

6,95-6,91(m, 1H), 7,35-7,32(m, 1H), 7,67- 7,65 (m, 1H).
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Preparacidén 24

[ (3R,4S)-1-Alil-4-amino-4- (2-fluorofenil)pirrolidin-3-

il]lmetanol

OH

Se disuelve [(3R,4S)-1-Alil-4-amino-4-(2-
fluorofenil)pirrolidin-3-il]metanol; acido 2,3-bis[ (4-
metilbenzoil)oxi]butanodioico (211 g, 331 mmol) en agua (2,1
L) y EtOAc (2,3 L). Se agrega &cido clorhidrico al 35 % p/p
para ajustar el pH a 1. Se separa la capa acuosa y el pH se
ajusta a 10 con hidréxido de sodio al 50 % p/p y se extrae
con EtOAc (2x). E1l pH de la capa acuosa se ajusta a 10 con
NaOH acuoso y se extrae con MTBE (3x) mientras se mantiene
también el pH de la solucidédn acuosa a pH=10. Se combinan los
extractos orgénicos, se seca, en sulfato de sodio, se
filtran, y se concentran hasta la sequedad para proporcionar

el compuesto del titulo en bruto (73 g, 88 %, 94,8 % ee). E1

producto es analizado mediante cromatografia quiral: Columna
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AS-H, eluyente alcohol isopropilico al 10%, 2%
isopropilamina; velocidad de flujo 3 mL/min a UV 220; presidn
de 100 bar a 35 °C para proporcionar el compuesto del titulo
como el segundo isdémero de elucidn, Rf = 2,26 minutos. ES/MS

(m/e): 251 (M+1).
Preparacidn 25

N-(((3S5,4R)-1-Alil-3-(5-bromo-2-fluorofenil)-4-

(hidroximetil)pirrolidin-3-il)carbamotioil)benzamida

OH
S (0]
N
S Aoy
F H H
Br

Se agrega isotiocianato de benzoilo (15,0 g, 91,9 mmol) a una
solucién al 0 °C de ((3R,4S)-1-alil-4-amino-4-(5-bromo-2-
fluorofenil)pirrolidin-3-il)metanol (30 g. 91,1 mmol) en THF
(400 mL). La solucidén se calienta a 25 °C y se agita durante
1 hora para proporcionar una solucidén de THF del compuesto

del titulo, la cual se utiliza sin purificacidén adicional.

Preparacidén 26



[ (3R,4S)-1-Alil-4-amino-4- (3-bromofenil)pirrolidin-3-

il]metanol

OH
_ﬁ\_N
NH,
Br
Se combina [(3R,4S)-1-Alil-4-amino-4-(3-

bromofenil)pirrolidin-3-illmetanol; &cido (2R,3R)-2,3-bis[ (4-
metilbenzoil)oxi]butanodiocico (63 g 85,8 mmol) con HC1l acuoso
1 N (800 mL) y EtOAc (400 mL) vy la mezcla se agita durante 15
minutos a 22 °C. Las capas se separan y el pH de la capa
acuosa se ajusta a 10 con hidréxido de sodio al 50 % p/p. La
mezcla acuosa se extrae con MTBE (3 x 250 mL). Las capas
organicas combinadas se secan en sulfato de magnesio, se

filtra, y se evapora hasta la sequedad para proporcionar el

compuesto del titulo (27 g, 99 %). ES/MS (m/e): 311 (M+1).

Preparacidén 27

N-[ (4aR, 7aS)-0-Alil-7a- (3-bromofenil) -4, 4a,5,7-

tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-2-il]benzamida
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Br

Una solucidn de [ (3R,4S)-1-alil-4-amino-4-(3-
bromofenil)pirrolidin-3-il]metanol (27 g; 86,7 mmol) en THF
(270 mL) se enfria a -5 °C en atmbésfera de nitrdgeno. Se
agrega isotiocianato de Dbenzoilo (12,3 mL, 91 mmol) por
goteo, manteniendo la temperatura por debajo de 0 °C. La
reaccién se deja calentar a 22 °C durante 1 hora. Se agrega
1,1'-Carbonildiimidazol (28,1 g, 173,5 mmol) en una sola
parte y la reaccidén se agita durante 1 hora a 22 °C y luego
se calienta a reflujo durante 16 horas. El solvente se
remueve al vacio y el residuo se seca al vacio. El material
en bruto se particiona en MTBE (500 mL) y agua (250 mL). La
capa organica se separa, se seca en sulfato de magnesio, se
filtra y se evapora hasta la sequedad. El material bruto se
purifica en un gradiente de gel de silice de 90/10 a 60/40
DCM / EtOAc para proporcionar el compuesto del titulo (27 g,

68 %). ES/MS (m/e): 456 (M+1).

Preparacidén 28
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N-((4aR, 7aS)-06-Alil-7a- (5-bromo-2-fluorofenil)-4,4a,5,06,7,7a-

hexahidropirrolo([3,4-d][1,3]tiazin-2-il)benzamida,

diclorhidrato
N S (0]
_/ .
F H

Se agrega trifenilfosfina (36,8 g, 140,3 mmol) a una solucidn
de THF (400 mL) de N-(((35,4R)-1-alil-3-(5-bromo-2-
fluorofenil)-4- (hidroximetil)pirrolidin-3-

il)carbamotioil)benzamida (91,1 mmol) . Se agrega
azodicarboxilato de di-t-butilo (31,6 g, 137,2 mmol) en THF
(100 mL). La mezcla se agita a 20-30 °C durante 2 horas. La
mezcla se concentra y se agrega MTBE (400 mL). La solucidn se
filtra a través de tierra diatomea y la torta se lava con
MTBE (130 mL). Los filtrados se combinan y se agrega HCl1 1 N
en EtOAc (200 mL). Se agita la mezcla durante 2 horas y luego
se concentra a 500 mL. Se agrega MTBE (320 mL) vy la solucidn
se filtra y se lava con heptanos (130 mL). El1 sdélido se
suspende en EtOAc (650 mL) y se agita a 50-60 °C durante 2
horas. La suspensidén caliente se filtra y el sbélido se lava
con EtOAc (130 mL) vy heptano (130 mL). E1 sélido se

resuspende en EtOAc (650 mL) y se agita durante 2 horas a 50-



60

60 °C. La suspensién caliente se filtra y se lava con EtOAc
(130 mL) y heptano (130 mL). E1 sé6lido se seca para
proporcionar el compuesto del titulo como la sal de di-HC1
(40 g, 80 %, 99,5 % ee). Anadlisis quiral del primer isdmero
de elucidén: Columna: IC Chiralpak, 4,6 mm * 250 mm * 5 pjm;
eluyente: hexano al 85% (dietilamina al 0,1%): alcohol
isopropilico al 15 % (dietilamina al 0,1%); velocidad de
flujo de 1,0 mL/min a UV 282 nm confirma el enantidémero
enriquecido de forma enantiomérica (99,5 % ee) con Ry = 12,5

minutos.

Preparacidén 29

N-((4aR,7aS)-6-Alil-7a-(2-fluoro-5-(2,2,2-
trifluoroacetamido) fenil)-4,4a,5,6,7, 7a-hexahidropirrolo[3,4-

d][1,3]tiazin-2-il)benzamida

Se agrega carbonato de sodio al 15 % (440 mL) a una solucidn
de diclorhidrato de N-((4aR, 7aS)-6-alil-7a- (5-bromo-2-

fluorofenil)-4,4a,5,6,7, 7a—hexahidropirrolo[3,4-
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d] [1,3]tiazin-2-il)benzamida (495 g, 717,88 mmol) en EtOAc (3
L) y agua (784 mL). La mezcla se agita durante 1-2 horas. Las
capas se separan y la capa organica se filtra a través de gel
de silice (40 g) y se lava con EtOAc (600 mL). El1 filtrado se
concentra hasta la sequedad para proporcionar N-((4aR,7aS)-6-
alil-7a-(5-bromo-2-fluorofenil)-4,4a,5,6,7,7a-
hexahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-2-il)benzamida. Se agrega
trifluoroacetamida (136,7 g, 1,21 mol), NaI (182,5 g, 1,22
mol), tamices moleculares 4 A (342 g) y KyCO3 (170,9 g, 1,24
mol) a wuna solucidén de N-((4aR,7aS)-6-alil-7a-(5-bromo-2-
fluorofenil)-4,4a,5,6,7, 7a-hexahidropirrolo[3,4-
d][1,3]tiazin-2-il)benzamida (341 g, 494,54 mmol) en DMSO
(525 mL) vy 1,4-dioxano (1,025 L). Se agrega trans-N,N’-
dimetilciclohexano (81,6 g, 573,66 mmol) y yoduro de cobre
(27,3 g, 143,34 mmol) en DMSO (500 mL) a la mezcla de
reaccién. La mezcla se agita durante 5 minutos. La mezcla se
calienta a 100 °C, se agita durante 8 horas y se enfria a 24
°C. Se agrega agua (5,9 L) y DCM (5,9 L), la mezcla se filtra
y se separan las capas. La capa organica se lava con agua
(5,9 L) para obtener el compuesto del titulo en una solucidn

de DCM, la cual se utiliza sin purificacidén adicional.

Preparacidén 30
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N-((4aR, 7aS)-06-Alil-7a- (5-amino-2-fluorofenil)-4,4a,5,06,7,7a-

hexahidropirrolo([3,4-d][1,3]tiazin-2-il)benzamida,

clorhidrato
S (0]
N
F H
NH
> Hal

Se agrega hidréxido de sodio (28,7 g) y agua (2,7 L) a una
solucidén de DCM de N-((4aR,7aS)-6-alil-7a-(2-fluoro-5-(2,2,2-
trifluoroacetamido) fenil)-4,4a,5,6,7, 7a-hexahidropirrolo[3,4-
d][1,3]tiazin-2-il)benzamida (250 g, 494,4 mmol) y la mezcla
se agita a 24 °C durante 68 horas. Se agrega HC1 1 N (3,5 L)
para obtener un pH de 1-3. Las capas se separan y la capa
acuosa se lava con DCM (680 mL). Se agrega DCM (4 L) a la
acuosa, seguido por hidrdéxido de amonio al 21 % para obtener
un pH de 8-10. Las capas se separan y sSe combinan 1los
extractos orgédnicos, se filtran a través de gel de silice
(170 g) y se lavan con DCM (1,4 L). El solvente se concentra
hasta la sequedad y se diluye con EtOAc (4 L). Se agrega HC1
1 N en EtOAc (700 mL) a una temperatura por debajo de 25 °C vy
la mezcla se agita durante 1 hora. La mezcla se concentra a

alrededor de 7-8 wvolUmenes y se agrega EtOAc (2,8 L). E1

precipitado resultante se filtra y se lava con EtOAc (400
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mL). El1 sé6lido se seca para proporcionar el compuesto del

titulo. (246 g, 52%).
Preparacidén 31

N-((4aR, 7aS)-7a- (5-Acetamido-2-fluorofenil)-6-alil-
4,4a,5,6,7,7a-hexahidropirrolo[3,4-d] [1,3]tiazin-2-

il)benzamida

S O

N
F H
0]
NJ\
H

Se agrega anhidrido acético (23,5g, 0,23 mol) a una solucidn
de clorhidrato N-((4aR, 7aS)-6-alil-7a- (5-amino-2-
fluorofenil)-4,4a,5,6,7, 7a-hexahidropirrolo[3,4-

d] [1,3]tiazin-2-il)benzamida (100 g, 0,153 mol) %
trietilamina (54,3 g, 0,535 mol) en DCM (800 mL). Luego de
agitar durante 1 hora a 20-25 °C, se agrega NaHCO3; saturado
(700 mL) vy agua (600 mL). Las capas Sse separan para
proporcionar el compuesto del titulo, el cual se utiliza sin

purificacidédn adicional como una solucidén en DCM.

Preparacidén 32
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N-[ (4aR, 7aS)-0-Alil-7a-(2-fluorofenil)-4,4a,5,7-

tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-2-il]benzamida

\ S O
EVALNG WP
F H
Una solucidn de [ (3R,4S)-1-alil-4-amino-4-(2-

fluorofenil)pirrolidin-3-il]metanol (129,7 g; 414 mmol) en
THF (2,3 L) se enfria a 0 °C en atmbésfera de nitrdbgeno. Se
agrega isotiocianato de benzoilo (61,5 mL, 456 mmol),
manteniendo la temperatura por debajo de 5 °C. La reaccidn se
calienta a temperatura ambiente durante 3 horas y se agrega
1,1'"-carbonildiimidazol (87,4 g, 538,9 mmol), y la reaccidn
se agita a 22 °C durante 1 hora seguido por calentamiento a
70 °C durante 16 horas. La mezcla de reaccidén se enfria a 22
°C y el solvente se evapora. El residuo se particiona en
EtOAc (1 L) vy agua (1 L). Se separa la capa organica y se
extrae la capa acuosa con EtOAc (2 x 400 mL). Se combinan los
organicos, se secan en sulfato de sodio, se filtran, y se
evaporan hasta la sequedad para proporcionar el compuesto del
titulo en bruto. El producto bruto se purifica mediante

cromatografia en gel de silice, eluyendo con un gradiente de
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EtOAc / DCM de DCM al 0-40 % para proporcionar el compuesto
del titulo como un sdélido amarillo claro (170 g, 99 %) que

contiene el solvente residual. ES/MS (m/e): 396 (M+1).
Preparacidén 33

2-benzamido-7a- (5-bromo-2-fluoro-fenil)-4,4a,5, 7-

tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazina-6-carboxilato de bencilo

0]

1

0]

O N
H

Br

Se agrega 1,1'-carbonildiimidazol (2,87 g, 17,7 mmol) a una
solucidén de 3-(benzoilcarbamotioilamino)-3-(5-bromo-2-fluoro-
fenil)-4- (hidroximetil)pirrolidina-l-carboxilato de Dbencilo
(5,198 g, 8,86 mmol) en THF (52 mL). La mezcla se agita
durante 1,5 horas a temperatura ambiente y luego la reacciédn
se calienta a reflujo durante la noche en nitrdégeno. La
reaccidén se enfria, se diluye con agua y se extrae con EtOAc
(3 x). Se combinan las capas organicas, se secan en sulfato
de sodio, se filtran y el solvente se remueve al vacio. El
producto bruto se purifica en gel de silice, con un gradiente

de 30 minutos de EtOAc de 5 % a 100 % en hexanos para
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proporcionar el compuesto del titulo (2,93 g, 58 %). ES/MS

(m/e): ("°Br/®Br). 568/570 (M+H)
Preparacidén 34

N-((4aR, 7aS)-7a- (5-Acetamido-2-fluorofenil)-4,4a,5,0,7, 7a-

hexahidropirrolo[3,4-d] [1,3]tiazin-2-il)benzamida

S O
HN

N

Z>N
H
o)
NJ\
H

Se agrega trifenilfosfina (4,0g, 0,015 mol) vy é&cido 1,3-
dimetilbarbitarico (15,2 g, 0,097 mol) a una solucién de DCM
de N-( (4aR, 7aS) -7a- (5-acetamido-2-fluorofenil)-6-alil-
4,4a,5,6,7,7a-hexahidropirrolo[3,4-d] [1,3]tiazin-2-

il)benzamida (0,153 mol). Se agrega acetato de paladio (1,7
g, 7,7 mmol) y la mezcla se agita de 20 a 30 °C durante 1
hora. Se agrega hidrdéxido de amonio al 25 % y se separan las
capas. La capa orgéanica se lava con HOAc (3,0 equiv en 500 mL
de agua) y el pH se ajusta a 8-9 con hidréxido de amonio al
25 %. La capa acuosa se extrae con DCM (2 x 500 mL). Los

extractos organicos se combinan y concentran a 3-4 volumenes.

Se agrega MTBE (1 L) vy la mezcla se filtra. La mezcla se
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concentra y se agrega heptano (1 L). El1 sélido resultante se
filtra, recolecta y seca para proporcionar el compuesto del
titulo (48 g, 76 %). 'H NMR (400 MHz, CDCls) &: 2,15 (s, 3H),
2,87-2,83(m, 1H), 3,43-3,23(m, 5H), 3,70-3,67(m, 1H), 7,12-
7,07 (m, 1H), 7,28-7,27 (m, 1H), 7,52-7,41(m, 4H), 7,79 (m,

1H), 8,18-8,16(m, 2H). ES m/z 413,1 (M+1).

Preparacidén 35

N-[ (4aR, 7aS) -7a- (3-Bromofenil)-4a,5, 6, 7-tetrahidro-4H-

pirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-2-il]benzamida

HN S 0
N/)\N
H
Br
Una mezcla a temperatura ambiente de N-[(4aR,7aS)-6-alil-7a-

(3-bromofenil)-4,4a,5, 7-tetrahidropirrolo[3,4-d] [1,3]tiazin-

2-il]lbenzamida (1 g, 2,19 mmol) y acido N, N-
dimetilbarbitarico (0,868 g, 5,48 mmol) en cloroformo (22 mL)
se desgasifica mediante burbujeo de nitrdédgeno a través de la
suspensién resultante a temperatura ambiente durante 5
minutos. La mezcla es tratada con

tetrakis(trifenilfosfina)paladio (0,261 g, 219 umol) vy se
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agita durante 1,5 horas en nitrdégeno. En un matraz separado,
una mezcla de N-[ (4aR,7aS)-6-alil-7a-(3-bromofenil)-4,4a,5,7-
tetrahidropirrolo[3,4-d] [1,3]tiazin-2-il]benzamida (22,2 g,
48,6 mmol) vy é&cido N,N-dimetilbarbitGrico (19,28 g, 121,6
mmol) en cloroformo (486 mL) se desgasifica mediante burbujeo
de nitrdégeno a través de la suspensidén resultante a
temperatura ambiente durante 5 minutos. La mezcla es tratada
con tetrakis(trifenilfosfina)paladio (5,79 g, 4,86 mmol) y se
agita durante 2 horas en nitrégeno. Se combinan las dos
reacciones y el solvente se remueve al vacio para
proporcionar el producto bruto. El material bruto se purifica
en gel de silice, con un gradiente de 30 minutos de metanol
de 0,5 % a 10 % en DCM para proporcionar el compuesto del
titulo (22,4 g, 100 %). ES/MS (m/e): ("°Br/®Br) 416/418

(M+H) .

Preparacidén 36

N-[ (4aR, 7aS) -7a- (2-fluorofenil)-4a,5, 6, 7-tetrahidro-4H-

pirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-2-il]benzamida
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Se agrega é&cido benzoico, 2-mercapto- (122 g, 793 mmol),
bis (dibencilidenacetona)paladio (4,15 g, 7,21 mmol) vy 1,4-
bis(difenilfosfino)butano (3,14 g, 7,21 mmol) a una solucidn
de N-[ (4aR, 7aS)-6-alil-7a-(2-fluorofenil)-4,4a,5,7-
tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-2-il]benzamida (178,21 g,
360 mmol) en 2-metiltetrahidrofurdn anhidro (1,96 L) en una
atmésfera de nitrdégeno. La solucidén se desgasifica mediante
ciclos de vacio / nitrdégeno tres veces, y luego se burbujea
nitrbébgeno a través de la reaccidén durante 15 minutos. La
mezcla de reaccidn se calienta a 40 °C mientras qgue se
burbujea nitrdégeno a través de la reaccidén. Cuando 1la
reaccidén alcanza los 40 °C, se quita el burbujeo y la mezcla
de reaccidédn se agita a 40 °C durante 3 horas en atmbdésfera de
nitrbébgeno. La reaccidédn se enfria a 22 °C y se diluye con agua
(2 L). Se agrega una solucidén de HC1l (5 M) para ajustar el pH
a 1. Se separa la capa acuosa y se lava con EtOAc adicional
(2 x 800 mL). El pH de la capa acuosa se ajusta a 10 con
hidréxido de sodio al 50 % p/p y luego se extrae con EtOAc
(10 L). La capa acuosa se lava con EtOAc adicional (2 x 750
mL). Se combinan los extractos orgédnicos, se lavan con
salmuera, se secan en sulfato de sodio, se filtran, vy se
evaporan hasta la sequedad para proporcionar el compuesto del

titulo en bruto como un sdélido amarillo claro (124,7 g, 97
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ES/MS (m/e): 356 (M+1).

Preparacidén 37

N-[7a- (5-Bromo-2-fluoro-fenil)-4a,5, 6, 7-tetrahidro-4H-

pirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-2-il]benzamida

HN /)\

Br

Se agrega yodotrimetilsilano (2,21 mL, 15,46 mmol) por goteo
a una solucidén a temperatura ambiente de 2-benzamido-7a-(5-
bromo-2-fluoro-fenil)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-

d] [1,3]tiazina-6-carboxilato de bencilo (2,93 g, 5,15 mmol)
en acetonitrilo (44 mL). La reaccidn se agita a temperatura
ambiente durante dos horas y el solvente se remueve al vacio.
El producto bruto se purifica con una columna SCX mediante el
uso de DCM:metanol 3:1 vy luego DCM:amoniaco 7 N 2:1 en
metanol para proporcionar el compuesto del titulo (2,098 g,

94 %). ES/MS (m/e): ("°Br/®'Br) 434/436 (M+H).

Preparacidén 38



71

(4aR, 7aS) -2-benzamido-7a- (3-bromofenil)-4,4a,5,7-

tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazina-6-carboxilato de terc-

butilo
O§_N S 0
oy
H
Br
Una solucidén a temperatura ambiente de N-[ (4aR,7aS)-7a-(3-

bromofenil)-4a,5,6, 7-tetrahidro-4H-pirrolo[3,4-d] [1,3]tiazin-
2-il]lbenzamida (22,4 g, 36,69 mmol) en DCM (367 mL) se trata
con di-t-butildicarbonato (8,81 g, 40,36 mmol) seguido por
trietilamina (7,67 mL, 55,04 mmol) y la reaccidn se agita a
temperatura ambiente durante 1 hora en nitrdégeno. El1 solvente
se remueve al vacio y el producto bruto se purifica en gel de
silice, con un gradiente de 25 minutos de EtOAc de 5 % a 100

% en hexanos para proporcionar el compuesto del titulo (20,22

g, 100 %). ES/MS (m/e): ("°Br/®Br) 516/518 (M+H).

Preparacidén 39

2-benzamido-7a- (5-bromo-2-fluoro-fenil)-4,4a,5,7-

tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazina-6-carboxilato de terc-

butilo
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Se agrega di-t-butildicarbonato (1,16 g, 5,31 mmol) y
trietilamina (1,01 mL, 7,25 mmol) a una solucidén de N-[7a-(5-
bromo-2-fluoro-fenil)-4a,5, 6, 7-tetrahidro-4H-pirrolo[3,4-

d][1,3]tiazin-2-il]lbenzamida (2,098 g, 4,83 mmol) en DCM (48
mL). La reaccidén se agita durante 1 hora a temperatura
ambiente en nitrdégeno. El solvente se remueve al vacio y el
producto bruto se purifica en gel de silice, con un gradiente
de 30 minutos de EtOAc de 5 % a 100 % en hexanos para
proporcionar el compuesto del titulo (2,556 g, 99 %). ES/MS

(m/e): ("°Br/®Br) 534/536 (M+H).
Preparacidén 40
(4aR, 7aS)-7a- (3-aminofenil) -2-benzamido-4, 4a,5, 7-

tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazina-6-carboxilato de terc-

butilo
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Una solucidn de (4aR, 7aS) -2-benzamido-7a- (3-bromofenil) -

4,4a,5, 7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1l,3]tiazina-6-carboxilato

de terc-butilo (5 g, 9,7 mmol) vy trans-N,N’-dimetil-1,2-
ciclohexanodiamina (220,3 mg, 1,5 mmol) en etanol (100 mL) se
trata con azida de sodio (1,30 g, 19,4 mmol). Se agrega una
solucidén acuosa de sal de sodio de &cido L-ascdrbico (0,66 M,
3,2 mL, 2,1 mmol) y agua (10 mL) y la parte superior del
matraz se purga con nitrdédgeno. La mezcla se trata con una
solucidén acuosa de pentahidrato de cobre(II)sulfato (0,33 M,
3,2 mL, 1,1 mmol) y la mezcla se calienta inmediatamente en
una placa caliente precalentada a 80 °C durante 1,5 horas en
nitrbébgeno. Se obtiene una mezcla homogénea tras calentar. La
reaccidén se enfria y se agrega agua helada. La mezcla se
extrae con EtOAc (3 x). Se combinan las capas orgédnicas y se
secan en sulfato de sodio, se filtran y el solvente se
remueve al vacio para proporcionar un producto bruto de
azida. El1 producto bruto de azida se combina con paladio al
10 % en carbono (2 g) en etanol frio (150 mL) y la mezcla se
purga utilizando vacio/nitrégeno y luego vacio/hidrdégeno. La

mezcla se agita a temperatura ambiente bajo 30 psi de
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hidrébgeno durante 2 horas. La reaccidn se ventila y la mezcla
se filtra a través de tierra diatomea utilizando DCM para
enjuagar la torta de filtro. El1 solvente se remueve del

filtrado al vacio y el producto bruto se purifica en gel de

o\

silice, «con EtOAc al 50 en DCM para proporcionar el

compuesto del titulo (4 g, 91 %). ES/MS (m/e): 453 (M+H).

Preparacidén 41

7a-(5-amino-2-fluoro-fenil) -2-benzamido-4,4a,5, 7-

tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazina-6-carboxilato de terc-

butilo
O\>_N s 0
oy
FH
HoN

Una solucidn de 2-benzamido-7a-(5-bromo-2-fluoro-fenil) -
4,4a,5, 7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1l,3]tiazina-6-carboxilato
de terc-butilo (2,556 g, 4,8 mmol) y trans-N,N’-dimetil-1,2-
ciclohexanodiamina (150 mg, 1,1 mmol) en etanol (50 mL) se
trata con azida de sodio (933 mg, 14,3 mmol). Se agrega una
solucidén acuosa de sal de sodio de &cido L-ascdrbico (0,66 M,

3,2 mL, 2,1 mmol) y agua (1 mL) y la parte superior del
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matraz se purga con nitrdégeno. La mezcla se trata con una
solucién acuosa de pentahidrato de cobre(II)sulfato (0,33 M,
3,2 mL, 1,1 mmol) y la mezcla se calienta inmediatamente en
una placa caliente precalentada a 80 °C durante 1,5 horas en
nitrbébgeno. Se obtiene una mezcla homogénea tras calentar. La
reaccidén se enfria, se diluye con agua helada y la mezcla se
extrae con EtOAc (3 x). Se combinan los extractos organicos y
se secan en sulfato de sodio, se filtran y el solvente se
remueve al vacio para proporcionar el producto bruto de
azida. El producto bruto de azida se combina con paladio al
10 % en carbono (1 g) en etanol frio (150 mL) y la mezcla se
purga utilizando vacio/nitrdégeno y luego vacio/hidrégeno. La
mezcla se agita a temperatura ambiente bajo 30 psi de
hidrbégeno durante 5 horas. La reaccidn se ventila, se filtra
a través de tierra diatomea y la torta de filtro se enjuaga
con DCM. El solvente se remueve del filtrado al vacio y el
producto bruto se purifica en gel de silice, con EtOAc al 50%
en DCM para proporcionar el compuesto del titulo (2,014 g,

89%). ES/MS (m/e): 471 (M+H).

X

Preparacidén 42

(4aR, 7aS) -2-benzamido-7a-[3-[ (5-fluoropiridina-2-

carbonil)amino]fenil]-4,4a,5, 7-tetrahidropirrolo[3,4-
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d] [1,3]tiazina-6-carboxilato de terc-butilo
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Una suspensioén (4aR, 7aS) -7a- (3-aminofenil) -2-benzamido-

4,4a,5, 7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1l,3]tiazina-6-carboxilato

de terc-butilo (93 mg, 0,21 mmol), acido 5-fluoropiridina-2-
carboxilico (31,9 mg, 0,23 mmol), hidrato de 1-
hidroxibenzotriazol (56,7 mg, 0,41 mmol) y EDCI (40 mg, 0,21
mmol) en DCM (4 mL) que contiene dimetilformamida (1 ml) se
trata con DIPEA (179,2 uL, 1,03 mmol) y la mezcla resultante
se agita a temperatura ambiente durante la noche. La mezcla
de reaccién se diluye con DCM (5 mL) y bicarbonato de sodio
acuoso saturado (15 mL). La capa organica se separa y se lava
con cloruro de sodio acuoso saturado (10 mL), se seca en
sulfato de sodio y el solvente se remueve al vacio para
proporcionar el compuesto del titulo en bruto (105 mg, 89 %).

ES/MS (m/e): 576 (M+H).

Preparacidén 43
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N-[3-[ (4aR, 7aS) -2-Benzamido-4a, 5, 6, 7-tetrahidro-4H-
pirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7a-il]fenil]-5-fluoro-piridina-2-

carboxamida; &acido 2,2,2-trifluoroacético

0
.
OH
F
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(4aR, 7aS) -2-benzamido-7a-[3-[ (5-fluoropiridina-2-

carbonil)amino] fenil]-4,4a,5, 7-tetrahidropirrolo[3,4-

d] [1,3]tiazina-6-carboxilato de terc-butilo (105 mg, 0,18
mmol) se disuelve en DCM (2 mL) y se trata con acido
trifluorocacético (500 pL, 6,6 mmol). La solucidédn amarilla
resultante se agita durante 4 horas a temperatura ambiente vy
el solvente se remueve al vacio para proporcionar el producto

del titulo en bruto (190 mg, 100 %). ES/MS (m/e): 476 (M+H).

Preparacidén 44

N-[ (4aR, 7aS) -7a- (3—-aminofenil)-4a, 5,6, 7-tetrahidro-4H-

pirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-2-il]benzamida
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Se agrega acido trifluoroacético (25 mL) a una solucidn de
(4aR, 7aS8) -7a-(3-aminofenil) -2-benzamido-4, 4a,5, 7-
tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazina-6-carboxilato de terc-

butilo

(4 g, 8,84 mmol) en DCM (100 mL) y la mezcla se agita a
temperatura ambiente en nitrdgeno durante 4 horas. E1
solvente se quita al vacio y el producto bruto se purifica
con una columna SCX mediante el uso de 3:1 DMC:metanol vy
luego 2:1 DCM:amoniaco 7 N en metanol para proporcionar el

compuesto del titulo (2,49 g, 80 %). ES/MS (m/e): 353 (M+H).

Preparacidén 45

N-[7a- (5-Amino-2-fluoro-fenil)-4a,5, 6, 7-tetrahidro-4H-

pirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-2-il]benzamida
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Se agrega acido trifluorocacético (10 mL) a una solucidén de
7a- (5-amino-2-fluoro-fenil)-2-benzamido-4,4a,5,7-

tetrahidropirrolo[3,4-d] [1,3]tiazina-6-carboxilato de terc-
butilo (2,013 g, 4,28 mmol) en DCM (30 mL) y la mezcla se
agita a temperatura ambiente en nitrdégeno durante 4 horas. El
solvente se quita al wvacio y el producto bruto se purifica
con una columna SCX mediante el uso de 3:1 DMC:metanol vy
luego 2:1 DCM:amoniaco 7 N en metanol para proporcionar el

compuesto del titulo (1,555 g, 98 %). ES/MS (m/e): 371 (M+H).
Preparacidn 46

N-[ (4aR,7aS)-7a- (3-Aminofenil) -6-(5-fluoropirimidin-2-il) -

4,4a,5,7-tetrahidropirrolo([3,4-d][1,3]tiazin-2-il]benzamida

—N s o
F{N*%N/*N*@
H
H,N
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Una solucidn de N-[ (4aR, 7aS)-7a- (3—-aminofenil)-4a, 5,6, 7-
tetrahidro-4H-pirrolo[3,4-d] [1,3]tiazin-2-il]lbenzamida (2,49
g, 7,06 mmol), b5-fluoro-2-cloropirimidina (3,74 g, 28,26
mmol) y DIPEA (6,16 mL, 35,32 mmol) en 1,4-dioxano (60 mL) se
calienta a reflujo durante 4 horas en nitrdégeno. La reaccidn
se enfria, se diluye con agua y se extrae con EtOAc (3 x).
Los extractos organicos combinados se secan en sulfato de
sodio, se filtran y el solvente se quita al wvacio para
proporcionar el producto bruto. El producto bruto se purifica
en gel de silice, con un gradiente de 25 minutos de EtOAc de

5 % a 100 % en hexanos para proporcionar el compuesto del

X

titulo (2,51 g, 79 %). ES/MS (m/e): 449 (M+H).
Preparacién 47

N-[ (4aR,7aS)-7a- (2-Fluorofenil)-6- (5-fluoropirimidin-2-il) -

4,4a,5,7-tetrahidropirrolo([3,4-d][1,3]tiazin-2-il]benzamida

o

Una solucidn de N-[ (4aR, 7aS)-7a- (2-fluorofenil)-4a,5,6,7-

tetrahidro-4H-pirrolo[3,4-d] [1,3]tiazin-2-il]lbenzamida (124,7
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g, 256 mmol), DIPEA (67 mL), 5-fluoro-2-cloropirimidina (29,3
ml, 307 mmol) en N-metilpirrolidona (997 mL) se calienta a
100 °C durante 16 horas. La reaccidédn se enfria a 22 °C y se
vierte en agua enfriada a 10 °C (10 L), manteniendo 1la
temperatura por debajo de 15 °C. Se recolecta un sdélido de
color crema clara mediante filtracidén y se lava con agua
adicional. El sélido humedo se disuelve en EtOAc (2 L) y se
transfiere a un embudo separador. Se agrega una solucidn
acuosa de cloruro de sodio 5 % p/p (1 L) y la capa orgénica
se separa, se seca en sulfato de sodio, se filtra y el
filtrado se evapora a presidén reducida. E1 producto se
purifica mediante cromatografia en gel de silice usando un
gradiente de 0-40 % de EtOAc/isohexano para proporcionar el

compuesto del titulo como un sélido amarillo claro (116 g, 70

%) . ES/MS (m/e): 452 (M+1).

Preparacidén 48

N-((4aR, 7aS)-7a- (5-Acetamido-2-fluorofenil)-6-(5-

fluoropirimidin-2-1i1)-4,4a,5,6,7,7a-hexahidropirrolo[3,4-

d][1,3]tiazin-2-11)benzamida
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Se agrega 2-cloro-5-fluoropirimidina (28,9 g, 218 mmol)
y carbonato de potasio (33,46 g, 242,1 mmol) a una solucidn
de N-((4aR,7aS)-7a-(5-acetamido-2-fluorofenil)-4,4a,5,6,7,7a-
hexahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-2-i1)benzamida (50 g,
121,22 mmol) en DMF (100 mL). La mezcla se calienta a 80-85
°C durante 8 horas. La mezcla se enfria a 24 °C, se filtra vy
se lava con DMF (100 mL). Los sdélidos se suspenden en agua (2
L) y se filtran para obtener el compuesto del titulo (68, 5qg,
98 %). LC-MS: m/z=509,2 (M+1)+, 'H NMR (400 MHz, d¢-DMSO) ppm
1,22 (¢, = 17,28 Hz, 2 H) 1,92 - 2,07 (m, 6 H) 2,89 - 3,20
(m, 2 H) 3,36 - 3,44 (m, 1 H) 3,67 (t, J=9,54 Hz, 1 H) 3,84
(br. s., 1 H) 4,16 (br. s., 2 H) 7,23 (br. s., 2 H) 7,35 -
7,61 (m, 8 H) 7,77 (br. s., 2 H) 7,85 - 8,18 (m, 4 H) 8,48

(s, 4 H) 10,15 (br. s., 1 H) 10,46 - 10,59 (m, 1 H).
Preparacidén 49

(4aR, 7aS) -7a- (5-Amino-2-fluorofenil)-6- (5-fluoropirimidin-2-

il)-4,4a,5,6,7,7a-hexahidropirrolo[3,4-d] [1,3]tiazin-2-amina
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NH,

Se agrega hidréxido de 1litio (8,6 g, 204,9 mmol) a una
solucidén de N-((4aR,7aS)-7a-(5-acetamido-2-fluorofenil)-6-(5-
fluoropirimidin-2-il)-4,4a,5,6,7, 7a-hexahidropirrolo[3,4-

d] [1,3]tiazin-2-il)benzamida (80 g, 157,3 mmol) en metanol
(400 mL). La mezcla se calienta a 60-70 °C durante 4 horas.
Se agrega HC1l concentrado (132 g) y la mezcla se agita a 55
°C durante 18 horas. La mezcla se enfria a 30 °C y se
concentra para quitar el metanol. Se agrega agua y la capa
acuosa se extrae con DCM (3 x) para obtener el compuesto del
titulo como una solucidén acuosa de 920 g, de los cuales 5,6 %

de la masa total es el compuesto del titulo que se utiliza

sin purificacidén adicional.

Preparacidén 50

N-[3-[ (4aR,7aS)-2-Benzamido-6- (5-fluoropirimidin-2-il) -

4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7a-il]fenil]-5-

fluoro-piridina-2-carboxamida
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Una solucidén de N-[3-[ (4aR, 7aS) -2-benzamido-4a, 5,6, 7-
tetrahidro-4H-pirrolo[3,4-d] [1,3]tiazin-7a-i1l1]fenil]-5-

fluoro-piridina-2-carboxamida; dcido 2,2,2-trifluoroacético
(150 mg, 254 wpmol), 5-fluoro-2-cloropirimidina (68 mg, 51
pmol) vy DIPEA (98 pL, 56 pmol) se calienta en DMSO (5 mL)
durante la noche a 40 °C. Se agrega mas 5-fluoro-2-
cloropirimidina (68 mg, 51 upmol) y DIPEA (98 uL, 56 umol) vy
la mezcla se calienta durante la noche a 50 °C. Se agrega més
5-fluoro-2-cloropirimidina (68 mg, 51 umol) y DIPEA (98 ulL,
56 pmol) y la mezcla se calienta durante la noche a 50 °C una
tercera noche. La reaccidén se enfria, se diluye con carbonato
de sodio acuoso saturado (50 mL) para proporcionar una
suspensidén que se filtra y seca en un horno de wvacio a 50 °C
durante 4 horas para proporcionar el compuesto del titulo (60

mg, 41 %). ES/MS (m/e): 449 (M+H).
Preparacidén alternativa 50

Se combina N-[ (4aR, 7aS)-7a- (3-Aminofenil) -6-(5-
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fluoropirimidin-2-il)-4,4a, 5, 7-tetrahidropirrolo[3,4-

d][1,3]tiazin-2-il]lbenzamida (282 mg, 628.73 umol) y A&acido5-
fluoropiridina-2-carboxilico (106,46 mg, 754,47 upmol) en DCM
(3 mL) y dimetilformamida (0,5 mL). Se agrega HOBT (112,70
mg, 817,35 umol) y luego EDCI (159,07 mg, 817,35 umol) vy la
mezcla resultante se agita durante 5 horas a temperatura
ambiente en nitrdégeno. La mezcla de reaccidédn se diluye con
agua y el pH se ajusta con NaOH 1 N a ~12. La mezcla se
extrae con EtOAc (3 x). Los extractos organicos se combinan,
se secan en sulfato de sodio, se filtran y el solvente se
quita al wvacio para proporcionar el producto bruto. EI
producto bruto se purifica en gel de silice, con un gradiente
de 20 minutos de EtOAc de 5 % a 100 % en hexanos para
proporcionar el compuesto del titulo (327 mg, 91 %). ES/MS

(m/e): 571 (M+H).
Preparacidén 51

N-[7a- (5-Amino-2-fluoro-fenil) -6-(5-fluoropirimidin-2-il) -

4,4a,5,7-tetrahidropirrolo([3,4-d][1,3]tiazin-2-il1]benzamida

—N s o
F{ »—N
\ N/ N/)\N)KQ
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H,N
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Una solucidn de N-[7a- (5-amino-2-fluoro-fenil)-4a,5,6,7-
tetrahidro-4H-pirrolo[3,4-d] [1,3]tiazin-2-il]lbenzamida (705
mg, 1,90 mmol), b5-fluoro-2-cloropirimidina (1,01 g, 7,61
mmol) y DIPEA (1,66 mL, 9,52 mmol) se calienta en 1,4-dioxano
(20 mL) a reflujo durante 4 horas en nitrdégeno. La reaccidn
se enfria, se diluye con agua y se extrae con EtOAc (3 x).
Las capas organicas se combinan, se secan en sulfato de
sodio, se filtran y el solvente se quita al wvacio para
proporcionar el producto bruto. El producto bruto se purifica
en gel de silice, con un gradiente de 25 minutos de EtOAc de
5 % a 100 % en hexanos para proporcionar el compuesto del

titulo (590 mg, 66 %). ES/MS (m/e): 467 (M+H).
Preparacidén 52
N-[3-[ (4aR,7aS)-2-Benzamido-6- (5-fluoropirimidin-2-il) -

4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7a-il]fenil]-5-

metoxi-pirazina-2-carboxamida
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Se combina N-[ (4aR, 7aS)-7a- (3-Aminofenil) -6- (5-
fluoropirimidin-2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-

d][1,3]tiazin-2-il]lbenzamida (400 mg, 891,81 umol) y acido 5-
metoxipirazina-2-carboxilico (165 mg, 1,07 mmol) en DCM (4
mL) y dimetilformamida (0,5 mL). Se agrega HOBt (160 mg, 1,16
mmol) y luego EDCI (226 mg, 1,16 mmol) y la mezcla resultante
se agita durante 5 horas a temperatura ambiente en nitrdégeno.
La mezcla de reaccidén se diluye con agua y el pH se ajusta a
~12 con NaOH 1 N. La mezcla se extrae con EtOAc (3 x). Los
extractos organicos combinados se secan en sulfato de sodio,
se filtran y el solvente se remueve al vacio. El producto
bruto se purifica en gel de silice, con un gradiente de 20
minutos de EtOAc de 5 % a 100 % en hexanos para proporcionar
el compuesto del titulo (482 mg, 92 %). ES/MS (m/e): 585

(M+H) .

Preparacidén 53

N-[3-[2-Benzamido-6- (5-fluoropirimidin-2-11)-4,4a,5,7-

tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7a-il]-4-fluoro-fenil]-5-

fluoro-piridina-2-carboxamida
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Se combina N-[7a- (5-Amino-2-fluoro-fenil)-6-(5-
fluoropirimidin-2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-

d][1,3]tiazin-2-il]lbenzamida (302 mg, 647 upmol) vy acidob-
fluoropiridina-2-carboxilico (110 mg, 777 pmol) en DCM (3 mL)
y dimetilformamida (0,5 mL). Se agrega HOBT (116 mg, 842
pmol) y luego EDCI (164 mg, 842 umol) y la mezcla se agita
durante la noche a temperatura ambiente en nitrégeno. La
mezcla de reaccidén se diluye con agua y el pH se ajusta con
NaOH 1 N a ~12 y luego se extrae con EtOAc (3 x). Las capas
organicas se combinan y se filtran para recolectar el
material insoluble. Los sdélidos se lavan con agua y EtOAc vy
se secan al vacio para proporcionar el compuesto del titulo.
La capa organica del filtrado se seca en sulfato de sodio, se
filtra y el solvente se quita al wvacio. El residuo se
purifica en gel de silice, con un gradiente de 20 minutos de
EtOAc de 5 % a 100 % en hexanos para proporcionar el
compuesto del titulo con un rendimiento combinado (275 mg, 72

%). ES/MS (m/e): 590 (M+H).
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Preparacidén 54

N-[ (4aR, 7aS8) -7a- (5-Amino-2-fluoro-fenil) -6-(5-
fluoropirimidin-2-il1)-4,4a,5, 7-tetrahidropirrolo[3,4-

d]j[1l,3]tiazin-2-il]lbenzamida, (isdémero 1)

=N s o
F4<\:N/>_N N/)\NJKQ
% :F H
H,N

Se purifica N-[7a- (5-amino-2-fluoro-fenil)-6-(5-
fluoropirimidin-2-il)-4,4a, 5, 7-tetrahidropirrolo[3,4-

d][1,3]tiazin-2-il]lbenzamida racémica (1,694 g, 3,63 mmol)
mediante HPLC gquiral (columna: Chiralcel 0J, 8 x 35 cm;
eluyente: metanol al 90 % (dimetiletilamina al 0,2 %) vy
acetonitrilo al 10 %; flujo 400 mL/min a UV 280 nm). Andlisis
del primer isdémero de elusidédn (columna: Chiralcel 0OJ-H, 0,46
X 15 cm; eluyente: 10:90 acetonitrilo:metanol (con
dimetiletilamina al 0,2 %); flujo: 0,6 mL/min a UV 280 nm)
confirma el enantidémero enriquecido de forma enantiomérica
(99% ee) con Ry = 6,70 minutos, (723 mg, 43 %). ES/MS (m/e):

467 (M+H) .

Preparacidén 55
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N-[3-[(4aR,7aS)-2-Benzamido-6-(5-fluoropirimidin-2-il) -
4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7a-il]-4-fluoro-

fenil]-5-metoxi-pirazina-2-carboxamida, (isdémero 1)

N~ >OCH;

N-[ (4aR,7aS)-7a- (5-Amino-2-fluoro-fenil)-6-(5-
fluoropirimidin-2-il)-4,4a, 5, 7-tetrahidropirrolo[3,4-
d][1,3]tiazin-2-il]lbenzamida (0,361 g, 0,77 mmol, isdémero 1)
se disuelve en una mezcla de DCM (4 mL) y DMF (0,5 mL). Se
agrega Aacido b-metoxipirazina-2-carboxilico (240 mg, 1,55
mmol), HOBT (210 mg, 1,55 mmol) y EDCI (300 mg, 1,55 mmol) a
la mezcla, vy la mezcla se agita durante la noche a
temperatura ambiente. La solucidén de reaccidn se agrega
directamente a una columna de carga de gel de silice de 12 g
y se purifica utilizando una columna de gel de silice de 40 g
y eluyendo con un gradiente de 0-100 % de EtOAc/hexanos. El

producto se disuelve en EtOAc (200 mL), se lava con NaOH 1 N

(2 x 50 mL) y con salmuera (1 x 50 mL). La purificacidén con
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gel de silice se repite tal como se describidé anteriormente
para proporcionar el compuesto del titulo (350 mg, 74 %).

ES/MS (m/e): 603 (M+H).
Preparacidén 56
N-[3-[ (4aR,7aS)-2-Benzamido-6- (5-fluoropirimidin-2-il) -

4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7a-il]fenil]-5-

ciano-piridina-2-carboxamida

F N
aWa %ka
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N
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Se disuelve N-[ (4aR, 7aS)-7a- (3-Aminofenil) -6-(5-

fluoropirimidin-2-il)-4,4a, 5, 7-tetrahidropirrolo[3,4-

d][1,3]tiazin-2-il]lbenzamida (0,30 g, 0,67 mmol) en DCM (10
mL) y se agrega acido 5-cianopiridina-2-carboxilico (129 mg,
0,87 mmol), HOBt (185 mg, 1,34 mmol) y EDCI (169 mg, 0,87
mmol) . Se agrega DIPEA (0,35 mL, 2 mmol) y la reaccidén se
agita a temperatura ambiente durante la noche. El material se

purifica directamente con cromatografia en gel de silice,
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eluyendo con un gradiente de 0-100 % de EtOAc / hexanos para
proporcionar el compuesto del titulo (360 mg, 88 %). ES/MS

(m/e): 579 (M+H) .
Preparacidén 57
N-[3-[ (4aR,7aS)-2-Benzamido-6- (5-fluoropirimidin-2-il) -

4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7a-il]fenil]-

3,5-difluoro-piridina-2-carboxamida

F N
NH
N

0] z |
S
Se disuelve N-[ (4aR, 7aS)-7a- (3-Aminofenil) -6-(5-

fluoropirimidin-2-il)-4,4a, 5, 7-tetrahidropirrolo[3,4-

d][1,3]tiazin-2-il]lbenzamida (0,30 g, 0,67 mmol) en DCM (10
mL) y se agrega acido 3,5-difluoropiridina-2-carboxilico (138
mg, 0,87 mmol), HOBT (185 mg, 1,34 mmol) y EDCI (169 mg, 0,87
mmol) . Se agrega Dipea (0,35 mL, 2 mmol) y la reaccidn se
agita a temperatura ambiente durante la noche. La reaccidn se

purifica directamente con cromatografia en gel de silice,
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eluyendo con un gradiente de 0-100 % de EtOAc / hexanos para
proporcionar el compuesto del titulo (330 mg, 84 %). ES/MS

(m/e): 590 (M+H).
Preparacidén 58

N-[3-[ (4aR,7aS)-2-Benzamido-6- (5-fluoropirimidin-2-il) -
4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7a-il]-4-fluoro-

fenil]-5-ciano-piridina-2-carboxamida, (isbémero 1)
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N-[ (4aR, 7aS)-7a- (5-Amino-2-fluoro-fenil) -6-(5-
fluoropirimidin-2-il)-4,4a, 5, 7-tetrahidropirrolo[3,4-
d][1,3]tiazin-2-il]lbenzamida (0,180 g, 0,39 mmol, isdémero 1)
se disuelve en una mezcla de DCM (2 mL) y DMF (0,25 mL). Se
agrega acido 5-cianopiridina-2-carboxilico (114 mg, 0,77
mmol), HOBt (106 mg, 0,77 mmol) y EDCI (150 mg, 0,77 mmol) vy
la reaccidn se agita a temperatura ambiente durante la noche.

La mezcla se diluye con agua (10 mL), EtOAc (10 mL) vy se
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agrega a una solucién de NaOH 1 N (100 mL). La mezcla se
extrae con EtOAc (2 x 100 mL) vy las capas organicas se
combinan y se lavan con salmuera. La capa organica se seca en
MgSQO4, se filtra y se concentra. El residuo se purifica con
cromatografia en gel de silice utilizando un gradiente de 0-
100 % de EtOAc / hexanos para proporcionar el compuesto del

titulo (133 mg, 57 %). ES/MS (m/e): 597 (M+H).
Preparacidén 59

N-[3-[ (4aR,7aS)-2-Benzamido-6- (5-fluoropirimidin-2-il) -
4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7a-il]-4-fluoro-

fenil]-3,5-difluoro-piridina-2-carboxamida, (isdmero 1)
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N-[ (4aR, 7aS)-7a- (5-Amino-2-fluoro-fenil) -6-(5-
fluoropirimidin-2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-

d][1,3]tiazin-2-il]lbenzamida (0,180 g, 0,39 mmol, isdbémero 1)

se disuelve en una mezcla de DCM (2 mL) y DMF (0,25 mL). Se
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agrega acido 5-cianopiridina-2-carboxilico (114 mg, 0,77
mmol), HOBt (106 mg, 0,77 mmol) y EDCI (150 mg, 0,77 mmol) vy
la reaccidn se agita a temperatura ambiente durante la noche.
La mezcla se diluye con agua (10 mL) y EtOAc (10 mL), y luego
se vierte en una solucidén de NaOH 1 N (100 mL). La mezcla se
extrae con EtOAc (2 x 100 mL) vy los extractos organicos se
combinan y se lavan con salmuera. Las capas organicas se
secan en MgSO4, se filtran y se concentran. El residuo se
purifica mediante cromatografia en gel de silice utilizando
un gradiente de 0-100 $ de EtOAc / hexanos para proporcionar

el compuesto del titulo (190 mg, 80 %). ES/MS (m/e): 608

(M+H) .

Preparacidén 60

(4aR, 7aS)-7a- (2-fluorofenil)-6-(5-fluoropirimidin-2-il) -

4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-2-amina

Se agrega hidréxido de litio (9,26 g, 386 mmol) a una mezcla

de N-[ (4aR,7aS)-7a-(2-fluorofenil)-6-(5-fluoropirimidin-2-
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il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d] [1,3]tiazin-2-

il]l]benzamida (158,6 g, 351,6 mmol) en metanol (1,6 L). La
mezcla se calienta a 70 °C durante 4 horas y luego se enfria
a 22 °C. La mezcla de reaccién se evapora al vacio hasta
obtener un residuo amarillo. El residuo se particiona en agua
(1 L) y EtOAc (750 mL). Se agrega HC1l (solucidén acuosa 5 M)
para ajustar el pH a 1. Se separa la capa acuosa y se lava la

capa organica con EtOAc (2 x 200 mL). E1 pH de la capa acuosa

[e)

o\

se ajusta con solucidén acuosa de hidrdéxido de sodio al 50
p/p a pH=10 y se extrae con EtOAc (3 x 1 L). Se combinan los
extractos organicos, se secan en sulfato de sodio, se filtran
y se evaporan a presidén reducida para proporcionar el

compuesto del titulo como un sélido amarillo claro (133,3 g,

o°

99 %, que contiene EtOAc residual al 12 %). ES/MS (m/e): 348

(M+1) .

Preparacidén 61

(4aR, 7aS) -7a- (5-Amino-2-fluoro-fenil) -6-(5-fluoropirimidin-2-

il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d] [1,3]tiazin-2-amina
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Se agrega éacido sulftrico (33,4 ml, 626,6 mmol) a una
solucidn de (4aR, 7aS)-7a-(2-fluorofenil)-6-(5-
fluoropirimidin-2-il)-4,4a, 5, 7-tetrahidropirrolo[3,4-d]

[1,3]tiazin-2-amina (45,8 g, 125,3 mmol) en acido
trifluoroacético (626 mL). La mezcla se enfria a 0 °C y se
agita durante 20 minutos. Se agrega acido nitrico fumante
(6,2 mL, 144,1 mmol) y la mezcla de reaccidén se calienta a 22
°C y se agita durante 3 horas. La mezcla de reaccidén se
evapora y se agrega MTBE (250 mL) y se evapora dos veces. El
residuo se seca al vacio hasta un peso constante y luego se
disuelve en agua (147 mL) y etanol (885 mL) y se desgasifica
con nitrdégeno burbujeante durante 15 minutos. La solucidn se
transfiere a un reactor de presidn y se agrega pasta de Pd/C
al 10 % tipo 87L (6,6 g, 6,27 mmol). La mezcla se diluye con
etanol adicional (700 mL) y se presuriza con hidrdégeno a 80
psi durante 16 horas. La mezcla de reaccidédn se filtra y luego
se agrega una segunda carga de catalizador de pasta de Pd/C
al 10 % tipo 87L (6,6 g, 6,27 mmol) y la mezcla se presuriza
a 80 psi y se agita durante 3 dias en el reactor de presidn.
La mezcla de reaccidén se purga con nitrdégeno y se filtra
mediante tierra diatomea. El filtrado se evapora y el residuo
se particiona entre agua (200 ml) y EtOAc (200 ml). La capa

acuosa se separa, se enfria a 5 °C y se neutraliza con
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hidréxido de amonio al 15 % p/p. La capa acuosa se extrae con
EtOAc (3 x 150 mL). Los orgadnicos se combinan, se secan en
sulfato de sodio, se filtran y se evaporan a presidén reducida
para proporcionar el compuesto del titulo como un sdélido

marré4n palido (47.7 g, 99 % que contiene EtOAc residual).

ES/MS (m/e): 363 (M+1).
Ejemplo A

N-[3-[2-Amino-6-(5-fluoropirimidin-2-il)-4,4a,5,7-
tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7a-il]-4-fluoro-fenil]-5-

fluoro-piridina-2-carboxamida

oL

N"_NH,
o)

Una mezcla de N-[3-[2-benzamido-6-(5-fluoropirimidin-2-il)-
4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d] [1,3]tiazin-7a-il]-4-fluoro-
fenil]-5-fluoro-piridina-2-carboxamida (293 mg, 497 upmol),
clorhidrato de O-metilhidroxilamina (430 mg, 4,97 mmol) vy
piridina (402 pL, 4,97 mmol) se calienta en etanol (13 mL) a

70 °C en un matraz cerrado durante 2,5 horas. Se agrega DMSO
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(3 mL) y la mezcla se calienta a 70 °C durante la noche. Se
agrega DMSO adicional (10 mL) y se continta calentando a 70
°C durante 4 horas. Se agrega mas clorhidrato de O-
metilhidroxilamina (208 mg, 2,48 mmol) vy piridina (201 uL,
2,48 mmol) y la mezcla se calienta a 60 °C durante 3 horas y
la mezcla se agita durante 3 dias a temperatura ambiente. En
un matraz separado, una mezcla de N-[3-[2-benzamido-6-(5-
fluoropirimidin-2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-

d] [1,3]tiazin-7a-il]-4-fluoro-fenil]-5-fluoro-piridina-2-
carboxamida (276 mg, 468 pmol) , clorhidrato de O-
metilhidroxilamina (405 mg, 4,68 mmol) vy piridina (478 ulL,
4,68 mmol) se calienta en etanol (15 mL) y DMSO (4 mL) a 70
°C en un matraz cerrado durante la noche. Se agrega DMSO
adicional (10 mL) y se continta calentando a 70 °C durante 4
horas. Se agrega més clorhidrato de O-metilhidroxilamina (195
mg, 2,34 mmol) y piridina (189 uL, 2,34 mmol) y se continua
calentando a 70 °C durante 3 horas seguido por agitacidén de
la mezcla durante 3 dias a temperatura ambiente. Se combinan
las dos mezclas de reaccidén y la mayoria del solvente se
extrae al vacio. El producto bruto se purifica en una columna
de SCX wutilizando DCM:metanol 3:1 y luego DCM:amoniaco 7 N
2:1 en metanol. El producto bruto se purifica adicionalmente
en gel de silice, con un gradiente de 20 minutos de metanol

de amoniaco 7 N de 0,5 % a 10 % en DCM para proporcionar el
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compuesto del titulo (451 mg, 96 %). ES/MS (m/e): 486 (M+H).

Ejemplo 1

Clorhidrato de N-{3-[ (4aR, 7aS)-2-Amino-6-(5-fluoropirimidin-

2-il)-4a,5,6,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7a (4H) -

il]fenil}-5-fluoropiridina-2-carboxamida

N H-CI
- S
WS
N N"NH,
0]
N
2 N
NN | H
F
Una mezcla de N-[3-[ (4aR, 7aS) -2-benzamido-6- (5-

fluoropirimidin-2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-
d][1,3]tiazin-7a-il1l]fenil]-5-fluoro-piridina-2-carboxamida
(320 mg, 560 pmol), clorhidrato de O-metilhidroxilamina (485
mg, 5,60 mmol) y piridina (453 pL, 5,60 mmol) en etanol (15
mL) se calienta a 65 °C en un recipiente cerrado durante
cinco horas. La reaccidén se enfria y el solvente se quita al
vacio. El producto bruto se purifica en gel de silice con un
gradiente de 30 minutos de 0,5 % a 10 % de gradiente de DCM
de metanol en amoniaco 7 N para proporcionar N-[3-[ (4aR,7aS)-

2-amino-6-(5-fluoropirimidin-2-il)-4,4a,5,7-
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tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7a-il]fenil]-5-fluoro-

piridina-2-carboxamida (219 mg, 84 %). Este material se
disuelve en DCM (1 mL) y se agrega metanol (0,5 mL) y cloruro
de hidrégeno 1 M en éter dietilico (0,47 mL, 470 pumol). E1
solvente se quita al vacio para proporcionar el compuesto del

titulo (228 mg, 81 %). ES/MS (m/e): 468 (M+H).

Ejemplo 2

Clorhidrato de N-{3-[ (4aR, 7aS)-2-Amino-6-(5-fluoropirimidin-

2-il)-4a,5,6,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7a (4H) -

illfenil}-5-metoxipirazina-2-carboxamida

— S
L
N N" NH,
0]
N
4 N
o
N\
H;CO N
Una mezcla de N-[3-[ (4aR, 7aS) -2-benzamido-6- (5-

fluoropirimidin-2-il)-4,4a, 5, 7-tetrahidropirrolo[3,4-
d][1,3]tiazin-7a-il]fenil]-5-metoxi-pirazina-2-carboxamida
(479 mg, 819 pmol), clorhidrato de O-metilhidroxilamina (709
mg, 8,19 mmol) y piridina (663 pL, 8,19 mmol) en etanol (20

mL) se calienta a 50 °C en un matraz cerrado durante la
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noche. Se agrega DMSO (4 mL) y la mezcla se calienta a 70 °C
durante 4 horas para obtener una solucidén. La reaccidn se
enfria y la mayoria del solvente se quita al vacio. Se agrega
agua y el pH se ajusta a ~12 con hidréxido de sodio 1 N. La
mezcla se extrae con EtOAc (5 x). Los extractos orgénicos
combinados se secan en sulfato de sodio, se filtran y el
solvente se remueve al vacio. El1l producto bruto se purifica
en gel de silice, con un gradiente de 30 minutos de 0,5 % a
10 % de gradiente de DCM de metanol en amoniaco 7 N. La
mezcla se purifica nuevamente en una columna de SCX
utilizando DCM:metanol 3:1 y luego DCM:amoniaco 7 N 2:1 en
metanol para quitar el DMSO residual. La mezcla se purifica
una Ultima vez en gel de silice con un gradiente de 20
minutos de 0,5 % a 10 % de metanol de amoniaco 7 N en DCM
para proporcionar N-[3-[(4aR, 7aS) -2-amino-6- (5-
fluoropirimidin-2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-
d][1,3]tiazin-7a-il]fenil]-5-metoxi-pirazina-2-carboxamida.
Este material se disuelve en DCM (1 mL) y se agrega metanol
(0,5 mL) y cloruro de hidrégeno 1 M en éter dietilico (0,66
mL, 660 pmol). El solvente se quita al wvacio ©para

proporcionar el compuesto del titulo (329 mg, 78%). ES/MS

(m/e): 481 (M+H).

Ejemplo 3
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Clorhidrato de N-[3-[ (4aR, 7aS)-2-amino-6-(5-fluoropirimidin-
2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d] [1,3]tiazin-7a-11]-4-

fluoro-fenil]-5-fluoro-piridina-2-carboxamida.

- S
L
N N”_NH,
F
o
N
z N
NS | H
F
Se purifica N-[3-[2-amino-6- (5-fluoropirimidin-2-il) -

4,4a,5,7-tetrahidropirrolo([3,4-d] [1,3]tiazin-7a-il]-4-fluoro-
fenil]-5-fluoro-piridina-2-carboxamida racémica (451 mg, 929
pmol) mediante SFC (columna: Chiralcel OD-H (5 um), 2,1 x 25
cm; eluyente: metanol al 40 % (isopropilamina al 0,2 %) en
CO;; flujo 70 mL/min a UV 225 nm). Anadlisis quiral del primer
isémero de elucidén: Columna: Chiralcel OD-H (5 um), 4,6 x 150

mm; eluyente: etanol al 40% (isopropilamina al 0,2 %) en COy;

flujo 5 mL/min a UV 225 nm confirma el enantidémero

enriquecido de forma enantiomérica (99 % ee) con Ry = 1,01
minutos, (175 mg, 360 pumol). Este material (base 1libre,

isémero 1) se disuelve en DCM (1 mL) y se agrega metanol (0,5
mL) y cloruro de hidrégeno 1 M en éter dietilico (0,36 mlL,

360 pumol) . El solvente se quita al vacio para proporcionar el
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compuesto del titulo (183 mg, 38 %). ES/MS (m/e): 486 (M+H).
Ejemplo 4

Clorhidrato de N-[3-[ (4aR, 7aS)-2-amino-6-(5-fluoropirimidin-
2-il1)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d] [1,3]tiazin-7a-11]-4-

fluoro-fenil]-5-metoxi-pirazina-2-carboxamida.

—N H-CI
L

0
N
2 N
XL ]A
NS
HyCO™ N

Se disuelve N-[3-[(4aR,7aS)-2-benzamido-6-(5-fluoropirimidin-
2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropyirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7a-11]-4-
fluoro-fenil]-5-metoxi-pirazin-2-carboxamida (0,350 g, 0,58
mmol, isdmero 1) en THF (2 mL) y luego se agrega metanol (4
mL) y etanol (4 mL) . Se agrega clorhidrato de O-
metilhidroxilamina (495 mg, 5,81 mmol) vy piridina (470 ulL,
5,81 mmol)a la mezcla y la reaccidn se calienta hasta 50 °C vy
se agita durante la noche. Se agrega gel de silice (~10 g) a
la reaccién y la mezcla se concentra. La muestra, que se seca
en gel de silice, se carga a un cartucho vacio y se purifica

eluyendo con un gradiente al 0-10 % de metanol de amoniaco 7
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N en DCM. EL producto se purifica una segunda vez en una
columna de SCX utilizando DCM:metanol 3:1 % luego
DCM:amoniaco 7 N 2:1 en metanol. El producto se purifica por
ultima vez en gel de silice con un gradiente al 0 % s 10% de
metanol de amoniaco 7 N en DCM para proporcionar la base
libre del compuesto del titulo. Este material se disuelve en
DCM (5 mL) y se agrega cloruro de hidrégeno 1 M y éter
dietilico (0,20 mL, 660 upmol). El solvente se quita al wvacio

para proporcionar el compuesto del titulo (71 mg, 23 %).

ES/MS (m/e): 498 (M+H).

Ejemplo 5

Forma cristalina 2 N-[3-[(4aR,7aS)-2-Amino-6-(5-
fluoropirimidin-2-il)-4a,5, 6, 7-tetrahidropirrolo[3,4-
d] [1,3]tiazin-7a(4H)-il]-4-fluoro-fenil]-5-metoxi-pirazina-2-

carboxamida (hidratada)

Se agrega acetonitrilo (500 mL) a dimetilformamida (19,2 mL,
248,9 mmol). Se agrega cloruro de oxalilo (39,3 g, 309,63
mmol) seguido de 4acido 5-metoxipirazin-2-carboxilico (46,0g,
298,4 mmol) a la solucidén de dimetilformamida. En un matraz
separado, se agrega la solucidén acuosa de (4aR,7aS)-7a-(5-

amino-2-fluorofenil)-6-(5-fluoropirimidin-2-il) -
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4,4a,5,6,7,7a-hexahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-2-amina

(56,8 g, 156,75 mmol) a acetonitrilo (500 mL) y el pH se
ajusta a 9 con hidréxido de amoniaco (95 mL). Esta mezcla
luego se calienta hasta 50 -55 °C. La solucién de cloruro de
acido se agrega por goteo y la mezcla se agita durante 3
horas. El1 pH se ajusta a 8-9 con hidrdéxido de amonio. EI1
precipitado se filtra, se lava con agua Yy Se seca para
obtener el compuesto del titulo (123 g). El1 sélido se
suspende en acetona (250 mL) durante 1,5 horas y se filtra.
La torta humeda se lava con acetona para obtener el compuesto
del titulo (110 g con 90,5 % de pureza mediante HPLC). Se
agrega THF (1 L) y carbono activado (9 g) al sélido y 1la
mezcla se calienta a reflujo durante la noche. La mezcla se
filtra a través de tierra diatomea y se lava con THF (150
mL) . La solucidén orgénica se concentra a 10 volumenes y se
calienta a 60 °C. Se agrega agua (430 mL) y la mezcla se
agita a 60 °C durante 8 horas. La mezcla se enfria a
temperatura ambiente y se agita durante 10 horas. El sdélido
resultante se filtra, se lava con THF/agua (7:6) y se seca
para proporcionar el compuesto del titulo (69 g, 88 %). LC-
MS: m/z=499 (M+1l), pureza: 98,3 % 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds)
eppm 2,99 - 3,07 (m, 2 H) 3,07 - 3,14 (m, 1 H) 3,58 - 3,67 (m,
1 H) 3,68 - 3,76 (m, 1 H) 3,76 - 3,84 (m, 1 H) 4,02 (s, 3 H)

4,07 (4, J=10,92 Hz, 1 H) 6,08 (s, 2 H) 7,19 (dd, J=11,98,
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8,72 Hz, 1 H) 7,78 - 7,89 (m, 2 H) 8,41 (s, 1 H) 8,44 (s, 2

H) 8,88 (s, 1 H) 10,60 (s, 1 H).

Difraccidén de Rayos X en polvo (XRD)

Los patrones de XRD de sélidos cristalinos se obtienen en un
difractémetro de rayos X en polvo Bruker D4 Endeavor,
equipado con una fuente CuKa A = 1,54060 A) y un detector
Vantec, que funciona a 35 kV y 50 mA. La muestra se escanea
entre 4 y 40° en 26, con un tamafio de etapa de 0,009° en 26 y
una velocidad de escaneo de 0,5 segundos/etapa, vy con
hendiduras de divergencia de 0,6 mm, antidispersién fijas de
5,28 y detectoras de 9,5 mm. El polvo seco se empaqueta en un
portamuestras de cuarzo y se obtiene una superficie 1lisa
usando un portaobjetos de vidrio. Los patrones de difraccidn
en forma de cristal se recolectan a temperatura ambiente vy
humedad relativa. Se sabe en la técnica de la cristalografia
que, para cualquier forma de c¢ristal, las intensidades
relativas de los picos de difraccidén pueden variar debido a
la orientacidén preferida que resulta de factores tales como
el habito y la morfologia del cristal. Cuando los efectos de
la orientacidén preferida se encuentran presentes, se alteran
las intensidades de los picos, pero las posiciones

caracteristicas de los picos del polimorfo no cambian. Véase,
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por ejemplo, la Farmacopea de Estados Unidos #23, Formulario
Nacional #18, paginas 1843-1844, 1995. Ademas, también se
conoce en la técnica de la cristalografia que para una forma
de cristal dada, las posiciones angulares de los picos pueden
variar levemente. Por ejemplo, las posiciones de los picos
pueden cambiar debido a una variacidén en la temperatura o
humedad a la que se analiza la muestra, desplazamiento de la
muestra o la presencia o ausencia de un estédndar interno. En
el presente caso, una variabilidad de 1la posicién de 1los
picos de * 0,2 en 26 tomard en cuenta estas variaciones sin
dificultar 1la didentificacidén inequivoca de la forma de
cristal indicada. La confirmacién de una forma de cristal se
puede basar en cualquier combinacidén Unica de picos
distintivos (en unidades de ° 20), tipicamente los picos mas
prominentes. Los ©patrones de difraccién de las formas
cristalinas, recolectados a temperatura ambiente y humedad
relativa, se ajustaron en funcidén de los picos de la norma

675 de NIST a 8,853 y 26,774 grados 2-theta.

Una muestra preparada de la Forma cristalina 2 N-[3-
[ (4aR, 7aS) -2-amino-6- (5-fluoropirimidin-2-il)-4a,5,6,7-
tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7a(4H)-1l1]-4-fluoro-
fenil]-5-metoxi-pirazina-2-carboxamida se caracteriza por un

patrén XRD utilizando radiacidén CuKa con picos de difraccidn
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(valores 2-theta) tal como se describe en 1la Tabla 2 a
continuacién. Especificamente, el patrdé4n contiene un pico en
11,8°, con uno o mds picos seleccionados del grupo que
consiste en 18,6°, 19,3° y 26,7°; con una tolerancia para los

angulos de difraccién de 0,2 grados.

Tabla 2: Picos de difraccidén de rayos X en polvo de la Forma

cristalina 2 del Ejemplo 5.

Angulo
Intensidad relativa
Pico | (2-Theta °)
(% de pico mas intenso)

+/- 0.2°
1 11,8 100,0
2 18,6 71,4
3 19,3 45,5
4 26,7 41,9
5 20,6 27,3
0 9,0 19,0
7 24,8 18,5
8 22,4 15,5
9 31,9 14,3
10 10,6 11,2
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Ejemplo 6

Clorhidrato de N-[3-[ (4aR, 7aS)-2-amino-6-(5-fluoropirimidin-

2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d] [1,3]tiazin-7a-

illfenil]-5-ciano-piridina-2-carboxamida

N H-CI
(i
N N/)\NHz
]
N
=z N
NS | H
NC
Se disuelve N-[3-[(4aR,7aS)-2-Benzamido-6-(5-fluoropirimidin-

2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7a-

il]fenil]-5-ciano-piridina-2-carboxamida (360 mg, 0,59 mmol)
en etanol (10 mL) y DCM (2 mL). Se agrega clorhidrato de O-
Metilhidroxilamina (504 mg, 5,91 mmol) vy piridina (478 ulL,
5,91 mmol) y la reaccidn se agita a temperatura ambiente
durante el fin de semana (70 horas). La reaccidédn se calienta
a 60 °C y se agita durante 24 horas. La reaccidédn se concentra
para proporcionar el producto bruto y se purifica mediante
cromatografia en gel de silice utilizando un gradiente de 0-
10 % de metanol de amoniaco 7 N en DCM para proporcionar la
base libre del compuesto del titulo. Este material se

disuelve en DCM (5 mL) y se agrega cloruro de hidrdégeno 1 M y
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éter dietilico (0,54 mL, 540 pmol). E1l solvente se quita al
vacio para proporcionar el compuesto del titulo (240 mg, 75

%). ES/MS (m/e): 475 (M+H).

Ejemplo 7

Clorhidrato de N-[3-[ (4aR, 7aS)-2-amino-6-(5-fluoropirimidin-

2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d] [1,3]tiazin-7a-

illfenil]-3,5-difluoro-piridina-2-carboxamida

N H-Cl
— S
S ST
N N NH,
(0]
N
z N
NS | H
F F

Se disuelve N-[3-[(4aR,7aS)-2-Benzamido-6-(5-fluoropirimidin-
2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1l,3]tiazin-7a-

il]lfenil]-3,5-difluoro-piridina-2-carboxamida (330 mg, 0,53
mmol) en THF (10 mL) y se diluye con etanol (10 mL). Se
agrega clorhidrato de O-Metilhidroxilamina (453 mg, 5,32
mmol) y piridina (430 pL, 5,91 mmol) y la reaccidn se agita a
temperatura ambiente durante el fin de semana (70 horas). La
reaccién se calienta a 60 °C y se agita durante 24 horas. La

mezcla se concentra en gel de silice (~10 g) y se purifica
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mediante cromatografia en gel de silice wutilizando un
gradiente de 0-10 % de metanol de amoniaco 7 N en DCM para
proporcionar la base libre del compuesto del titulo. Este
material se disuelve en DCM (5 mL) y se agrega cloruro de
hidrégeno 1 M vy éter dietilico (0,49 mL, 490 umol). EI1
solvente se quita al vacio para proporcionar el compuesto del

titulo (159 mg, 54 %). ES/MS (m/e): 486 (M+H).

Ejemplo 8

Clorhidrato de N-[3-[ (4aR, 7aS)-2-amino-6-(5-fluoropirimidin-

2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7a-11]-4-

fluoro-fenil]-5-ciano-piridina-2-carboxamida

N H-CI
- S
L
N N7 “NH,
o F
N
z N
NS | H
NC
Se disuelve N-[3-[(4aR,7aS)-2-benzamido-6-(5-fluoropirimidin-

2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropyirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7a-11]-4-
fluoro-fenil]-5-ciano-piridina-2-carboxamida (133 mg, 0,22
mmol, isdémero 1) en THF (1 mL) y se diluye con metanol (3 mL)

y etanol (3 mL) . Se agrega clorhidrato de O-
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Metilhidroxilamina (190 mg, 2,2 mmol) y piridina (180 uL, 2,2
mmol) . La reaccidén se calienta a 50 °C y se agita durante la
noche. La mezcla se concentra en gel de silice (~10 g) y se
purifica mediante cromatografia en gel de silice eluyendo con
un gradiente de 0-10 % de metanol de amoniaco 7 N en DCM. E1
material se purifica una segunda vez en una columna de SCX
utilizando DCM:metanol 3:1 y luego DCM:amoniaco 7 N 2:1 en
metanol. La mezcla se purifica por ultima vez en gel de
silice con un gradiente al 0 % a 10% de metanol de amoniaco 7
N en DCM para proporcionar la base libre del compuesto del
titulo. Este material se disuelve en DCM (5 mL) y se agrega
cloruro de hidrégeno 1 M y éter dietilico (0,27 mL, 270

pmol) . El1 solvente se quita al vacio para proporcionar el

compuesto del titulo (114 mg, 97 %). ES/MS (m/e): 493 (M+H).

Ejemplo 9

Clorhidrato de N-[3-[ (4aR, 7aS)-2-amino-6-(5-fluoropirimidin-

2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7a-1i1]-4-

fluoro-fenil]-3,5-difluoro-piridina-2-carboxamida
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Se disuelve N-[3-[(4aR,7aS)-2-benzamido-6-(5-fluoropirimidin-
2-il)-4,4a,5,7-tetrahidropyirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7a-11]-4-
fluoro-fenil]-3,5-difluoro-piridina-2-carboxamida (190 mg,
0,31 mmol, isbémero 1) en THF (1 mL) y se diluye con metanol
(3 mL) y etanol (3 mL). Se agrega clorhidrato de O-
Metilhidroxilamina (267 mg, 3,1 mmol) y piridina (253 uL, 3,1
mmol) vy la reaccidén se calienta hasta 50 °C y se agita
durante la noche. La reaccidén se purifica en una columna de
SCX utilizando DCM:metanol 3:1 y luego DCM:amoniaco 7 N 2:1
en metanol. El material se purifica por uUltima vez en gel de
silice con un gradiente al 0 % a 10 % de amoniaco 7 N en
metanol en DCM para proporcionar la base libre del compuesto
del titulo. Este material se disuelve en DCM (5 mL) vy se
agrega cloruro de hidrégeno 1 M y éter dietilico (0,20 mL,
200 pmol) . El solvente se quita al vacio para proporcionar el

compuesto del titulo (101 mg, 60 %). ES/MS (m/e): 504 (M+H).

Ejemplo 10
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N-[3-[(4aR,7aS)-2-Amino-6- (5-fluoropirimidin-2-il1)-4a,5, 6, 7-
tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-7a(4H)-11]-4-fluoro-

fenil]-3,5-difluoro-piridina-2-carboxamida

Se agregbd cloruro de oxalilo (10,5 ml, 136,4 mmol) a una
solucidén de acido 3,5-difluocropicolinico (19,9 g, 125 mmol)
en acetonitrilo (617 mL) vy dimetilformamida (10,5 mL). Luego
de agitar durante 30 minutos, la solucidén se agrega a una
solucidén preparada recientemente de (4aR,7aS)-7a-(5-amino-2-
fluoro-fenil) -6-(5-fluoropirimidin-2-il)-4,4a,5,7-

tetrahidropirrolo[3,4-d][1,3]tiazin-2-amina (41,1 g, 113
mmol) en una mezcla de etanol (823 mL) / agua (823 mL)
calentada previamente a 50 °C. La reaccidén se mantiene a 50
°C durante 1 hora. La mezcla de reaccidén se enfria a 22 °C y
el solvente se evapora. La solucidén acuosa se diluye con DCM
(1 L) y el pH se ajusta con hidréxido de sodio 2 M a pH=11.
Se separa la capa organica y se lava la capa acuosa con DCM
adicional (2 x 400 mL). Se combinan los extractos orgénicos,

se secan en sulfato de sodio, se filtran y se evaporan hasta
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la sequedad. El material Dbruto se purifica mediante
cromatografia en gel de silice usando un gradiente de metanol
amoniatado 2 N / DCM con DCM al 0-10 % para proporcionar el
compuesto del titulo como un sélido blancuzco (45 g, 78 %).

ES/MS (m/e): 504 (M+1).

Procedimientos de ensayo 1in vitro:

Para los ensayos celulares vy enzimadticos 1in vitro, 1los
compuestos de las pruebas se preparan en DMSO para componer
una solucidén madre 10 mM. La solucidn madre se diluye en
serie en DMSO para obtener una curva de dilucidén de diez
puntos, donde las concentraciones finales del compuesto se
encuentran en el intervalo de 10 mM a 0,05 nM en una placa de
96 pocillos de fondo redondo, antes de llevar a cabo ensayos

de célula completa y enzimdticos in vitro.

Ensayos de inhibicidén de proteasa in vitro

Expresidén de BACEl humana

Se clona la BACEl humana (numero de acceso: AF190725) a
partir del ADNc cerebral total mediante RT-PCR. Las

secuencias de nucledtidos correspondientes a las secuencias
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de aminodcidos n.° 1 a 460 se insertan en el ADNc que
codifica el polipéptido de IgG; (Fc) humana (ver Vasser, et
al., Science, 286, 735-741 (1999)). Esta proteina de fusidn
de BACE1(1-460)y Fc humana, llamada huBACEl:Fc, se construye
en el vector pJdB02. La BACEl (1-460) :Fc humana (huBACEl:Fc)se
expresa de manera transitoria en las células HEK293. Se
mezclan 250 pg de ADNc de cada construccidén con Fugene 6 y se
agregan a 1 litro de células HEK293. Cuatro dias después de
la transfeccidén, se cultivan los medios afectados para

purificaciédn.

Purificacidén de huBACEl:Fc.

huBACEl:Fc se purifica mediante cromatografia de proteina A.

La enzima se almacena a -80 °C en alicuotas pequefias.

Ensayo de FRET de BACEL

Las diluciones en serie de 1los compuestos de prueba se
preparan tal como se describid anteriormente. Los compuestos
se diluyen adicionalmente 20x en amortiguador de KH,PO,. Se
agregan diez uL de cada dilucidén a cada pocillo en la fila A
a H de una placa negra de unidén baja a proteinas que contiene

la mezcla de reaccidén (25 uL de KH,PO, 50 mM, pH 4,6, TRITON®
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X-100 1 mM, 1 mg/mL de albumina de suero bovino y sustrato de
FRET 15 uM) (véase Yang, et. &l., J. Neurochemistry, 91(0)
1249-59 (2004)). E1l1 contenido se mezcla bien en un agitador
de placas durante 10 minutos. Se agregan guince uL de
BACE1 (1-460) : Fc humana doscientos pM (Véase Vasser, et 4&l.,
Science, 286, 735-741 (1999)) en el amortiguador de KH,PO, a
la placa que contiene el sustrato y los compuestos de muestra
para iniciar la reaccidédn. Se registra la RFU de la mezcla en
el momento 0 con una longitud de onda de excitacidén de 355 nm
y una longitud de onda de emisién de 460 nm, después de un
mezclado breve en un agitador de placas. La placa de reaccidn
se cubre con papel aluminio y se mantiene en un horno
humidificado oscuro a temperatura ambiente durante 16 a 24
horas. Se registra la RFU al finalizar la incubacidén con las
mismas configuraciones de excitacidén y emisidén utilizadas en
el momento 0. La diferencia de la RFU en el momento 0 y al
finalizar la incubacidén representa la actividad de BACEl en
el tratamiento del compuesto. Las diferencias de RFU se
grafican en funcidén de la concentracién del inhibidor y se
ajusta una curva con una ecuacidén logistica de cuatro
paradmetros para obtener los valores de ECso e ICso. (Véase

Sinha, et 4l1., Nature, 402, 537-540 (2000)).

Los siguientes compuestos ejemplificados se analizan
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esencialmente tal como se describid anteriormente %

presentaron la actividad que figura a continuacidén para

BACEl:
Tabla 3
N.° de ejemplo: ICsg de BACE1l (nM)

1 0,610 (£ 0,0948 n=8)
2 0,482 (£ 0,0580 n=6)
3 0,603 (+£ 0,0815 n=7)
4 0,615 (£ 0,101 n=5)
6 0,450 (£ 0,0911 n=4)
7 0,739 (£ 0,181 n=7)
8 0,358
9 0,780 (£ 0,120 n=6)

Media + SEM; SEM= error estandar de la media

Estos datos demuestran que los compuestos de la Tabla 3

inhiben la actividad de la enzima BACE1 recombinante

purificada in vitro.

Ensayos de célula completa para la medicidén de la inhibicidn

de la actividad de beta-secretasa

Ensayo de célula completa HEK293we
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El ensayo de célula completa de rutina para la medicidén de la
inhibicién de actividad de beta-secretasa wutiliza la linea

° de acceso

celular del rifibn embrionario humano HEK293p (n.
de ATCC CRL-1573) que expresa de manera estable el ADNc
humano APP751 que contiene la mutacidén doble de origen
natural Lys651Met652 a Asnb651Leu652, denominada comUnmente
mutacidn sueca (marcada HEK293Swe) % ha demostrado
sobreproducir Abeta (Citron, et 4&l., Nature, 360, 672-674
(1992)). Los ensayos de reduccidn de Abeta 1in vitro se han
descrito en la bibliografia (ver Dovey, et &l., Journal of
Neurochemistry, 76, 173-181 (2001); Seubert, et &l., Nature,

361, 260 (1993) vy Johnson-Wood, et 4&l., Proc. Natl. Acad.

Sci. USA, 94, 1550-1555 (1997)).

Las células (HEK293SSwe a 3,5 x 10° células/pocillo, con 200
uL de medio de cultivo, DMEM con FBS al 10 %) se incuban a 37
°C durante 4 a 24 horas en presencia/ausencia de inhibidores
(diluidos en DMSO) a la concentracidén deseada. Al finalizar
la incubacidén, los medios afectados se analizan para obtener
pruebas de la actividad de beta-secretasa, por ejemplo,
mediante el andlisis de los péptidos Abeta. Se miden 1los
péptidos Abeta totales (Abeta 1-x) mediante ELISA de tipo

sandwich, utilizando el 266 monoclonal como un anticuerpo de
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captura y el 3D6 biotinilado como un anticuerpo indicador. De
manera alternativa, se miden los péptidos 1-40 de Abeta y 1-
42 de Abeta mediante ELISA de tipo sandwich, utilizando el
2G3 monoclonal como un anticuerpo de captura para 1-40 de
Abeta, y el 21F12 monoclonal como un anticuerpo de captura
para 1-42 de Abeta. Los ELISA de 1-40 de Abeta y 1-42 de
Abeta utilizan el 3D6 Dbiotinilado como el anticuerpo
indicador. La concentracién de Abeta liberada en los medios
afectados tras el tratamiento con el compuesto corresponde a
la actividad de BACEl en tales condiciones. La curva de
inhibicién de 10 puntos se grafica y se ajusta con la
ecuacidén logistica de cuatro pardmetros para obtener 1los
valores de ECsyp y ICso para el efecto de reduccidn de Abeta.
Los siguientes compuestos ejemplificados se analizan
esencialmente tal como se describid anteriormente %
presentaron la actividad que figura a continuacidén para el

efecto de reduccidén de Abeta:

Tabla 4
HEK 293 Swe A-beta | HEK 293 Swe A-beta
Ejemplo (1-40) ELISA (1-42) ELISA
ICso (nM) ICso (nM)
1 0,619 0,437

2 0,324 0,289
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3 1,26 0,299
6 0,0887 0,0785
7 0,220 0,211

Estos datos demuestran que 1los compuestos de 1la Tabla 4

inhiben la produccidén natural de Abeta en células completas.

Ensayo neuronal primario de PDAPP

También se realizdé un ensayo celular completo confirmatorio
en cultivos neuronales primarios generados a partir de
ratones embrionarios transgénicos con PDAAP. Las neuronas
corticales primarias se preparan a partir de embriones con
PDAPP en el dia embrionario 16 y se cultivan en placas de 96
pocillos (15 x 10* células/pocillo en DMEM/F12 (1:1) méas FBS
al 10 %). Después de 2 dias in vitro, el medio de cultivo se
reemplaza con DMEM/F12 (1:1) 1libre de suero gque contiene
suplemento B27 y 2 uM (final) de Ara-C (Sigma, C1768). El1 dia
5 in vitro, las neuronas se incuban a 37 °C durante 24 horas
en presencia/ausencia de inhibidores (diluidas en DMSO) a la
concentracién deseada. Al finalizar la incubacidén, los medios
afectados se analizan para obtener pruebas de la actividad de
beta-secretasa, por ejemplo, mediante el analisis de 1los
péptidos Abeta. Se miden los péptidos Abeta totales (Abeta 1-

x) mediante ELISA de tipo séandwich, wutilizando el 226
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monoclonal como un anticuerpo de captura y el 3D6 biotinilado
como un anticuerpo indicador. De manera alternativa, se miden
los péptidos 1-40 de Abeta y 1-42 de Abeta mediante ELISA de
tipo sandwich, utilizando el 2G3 monoclonal como  un
anticuerpo de captura para 1-40 de Abeta, y el 21F12
monoclonal como un anticuerpo de captura para 1-42 de Abeta.
Los ELISA de 1-40 de Abeta y 1-42 de Abeta utilizan el 3D6
biotinilado como el anticuerpo indicador. La concentracidédn de
Abeta liberada en los medios afectados tras el tratamiento
con el compuesto corresponde a la actividad de BACEl en tales
condiciones. La curva de inhibicién de 10 puntos se grafica y
se ajusta con la ecuacidén logistica de cuatro parédmetros para
obtener los valores de ECsy y ICs9 para el efecto de reduccidn
de Abeta. Los siguientes compuestos ejemplificados se
analizan esencialmente tal como se describidé anteriormente vy
presentaron la actividad que figura a continuacidén para el

efecto de reduccidén de Abeta:

Tabla 5
PDAPP Neuron A-beta PDAPP Neuron A-beta
(1-40) ELISA (1-42) ELISA
Ejemplo
ICso (nM) ICso (nM)
1 0,487 (£ 0,0946 n=2) 0,591 (£ 0,268 n=2)
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2 0,244 1,22 (£ 0,967 n=2)
3 0,481 (£ 0,371 n=3) 0,363 (£ 0,428 n=3)
4 0,275 (£ 0,176 n=4) 0,228 (£ 0,244 n=3)
6 0,132 (£ 0,0717 n=2) 0,0813

7 0,279 (£ 0,0607 n=2) 0,308 (£ 0,115 n=2)
8 0,137 (£ 0,0697 n=3) | 0,0725 (£ 0,0114 n=2)
9 0,309 (£ 0,206 n=3) 0,379 (£ 0,353 n=3)

Media + SEM; SEM= error estandar de la media

Estos datos demuestran que los compuestos de la Tabla 5

inhiben la produccién de Abeta en células completas.

Inhibicidén in vivo de la beta-secretasa

Se pueden utilizar varios modelos animales, incluidos los de
ratédn, conejillo de indias, perro y mono para analizarse para
obtener la inhibicién de la actividad de la beta-secretasa in
vivo tras el tratamiento con el compuesto. Los animales
utilizados en la presente invencidén pueden ser animales de
tipo salvaje, transgénicos o con inactivacidén génica. Por
ejemplo, el modelo de ratdén con PDAPP, preparado tal como se
describe en Games et 4l., Nature 373, 523-527 (1995), y otros
animales no transgénicos o con inactivacidén génica son Utiles

para analizar la inhibicién in vivo de Abeta y la produccidn
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de sAPPbeta en presencia de los compuestos inhibidores.
Generalmente, se administra a ratones con PDAPP de 2 a 12
meses, ratones con inactivacidédn génica o animales no
transgénicos el compuesto formulado en vehiculos, tales como
aceite de maiz, ciclodextran, amortiguadores de fosfato,
PHARMASOLVE®, u otros vehiculos adecuados. De una a
veinticuatro horas después de la administracién del
compuesto, los animales se sacrifican, y se les quitan los
cerebros, asi como el liquido cefalorraquideo y el plasma,
para analizar los fragmentos Abetas, C99 y sAPP. (Véase May,

et al., Journal of Neuroscience, 31, 16507-16516 (2011)).

Para estudios farmacoldgicos estdndar in vivo, se les
administran dosis a los animales con varias concentraciones
del compuesto y se comparan con un grupo de control tratado
con vehiculo al que se le administrdé una dosis al mismo
tiempo. Para algunos estudios del transcurso del tiempo, se
obtiene tejido cerebral, plasma o liquido cefalorraquideo de
animales seleccionados, comenzando en el momento 0 para
establecer un punto de referencia. Se administra el compuesto
o vehiculo adecuado a otros grupos y se sacrificaron en
diversos momentos después de la dosificacidén. Se obtiene
tejido cerebral, plasma o liquido cefalorraquideo de animales

seleccionados y se analiza para obtener 1la presencia de
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productos de escisién de APP, inclusive péptidos Abeta,
sAPPbeta, y otros fragmentos de APP, por ejemplo, mediante
ensayos ELISA de tipo sandwich especificos. Al final del
periodo de pruebas, los animales se sacrifican y se analiza
el tejido cerebral, plasma o liquido cefalorraquideo para
detectar la presencia de péptidos Abeta, C99, vy sAPPbeta,
segln corresponda. También se pueden analizar los tejidos
cerebrales de los animales transgénicos con APP para obtener
la cantidad de placas beta-amiloide tras el tratamiento con
el compuesto. "Péptido Abeta 1-x", tal como se usa en la
presente, se refiere al total de las especies de Abeta que
comienza con el residuo 1 y termina con un extremo C con mas
de 28 residuos. Esto detecta la mayoria de las especies de

Abeta y, a menudo se denomina "Abeta total".

Los animales (PDAPP u otro ratones transgénicos con APP o no
transgénicos) a los que se les administrdé un compuesto
inhibidor pueden demostrar la reduccidén de Abeta o sAPPbeta
en los tejidos cerebrales, plasma o liquidos cefalorraquideos
y la disminucidén de las placas de beta amiloide en el tejido
cerebral, en comparacién con 1los controles tratados con
vehiculo o controles del momento cero. Tres horas después de
la administracién de una dosis oral de 1, 3 o 10 mg/kg del

compuesto del Ejemplo 1 a ratones PDAPP hembra jdévenes, 1los
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niveles del péptido Abeta 1-x se reducen aproximadamente 34

o°

, 48 $ y 53 % en el hipocampo cerebral, y aproximadamente 43
%, 59 % y 66 % en la corteza cerebral, respectivamente, en

comparacién con los ratones tratados con vehiculo.

Tres horas después de la administracidédn de una dosis oral de
1 o 3 mg/kg del compuesto del Ejemplo 3, los niveles del

o

péptido Abeta 1-x se reducen aproximadamente 38 % y 50 % en
el hipocampo cerebral, y aproximadamente 34 % y 53 % en la

corteza cerebral, respectivamente, en comparacidédn con 1los

ratones tratados con vehiculo.

Para el Ejemplo 4, 3 horas después de la administracidédn de

una dosis oral de 0,3, 1 o 3 mg/kg del compuesto, los niveles

del péptido Abeta 1-x se reducen aproximadamente 31 %, 39 % vy
61l % en el hipocampo cerebral, y aproximadamente 28 %, 42 % y

64 % en la corteza cerebral, respectivamente, en comparacidn

con los ratones tratados con vehiculo.

Dada la actividad de los Ejemplos 1, 3 y 4 con respecto a la
enzima BACE in vitro, estos efectos de reduccidn de Abeta son
consistentes con la inhibicién de BACE in vivo, y se
demuestra adicionalmente la penetracién en el SNC de 1los

Ejemplos 1, 3 vy 4.
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Estos estudios muestran que los compuestos de los Ejemplos 1
a 9 inhiben BACE vy son, por lo tanto, utiles para la

reduccidén de los niveles de Abeta.

Estudio de combinacidén

Estudio experimental de alimentacidén de inhibidor de BACE

Se lleva a cabo un estudio experimental farmacocinético vy
farmacodinamico en ratones PDAPP a los cuales se les
administra una dieta de racidédn que contiene un inhibidor de
BACE, tal como un compuesto de Férmula I o una sal
farmacéuticamente aceptable de este, con 1la finalidad de
definir dosis que proporcionan una reduccidén minima a
acentuada de Abeta en cerebro y plasma Unicamente mediante la
inhibicidén de BACE. Se alimenta a los ratones PDAPP jdvenes
durante 14 dias con una dieta que contiene una dieta de
racién que contiene el inhibidor de BACE a dosis equivalentes
a "casi dos veces por dia" de 3 mg/kg, 10 mg/kg, 30 mg/kg o
100 mg/kg. El1 inhibidor de BACE a ~ 0,05, 0,15, 0,5 o 1,5 mg
por gramo de dieta certificada de roedor #8728CM (Harlan
labs) se mezcla en una mezcladora Sorvall durante 10 minutos

y luego se mezcla con una mezcladora Hovart durante 15
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minutos antes de formar sedimentos. Se aleatorizan treinta vy
dos ratones PDAPP hembra segin linea parental en 4 grupos de
8 que consisten en un grupo de tratamiento con vehiculo vy
tres dosis de inhibidor de BACE. Se permite a los ratones el
acceso a voluntad a la comida durante 14 dias y
posteriormente son sacrificados. Los ratones se anestesian
con CO, y la sangre se recolecta mediante puncidn cardiaca en
tubos de microcentrifuga recubiertos con EDTA y se almacena
en hielo. Posteriormente, se recolecta plasma mediante
centrifugaciédn de muestras de sangre durante 4 minutos a
14.000 rpm a temperatura ambiente, se transfiere a tubos de
microcentrifuga sin tratar, luego se conserva en hielo seco y
se almacena a -80 °C hasta el analisis. Los ratones se
sacrifican mediante decapitaciédn, los cerebros se
microdisecan réapidamente en mitades, se congelan rapidamente
en hielo seco y se almacenan a -80 °C hasta el analisis (una
mitad para anadlisis de Abeta y la otra mitad para medicidédn de
exposicidén al compuesto). Para el anéadlisis de Abeta
parenquimal, las muestras de cerebros se homogenizan en
amortiguador de HC1 de guanidina 5,5 M (0,5 mL por mitad de
cerebro) con desgarrador de tejidos (modelo 985-370) a
velocidad 5 durante alrededor de 1 minuto. Las muestras de
cerebro homogeneizadas se nutan durante la noche a

temperatura ambiente.
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Para el anédlisis ELISA de Abeta, se recolectan extractos y se
diluyen al menos 1:10 en amortiguador de caseina (lx PBS con
caseina al 0,25 %, Tween 20 al 0,05 %, timerosal al 0,1 %, pH
7,4 con coébctel inhibidor de proteasas (Sigma P9340 a 0,01
mg/mL)) y se centrifugan a 14000 rpm durante 10 minutos. Para
el andlisis de Abeta en plasma, las muestras se diluyen 1:2
en amortiguador de especimen (PBS; Triton X-405 al 0,05 %,
timerasol al 0,04 %, BSA al 0,6 %), previo al analisis
mediante ELISA. Se determina Abeta;-, humano en plasma
mediante ELISA de tipo sa&ndwich con m266.2 (anti-Abetaisz-zg) Vv
3D6 biotinilado (anti-Abetal-5) como los anticuerpos de
captura e indicador, respectivamente. Los desconocidos se
someten a ensayo por duplicado y se determina el pg/mL
mediante interpolacidén (Soft Max Pro wv. 5.0.1, Molecular
Dynamics, mediante un ajuste de 4 pardmetros de la curva de
referencia) de curvas estdndar de 8 puntos y luego ajuste
para la dilucidén. E1 Abeta parenquimal se determina mediante
ELISA de tipo sé&ndwich tal como se describidé anteriormente vy
los wvalores se normalizan a los niveles de proteinas
(determinados por duplicado mediante el método de proteinas
Bradford Coomassie Plus) y sSe expresan como pg/mg de

proteina.
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Para determinar los niveles en plasma y tejido del inhibidor
de BACE, se emplea el siguiente método: Se diluye en serie
0,1 mg/mL de solucién madre de inhibidor de BACE con
metanol/agua (1:1, v/v), para preparar soluciones de trabajo,
las cuales se wutilizan 1luego para fortificar plasma de
control y homogenados de cerebro para proporcionar
concentraciones de analitos de 1, 5, 10, 20, 50, 100, 500,
1000, 2000, 4000 y 5000 ng/mL. Antes del anélisis, las
muestras de cerebro se homogenizan en 3 volumenes de
metanol/agua (1:4, v/v) con un disruptor ultrasdnico. Se
transfieren muestras de matriz de control, una alicuota de
cada muestra de estudio y un estandar de calibracidén adecuado
a una placa de 96 pocillos, y luego se mezclan con estéandar
interno que contiene acetonitrilo. Luego de la mezcla, las
muestras se centrifugan para precipitar las proteinas
precipitadas. Luego se transfieren alicuotas de los
sobrenadantes resultantes a una placa limpia de 96 pocillos y
se diluyen con metanol/agua (1:1, v/v) y se analizan
alicuotas de 10 microlitros mediante LC-MS/MS. Las
concentraciones de analitos se calculan mediante el uso de la
relacidén de respuesta a concentracidn determinada mediante la
regresiédn multiple de las muestras de la curva de

calibracidn.



132

Estudio de combinacidén in vivo

Con la finalidad de evaluar una terapia de combinacidén de
disminucién de placas de un anticuerpo monoclonal Abeta anti-
N3pGlu tal como el anticuerpo monoclonal Abeta anti-N3pGlu
VII (ver Tabla 1, mE8c-IgG2a; tal como se describe en 1la
patente estadounidense n.° 8,679,498 B2; USSN 13/810,895) vy
un inhibidor de BACE, tal como un compuesto de Férmula I o
una sal farmacéuticamente aceptable de este, primero se deja
crecer a 16 a 18 meses a una cohorte grande de ratones PDAPP.
Los ratones PDAPP crecidos se aleatorizan en cinco grupos de
tratamiento con base en género, linea parental y edad. Hay 20
a 30 ratones PDAPP crecidos por grupo de tratamiento. EI1
Grupo 1 se sacrifica como un momento cero al inicio del
estudio con la finalidad de determinar el nivel de referencia
de patologia previo al tratamiento terapéutico (autopsia
descrita mas adelante). Los cuatro grupos restantes se tratan
de la siguiente manera: Grupo-2, animales de control gque
reciben dieta de racidén con placebo e inyecciones semanales
de 12,5 mg/kg del isotipo de control del anticuerpo IgG2a;
Grupo-3, animales que reciben inyecciones semanales de 12,5
mg/kg de anticuerpo monoclonal Abeta anti-N3pGlu; Grupo-4,
animales que reciben una dieta de racién con inhibidor de

BACE en dosis definidas previamente en el estudio
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experimental de alimentacidén, pero tipicamente ~3 a 30
mg/kg/dia; Grupo-5, animales que reciben una dieta de racidn
con 1inhibidor de BACE (~3 a 30 mg/kg/dia) e inyecciones
semanales de 12,5 mg/kg de anticuerpo monoclonal Abeta anti-
N3pGlu. El anticuerpo monoclonal Abeta anti-N3pGlu se diluye
a partir de soluciones madre estériles qgque consisten en el
anticuerpo en amortiguador de PBS y se administra a 1los
animales mediante inyecciones intraperitoneales. El inhibidor
de BACE se mezcla con dieta de racidédn suelta (~0,15 a 1,5 mg
de compuesto por gramo de racidn, dependiendo de la dosis
deseada) y se comprime en sedimentos de racidén. Se registra
el peso del animal al inicio del estudio y luego semanalmente
durante el primer mes de tratamiento, y luego mensualmente a
lo largo del estudio. También se supervisa la 1ingesta de
comida en el curso del estudio en intervalos regulares. Los
animales reciben los tratamientos del estudio durante un
total de 4 meses. Los animales se mantienen en sus dietas
respectivas hasta 1la autopsia, la cual sucede una semana
después de las inyecciones finales de anticuerpo. Al momento
de la autopsia, los animales son anestesiados y la sangre se
obtiene mediante puncidén cardiaca a través de Jjeringas de
EDTA de 1 ml enjuagadas previamente. Las muestras de sangre
se recolectan en hielo y el plasma se aisla mediante

centrifugado estandar. Posteriormente, los animales se
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perfusionan con solucidén salina heparinizada fria y se extrae
y se diseca el cerebro en los hemisferios izquierdo vy
derecho. Un hemisferio de cerebro se congela rapidamente y se
guarda para analisis histolégicos. E1 hemisferio cerebral
restante se diseca en segmentos de tejido que consisten en
hipocampo, corteza, cerebelo y cerebro medio, y
posteriormente se congela en hielo seco. Las muestras de
plasma y tejido se almacenan a -80 °C hasta el momento del

andlisis.

Evaluacidén farmacocinética

La farmacocinética de plasma se determina en las muestras de
plasma obtenidas al momento de la autopsia. Se determinan los
niveles de anticuerpo en plasma en un ensayo ELISA de unidn
de antigenos donde las placas se recubren con antigeno
(Abetaps-42) y luego se incuban con muestras diluidas de plasma
o un estandar de referencia que consiste en una dilucidén en
serie del anticuerpo monoclonal anti-N3pGlu en el
amortiguador de ensayo (PBS + plasma murino de control).
Luego de lavar la placa, se detectd el anticuerpo murino
enlazado con un anticuerpo conjugado anti-murino-HRP seguido
por desarrollo de color con TMB. Para determinar los niveles

en plasma y tejido (cerebro medio) del inhibidor de BACE, se
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emplea el siguiente método: Se diluye en serie 0,1 mg/mL de
solucidén madre de inhibidor de BACE con metanol/agua (1:1,
v/v), para preparar soluciones de trabajo, las cuales se
utilizan luego para fortificar plasma de control %
homogenados de cerebro para proporcionar concentraciones de
analitos de 1, 5, 10, 20, 50, 100, 500, 1000, 2000, 4000 vy
5000 ng/mL. Antes del andlisis, las muestras de cerebro se
homogenizan en 3 volumenes de metanol/agua (1:4, v/v) con un
disruptor ultrasdédnico. Se transfieren muestras de matriz de
control, una alicuota de cada muestra de estudio vy un
estadndar de calibracidén adecuado a una placa de 96 pocillos,
y luego se mezclan con estdndar interno que contiene
acetonitrilo. Luego de la mezcla, las muestras se centrifugan
para precipitar las proteinas precipitadas. Luego se
transfieren alicuotas de los sobrenadantes resultantes a una
placa limpia de 96 pocillos y se diluyen con metanol/agua
(1:1, v/v) y las alicuotas de 10 microlitros se analizan
mediante LC-MS/MS. Las concentraciones de analitos se
calculan mediante el wuso de 1la relacién de respuesta a
concentracidén determinada mediante la regresidédn mualtiple de

las muestras de la curva de calibracién.

Evaluacidén farmacodindmica
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Las concentraciones parenquimales de Abeta se determinan en
homogenatos de tejido solubilizado con guanidina mediante
ELISA de tipo sandwich. Se 1lleva a cabo la extraccidédn de
tejidos con tecnologia bead beater donde el tejido congelado
se extrae en 1 ml de guanidina 5,5 M/Tris 50 mM/0,5 X cdctel
inhibidor de proteasas a pH 8,0 en placas de pocillo profundo
de 2 ml con 1 ml de perlas de wvidrio siliconizadas (las
placas selladas se agitaron durante dos intervalos de 3
minutos cada uno). Los lisados de tejido resultantes se
analizan mediante ELISA de tipo sé&ndwich para Abetai_4g V
Abetai_4»: las muestras de bead beater se diluyen 1:10 en
BSA/PBS-T al 2 % y se filtran a través de placas de filtro de
muestra (Millipore). Las muestras, blancos, estandares,
muestras de control de calidad, se diluyen adicionalmente en
guanidina 0,55 M/Tris 5 mM en BSA/PBST al 2 % previo a la
carga de las placas de muestra. Los estédndares de referencia
se diluyen en un diluyente de muestra. Las placas se recubren
con el anticuerpo 21F12 (anti-Abetayy;) o 2G3 (anti-Abetagsq) a
15 pg/ml se incuban con muestras y la deteccidén se logra con
3D6 biotinilado (anti-Abeta;_y) diluido en BSA/PBS-T al 2 %,
seguido por una dilucidén 1:20 K NeutrAvidin-HRP (Pierce) en
BSA/PBS-T al 2 % y desarrollo de color con TMB (Pierce). Los
niveles de Abeta se interpolan a partir de curvas estandar y

la concentracidén final de tejido se calcula como nanogramos
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de Abeta por miligramo de peso humedo de tejido. Se determina
de manera histoldégica el &rea porcentual del hipocampo vy
corteza ocupada por Abeta depositado. Las secciones coronales
criostéaticas (7 a 10 um de grosor) se incuban con 10 pg/ml de
3D6 biotinilado (anti-Abetaj_x) o IgG murina de control
negativo (biotinilada) . Se emplean reactivos de HRP
secundarios especificos para la biotina y el Abeta depositado
se visualiza con DAB-Plus (DAKO) . Los depdsitos
inmunoreactivos de Abeta se cuantifican en areas de interés
definidas dentro del hipocampo o corteza mediante el andlisis
de imagenes capturadas con software Image Pro plus (Media

Cybernetics) .

Estos estudios pueden demostrar que la terapia de combinacidn
de un anticuerpo monoclonal Abeta anti-N3pGlu y un inhibidor
de BACE, tal como un compuesto de la Férmula I o sal
farmacéuticamente aceptable de este, puede dar como resultado
reducciones de Abeta potenciadas con relacidén a las

monoterapias individuales.
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Listado de secuencias

<SEQ ID NO: 1; PRT1; Artificial>

KSSQOSLLYSRGKTYLN

<SEQ ID NO: 2; PRT1l; Artificial>

AVSKLDS

<SEQ ID NO: 3; PRT1l; Artificial>

VQGTHYPFET

<SEQ ID NO: 4; PRT1l; Artificial>

GYDFTRYYIN

<SEQ ID NO: 5; PRT1l; Artificial>

GYTFTRYYIN

<SEQ ID NO: 6; PRT1l; Artificial>

(LCDR1- B12L/R17L)

(LCDRZ2

(LCDR3

(HCDR1

(HCDR1

(HCDRZ2

B12L/R17L)

B12L/R17L)

B12L)

R17L)

B12L/R17L)
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WINPGSGNTKYNEKFKG

<SEQ ID NO: 7; PRT1; Artificial> (HCDR3 - B12L)
EGITVY

<SEQ ID NO: 8; PRT1l; Artificial> (HCDR3 - R17L)
EGTTVY

<SEQ ID NO: 9; PRT1; Artificial> (LCVR - B12L/R17L)

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLYSRGKTYLNWLLOKPGOSPOQLLIYAVSKLDS

GVPDREFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCVQGTHYPFTFGQGTKLEIK

<SEQ ID NO: 10; PRT1; Artificial> (HCVR - B12L)

QVOLVOSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYDETRYYINWVROQAPGOQGLEWMGWINPGSGNTKYN

EKFKGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAREGITVYWGQGTTVTVSS

<SEQ ID NO: 11; PRT1; Artificial> (HCVR - R17L)

QVOLVQOSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTEFTRYYINWVROQAPGOGLEWMGWINPGSGNTKYN

EKFKGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAREGTTVYWGQGTTVTVSS
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<SEQ ID NO: 12; PRT1; Artificial> (LC - B12L/R17L)

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLYSRGKTYLNWLLOKPGOSPQLLIYAVSKLDS

GVPDREFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCVQGTHYPFTFGQGTKLEIKRTVAAPSVET

FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSST

LTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

<SEQ ID NO: 13; PRT1; Artificial> (HC - B12L)

QVOLVOSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYDETRYYINWVROQAPGOQGLEWMGWINPGSGNTKYN

EKFKGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAREGITVYWGQGTTVITVSSASTKGPS

VEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSSGLYSLSSV
VIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT
VLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCL
VKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFEFLYSKLTVDKSRWOQOGNVESCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPG

<SEQ ID NO: 14; PRT1; Artificial> (HC — R17L)

QVOLVQOSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTEFTRYYINWVROQAPGOGLEWMGWINPGSGNTKYN

EKFKGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAREGTTVYWGQGTTVITVSSASTKGPS

VEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSSGLYSLSSV
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VIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPPK

PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLT

VLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCL

VKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVESCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPG



