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DERIVADOS DE AMINOHIDROTIAZINA FUSIONADOS CON

TETRAHIDROFURANO LOS CUALES SON UTILES EN EL TRATAMIENTO DE

LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidn se refiere a nuevos
inhibidores de BACE1l selectivos, a composiciones
farmacéuticas que comprenden los compuestos, a métodos de uso
de los compuestos para tratar trastornos fisioldgicos, y a
intermediarios y ©procesos uUtiles en 1la sintesis de 1los
compuestos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La presente invencién estd en el campo del
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer y otras
enfermedades y trastornos que implican el péptido B amiloide
(Abeta), un segmento de péptido neurotdxico y altamente
agregatorio de la proteina precursora de amiloide (APP). La
enfermedad de Alzheimer es un trastorno neurodegenerativo
devastador que afecta a millones de pacientes en todo el
mundo. En vista de los agentes aprobados en la actualidad en
el mercado los cuales proporcionan solamente beneficios
sintomaticos transitorios al paciente en lugar de detener,
ralentizar, o revertir la enfermedad, existe una necesidad no
satisfecha significativa en el tratamiento de la enfermedad

de Alzheimer.
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La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por la
generacidédn, agregacidn, y deposicidn de Abeta en el cerebro.
La inhibicidén completa o parcial de la [@-secretase (enzima de
escisiédn de proteina precursora de amiloide del sitio B;
BACE) se ha mostrado que tiene un efecto significativo en las
patologias relacionadas con la placa y dependientes de la
placa en modelos de ratdn sugiriendo que incluso peqgueias
reducciones en los niveles de péptido Abeta pueden resultar
en una reduccidén significativa a largo plazo de la carga de
la placa y de 1los déficits sinédpticos, proporcionando asi
beneficios terapéuticos significativos, particularmente en el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Ademds, se han
identificado dos homdélogos de BACE los cuales son referidos
como BACE1l vy BACEZ, y se cree que BACEl es el méas
clinicamente importante para desarrollar la enfermedad de
Alzheimer. BACEl se expresa principalmente en las neuronas,
mientras que BACE?2 se ha mostrado que se expresa
principalmente en la periferia (Véase D. Oehlrich, Bioorg.
Med. Chem. Lett., 24, 2033-2045 (2014)). Ademés, BACE2 puede
ser importante ©para la pigmentacién, ya que ha sido
identificado que juega un papel en el procesamiento de la
proteina de melanocitos especifica de células de pigmento
(Véase L. Rochin, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EUA, 110
(26), 10658-10663 (2013)). Se desean inhibidores de BACE con

penetracidén en el sistema nervioso central (CNS), en
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particular inhibidores que son selectivos para BACEl sobre
BACE2 para proporcionar tratamientos para los trastornos
mediados por péptido Abeta, tales como la enfermedad de
Alzheimer.

La Patente de Estados Unidos No. 8,158,620 describe
derivados fusionados aminodihidrotiazina los cuales poseen
actividad inhibidora de BACEl y se describen adicionalmente
como agentes terapéuticos utiles para una enfermedad
neurodegenerativa causada por el péptido Abeta, tal como
demencia tipo Alzheimer. Ademds, la Patentes de Estados
Unidos No. 8,338,407 describe ciertos derivados de
aminodihidrotiazina fusionados que tienen efecto inhibidor de
BACE1l 0atil en el tratamiento de <ciertas enfermedades
neurodegenerativas, tales como demencia tipo Alzheimer.

La presente invencidén proporciona ciertos nuevos
compuestos que son inhibidores de BACE. Ademas, la presente
invencidén proporciona ciertos nuevos compuestos Jgue son
inhibidores selectivos de BACEl sobre BACE2. Ademéas, la
presente invencidén proporciona ciertos nuevos compuestos los
cuales penetran en el CNS. La presente invenciédn también
proporciona ciertos nuevos compuestos los cuales tienen el
potencial de un perfil de efecto secundario mejorado, por
ejemplo, a través de la inhibicién selectiva de BACE1l sobre

BACEZ2.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Por consiguiente, la presente invencidédn proporciona

un compuesto de la Férmula I:

o 18
\’“N{fNHQ Foérmula I

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
Ademés, la presente invencidédn proporciona un

compuesto de la Férmula Ia:
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

La presente invencidén también proporciona un método
para tratar la enfermedad de Alzheimer en un paciente, que
comprende administrar a un paciente en necesidad de tal
tratamiento wuna cantidad efectiva de un compuesto de 1las
Férmulas I o Ia, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

La presente invencidén proporciona adicionalmente
un método para tratar la progresién del deterioro cognitivo

leve a la enfermedad de Alzheimer en un paciente, que
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comprende administrar a un paciente en necesidad de tal
tratamiento una cantidad efectiva de un compuesto de 1las
Férmulas I o Ia, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo. La presente invencidén también proporciona un método
para inhibir BACE en un paciente, que comprende administrar a
un paciente en necesidad de tal tratamiento una cantidad
efectiva de un compuesto de las Férmulas I o Ia, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo. La presente invencidn
también proporciona un método para inhibir la escisiédn
mediada por BACE de la proteina precursora de amiloide, que
comprende administrar a un paciente en necesidad de tal
tratamiento una cantidad efectiva de un compuesto de 1las
Férmulas I o Ia, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo. La invencidén proporciona adicionalmente un método para
inhibir 1la ©produccién de péptido Abeta, que comprende
administrar a un paciente en necesidad de tal tratamiento una
cantidad efectiva de un compuesto de las Férmulas I o Ia, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Ademas, esta invencidén proporciona un compuesto de
las Férmulas I o Ia, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo para wuso en terapia, en particular para el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer o para prevenir la
progresién del deterioro cognitivo leve a la enfermedad de
Alzheimer. Incluso ademas, esta invencidén proporciona el uso

de un compuesto de las Férmulas I o Ia, o una sal
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farmacéuticamente aceptable del mismo, para la manufactura de
un medicamento para el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer.

La invencidn proporciona adicionalmente una
composicidén farmacéutica, que comprende un compuesto de las
Férmulas I o Ia, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, con uno o mas portadores, diluyentes, o excipientes
farmacéuticamente aceptables. La invencidn proporciona
adicionalmente un ©proceso para preparar una composicidn
farmacéutica, que comprende mezclar un compuesto de las
Férmulas I o Ia, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, con uno o mas portadores, diluyentes, o excipientes
farmacéuticamente aceptables. Esta invencidén también abarca
nuevos intermediarios vy procesos para la sintesis de 1los
compuestos de las Férmulas I y Ia.

El deterioro cognitivo leve se ha definido como una
fase prodromal ©potencial de demencia asociada con la
enfermedad de Alzheimer basada en la presentacidén clinica vy
en la progresidén de ©pacientes que presentan deterioro
cognitivo leve a demencia de Alzheimer con el tiempo.
(Morris, et al., Arch Neurol., 58, 397-405 (2001); Petersen,
et al., Arch Neurol., 56, 303-308 (1999)). E1 término
“prevenir la progresién del deterioro cognitivo leve a la
enfermedad de Alzheimer” incluye restringir, ralentizar,

detener, o revertir la progresidén del deterioro cognitivo
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leve a la enfermedad de Alzheimer en un paciente.

Como se usa en la presente, los términos “tratando”
o “tratar” incluyen restringir, ralentizar, detener, o
revertir la progresidén o gravedad de un sintoma o trastorno
existente.

Como se usa en la presente, el término “paciente”
se refiere a un ser humano.

El término “inhibicidén de la produccidén de péptido
Abeta” se entiende la disminucidén de los niveles in vivo del
péptido Abeta en un paciente.

Como se usa en la presente, el término “cantidad
efectiva” se refiere a la cantidad o dosis del compuesto de
la invencidén, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
que, tras la administracién de dosis Unica o multiple al
paciente, proporciona el efecto deseado en el paciente bajo
diagnéstico o tratamiento.

Una cantidad efectiva se puede determinar
facilmente por el diagnosticados que atiende, como un experto
ordinario en la técnica, mediante el uso de técnicas
conocidas y observando los resultados obtenidos en
circunstancias andlogas. Al determinar la cantidad efectiva
para un paciente, una serie de factores son considerados por
el diagnosticador que atiende, incluyendo, pero no limitado
a: la especie del paciente; su tamafio, edad y salud general;

la enfermedad o trastorno especifico involucrado; el grado de
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afectacién o la gravedad de la enfermedad o trastorno; la
respuesta del paciente individual; el compuesto particular
administrado; el modo de administracidn; las caracteristicas
de biodisponibilidad de la preparacidén administrada; el
régimen de dosis seleccionado; el uso de medicamento
concomitante; y otras circunstancias relevantes.

Los compuestos de la presente invencién son
generalmente efectivos en un amplio rango de dosificacidn.
Por ejemplo, las dosificaciones por dia normalmente caen
dentro del rango de aproximadamente 0.01 a aproximadamente 20
mg/kg de peso corporal. En algunos casos, los niveles de
dosificacidén por debajo del limite inferior del rango antes
mencionado pueden ser mas que adecuados, mientras que en
otros casos se pueden emplear dosis todavia mayores con
efectos secundarios aceptables, y por lo tanto el rango de
dosificacidén anterior no pretende limitar el alcance de la
invencién de cualquier manera.

Los compuestos de la presente invencidén se formulan
preferiblemente como composiciones farmacéuticas
administradas por cualquier ruta gque haga al compuesto
biodisponible, incluyendo las rutas oral y transdérmica. Mas
preferiblemente, tales composiciones son para administracidén
oral. Tales composiciones farmacéuticas y procesos para
preparar las mismas son bien conocidos en la técnica. (Véase,

por ejemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy,
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L.V. Allen, Editor, 22a Edicidén, Pharmaceutical Press, 2012).

Los compuestos de 1las Férmulas I y Ia, o sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos son
particularmente tUtiles en los métodos de tratamiento de 1la
invenciédn, pero ciertos grupos, sustituyentes, %
configuraciones son preferidos. Los siguientes péarrafos
describen tales grupos, sustituyentes 'y configuraciones
preferidos. Se entendera que estas preferencias son
aplicables tanto a los métodos de tratamiento como a 1los
nuevos compuestos de la invencidn.

Por lo tanto, se prefiere el compuesto de la
Férmula I en donde el anillo biciclico fusionado estd en la
configuracién «cis, o sal farmacéuticamente aceptable del
mismo. Por ejemplo, uno de experiencia ordinaria en la
técnica apreciard que el compuesto de la Férmula Ia estd en
la configuracidén relativa cis para los centros marcados 4a y
7a como se muestra en el Esquema de reaccién A @ a
continuacién. Ademds, la configuracidén relativa preferida de
los tres centros quirales de la Férmula Ia se muestra en el
Esquema de reaccidén A en donde el sustituyente difluoroetilo
en la posicién 5 estd en los configuracidén cis relativa al
hidrégeno en la posicién 4a vy el sustituyente fenilo

sustituido en la posicién 7a:
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Esquema de reaccidn A

EFA{ H/

N ?j::jf Formula Ia
=2 M

| H
o

NC

Otros compuestos de la presente invencidédn incluyen:
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y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Aunque la presente invencidén contempla todos 1los
enantiémeros y diasterdmeros individuales, asi como mezclas
de los enantibémeros de dichos compuestos, incluyendo
racematos, los compuestos con la configuracidédn absoluta como
se describe a continuacidén son particularmente preferidos:

N-[3-[(4aS,5S,7aS)-2-amino-5-(1,1-difluoroetil) -
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4,4a,5,7-tetrahidrofuro[3,4-d][1l,3]1tiazin-7a-il]-4-fluoro-
fenil]-5-ciano-piridin-2-carboxamida, y las sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Ademés, la N-[3-[ (4aS,5S,7aS)-2-amino-5-(1,1-
difluoroetil)-4,4a,5,7-tetrahidrofuro([3,4-d][1l,3]tiazin-7a-
il]-4-fluoro-fenil]-5-ciano-piridin-2-carboxamida;

metansulfonato de N-[3-[ (4aS,5S, 7a8S)-2-amino-5-
(1,1-difluorocetil)-4,4a,5,7-tetrahidrofuro[3,4-d][1l,3]tiazin-
7a-il]-4-fluoro-fenil]-5-ciano piridin-2-carboxamida;

4-metilbencensulfonato de N-[3-[(4aS,5S,7aS) -2-
amino-5-(1,1-difluoroetil)-4,4a,5, 7-tetrahidrofuro[3, 4-
d][1,3]tiazin-7a-il]-4-fluoro-fenil]-5-ciano-piridin-2-
carboxamida; y

hemihidrato de 4-metilbencensulfonato de N-[3-
[ (4aS,5S,7aS)-2-amino-5-(1,1-difluorocetil)-4,4a,5,7-
tetrahidrofuro[3,4-d][1,3]tiazin-7a-il]-4-fluoro-fenil]-5-
ciano-piridin-2-carboxamida, son especialmente preferidos.

El 4-metilbencensulfonato de N-[3-[(4aS,5S,7aS)-2-
amino-5-(1,1-difluoroetil)-4,4a,5, 7-tetrahidrofuro[3, 4-
d] [1,3]tiazin-7a-il]-4-fluoro-fenil]-5-ciano-piridin-2-
carboxamida; vy

hemihidrato de 4-metilbencensulfonato de N-[3-
[ (4aS,5S,7aS)-2-amino-5-(1,1-difluorocetil)-4,4a,5,7-
tetrahidrofuro[3,4-d][1,3]tiazin-7a-il]-4-fluoro-fenil]-5-

ciano-piridin-2-carboxamida son muy especialmente preferidos.
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Uno de experiencia ordinaria en la técnica
apreciara que los compuestos de la invencidn pueden existir
en formas tautoméricas, como se representa a continuacidén en
el Esquema de reaccidén B. Cuando se da cualquier referencia
en esta solicitud a uno de los tautdmeros especificos de los
compuestos de la invencidn, se entiende que abarca tanto las
formas tautoméricas como todas las mezclas de las mismas.

Esquema de reaccidén B

F
F H

5
© HgMH
F
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Adicionalmente, ciertos intermediarios descritos

en las siguientes preparaciones pueden contener uno o mas
grupos protectores de nitrdégeno. Se entiende que 1los
grupos protectores pueden ser variados como se aprecia
por un experto ordinario en la técnica dependiendo de las
condiciones de reaccidén particulares y las
transformaciones particulares que se realizan. Las
condiciones de proteccién 'y desproteccidn son bien
conocidas por el artesano experto y se describen en 1la
literatura (Véase, por ejemplo, “Greene’s Protective
Groups 1in Organic Synthesis”, Cuarta Edicién, de Peter

G.M. Wuts and Theodora W. Greene, John Wiley and Sons,
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Inc. 2007).

Los isémeros, enantidémeros, % diasteredmeros
individuales se pueden separar o resolver por un experto
ordinario en la técnica en cualquier punto conveniente en la
sintesis de compuestos de 1la invencidn, por métodos tales
como técnicas de <cristalizacidén selectiva o cromatografia
quiral (Véase, por ejemplo, J. Jacques, et al., “Enantiomers,
Racemates, and Resolutions”, John Wiley and Sons, Inc., 1981,
y E.L. Eliel and SH Wilen”, Stereochemistry of Organic
Compounds”, Wiley-Interscience, 1994).

Una sal farmacéuticamente aceptable de los
compuestos de la invencidn, tal como una sal de clorhidrato,
se puede formar, por ejemplo, por reaccién de una base libre
apropiada de un compuesto de la invenciédn, un acido
farmacéuticamente aceptable apropiado tal como acido
clorhidrico en un solvente adecuado tal como éter dietilico
bajo condiciones estdndar bien conocidas en la técnica.
Adicionalmente, 1la formacidén de tales sales puede ocurrir
simultédneamente tras la desproteccidén de un grupo protector
de nitrdégeno. La formacidén de tales sales es bien conocida vy
apreciada en la técnica. Véase, por ejemplo, Gould, P.L.,

7

“Salt selection for basic drugs,” International Journal of

Pharmaceutics, 33: 201-217 (1986); Bastin, R.J., et al. “Salt

Selection and Optimization Procedures for Pharmaceutical New

4

Chemical Entities,” Organic Process Research and Development,
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4. 427-435 (2000); vy Berge, S.M., et al., “Pharmaceutical
Salts,” Journal of Pharmaceutical Sciences, 66: 1-19, (1977).

Ciertas abreviaturas se definen como sigue: “APP”

se refiere a proteina precursora de ameloide; “BSA” se
refiere a Albumina de Suero Bovino; “CDI” se refiere a
1,1’ -carbonildiimidazol; “cADN"” se refiere a acido
desoxirribonucleico complementario; “DAST” se refiere a

trifluoruro de dietilaminocazufre; “DCC” se refiere a 1,3-

diciclohexilcarbodiimida; “DIC” se refiere a 1,3-
diisopropilcarbodiimida; “DIPEA” se refiere a N, N-
diisopropiletilamina; “DMAP” se refiere a 4 -

dimetilaminopiridina; “DMSO” se refiere a dimetilsulfdéxido;
“EBSS” se refiere a Solucidén Salina Equilibrada de Earle;
“EDCI” se refiere a clorhidrato de 1-(3-
dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida; “ELISA” se refiere
a ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima; “F12” se refiere
a medio F12 de Ham; “FBS” se refiere a Suero Bovino Fetal;
“Fc” se refiere a fragmento cristalizable; “FLUOLEAD™” se
refiere a trifluoruro de 4-terc-butil-2, 6-
dimetilfenilazufre; “FRET” se refiere a transferencia de

energia de resonancia de fluorescencia; “HATU” se refiere a

hexafluorofosfato de (dimetilamino) -N,N-dimetil (3H-
[1,2,3]triazolo[4,5-b]lpiridin-3-iloxi)metaniminio; “HBTU”
se refiere a hexafluorofosfato de (l1H-benzotriazol-1-

iloxi) (dimetilamino)-N,N-dimetilmetaniminio; “HEK” se
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refiere a rifidén embrionario humano; “HF-piridina” se
refiere a fluoruro de hidrdégeno-piridina o reactivo de Olah
o poli(fluoruro de piridina); “HOBT” se refiere a hidrato
de l-hidroxilbenzotriazol; “ICso0” se refiere a la
concentracidédn de un agente que produce 50% de la respuesta
inhibidora méxima posible para ese agente; “HRP” se refiere
a peroxidasa de rabano picante; “IgGi” se refiere a
receptor gamma de dominio Fc similar a la inmunoglobulina;
“MBP” se refiere a proteina de unidén a la maltosa; “MEM” se
refiere a Medio Esencial Minimo; “PBS” se refiere a
solucidén salina amortiguada con fosfato; “PDAPP” se refiere
a proteina precursora de amiloide derivada de plaquetas;
“PyBOP” se refiere a (hexafluorofosfato de benzotriazol-1-
il-oxitripirrolidinofosfonio); “PyBrOP” se refiere a
hexafluorofosfato de bromo(tri-pirrolidinil) fosfonio; “RFU”
se refiere a unidad de fluorescencia relativa; “RT-PCR” se
refiere a reaccidén en cadena de polimerasa de transcripcidn
inversa; “SDS-PAGE” se refiere a electroforesis en gel de
poliacrilamida de dodecilsulfato de sodio; “THF” se refiere
a tetrahidrofurano; “TMB” se refiere a tetrametilbencidina;
“TMEM” se refiere a la proteina de transmembrana; “Tris” se
refiere a tris(hidroximetil)aminometano; “tritilo” se
refiere a un grupo de la férmula “(Ph)3:C-; “XRD” se refiere
a Difraccidén de Polvo de Rayos X; “XtalFluor-E® o sal de

difluorosulfinio DAST” se refiere a tetrafluoroborato de
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(dietilamino)difluorosulfonio o tetrafluoroborato de N,N-
dietil-S,S-difluorosulfiliminio; vy “XtalFluor-M® o morfo-
sal de difluorosulfinio DAST” se refiere a
tetrafluoroborato de difluoro(morfolino)sulfonio o)
tetrafluoroborato de difluoro-4-morfolinilsulfonio.

Se entiende por un experto ordinario en la técnica
que los términos “tosilato”, “acido toluensulfdédnico”, “acido
p-toluensulfdénico”, y “acido 4-metilbencensulfdédnico” se

refieren al compuesto de la siguiente estructura:

0=8=0
OH

Los compuestos de la éresente invencidén, o sales
de los mismos, se pueden preparar por una variedad de
procedimientos conocidos por un experto ordinario en 1la
técnica, algunos de los cuales se ilustran en 1los
esquemas de reaccidn, preparaciones, % ejemplos a
continuacidén. Un experto ordinario en la técnica reconoce
que las etapas de sintesis especificas para cada una de
las rutas descritas se pueden combinar en diferentes
maneras, O en conjunto con las etapas de diferentes
esquemas de reaccidn, para preparar compuestos de la
invencién, o sales de los mismos. Los productos de cada

etapa de los esquemas de reaccidn siguientes se pueden
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recuperar por métodos convencionales bien conocidos en la
técnica, incluyendo extraccidn, evaporacién,
precipitacidén, cromatografia, filtracidn, trituracidn vy
cristalizaciédn. En los esquemas de reaccidn a
continuacidén, todos los sustituyentes, a menos gue se
indique lo contrario, son como se definieron previamente.
Los reactivos y materiales de partida estdn féacilmente
disponibles para un experto ordinario en la técnica. Sin
limitar el alcance de la invenciédn, los siguientes
esquemas de reaccién, preparaciones y ejemplos se

proporcionan para ilustrar adicionalmente la invencidn.
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Esquema de reaccidén 1
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En el Esquema de reaccidén 1, etapa A, el yoduro de

Er

trimetilsulfonio se tratdé con una base organica tal como n-
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butil-litio a una temperatura de aproximadamente -50°C en un
solvente tal como THF. Un oximetil oxirano ©protegido,
protegido con un grupo protector adecuado, tal como un grupo
tritilo, luego se afnadidé a la solucidén basica a -10°C y se
dejdé agitar durante aproximadamente 2 horas para producir el
producto protegido del Esquema de reaccidén 1, Etapa A. “PG”
es un grupo protector desarrollado para el grupo amino o
grupo oxigeno tales como carbamatos, amidas, o éteres. Tales
grupos protectores son bien conocidos y apreciados en la
técnica. El1 producto protegido de la Etapa A se hizo
reaccionar con un o-haloéster tal como bromoacetato de terc-
butoxi usando sulfato de tetra-N-butilamonio u otros
catalizadores de transferencia de fase de sal de amonio
cuaternario en un solvente tal como tolueno vy una base
inorganica acuosa tal como hidréxido de sodio a
aproximadamente temperatura ambiente para producir el
compuesto del Esquema de reaccién 1, Etapa B. Tales
alquilaciones son bien conocidas en la técnica.
Alternativamente, una base tal como hidruro de sodio al 60%
en aceite con solventes tales como N,N-dimetilformamida o THF
y un rango de temperatura de 0 a 100°C se puede usar para
producir el producto protegido de la Etapa B. El acetato de
terc-butoxi carbonilo se convirtié a wuna oxima en un
procedimiento de 2 etapas. Un agente reductor tal como

hidruro de isobutilaluminio en hexanos se afiadié por goteo a
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una temperatura de aproximadamente -70°C seguido de la
adiciédn por goteo de un acido acuoso tal como acido
clorhidrico a una temperatura de aproximadamente -60°C. La
elaboracidén se realizdé6 con una extraccidén organica para
producir el material intermediario. Este material se disolvid
en un solvente organico tal como diclorometano y se tratd con
acetato de sodio seguido por clorhidrato de hidroxilamina
para producir el producto oxima de la Etapa C. El1l producto
oxima del Esquema de reaccidén 1, Etapa C se puede convertir
al producto 4,5-dihidroisoxazol biciclico de la Etapa D en
una ciclacién 3 + 2 por varios métodos tal como usando una
solucidén acuosa de hipoclorito de sodio o un oxidante
alternativo tal como N-clorosuccinimida y en un solvente tal
como éter terc-butil metilico, tolueno, diclorometano, o
xileno a una temperatura de aproximadamente 10-15°C o con
calentamiento. El1 grupo 2-fluoro, 5-bromo fenilo se puede se
afiadid al dihidroisoxazol generando el reactivo
organometalico. El reactivo organometadlico se puede generar a
partir de 4-bromo-l1-fluoro-2-yodo-benceno usando intercambio
de haldbgeno-metal con reactivos tales como n-butil-litio o
complejo de cloruro i1sopropilmagnesio-cloruro de litio vy
adicién por goteo a un rango de temperatura de
aproximadamente -78°C a 15°C en un solvente tal como THF.
Luego se afladié un &cido de Lewis tal como dietil eterato de

trifluoruro de boro para producir el producto del Esquema de
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reacciédn 1, Etapa E. El tetrahidroisoxazol biciclico
resultante se puede tratar con =zinc en acido acético para
formar el producto de anillo abierto del Esquema de reaccidn
1, Etapa F. Un método alternativo para abrir el anillo de
isoxazol wusa Niquel Raney en un solvente polar tal como
etanol bajo presidédn con condiciones de hidrogenacidén. E1
producto de la Etapa F luego se puede hacer reaccionar con
isotiocianato de benzoilo en un solvente tal como
diclorometano o THF a una temperatura de aproximadamente 5°C
a temperatura ambiente para producir el compuesto de tiourea
de la Etapa G. El anillo de tiazina se puede formar usando
anhidrido trifluorometansulfdénico y una base organica tal
como piridina en un solvente tal como diclorometano a una
temperatura de aproximadamente -20°C para producir el
producto de la etapa H. El grupo protector hidroximetilo tal
como un grupo tritilo se puede remover en el Esquema de
reaccién 1, Etapa I usando métodos bien conocidos en 1la
técnica tal como &cido férmico a temperatura ambiente para
producir el compuesto de la Etapa I. El hidroxi metilo se
puede oxidar al &cido carboxilico wusando agentes oxidantes
tal como &cido 2-yodoxibenzoico (IBX) a temperatura ambiente
en un solvente tal como DMSO o adicién por en porciones de
(diacetoxiyodo)benceno en un solvente tal como acetonitrilo
con agitacién a una temperatura de aproximadamente 5°C para

producir el compuesto del Esquema de reaccién 1, Etapa J. La
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amida de Weinreb se prepard en el Esquema de reaccidn 1,
FEtapa K a partir del producto &cido de la Etapa J con la
adicidén de clorhidrato de N,O-dimetilhidroxilamina, una base
orgéanica, tal como trietilamina, % un reactivo de
acoplamiento tal como HATU. La mezcla se agitd a temperatura
ambiente para producir el producto de la Etapa K. Otros
agentes de acoplamiento gque se podria usar incluyen CDI,
carbodiimidas tales como DCC, DIC, o EDCI u otras sales de
uronio o fosfonio de aniones no nucleofilicos, tales como
HBTU, PyBOP, y PyBrOP. La amida de Weinreb luego se convirtid
a la cetona usando un reactivo organometdlico tal como un
reactivo de Grignard o un reactivo de organolitio en la Etapa
L en un solvente tal como THF. Especificamente, bromuro de
metilmagnesio como una solucidén en solventes tales como éter
o 2-metiltetrahidrofurano se puede se afiadié a la amida de
Weinreb a una temperatura de aproximadamente -78°C a -40°C
para producir la cetona de la Etapa L. En el Esquema de
reaccién 1, Etapa M, el grupo metil cetona del compuesto de
la Etapa L se convirtié a un grupo difluoroetilo wusando
tetrafluoroborato de difluoro (morfolino)sulfonio en un
solvente tal como diclorometano a aproximadamente 0°C seguido
por la adicién por goteo de trihidrofluoruro de trietilamina
y agitacién a 0°C a temperatura ambiente para producir el
compuesto del Esquema de reaccién 1, Etapa M.

Alternativamente, otros agentes de fluoracidén que se pueden
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usar los cuales son bien conocidos en la técnica son Deoxo-
Fluor®, DAST, XtalFluor-E® o XtalFluor-M® con un aditivo tal
como tri(fluoruro de hidrdégeno) trietilamina o FLUOLEAD™
usando un aditivo tal como HF-piridina. El 5-bromo del fenilo
se convirtié a la amina wusando (1R,2R)-N,N’-dimetil-1,2-
ciclohexanodiamina en un solvente tal como etanol y adicidn
de azida de sodio seguida por ascorbato de sodio y sulfato
cuprico. La reaccidén se calentd a aproximadamente 80°C
durante varias horas y luego se elabordé con una extraccidn
usando un solvente tal como acetato de etilo. El
intermediario luego se redujo bajo condiciones de
hidrogenacién usando paladio sobre carbono tal como 10% de
paladio en solventes tales como etanol y THF a una presidén de
aproximadamente 50 psi de hidrdégeno para producir el producto

de anilina del Esquema de reaccidén 1, Etapa N.
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Esquema de reaccidn la
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Alternativamente en el Esquema de reaccidén la, el

producto protegido del Esquema de reaccién 1, Etapa A, se
puede tratar con 4-(2-cloroacetil)morfolino y una base tal
como sulfato &cido de tetrabutil amonio en un solvente tal
como tolueno a una temperatura de aproximadamente 5°C para
producir el producto del Esquema de reaccién la, Etapa A. El
grupo morfolino luego puede servir como un grupo saliente en
el Esquema de reaccidédn la, Etapa B. Por ejemplo, el producto
del Esquema de reaccién la, Etapa A se puede tratar con el
reactivo de Grignard apropiado el cual se puede preparar in
situ a partir de complejo de cloruro de isopropil magneio-
cloruro de 1litio y 4-bromo-l1-fluoro-2-yodobenceno o si el

reactivo de Grignard apropiado estd disponible, el reactivo
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se puede se afiadidé directamente al producto del Esquema de
reaccién la, Etapa A a una temperatura de aproximadamente 5°C
para producir el producto del Esquema de reaccidén la, Etapa
B. El acetato de carbonilo se puede convertir a una oxima con
clorhidrato de hidroxilamina y acetato de sodio con
calentamiento a aproximadamente 50°C para producir el
producto del Esquema de reaccidén 1la, Etapa C. El1 producto
oxima del Esquema de reaccidédn la, Etapa C luego se puede
convertir al producto del Esquema de reaccidn la, Etapa D (el
mismo producto que el Esquema de reaccidédn 1, Etapa E) usando
hidroguinona en un solvente tal como tolueno y calentamiento
a reflujo. El producto de amina del Esquema de reaccidén 1la,
Etapa D se puede acilar con cloruro de acetilo usando una
base organica tal como DMAP y piridina en un solvente tal
como diclorometano a una temperatura de aproximadamente 0-5°C
para producir el producto del Esquema de reaccidén la, Etapa
E. El producto del Esquema de reaccidén la, Etapa E luego se
puede convertir al producto del Esquema de reaccidén 2, Etapa

A como se discute a continuaciédn.
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Esquema de reaccidn 2
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En una ruta alternativa, como se describe en el

IZ

Esquema de reaccidén 2, el isoxazol nitrégeno del compuesto
del Esquema de reaccién 1, Etapa E, se protegid con un grupo
acetilo y el grupo protector del hidroxi metilo se removid en
un procedimiento de dos etapas. Por ejemplo, el

tetrahidroisoxazol se tratd con una base organica tal como
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DMAP vy se afiadié piridina en un solvente tal como
diclorometano y cloruro de acetilo. La temperatura se mantuvo
por debajo de aproximadamente 10°C y luego se dejdé agitar a
aproximadamente temperatura ambiente. La reaccidn se diluyd
con agua y se extrajo con un solvente tal como diclorometano.
Los extractos organicos se lavaron con un acido acuoso tal
como acido clorhidrico 1 N y lo acuoso se extrajo de nuevo
con un solvente tal como diclorometano seguido por un lavado
acuoso. El solvente orgdnico se removid parcialmente y se
afiadié un acido tal como acido férmico para desproteger el
hidroximetilo. La mezcla se puede agitar a temperatura
ambiente o se calienta a una temperatura de aproximadamente
40°C hasta que la desproteccidén del hidroxi se completd para
producir el compuesto del Esquema de reaccidén 2, Etapa A. El
producto hidroximetilo del Esquema de reaccidén 2, Etapa A se
puede oxidar al producto de &cido carboxilico del Esquema de
reaccién 2, Etapa B de una manera anadloga al procedimiento
descrito en el Esquema de reaccidén 1, Etapa J, y la amida de
Weinreb se puede preparar adicionalmente de una manera
andloga al procedimiento descrito en el Esquema de reaccidn
1, Etapa K usando un agente de acoplamiento tal como CDI en
una adicién en porciones con un solvente tal como
diclorometano, enfriamiento a -20°C y agitacién durante
aproximadamente 1 hora vy adicién de clorhidrato de N,O-

dimetilhidroxilamina en porciones. Adiciones adicionales de
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CDI y N,O-dimetilhidroxilamina se pueden se afiadidé hasta que
se observa una reaccidn completa para producir el producto de
amida de Weinreb del Esquema de reaccidn 2, Etapa C. La
cetona del Esquema de reaccidén 2, Etapa D se puede formar a
partir de la amida de Weinreb de wuna manera anadloga al
procedimiento descrito en el Esquema de reaccidén 1, Etapa L.
La cetona de la Etapa D se puede convertir a un grupo
difluorocetilo de una manera anadloga al procedimiento descrito
en el Esquema de reaccidén 1, Etapa M para producir el
producto del Esquema de reaccidén 2, Etapa E. El1 acetil
tetrahidroisoxazol se puede desproteger Dbajo condiciones
acidas bien conocidas en 1la técnica tal como usando acido
clorhidrico y calentamiento a aproximadamente 100°C para
producir el producto del Esquema de reaccidén 2, Etapa F. La
tetrahidroisoxazol biciclica se puede tratar con =zinc en
dcido acético para formar el producto de anillo abierto del
Esquema de reaccidén 2, Etapa G de una manera analoga al
procedimiento descrito en el Esquema de reaccidén 1, Etapa F.
El producto tiazina del Esquema de reaccidédn 2, Etapa H se
puede preparar en una reaccidén de 2 etapas de un recipiente
usando isotiocianato de benzoilo en una de manera andloga al
procedimiento descrito en el Esquema de reaccidén 1, Etapa G y
H. La mezcla se evapord a un residuo y se afiadidé ciclohexano.
La mezcla se calentd a aproximadamente 60°C y se afadid éter

metil terc-butilico para disolver el residuo. La solucidn se
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filtrd y se concentrd hasta sequedad. E1 anillo de tiazina
luego se puede formar de una manera anadloga al procedimiento
descrito en el Esquema de reaccidédn 1, Etapa H para producir
el producto del Esquema de reaccidédn 2, Etapa H.

Esquema de reaccidén 3
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En el Esquema de reaccidén 3, Etapa A, el producto
de anilina del Esquema de reaccidén 1, Etapa N se puede
acoplar con un 4cido carboxilico heteroaromdtico usando
condiciones de acoplamiento bien conocidas en la técnica. Un
experto ordinario en la técnica reconocerd que hay una serie
de métodos vy reactivos para la formacidén de amidas que
resultan de la reaccidén de &cidos carboxilicos y aminas. Por

ejemplo, la reaccién de una anilina apropiada con un 4acido
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apropiado en la presencia de un reactivo de acoplamiento vy
una base de amina tal como DIPEA o trietilamina, producira un
compuesto del Esquema de reaccidén 3, Etapa A. Los reactivos
de acoplamiento incluyen carbodiimidas tales como DCC, DIC,
EDCI, y oximas aromaticas tales como  HOBt y  HOAt.
Adicionalmente, las sales de uronio o fosfonio de aniones no
nucleofilicos tales como HBTU, HATU, PyBOP, y PyBrOP o un
anhidrido fosférico ciclico tal como anhidrido
propilfosfénico (T3P®) se pueden usar en lugar de 1los
reactivos de acoplamiento mas tradicionales. Aditivos tal
como DMAP se pueden usar para mejorar la reacciédn.
Alternativamente, la amina anilina se puede acilar usando
cloruros de benzoilo sustituidos en la presencia de una base
tal como trietilamina o piridina. En el Esquema de reaccidn
3, Etapa B, la amina tiazina protehida 1luego se puede
desproteger con una base organica tal como ©piridina vy
clorhidrato de O-metilhidroxilamina en solventes tales como
THF y etanol y una base organica tal como piridina para
proporcionar el compuesto de la Férmula Ia. Alternativamente,
una base inorgédnica tal como hidréxido de litio en metanol se
puede usar para desproteger la tiazina para proporcionar el

compuesto de la Férmula Ia.
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Esquema de reaccidn 4
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Alternativamente, en el Esquema de reaccidn 4, Etapa
A, el producto de anilina del Esquema de reaccidén 1, Etapa N
se puede desproteger bajo condiciones estadndar bien conocidas
en la técnica, por ejemplo con una base organica tal como
piridina y clorhidrato de O-metilhidroxilamina en solventes
tales como THF vy etanol para proporcionar el compuesto
diamino desprotegido. Alternativamente una base inorganica
tal como hidréxido de litio en metanol se puede usar para la
desproteccidn para proporcionar el compuesto diamino
desprotegido.

En el Esquema de reaccidén 4, Etapa B, el compuesto
diamino desprotegido luego se puede acoplar selectivamente en
el grupo amino anilina con un acido carboxilico

heteroaromdtico usando condiciones de acoplamiento Dbien
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conocidas en la técnica para proporcionar el compuesto de la
Férmula Ta. Un experto ordinario en la técnica reconocera que
hay una serie de métodos y reactivos para la formacidén de
amidas que resultan de la reaccidédn de acidos carboxilicos vy
aminas. Por ejemplo, la reaccidédn de una amina apropiada con
un 4cido apropiado en la presencia de un reactivo de
acoplamiento 'y una Dbase de amina tal como DIPEA o
trietilamina, proporcionarda un compuesto de la Férmula Ia.
Los reactivos de acoplamiento incluyen carbodiimidas tales
como DCC, DIC, EDCI, y oximas aromdticas tales como HOBt vy
HOAt. Adicionalmente, las sales de wuronio o fosfonio de
aniones no nucleofilicos tales como HBTU, HATU, PyBOP, vy
PyBrOP o un anhidrido fosférico ciclico tal como anhidrido
propilfosfénico (T3P®) se pueden usar en lugar de 1los
reactivos de acoplamiento méds tradicionales. Aditivos tal

como DMAP se pueden usar para mejorar la reaccidn.
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Esquema de reaccidén 5
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Alternativamente, en el Esquema de reaccidén 5, el

2

producto bromuro del Esquema de reaccidédn 1, Etapa M se
convirtié a una anilina protegida usando trifluoroacetamida,
yoduro de cobre, una diamina tal como trans, racémica-N,N’-
dimetil-1,2-ciclohexano diamina, una base inorgédnica tal como
carbonato de potasio, y yoduro de sodio con calentamiento a
aproximadamente 100-130°C para producir el producto de
anilina protegida del Esquema de reaccidén 5, Etapa A. La
anilina protegida y tiazina amina luego se pueden desproteger
por etapas. La trifluoroacetamida se puede hidrolizar usando
una base tal como amoniaco 7N en metanol para producir una
anilina y tiazina protegida, el mismo producto del Esquema de

reaccién 1, Etapa N. La tiazina luego se puede desproteger
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bajo condiciones bien conocidas en la técnica y descritas en
el Esquema de reaccidén 4, Etapa A usando clorhidrato de O-
metilhidroxilamina en un solvente tal como etanol y THF con
una base organica tal como piridina seguido por calentamiento
a aproximadamente 55°C o agitacién a temperatura ambiente
seguida por concentracidén y purificacidn para producir el
producto del Esquema de reaccién 5, Etapa B.
Alternativamente, el orden de desproteccidédn se podria
invertir con la tiazina desprotegida primero y la anilina
desprotegida a lo tltimo.

Las siguientes preparaciones vy ejemplos ilustran
adicionalmente la invencidn.

Preparacién 1

(285)-1-Tritiloxibut-3-en-2-o0l

"r\ OH
,i'l Oxxle?
Q)
J

Esquema de reaccidén 1, etapa A: Se agitd yoduro de
trimetilsulfonio (193.5 g, 948.2 mmol) en THF (1264 ml) a
temperatura ambiente durante 75 minutos. La mezcla se enfrid
a -50°C y se afiadidé n-butil litio (2.5 mol/L en hexanos, 379
ml, 948.2 mmol) wvia una canula, durante un periodo de 30
minutos. La reaccidén se dejd calentar gradualmente a -30°C vy

se agitdé durante 60 minutos. Se afiadidé (2S)-2-tritiloximetil
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oxirano (100 g, 316,1 mmol) en porciones, manteniendo la
temperatura por debajo de -10°C. Después de la adicidn
completa, la mezcla de reaccidén se dejd calentar a
temperatura ambiente y se agitd durante 2 horas. La reaccidn
se vertidé en cloruro de amonio saturado, se separaron las
fases, y la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo. Las
capas organicas se combinaron y se secaron sobre sulfato de
magnesio. Se filtraron y se concentraron bajo presidn
reducida para producir un residuo. El residuo se purificd por
cromatografia en gel de silice, eluyendo con éter metil t-
butilico:hexanos (10-15% de gradiente), para producir el
compuesto del titulo (56.22 g, 54%). ES/MS m/z 353 (M+Na).
Preparacidén Alternativa 1
(28)-1-Tritiloxibut-3-en-2-o0l

Material de partida del Esquema de reaccidén la,
Etapa A: Se afiadidé cloruro de trifenilmetilo (287 g, 947.1
mmol), DMAP (7.71 g, 63.1 mmol) y trietilamina (140 g, 1383.5

mmol) a una solucidén de (2S)-but-2-eno-1,2-diol (preparado

como en JACS, 1999, 121, 8649) (64.5 g, 631 mmol) en
diclorometano (850 ml). Se agitdé durante 24 horas a 24°C. Se
afiadié é&cido citrico acuoso 1 N (425 ml). Las capas se

separaron y el extracto orgadnico se concentrd bajo presidn
reducida hasta sequedad. Se afiadié metanol (900 ml) vy se
enfrié a 5°C durante 1 hora. Los sdélidos se recolectaron por

filtracién y se lavaron con metanol a 5°C (50 ml). Los



10

15

20

25

36

sb6lidos se desecharon y el 1licor madre se concentrd Dbajo
presidn reducida hasta sequedad. Se afadidé tolueno (800 ml) vy
se concentrd a una masa de 268 g para obtener el compuesto
del titulo (129 g, 67%) en una solucidén a 48% en peso de
tolueno.

Preparacidén 2

1-Morfolino-2-[(1S)-1-(tritiloximetil)aliloxi]etanona

Nr:j

oY
O3

=

\_/
Esquema de reaccidén la, Etapa A: Se anadid sulfato
dcido de tetrabutil amonio (83.2 g, 245.0 mmol) vy 4-(2-
cloroacetil)morfolina (638.50 g, 3902.7 mmol) a una solucidn
de 1-tritiloxibut-3-en-2-o0l (832.4, 2519 mmol) en tolueno
(5800 ml) que estuvo entre 0 y 5°C. Se afadié hidrédéxido de
sodio (1008.0 g, 25202 mmol) en agua (1041 ml). Se agitd
durante 19 horas entre 0 y 5°C. Se afadidé agua (2500 ml) vy
tolueno (2500 ml). Las capas se separaron y el extracto
organico se lavdé con agua (2 x 3500 ml). El extracto organico
se concentrd bajo presidédn reducida hasta sequedad. Se afadid
tolueno (2500 ml) al residuo y luego se afiadidé n-heptano
(7500 ml) lentamente. Se agitd durante 16 horas. Los sdbdlidos
resultantes se recolectaron por filtracidén y se lavaron con

n-heptano (1200 ml). El1 sélido se secd bajo vacio para
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obtener el compuesto del titulo (1075.7 g, 98%).
Preparacidén 3
1- (5-Bromo-2-fluoro-fenil)-2-[(18)-1-

(tritiloximetil)aliloxi]etanona

Esquema de reaccidén 1la, Etapa B: Se afadidé una
solucidén 1.3 M de complejo de cloruro de isopropil magnesio-
cloruro de litio (3079 ml, 2000 mmol) en THF a una solucidn
de 4-bromo-l-fluoro-2-yodobenceno (673.2 g, 2237.5 mmol) en
tolueno (2500 mL) a wuna velocidad para la temperatura se
mantuvo de reaccién por debajo de 5°C. Se agitd durante 1
hora. Se afiadidé la solucidén de Grignard resultante (5150 mL)
a una solucidn de l-morfolino-2-[(1S)-1-
(tritiloximetil)aliloxi]-etanona (500 g, 1093 mmol) en
tolueno (5000 mL) a wuna velocidad para la temperatura se
mantuvo de reaccidén por debajo de 5°C. Se agitd durante 3
horas manteniendo la temperatura por debajo de 5°C. Se afiadid
solucién de Grignard preparada adicional (429 mL) y se agitd
durante 1 hora. Se afiadié una solucidén acuosa de acido
citrico 1 N (5000 mL) a una velocidad para la temperatura se

mantuvo por debajo de 5°C. Las capas se separaron y el
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extracto organico se lavd con agua (5000 mL). La solucidn se
concentrd Dbajo presidn reducida hasta sequedad. Se afiadid
metanol (2000 mL) al residuo y se concentrd para producir el
compuesto del titulo como wun residuo (793 g, 73.4% de
potencia, 83%).
Preparacidén 4
1- (5-Bromo-2-fluoro-fenil)-2-[(18)-1-

(tritiloximetil)aliloxi]etanona oxima

Esquema de reaccidén 1la, Etapa C: Se afiadiod
clorhidrato de hidroxilamina (98.3 g) a 1-(5-bromo-2-fluoro-
fenil)-2-[(1S)-1-(tritiloximetil)aliloxi]letanona (450 g, 707
mmol) y acetato de sodio (174 g) en metanol (3800 mL). La
solucidén se calentdé a 50°C durante 2 horas. Se enfridé a 24°C
y se concentrdé. Se afiadidé agua (1000 mL) y tolueno (1500 mL)
al residuo. Las capas se separaron y la fase acuosa se
extrajo con tolueno (500 mL). El extracto orgadnico se combind
y se lavdé con agua (2 x 400 mL). La solucidén se concentrd
bajo presidén reducida para producir el compuesto del titulo
como un residuo (567 g, 61.4% de potencia, 88%).

Preparacidén 5

2-[(1S)-1-(Tritiloximetil)aliloxi]Jacetato de terc-butilo
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Esquema de reaccidén 1, Etapa B: Se afiadid (25)-1-
tritiloxibut-3-en-2-0l1 (74.67 g, 226.0 mmol) a una solucidn

de sulfato de tetra-N-butilamonio (13.26 g, 22.6 mmol) en

tolueno (376 mL). Se afiadidé hidrdéxido de sodio (50% en masa)
en agua (119 mL) seguido por terc-butil-2-bromoacetato
(110.20 g, 565.0 mmol). La mezcla de reaccidn se agitd

durante 18 horas a temperatura ambiente. Se vertidé en agua,
las fases se separaron, y la fase acuosa se extrajo con
acetato de etilo. Las capas organicas se combinaron y se
secaron sobre sulfato de magnesio. La mezcla se filtrd y se
concentré bajo presidén reducida para producir el compuesto
del titulo (77.86 g, 77%). ES/MS m/z 467 (M+Na).
Preparacidén 6
(IE)-2-[(1S)-1-(Tritiloximetil)aliloxi]acetaldehido oxima

OH
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Esquema de reaccidén 1, Etapa C: Se enfrid una
solucidn de 2-[(1S)-1-(tritiloximetil)aliloxi]acetato de
terc-butilo (77.66 g, 174.7 mmol) en diclorometano (582.2 mL)
a -78°C. Se afiadié una solucidn de hidruro de
diisobutilaluminio en hexanos (1 mol/L, 174.7 mL) por goteo
durante un periodo de 35 minutos y la temperatura se mantuvo
por debajo de -70°C. Se agité a -78°C durante 5 horas. Se
afiadié &cido clorhidrico en agua (2 mol/L, 192.1 mL) a la
mezcla de reaccidn por goteo, manteniendo la temperatura por
debajo de -60°C. La reaccidén se dejd calentar gradualmente a
temperatura ambiente y se agitdé durante 60 minutos. E1
extracto organico se separd y se lavd con bicarbonato de
sodio saturado. La solucidén se secd sobre sulfato de
magnesio, se filtrd y se concentrd bajo presidn reducida para
producir un residuo. El residuo se disolvidé en diclorometano.
Se afiadidé acetato de sodio (28.66 g, 349.3 mmol), seguido por
clorhidrato de hidroxilamina (18.21 g, 262.0 mmol). Se agitd
a temperatura ambiente durante 18 horas. Se vertidé en agua,
las fases se separaron, y la fase acuosa se extrajo con
diclorometano. Las capas organicas se combinaron y sSe secaron
sobre sulfato de magnesio. La mezcla se filtrdé y se concentrd
bajo presidén reducida para producir el compuesto del titulo
(68.38 g, 101%). ES/MS m/z 386 (M-H).

Preparacidén 7

(3aR,4S)-4- (Tritiloximetil)-3,3a,4, 6-tetrahidrofurol[3,4-
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c]isoxazol

Esquema de reaccidédn 1, Etapa D: Se enfrid una
solucidn de (1E)-2-[(1S)-1-
(tritiloximetil)aliloxi]acetaldehido oxima (55.57 g, 143.4
mmol) en éter terc-butil metilico (717 mL) a 5°C. Se anadid
hipoclorito de sodio (5% en agua, 591 ml, 430.2 mmol) por
goteo, manteniendo la temperatura por debajo de 10°C. Se
agité a 10°C durante 30 minutos. La reaccién se dejé se
calenté a 15°C. Se agitdé a 15°C durante 18 horas. La mezcla
de reaccién se diluyd con acetato de etilo y se lavd con
bicarbonato de sodio saturado. Las fases se separaron, la
fase organica se lavdé con una solucidén de 5% sulfito acido de
sodio vy salmuera. La solucidén se secd sobre sulfato de
magnesio, se filtrd y se concentrd bajo presidn reducida para
producir un residuo. El residuo se purificd por cromatografia
en gel de silice, eluyendo con 50% de éter metil terc-
butilico/diclorometano:hexanos (20-27% de gradiente), para
producir el compuesto del titulo (35.84 g, 65%). ES/MS m/z
408 (M+Na) .

Preparacidén 8

(3aR, 4S5, 6aR) -6a- (5-Bromo-2-fluoro-fenil)-4-(tritiloximetil) -
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3,3a,4,0-tetrahidrofuro[3,4-c]isoxazol

Esquema de reaccidédn 1, Etapa E: Se enfrid una
solucidén de 4-bromo-l-fluoro-2-yodo-benceno (86.94 g, 288.9
mmol) en THF (144.5 mL) y tolueno (1445 mL) a -78°C. Se
afiadié n-butil-litio (2.5 M en hexanos, 120 ml, 288.9 mmol)
por goteo, manteniendo la temperatura por debajo de -70°C. Se
agité durante 30 minutos a -78°C. Se afadié dietil eterato de
trifluoruro de Dboro (36.5 ml, 288.9 mmol) por goteo,
manteniendo la temperatura por debajo de -70°C. La solucidn
se agitd durante 30 minutos a -78°C. Se afladié una solucidn
de (3aR,4S)-4-(tritiloximetil)-3,3a,4, 6-tetrahidrofurol[3,4-
clisoxazol (55.69 g, 144.5 mmol) en THF (482 mL) por goteo a
la reacciédén, durante un periodo de 30 minutos, manteniendo la
temperatura por debajo de -65°C. Se agitd a -78°C durante 90
minutos. Rapidamente se afiadié cloruro de amonio saturado,
manteniendo la temperatura por debajo de -60°C. Se vertid en
salmuera y la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo. El
extracto organico se combindé y se secd sobre sulfato de

magnesio. Se filtrd y se concentrd bajo presidn reducida para
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producir un residuo. El residuo se purificd por cromatografia
en gel de silice, eluyendo con un gradiente de 100% de

hexanos a 30% de hexanos/70% de éter dietilico, para producir

X

el compuesto del titulo (36.52 g, 45%). ES/MS m/e (7°Br/%1Br)
560/562 [M+H].
Preparacidén Alternativa 8

Esquema de reaccidédn 1la, Etapa D: Se calentd una
solucidn de 1-(5-bromo-2-fluoro-fenil)-2-[ (1S)-1-
(tritiloximetil)aliloxi]etanona oxima (458 g, 502 mmol) e
hidroquinona (56.3g 511 mmol) en tolueno (4000 mL) a reflujo
bajo nitrdégeno durante 27 horas. La solucidén se enfrid a 24°C
y se afiadid carbonato de sodio acuoso (800 mL). Las capas se
separaron y la fase acuosa se extrajo con tolueno (300 mL).
El extracto organico se combindé y se lavd con agua (2 x 500
mL). La solucidén se concentrd Dbajo presidn reducida para
producir un residuo. Se afiadidé alcohol isopropilico (1500 mL)
y se calentdé a reflujo. Se enfridé a 24°C y los sbdlidos se
recolectaron por filtracién. E1 sélido se secd bajo wvacio
para obtener el compuesto del titulo (212 g, 75%).

Preparacidén 9
1-[(3aR,4S,6aS) -6a- (5-Bromo-2-fluoro-fenil)-4-
(tritiloximetil)-3,3a,4,6-tetrahidrofuro[3,4-c]isoxazol-1-

il]letanona
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Esquema de reaccidén la, Etapa E: Se afadidé cloruro
de acetilo (35.56 g, 503.9 mmol) a una solucidén de
(3aR, 4S5, 6aR) -6a- (5-bromo-2-fluoro-fenil)-4-(tritiloximetil) -
3,3a,4,6-tetrahidrofuro[3,4-c]isoxazol (235.3 g, 420 mmol),
DMAP (5.13 g, 42.0 mmol), y piridina (66.45 g, 840.1 mmol) en
diclorometano (720  mL) bajo nitrdgeno, manteniendo la
temperatura interna por debajo de 5°C. Se agitdé durante 1
hora y luego se afiadidé agua (300 mL) y &cido sulfarico 1 M
(300 mL). La mezcla se agitd durante 10 minutos y las capas
se dejaron separar. El extracto orgadnico se recolectd y se
lavé con carbonato de sodio saturado (500 mL) vy agua (500
mL) . La solucidén se secd sobre sulfato de magnesio. Se filtrd
y se concentrdé bajo presidén reducida para producir 1-
[ (3aR, 4S5, 6aS)-6a- (5-bromo-2-fluoro-fenil)-4-(tritiloximetil) -
3,3a,4,6-tetrahidrofuro[3,4-c]isoxazol-1-il]etanona (235 g,
93%) como un sdélido gris.
Preparacidén 10
1-[(3aR,4S, 6aS) -6a- (5-Bromo-2-fluorofenil) -4-

(hidroximetil) tetrahidro-1H, 3H-furo[3,4-c][1l,2]oxazol-1-
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Esquema de reaccidén 2, Etapa A: En un reactor con
camisa de 20 L se afiadié cloruro de acetilo (290 ml, 4075
mmol) a wuna solucidén de (3aR,4S,6aR)-6a-(5-bromo-2-fluoro-
fenil)-4-(tritiloximetil)-3,3a,4,6-tetrahidrofuro[3,4-
clisoxazol (1.996 g, 3.384 mmol), DMAP (56.0 g, 458 mmol),
piridina (500 ml, 6180 mmol) en diclorometano (10 L) bajo
nitrdédgeno manteniendo la temperatura interna por debajo de
10°C. Después de la adicidén completa (1 hora) se calentd a
20°C y se agitd durante la noche. Si la reaccidén no se
completd, se afiadidé cloruro de acetilo, DMAP, piridina, vy
diclorometano hasta que se observd una reaccidén completa. La
mezcla de reaccién se enfrié a 0°C y se afiadié lentamente
agua (5 L), la mezcla de reaccién se agitd a 10°C durante 30
minutos y las capas se dejaron separar. El extracto organico
se recolectd y se lavd lo acuoso con diclorometano (1 L). Los
extractos organicos combinados se lavaron con acido
clorhidrico acuoso 1 N (2 x 4 L), lo acuoso se extrajo con
diclorometano (2 x 1 L). Los extractos organicos combinados
se lavaron con agua (4 L) y el solvente se removid bajo

presidén reducida para producir el volumen total de
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aproximadamente 5 L. Se afiadié 90% acido férmico (1800 mL) vy
se dejdé reposar a temperatura ambiente durante 3 dias. Se
calenté a 40°C durante 2 horas, luego el solvente se removid
bajo presidén reducida. El residuo se diluyd con metanol (4 L)
y se afiadidé lentamente carbonato de sodio acuoso saturado (3
L). Se afiadidé carbonato de sodio sdélido (375 g) para ajustar
el pH a 8-9. Se agitd a 45°C durante 1 hora luego se enfrid a
temperatura ambiente. Los s6lidos se removieron por
filtracidén, lavando con metanol (4 x 500 mL), luego se tratd
con hidréxido de sodio acuoso 2 N (100 mL) y se dejd reposar
a temperatura ambiente durante 1 hora. Los sdélidos se
removieron por filtracidn, lavando con metanol (2 x 100 mL).

El solvente se evapord bajo presidédn reducida y el residuo se

dividié entre acetato de etilo (5 L) y agua (2 L). Lo acuoso
se extrajo con acetato de etilo (2 L) vy los extractos
organicos combinados se lavaron con salmuera (2 x 1 L). El

solvente se removidé bajo presidn reducida, se afadid éter
metil terc-butilico (2.5 L) y se evapord hasta sequedad. Se
afladié éter metil terc-butilico (4 L) y se agitdé a 65°C
durante 1 hora, se enfrié a temperatura ambiente vy 1los
s6lidos se recolectaron por filtracidén, lavando con éter
metil terc-butilico (3 x 500 mL). Se secd bajo wvacio a un
s6lido beige. Este sé6lido se calentd en tolueno (7.5 L) a
110°C hasta disolucidén completa, se enfrid a 18°C durante 1

hora, vy se agitdé a esta temperatura durante 1 hora. Se
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calenté a 40°C y cuando se formd un precipitado, se enfrid a
18°C una vez mas. Se agitd durante 45 minutos y luego los
sb6lidos se recolectaron por filtracidn, lavando con tolueno
(2 x 500 mL). El1 sdélido se secd bajo vacio para obtener el
compuesto del titulo (443.1 g, 36%, 95% de pureza por LCMS).
El filtrado se evapord bajo vacio para producir un residuo.
El residuo se purificd por cromatografia instantdnea en gel
de silice, eluyendo con 20% a 100% de acetato de etilo en
isohexano. El1 producto se formdé en pasta aguada que contiene
fracciones de éter metil terc-butilico (2 L) a 60°C durante
30 minutos, se enfrid a temperatura ambiente y los sdbdélidos se
recolectaron por filtracidén, lavando con éter metil terc-
butilico (2 x 200 mL). Los sbélidos se secaron bajo vacio para
producir el compuesto del titulo como un sdélido cristalino
beige (304 g, 24%, 88% de pureza por LCMS). E1 filtrado se
evaporé bajo vacio a un residuo. El residuo se purificd por
cromatografia instantdnea en gel de silice, eluyendo con 20%
a 100% de acetato de etilo en isohexano para producir el
compuesto del titulo (57.8 g, 5%, 88% de pureza por LCMS).
ES/MS: m/z (7°Br/8Br) 360.0/362.0 [M+H].
Preparacién Alternativa 10

Esquema de reaccidén 2, Etapa A: Se afiadié 1-
[ (3aR, 4S5, 6aS)-6a- (5-bromo-2-fluoro-fenil)-4-(tritiloximetil) -
3,3a,4,6-tetrahidrofuro[3,4-c]isoxazol-1-il]etanona (69 g,

114.5 mmol) a una solucidén a 15°C de monohidrato de &acido p-
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toluensulfdénico (2.2 g, 11.45 mmol), diclorometano (280 mL) vy
metanol (700 mL). Se agitd durante 18 horas y luego el
solvente se removidé bajo presidén reducida. EI1 residuo se
diluydé con diclorometano (350 mL) y se afiadidé carbonato de
sodio acuoso 1 M (140 mL) vy agua (140 mL). Las capas se
separaron y la capa organica se evapord bajo presidn
reducida. Se afladidé tolueno (350 mL) al residuo y se calentd
a reflujo durante 1 hora. Se enfridé a 10-15°C a una velocidad
de 10°C/hora. Los sdélidos se recolectaron por filtracidén y se
lavaron con tolueno (70 mL). El1 sélido se secd bajo vacio
para obtener el compuesto del titulo (30 g, 65%) como un
s6lido gris.
Preparacidén 11
Acido (3aR, 4S,6aS)-l-acetil-6a- (5-bromo-2-fluoro-fenil) -

3,3a,4,6-tetrahidrofuro[3,4-c]isoxazol-4-carboxilico

F KY
L
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Esquema de reaccidén 2, Etapa B: Se afiadidé agua (2
L) a una suspensioén de 1-[(3aR,4S,6aS) -6a- (5-bromo-2-
fluorofenil)-4- (hidroximetil) tetrahidro-1H, 3H-furo[3,4-
cl][l,2]oxazol-1-il]etanona (804.9 g, 2177 mmol), (2,2,6,6-
tetrametil-piperidin-1-il)oxilo (40.0 g, 251 mmol) en

acetonitrilo (4.5 L) en un reactor con camisa de 20 L y se
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enfrié a una temperatura interna de 5°C. Se afadid
(diacetoxiyodo)benceno (1693 g, 4993.43 mmol) en porciones
durante 30 minutos. La exoterma se controld usando
enfriamiento del reactor y luego se mantuvo a 20°C hasta que
la LCMS mostrd una reaccidn completa. Se afiadid lentamente
una suspensién de bisulfito de sodio (70 g, 672.68 mmol) en
agua (300 mL) a temperatura ambiente, manteniendo la
temperatura interna por debajo de 25°C. Se agitdé durante 30
minutos y luego se enfridé a 5°C. Se anadidé agua (2 L), luego
se afiadidé lentamente 47% en peso de hidrdéxido de sodio acuoso
(780 mL) durante un periodo de 1 hora manteniendo la
temperatura interna por debajo de 10°C. Se afiadidé acetato de
etilo (2 L) e isohexano (5 L), se agitd vigorosamente y las
capas se separaron. Las capas organicas Dbiféasicas se
extrajeron con agua (1 L) y lo acuosa combinado se lavd con
éter metil terc-butilico (2.5 L). Los extractos acuosos se
enfriaron a 5°C y se afiadidé lentamente 37% &cido clorhidrico
(1.4 L) durante 30 minutos manteniendo la temperatura interna
alrededor de 5°C. Se afiadidé acetato de etilo (5 L), las capas
se separaron y lo organico se lavdé con salmuera (3 x 1 L).
Los extractos acuosos combinados se extrajeron con acetato de
etilo (2.5 L), las fases organicas combinadas se lavaron con
salmuera (1 L), luego se secaron con sodio sulfato, vy se
filtraron. Los organicos se diluyeron con heptano (2.5 L) vy

se evaporaron hasta sequedad bajo presidén reducida. Se afiadid
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éter metil terc-butilico (1.5 L) vy heptano (1.5 L) vy se
evapord hasta sequedad. Se afiadidé heptano (2.5 L) vy se
evapord hasta sequedad dos veces. Se afiadidé heptano (500 mL)
y éter metil terc-butilico (500 mL) y se agitdé a 40°C durante
30 minutos, luego el precipitado se recolectd por filtracidn,
lavando con heptano/éter metil terc-butilico (1:1, 1 L),
luego éter metil terc-butilico (3 x 300 mL) y se secd con
aire para producir el compuesto del titulo como un sdélido
cristalino beige (779 g, 91%). ES/MS: m/z (7°Br/81Br)
374.0/376.0 [M+H]. [o]p?®= -19.0° (C = 1.004, cloroformo).
Preparacidén Alternativa 11

Esquema de reaccidén 2, Etapa B: Se afiadidé agua (150
mL) y acetonitrilo (150 mL) a 1-[(4S,6aS)-6a-(5-bromo-2-
fluoro-fenil)-4- (hidroximetil)-3,3a,4,6-tetrahidrofuro[3, 4-
clisoxazol-1-il]Jetanona (30 g, 73.3 mmol), TEMPO (1.14 g,
7.30 mmol) vy (diacetoxiyodo)benceno (51.9 g, 161 mmol). Se
enfrié a 15°C y se agitdé durante 2 horas. Se afiadid
lentamente tiosulfato de sodio (21 g) y carbonato de potasio
(22 g) en agua (150 mL) a temperatura ambiente. Se agitd
durante 1 hora y luego se afiadidé éter metil terc-butilico
(150 mL). Las capas se separaron y el pH de la capa acuosa se
ajustdé a 2-3 con Aacido sulftrico concentrado. Se afiadid
acetato de etilo (150 mL) y las capas se separaron. La capa
organica se evapord hasta sequedad bajo presidén reducida. Se

afiadié n-heptano (90 mL) vy se calentd a reflujo durante 1
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hora. Se enfrié a 15°C y luego el precipitado se recolectd
por filtracidén, lavando con n-heptano (90 mL). Se secd bajo
vacio para producir el compuesto del titulo como un sdélido
blanco (27 g, 98%).
Preparacidén 12
(3aR,4S,6aS)-1-Acetil-6a-(5-bromo-2-fluorofenil)-N-metoxi-N-

metiltetrahidro-1H, 3H-furo[3,4-c][1l,2]oxazol-4-carboxamida

Esquema de reaccidén 2, Etapa C: En un reactor con
camisa de 10 L, se enfridé una solucidédn de &acido (3aR,4S,0asS)-
l-acetil-6a- (5-bromo-2-fluoro-fenil)-3,3a,4, 6-
tetrahidrofuro[3,4-c]isoxazol-4-carboxilico (771 g, 2.019
mmol) en diclorometano (7.0 L) a 0°C bajo nitrdgeno vy se
afiadidé CDI (400 g, 2421 mmol) en porciones durante 40
minutos. Se enfridé la camisa del reactor a -20°C y se agité
durante 1 hora vy luego se afiadié clorhidrato de N,O0O-
dimetilhidroxilamina (260.0 g, 2612 mmol) en porciones
durante aproximadamente 30 minutos. Se agitd a -20°C durante
1 hora, a 0°C durante 2 horas, y a 10°C durante 7 horas. Se
afladié CDI (175 g, 1058 mmol) y se agitd a 10°C durante la

noche. Se afiadié CDI adicional (180 g, 1088 mmol) a 10°C y se
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agitdé durante 1 hora, luego se afadidé clorhidrato de N,O-
dimetilhidroxilamina (140 g, 1407 mmol) vy la agitacidén se
continué a 10°C. Si la reaccidén estuvo incompleta, se
hicieron cargas adicionales de CDI seguido por clorhidrato de
N,O-dimetilhidroxilamina que se observd una reaccién
completa. La mezcla de reaccidén se enfrid a 5°C y se lavd con
dcido clorhidrico acuoso 1 N (5 L) y luego acido clorhidrico
acuoso 2 N (5 L). La solucidén acuosa combinada se extrajo con
diclorometano (1 L), el extracto orgédnico se combindé y se
lavdé con agua (2.5 L), hidrdéxido de sodio acuoso 1 N (2.5 L),
y agua (2.5 L), se secd sobre sulfato de magnesio, se filtro,
y se evapord bajo presidn reducida para producir un residuo.
Se afiadidé éter metil terc-butilico (3 L) y se evapord bajo
presidén reducida. Se afiadid éter metil terc-butilico
adicional (2 L) y se agité a 50°C durante 1 hora, se enfrid a
25°C y se agitd durante 30 minutos. Los sé6lidos resultantes
se recolectaron por filtracidén, se lavaron con éter metil
terc-butilico (2 x 500 mL) vy se secaron bajo vacio para
producir el compuesto del titulo (760 g, 88%) como un sdélido
blanco. ES/MS: m/z (7°Br/8Br) 417.0/419.0 [M+H].
Preparacién Alternativa 12

Esquema de reaccidén 2, Etapa C: Se enfridé una
solucidén de &cido (3aR,4S,0aS)-1l-acetil-6a-(5-bromo-2-fluoro-
fenil)-3,3a,4,6-tetrahidrofuro([3,4-clisoxazol-4-carboxilico

(27 g, 70.7 mmol) en N,N-dimetilformamida (135 mL) a 0°C bajo
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nitrbébgeno y se afiadié CDI (14.9 g, 91.9 mmol). Se agitd
durante 1 hora vy luego se afiadié clorhidrato de N,O-
dimetilhidroxilamina (9.0 g, 92 mmol) y trietilamina (14.3 g,
141 mmol). Se agitdé a 15°C durante 16 horas. La mezcla de
reaccién se enfridé a 0°C y se afiadidé acido sulfurico acuoso
0.5 M (675 mL). Se agitdé durante 1 hora. Los sdélidos
resultantes se recolectaron por filtracidédn. Los sdélidos se
formaron en pasta aguada en éter metil terc-butilico (90 mL)
durante 1 hora. Los sbé6lidos se recolectaron por filtracidn,
se lavaron con éter metil terc-butilico (30 mL). Se secaron
bajo vacio para producir el compuesto del titulo (23 g, 78%)
como un sélido.
Preparacidén 13
1-[(3aR,4S,6aS)-1-Acetil-6a-(5-bromo-2-fluoro-fenil) -

3,3a,4,0-tetrahidrofuro[3,4-c]isoxazol-4-il]etanona

Br

Esquema de reaccidén 2, Etapa D: En un reactor con
camisa de 20 L, se enfridé una solucidén de (3aR,4S,06aS)-1-
acetil-6a—- (5-bromo-2-fluorofenil) -N-metoxi-N-metiltetrahidro-
1H, 3H-furo[3,4-c] [1,2]oxazol-4-carboxamida (654.0 g, 1536
mmol) en THF (10 L) a -60°C y se afiadié una solucidén de

bromuro de metilmagnesio 3.2 M en 2-metiltetrahidrofurano
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(660 ml, 2110 mmol) por goteo, mientras se mantuvo la
temperatura interna por debajo de -40°C. La mezcla de
reaccidén se agitdé a -40°C durante 30 minutos, luego se enfrid
a -50°C y se anadidé una solucidén de &acido clorhidrico acuoso
1 N (2 L) en THF (2 L) manteniendo la temperatura interna por
debajo de -38°C. La temperatura se aumentd a 10°C y se afadid
acetato de etilo (5 L) y agua (1 L), se agitd y se dejd que
la temperatura interna alcanzara 5°C y las capas se
separaron. La capa acuosa se extrajo con acetato de etilo (1
L) y los extractos orgadnicos se combinaron. Los extractos
organicos se lavaron con agua (2 L) y la capa acuosa se
extrajo con acetato de etilo (1 L). El extracto organico se
combindé y se lavd con salmuera (3 x 2 L) luego se secd sobre
sulfato de magnesio, se filtrd, y se evapord bajo presidn
reducida a un residuo. Se afiadidé ciclohexano (2.5 L), se
agité a 60°C durante 1 hora, luego a 20°C durante 30 minutos,
y el sbélido se recolectd por filtracidn, se lavd con
ciclohexano (500 mL). El1 sélido se secd bajo vacio para

obtener el compuesto del titulo como un sélido blanco (565 g,

X

99%). ES/MS: m/z (79Br/8Br) 372.0/374.0 [M+H], [o]p?® = -58.0°
(C = 1.000, cloroformo).
Preparacién Alternativa 13
Esquema de reaccidén 2, Etapa D: Se enfridé una
solucidén de (3aR,4S,06aS)-1l-acetil-o6a-(5-bromo-2-fluorofenil) -

N-metoxi-N-metiltetrahidro-1H, 3H-furo[3,4-c][1l,2]oxazol-4-
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carboxamida (4.0 g, 9.59 mmol) en THF (60 mL) a -5°C y se
afiadié una solucidén 3.0 M de bromuro de metilmagnesio en 2-
metiltetrahidrofurano (5.0 ml, 15 mmol) por goteo, mientras
se mantuvo la temperatura interna entre -5 y 0°C. La mezcla
de reaccién se agitd entre -5 y 0°C durante 60 minutos vy
luego se afiadid® una solucidén de cloruro de amonio saturado
(20 mL). Se afiadidé éter metil terc-butilico (40 mL), se dejd
que la temperatura interna alcanzara 5°C y las capas se
separaron. La fase orgédnica se evapord bajo presidn reducida
a un residuo. Se afiadié n-heptano (50 mL), se agitd, y el
sb6lido se recolectd por filtracidn. E1 sbdélido se secd bajo
vacio para obtener el compuesto del titulo como un sbélido

(3.0 g, 77%).

o\

Preparacidén 14
1-[(3aR,4S, 6aS) -6a- (5-Bromo-2-fluorofenil)-4-(1,1-
difluoroetil)tetrahidro-1H, 3H-furo[3,4-c][1l,2]oxazol-1-

il]letanona

Esquema de reaccidén 2, Etapa E: Se afiadié 1-
[ (3aR,4S,6aS)-1-acetil-6a- (5-bromo-2-fluoro-fenil)-3,3a,4, 6-

tetrahidrofuro[3,4-c]isoxazol-4-il]etanona (5.08 g, 13.6
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mmol) en una porcidén Unica a una suspensidédn agitada de
tetrafluoroborato de difluoro(morfolino)sulfonio (10.02 g,
39.18 mmol) en diclorometano anhidro (100 mL) a 0-5°C. La
mezcla se agitd durante 10 minutos % se afadid
trifluorohidrato de trietilamina (4.5 ml, 27 mmol) por goteo
durante 10 minutos. La mezcla de reaccidén se agitd en el bafio
de hielo durante 8 horas, luego se calentd a temperatura
ambiente y se agitd durante la noche. Se afiadid® carbonato de
sodio acuoso saturado (100 mL) y se agitd durante 1 hora. Las
capas se separaron y lo acuoso se extrajo con diclorometano
(2 x 50 mL). Los extractos organicos se combinaron y se
lavaron con bicarbonato de sodio acuoso saturado (100 mL),
dcido clorhidrico acuoso 2 N (2 x 100 mL), y salmuera (100
mL) . Se evaporaron hasta sequedad a un sélido marrdn claro y
se disolvieron en éter metil terc-butilico (300 mL) a 60°C.
La solucidén caliente se filtrdé y el filtrado se evapord para
producir un sélido marrdén (5.3 g, 81%, 82% de pureza por
LCMS) que se utilizdé sin purificacién adicional. ES/MS: m/z
(7°Br/81Br) 393.8/395.8 [M+H].
Preparacién Alternativa 14

Esquema de reaccién 2, Etapa E: Se afiadiod
XtalFluor-M® (1.21 kg, 4.73 mol) en porciones a una solucidn
agitada de 1-[(3aR,4S,6aS)-1-acetil-6a-(5-bromo-2-fluoro-
fenil)-3,3a,4,6-tetrahidrofuro[3,4-c]isoxazol-4-il]Jetanona

(565 g, 1.51 mol) en diclorometano anhidro (5 L) a -14°C. La
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mezcla se agitd durante 10 minutos % se afadid
trifluorohidrato de trietilamina (550 g, 3.34 mol) por goteo
durante 20 minutos. La mezcla de reaccidén se agitd a -10°C
durante aproximadamente 10 horas, luego se calentd a
temperatura ambiente y se agitd durante la noche. Se afiadid
50% hidroéxido de sodio acuoso (750 mL) lentamente,
manteniendo la temperatura interna por debajo de 10°C, luego
se afadidé agua (1.5 L) vy carbonato &cido de sodio acuoso
saturado (1 L) y se agitdé durante 30 minutos. Las capas se
separaron y lo acuoso se extrajo con diclorometano (1 L). Los
extractos organicos se combinaron y se lavaron con salmuera
(3 L), &cido clorhidrico acuoso 2 N (5 L), y salmuera (3 L).
Se evaporaron para producir un residuo y se purificd por
cromatografia en gel de silice eluyendo con 50-100% de
diclorometano en iso-hexano, luego 10% de éter metil terc-
butilico en diclorometano para producir el compuesto del
titulo como un polvo blanco (467 g, 73%, 94% pureza por
LCMS). ES/MS: m/z (7°Br/%Br) 393.8/395.8 [M+H].
Preparacidén 15
(3aR, 4S5, 06aS) -6a- (5-Bromo-2-fluoro-fenil)-4-(1,1-

difluoroetil)-3,3a,4,6-tetrahidro-1H-furo[3,4-c]isoxazol
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Esquema de reaccidén 2, Etapa F: Se afiadidé 37% en
peso de acido clorhidrico acuoso (1.3 L, 16 mol) a una
solucidn de 1-[(3aR,4S, 6aS) -6a- (5-bromo-2-fluorofenil) -4-
(1,1-difluorocetil) tetrahidro-1H, 3H-furo[3,4-c][1l,2]oxazol-1-
illetanona (570 g, 1.45 mol) en 1,4-dioxano (5 L) en un
reactor con camisa de 10 L y se agitd a 100°C durante
aproximadamente 3 horas o hasta que la LCMS mostrd una
reaccién completa. La mezcla de reaccién se enfrid a 10°C, se
diluydé con agua (1 L) y se afladié una mezcla de 50% en peso
de hidréxido de sodio acuoso (800 mL) y agua (1 L)
lentamente, manteniendo la temperatura interna por debajo de
20°C. Se afadié acetato de etilo (2.5 L) vy se agitd
vigorosamente, antes las <capas se separaron vy la fase
organica se lavdé con salmuera (2 L), salmuera adicional (1
L), y agua (1 L). Se secd sobre sulfato de magnesio, se
filtrdé y se concentrdé hasta sequedad bajo presidén reducida
para producir un residuo. Se afiadidé ciclohexano (2.5 L) y se
evapordé hasta sequedad y luego se repitid para obtener el
compuesto del titulo como un aceite marrdén (527 g, 89%, 86%
de pureza por LCMS). ES/MS: m/z (7°Br/®1Br) 351.8/353.8 [M+H].

Preparacidén 16
[(2S,3R,4S)-4-amino-4- (5-bromo-2-fluorofenil)-2-(1,1-

difluoroetil)tetrahidrofuran-3-il]Jmetanol
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Esquema de reaccidédn 2, Etapa G: Se afiadid polvo de
zinc (6.0 g, 92 mmol) a una solucidén de (3aR,4S,6aS)-6a-(5-
bromo-2-fluoro-fenil)-4-(1,1-difluorocetil)-3,3a,4, 6-
tetrahidro-1H-furo[3,4-c]isoxazol (5.06 g, 13.4 mmol) en
adcido acético (100 mL) a temperatura ambiente y se agitd
durante la noche. La mezcla se diluydé con acetato de etilo
(200 mL) y agua (300 mL) y se agitd vigorosamente mientras se
adicioné carbonato de sodio (97 g, 915 mmol). Las capas se
separaron y la capa organica se lavdé con salmuera (2 x 200
mL), se secd sobre sulfato de magnesio, se filtrd vy se
concentré para producir un residuo. El1 residuo se purificd
por cromatografia en gel de silice eluyendo con 0% a 100% de
éter metil terc-butilico en isohexano para producir el
compuesto del titulo como un sdélido ceroso (4.67 g, 89%, 90%
de pureza por LCMS). ES/MS: m/z (7°Br/®Br) 354.0/356.0 [M+H].

Preparacidén Alternativa 16

Esquema de reaccidén 2, Etapa G: Se afiadidé polvo de
zinc (200 g, 3.06 mol) en porciones a wuna solucidén de
(3aR,4S, 6aS8) -6a- (5-bromo-2-fluoro-fenil)-4-(1,1-

difluoroetil)-3,3a,4,6-tetrahidro-1H-furo[3,4-c]isoxazol (304
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g, 75% de pureza, 647 mmol) en acido acético (2 L) y agua (2
L) a 20°C, luego se calentd a 40°C y se agitd durante la
noche. La mezcla se diluydé con agua (2 L) vy se agitd
vigorosamente mientras se afiadidé carbonato de sodio (4 kg,
43.4 mol), luego el pH se ajustd a 8-9 con carbonato de sodio
adicional. Se afiadidé acetato de etilo (5 L) vy agua (2.5 L),
se agitd durante 30 minutos y se filtrd a través de tierra de
diatomeas lavando con 2:1 de acetonitrilo/agua. Las capas se
separaron, lo acuoso se extrajo con acetato de etilo (2 x 2.5
L) vy los -extractos organicos combinados se lavaron con
salmuera (2 x 2.5 L), se secaron sobre sulfato de magnesio,
se filtraro, y se concentraron para producir un residuo. El
residuo se purificd por SFC, columna: Chiralpak AD-H (5), 50
x 250 mm; eluyente: 12% de etanol (0.2% de dietilmetilamina
en COz; velocidad de flujo: 340 g/minuto a UV 220 nm para
producir el compuesto del titulo como un sdélido blanco (197.7
g, 84%). [olp?® = -6.93° (C = 0.678, cloroformo). ES/MS: m/z
("°Br/8Br) 354.0/356.0 [M+H].
Preparacidén 17
[(2S,3R,4S)-4-Amino-4- (5-bromo-2-fluoro-fenil)-2-

(tritiloximetil) tetrahidrofuran-3-il]metanol
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Esquema de reaccidn 1, Etapa F: Se afiadiod
(3aR, 4S5, 6aR) -6a- (5-bromo-2-fluoro-fenil)-4-(tritiloximetil) -
3,3a,4,6-tetrahidrofuro[3,4-c]isoxazol (31.30 g, 55.9 mmol) a
adcido acético (186 mL) para producir una suspensidn. Se
afiadié zinc (25.6 g, 391 mmol) y la mezcla de reaccidn se
agitd vigorosamente durante 18 horas. La mezcla se diluyd con
tolueno y se filtrdé a través de tierra de diatomeas. E1
filtrado se concentré bajo presién reducida. E1 residuo se
solubilizdé con acetato de etilo, se lavdé con salmuera, Vy
bicarbonato de sodio saturado. Las fases se separaron, se
secaron sobre sulfato de magnesio, se filtraron, y se
concentraron bajo presidén reducida para producir el compuesto
del titulo (31.35 g, 99%). ES/MS m/e (’°Br/8Br) 562/564 [M+H].

Preparacidén 18

N-[[(3S,4R,5S)-3-(5-Bromo-2-fluoro-fenil)-4- (hidroximetil)-5-

(tritiloximetil) tetrahidrofuran-3-il]carbamotioil]benzamida
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Esquema de reaccidén 1, Etapa G: Se disolvid

[(2S,3R,48)-4-amino-4- (5-bromo-2-fluoro-fenil) -2-
(tritiloximetil) tetrahidrofuran-3-il]metanol (31.35 g, 55.73
mmol) en diclorometano (557 mL) y se enfrié a 5°C. Se afadibd
isotiocianato de benzoilo (9.74 ml, 72.45 mmol). Después que
la adicidén se completd, la mezcla de reaccidn se dejod
calentar a temperatura ambiente y se agitdé durante 2 horas.
Se vertidé en bicarbonato de sodio saturado, las fases se
separaron y la fase acuosa se extrajo con diclorometano. El
extracto organico se combindé y se secd sobre sulfato de
magnesio. La solucidén se filtrd y se concentrd bajo presidn
reducida para producir el compuesto del titulo (42.95 g,
106%). ES/MS m/e (7°Br/81Br) 747/749 [M+Na].
Preparacién 19
N-[ (4aS,5S,7aS)-7a- (5-Bromo-2-fluoro-fenil)-5-(1,1-
difluoroetil)-4,4a,5,7-tetrahidrofuro[3,4-d][1,3]tiazin-2-

il]lbenzamida
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Esquema de reaccidn 2, Etapa H: Se afiadiod
isotiocianato de Dbenzoilo (1.80 ml, 13.3 mmol,) a una
solucidén de [(2S5,3R,4S)-4-amino-4-(5-bromo-2-fluorofenil)-2-

(1,1-difluorcetil)tetrahidrofuran-3-il]lmetanol (4.67 g, 11.9
mmol) en diclorometano (20 mL) a temperatura ambiente durante
1 hora hasta que la LCMS mostrd que la reaccidn se completd.
La mezcla de reaccidn se evapord a un residuo bajo wvacio. Se
afiladié ciclohexano (50 mL), se calenté a 60°C y se afadid
éter metil terc-butilico hasta que el precipitado se disolvid
completamente (100 mL). La solucién caliente se filtrd, se
enfrié a temperatura ambiente y se evapord lentamente bajo
presién reducida hasta la formacidén de un precipitado blanco.
El solvente se removid bajo presidédn reducida y el residuo se
disolvié en diclorometano anhidro (30 mL), se afadidé piridina
(2.4 ml, 30 mmol), y la solucidén se enfridé a -25°C. Se afiadid
anhidrido trifluorometansulfénico (2.2 mL, 13 mmol) por goteo
durante 30 minutos y se dejé calentar a 0°C durante 1 hora.
La mezcla de reaccidén se lavd con agua (25 mL), acido
clorhidrico acuoso 2 N (25 mL), agua (25 mL), bicarbonato de

sodio saturado acuocso (25 mL), y agua (25 mL), se secd sobre
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sulfato de magnesio, se filtro, y se concentrd hasta

sequedad. El residuo se purificd por cromatografia en gel de

o°

silice eluyendo con 5 de éter metil terc-butilico en
diclorometano para producir el compuesto del titulo como una
espuma amarilla clara (5.0 g, 76%, 90% de pureza por LCMS).
ES/MS: m/z (7°Br/8Br) 499.0/501.0 [M+H].
Preparacidén Alternativa 19

Esquema de reaccidn 2, Etapa H: Se afiadiod
isotiocianato de benzoilo (98 ml, 724.9 mmol,) a una solucidn
de [ (25,3R,4S)-4-amino-4- (5-bromo-2-fluorofenil)-2-(1,1-
difluorocetil)tetrahidrofuran-3-il]metanol (197.6 g, 546.7
mmol) en diclorometano (1.2 L) a 30°C durante 1 hora. Se
afiadié CDI (101 g, ©610.4 mmol) y se agitd a temperatura
ambiente durante 3 horas. Se pudieron hacer cargas
adicionales de CDI para asegurar el consumo completo del
intermediario tiourea. Se calentdé a 90°C durante 42 horas vy
la solucidén se enfridé a temperatura ambiente. La mezcla de
reaccién se diluyd con acetato de etilo (2 L) y se anadid
acido clorhidrico acuoso 2 N (2 L), se agitd, se anadid
salmuera (1 L) y las capas se separaron. La capa organica se
lavé con &cido clorhidrico acuoso 2 N (0.5 L), salmuera (2 x
1 L) y bicarbonato de sodio acuoso saturado (1 L). Se secd
sobre sulfato de magnesio, se filtrd, y se concentrd para
producir un residuo. El residuo se purificd por cromatografia

en gel de silice eluyendo con 0-100% de acetato de etilo en
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sélido amarillo claro (234 g, 83%). ES/MS: m/z (7°Br/81Br)
499.0/501.0 [M+H].
Preparacidén 20
N-[ (4aS,5S,7a8)-7a- (5-Bromo-2-fluoro-fenil)-5-
(tritiloximetil)-4,4a,5, 7-tetrahidrofuro[3,4-d][1l,3]tiazin-2-

i1l]lbenzamida

q'i; ‘ahi H
SR n N
NN
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Esquema de reaccién 1, Etapa H: Se disolvidé N-
[[(3S,4R,5S5) -3- (5-bromo-2-fluoro-fenil)-4- (hidroximetil) -5-
(tritiloximetil) tetrahidrofuran-3-il]carbamotioil]benzamida
(42.95 g, 59.18 mmol) en diclorometano (591 mL) y se enfridé a
-20°C. Se afladidé piridina (12.0 ml, 148.0 mmol), seguido por
anhidrido trifluorometansulfédnico (10.97 ml, 65.10 mmol). Se
monitoredé la adicidén manteniendo la temperatura por debajo de
-20°C. La mezcla de reaccidén se agitd a -20°C durante 30
minutos. La mezcla de reaccidén se dejd calentar a temperatura
ambiente. Se vertid en cloruro de amonio saturado, las fases
se separaron, y la fase acuosa se extrajo con diclorometano.

El extracto orgadnico se combindé y se secd sobre sulfato de
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magnesio. La solucidén se filtrd y se concentrd bajo presidn
reducida para producir el compuesto del titulo (45.24 g,
108%) . ES/MS m/e (7°Br/8Br) 707/709 [M+H].

Preparaciédn 21
N-[ (4aS,5S,7aS)-7a- (5-Bromo-2-fluoro-fenil)-5-(hidroximetil) -

4,4a,5,7-tetrahidrofuro[3,4-d] [1,3]tiazin-2-il]benzamida
HO—

» H
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o
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Esquema de reaccidén 1, Etapa I: Se disolvid N-
[ (4aS,55,7aS)-7a- (5-bromo-2-fluoro-fenil)-5-(tritiloximetil) -
4,4a,5,7-tetrahidrofuro[3,4-d][1,3]tiazin-2-il]benzamida
(45.24 g, 63.93 mmol) en acido férmico (160 mL) y se agitd a
temperatura ambiente durante 1 hora. Se afadié agua (29 mL)
durante un periodo de 5 minutos. Se agitdé durante 50 minutos.
La mezcla se concentrd bajo presidén reducida a un residuo. E1
residuo se disolvid en metanol (639 mL) , se afiadid
trietilamina (26.7 ml, 191.8 mmol) vy se agitdé durante la
noche a temperatura ambiente. Se vertié en salmuera, las
fases se separaron, y la fase acuosa se extrajo con
cloroformo. El1l extracto organico se combindé y se secd sobre
sulfato de magnesio. Se filtrdé y se concentrd bajo presidn
reducida para producir un residuo. El residuo se purificd por

cromatografia en gel de silice, eluyendo con acetona:hexanos
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(25-38% de gradiente), para producir el compuesto del titulo

(16.04 g, 54%). ES/MS m/e (7°Br/8Br) 465/467 [M+H].
Preparacidén 22

Acido (4as,5S,7aS)-2-benzamido-7a- (5-bromo-2-fluoro-fenil) -

4,4a,5,7-tetrahidrofuro[3,4-d] [1,3]tiazin-5-carboxilico

. H
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o
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A H ||
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Esquema de reaccidén 1, Etapa J: Se afiadidé N-
[ (4a5,55,7aS)-7a- (5-bromo-2-fluoro-fenil)-5- (hidroximetil) -
4,4a,5,7-tetrahidrofuro[3,4-d][1,3]tiazin-2-il]benzamida
(16.04 g, 34.47 mmol) a DMSO (172 mL). Se afiadidé &cido 2-
yodoxibenzoico (35.56 g, 120.70 mmol) y se agitdé a
temperatura ambiente durante 3 horas. La mezcla de reaccidn
se diluydé con cloroformo (300 mL) y se vertidé en cloruro de
amonio saturado (400 mL). La fase orgénica se separd y se
secd sobre sulfato de magnesio. La solucidén se filtrd y se
concentré bajo presidén reducida para producir un residuo. El
residuo se disolvidé en acetato de etilo (400 mL) y se lavd
con cloruro de amonio saturado (2 x 250 mL). La fase organica
se separd, se secd sobre sulfato de magnesio, se filtrd y se
concentré bajo presidén reducida para producir un residuo. El

residuo se disolvidé en una mezcla de diclorometano:metanol y
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se afiadidé éter dietilico hasta que se precipitd un sdbdlido. E1L
s6lido se recolectd por filtracidén y se secd bajo presidn
reducida para producir el compuesto del titulo (5.78 g, 35%).
ES/MS m/e (7°Br/8Br) 479/481 [M+H].
Preparacidén 23
(4aS,5S,7aS) -2-Benzamido-7a- (5-bromo-2-fluoro-fenil) -N-
metoxi-N-metil-4,4a,5,7-tetrahidrofuro[3,4-d][1l,3]tiazin-5-

carboxamida

Esquema de reaccidén 1, Etapa K: Se disolvidé &acido
(4aS,5S,7aS8) -2-benzamido-7a- (5-bromo-2-fluoro-fenil) -
4,4a,5,7-tetrahidrofuro[3,4-d][1,3]tiazin-5-carboxilico (5.78
g, 12.1 mmol) en diclorometano (201 mL) y clorhidrato de N,O-
dimetilhidroxilamina (1.76 g, 18.1 mmol) . Se afiadiod
trietilamina (5.29 ml, 36.2 mmol) seguido por HATU (7.02 g,
18.1 mmol). Se agitd a temperatura ambiente durante 3 dias.
Se vertidé en cloruro de amonio saturado, las fases se
separaron y la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo.
Los extractos organicos se combinaron y se secaron sobre
sulfato de magnesio. Se filtraron y se concentraron bajo

presién reducida para producir un residuo. El1 residuo se
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purificdé por cromatografia en gel de silice, eluyendo con
acetato de etilo:diclorometano (0-50% de gradiente) para
producir el compuesto del titulo (4.15 g, 66%). ES/MS m/e
(7°Br/81Br) 522/524 [M+H].
Preparacidédn 24
N-[ (4aS,5S,7aS)-5-Acetil-7a- (5-bromo-2-fluoro-fenil) -

4,4a,5,7-tetrahidrofuro[3,4-d][1l,3]tiazin-2-i1l]benzamida

Esquema de reaccidén 1, Etapa L: Se anadidé por goteo
a una solucidén a -78°C de (4aS,5S,7aS)-2-benzamido-7a-(5-
bromo-2-fluoro-fenil) -N-metoxi-N-metil-4,4a,5,7-
tetrahidrofuro[3,4-d][1,3]tiazin-5-carboxamida (1.51 g, 2.89
mmol) en THF (57.8 mL) bromuro de metilmagnesio (3.0 mol/L en
éter dietilico, 4.8 ml, 14.5 mmol). La reaccidn se agitd a -
78°C durante 5 minutos y se dejdé calentar gradualmente a
temperatura ambiente. Se agité durante 30 minutos. La
reaccién se enfridé con metanol (4 mL), se diluyd con cloruro
de amonio saturado, y se extrajo con acetato de etilo. El1
extracto organico se combindé y se secd sobre sulfato de
sodio. Se filtrdé y se concentrd bajo presidn reducida para

producir un residuo. El residuo se purificd por cromatografia



10

15

20

25

70

en gel de silice, eluyendo con acetato de etilo:hexanos (0-
100% de gradiente) para producir el compuesto del titulo
(1.28 g, 93%). ES/MS m/e (7°Br/8Br) 477/479 [M+H].
Preparacidn 25
N-[ (4aS,5S,7aS)-7a- (5-Bromo-2-fluoro-fenil)-5-(1,1-
difluoroetil)-4,4a,5,7-tetrahidrofuro[3,4-d][1l,3]tiazin-2-

i1l]lbenzamida

Esquema de reaccidn 1, Etapa M: Se afiadiod
conjuntamente diclorometano (34 mL), trifluoruro de bis(2-
metoxietil)aminoazufre (1.52 ml, 6.88 mmol), y dietil eterato
de trifluoruro de boro (0.89 ml, 6.88 mmol). Se agitd a
temperatura ambiente durante 2 horas. Se afiadid N-
[ (4aS,5S,7aS)-5-acetil-7a- (5-bromo-2-fluoro-fenil)-4,4a,5,7-
tetrahidrofuro[3,4-d][1l,3]tiazin-2-il]benzamida (0.821 g,
1.72 mmol) en una porcidén, seguido por trifluorohidrato de
trietilamina (1.13 ml, 6.88 mmol). Se agitd a temperatura
ambiente durante 18 horas. Se vertidé en cloruro de amonio
saturado, las fases se separaron, y la fase acuosa se extrajo
con acetato de etilo. El extracto orgédnico se combind y se
secd sobre sulfato de magnesio. Se filtrd y se concentrd bajo

presién reducida para producir un residuo. El1 residuo se
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purificdé por cromatografia en gel de silice, eluyendo con
diclorometano:hexanos (80-100% de gradiente), para producir
el compuesto del titulo (0.552 g, 64%). ES/MS m/e (7°Br/%1Br)
499/501 [M+H].
Preparacidn 26
N-[(5S,7aS)-5-(1,1-Difluoroetil)-7a-{2-fluoro-5-
[ (trifluorocacetil)amino] fenil}-4a,5,7,7a-tetrahidro-4H-

furo[3,4-d][1,3]tiazin-2-il]lbenzamida

r
: @
o] i Q
N HJ\Q
©\NH
oA E
F

Esquema de reaccidén 5, Etapa A: Se disolvidé N-
[ (4aS,5S5,7aS)-7a- (5-bromo-2-fluorofenil)-5-(1,1-
difluoroetil)-4a,5,7, 7a-tetrahidro-4H-furo[3,4-d][1,3]tiazin-
2-il]lbenzamida (234 g, 454.6 mmol) en 1l.4-dioxano (2 L) y se
afiadieron tamices moleculares de 4 A (37  qg), 2,2,2-
trifluoroacetamida (91 g, 780.9 mmol), carbonato de potasio
finamente molido (114 g, 824.9 mmol), yoduro de sodio (117 g,
780.6 mmol), yoduro de cobre (I) (17.5 g, 91.9 mmol) y trans-
N,N’-dimetil-1,2-ciclohexano diamina racémica (20 g, 140.6
mmol) bajo una corriente de nitrdégeno. El recipiente se purgbd
con 3 interruptores de nitrdégeno de vacio y se calentd a

123°C durante 18 horas. Se enfridé a temperatura ambiente y la
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solucidén se filtrd a través de tierra de diatomeas, y se lavd
con acetato de etilo. Se afladidé cloruro de amonio acuoso
saturado (2 L) y se agitd vigorosamente durante 45 minutos.
Las capas se separaron y la capa organica se lavd con cloruro
de amonio acuoso saturado (3 x 1 L), salmuera (300 mL), se
secd sobre sulfato de magnesio, se filtrd y se evapord para
producir un residuo. El1l residuo se purificd por cromatografia
en gel de silice eluyendo con 0-100% de acetato de etilo en
iso-hexano para producir el compuesto del titulo como un
sélido amarillo claro (297.9 g, 95%, 81% de pureza).ES/MS:
m/z 532.0 [M+H].
Preparacidén 27
N-[ (4aS,5S,7aS)-7a- (5-Amino-2-fluoro-fenil)-5-(1,1-
difluoroetil)-4,4a,5,7-tetrahidrofuro[3,4-d][1,3]tiazin-2-

il]lbenzamida

Esquema de reaccién 1, Etapa N: Se combindé N-
[ (4aS,5S,7aS)-7a- (5-bromo-2-fluoro-fenil)-5-(1,1-
difluoroetil)-4,4a,5,7-tetrahidrofuro([3,4-d][1l,3]tiazin-2-

il]lbenzamida (0.372 g, 0.74 mmol) vy (1R, 2R)-N,N’-dimetil-
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1,2-ciclohexanodiamina (0.037 ml, 0.22 mmol) en etanol (30
mL) . Se afiadidé azida de sodio (0.194 g, 2.98 mmol), seguido
por ascorbato de sodio (solucidén 0.66 M, 0.50 ml, 0.33 mmol).
La parte superior del matraz se purgd con nitrdgeno y se
afladidé sulfato cuUprico (solucidén 0.33 M, 0.68 ml, 0.22 mmol).
La mezcla de reaccidédn se calentd a 80°C y se agitd durante 5
horas. La reaccidén se enfrid y se afiadid agua fria. La mezcla
se extrajo con acetato de etilo. El extracto orgédnico se
combindé y se secd sobre sulfato de sodio. Se filtrd y se
concentrd bajo presidn reducida para producir un residuo. E1
residuo se combindé con paladio (10% en masa sobre carbono,
0.35 g, 0.16 mmol) en etanol (50 mL) y THF (10 mL). La mezcla
se purgd con nitrégeno y con hidrdgeno. Se agitdé a
temperatura ambiente bajo 50 psi de hidrdégeno durante 1 hora.
El catalizador se separd por filtracidédn y se lavd con acetato
de etilo. La solucidén se concentrd bajo presidn reducida para
producir un residuo. El residuo se purificd por cromatografia
en gel de silice, eluyendo con acetato de etilo:diclorometano

(0-20% de gradiente), para producir el compuesto del titulo

(0.2184 g, 67%). ES/MS m/z 436 (M+H).

Preparacidén Alternativa 27
Esquema de reaccidén 5, Etapa B: Se anadidé amoniaco
7 N en metanol (600 ml, 4.2 mol) a una suspensién agitada de

N-[ (53, 7aS)-5-(1,1-difluoroetil)-7a-{2-fluoro-5-
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[(trifluoroacetil)amino] fenil}-4a,5,7,7a-tetrahidro-4H-
furo[3,4-d] [1,3]tiazin-2-il]benzamida (250 g, 80% de pureza,
376.3 mmol) en metanol (200 mL) a temperatura ambiente y se
agitd a temperatura ambiente durante 18 horas. Se evapord
hasta sequedad para producir el compuesto del titulo como una
goma marrdédn (190 g, 375.2 mmol, 86% de pureza). ES/MS: m/z
436.0 [M+H].
Preparacidén 28
(4aS,55,7aS)-7a- (5-Amino-2-fluorofenil)-5-(1,1-difluoroetil) -
4a,5,7,7a-tetrahidro-4H-furo[3,4-d] [1,3]tiazin-2-amina

F
—LF,

F
i
o1 %
F N MNHz
: NH

Esquema de reaccién 4, Etapa A: Se disolvid N-
[ (4aS,5S5,7aS)-7a- (5-amino-2-fluoro-fenil)-5-(1,1-
difluoroetil)-4,4a,5,7-tetrahidrofuro([3,4-d][1l,3]tiazin-2-
il]lbenzamida (216.4 g, 88% de pureza, 435.9 mmol) en piridina
(400 mL), etanol (100 mL) y THF (300 mL). Se afnadid
clorhidrato de O-metilhidroxilamina (190 g, 2275.0 mmol) y se
agitd a temperatura ambiente durante 18 horas. Se diluyd con

2-metiltetrahidrofurano (1 L) y se lavdé con agua (2 x 300

mL) . La capa organica se aisld y se anadidé 35% hidrdxido de
amonio acuoso (100 mL) a 1lo acuoso. Se extrajo con 2-

metiltetrahidrofurano (300 mL), luego se saturd con cloruro
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de sodio y se extrajo con 2-metiltetrahidrofurano (2 x 300
mL) . Los extractos organicos se combinaron, se lavaron con
salmuera (300 mL), y se evaporaron a un residuo. Se disolvid
en metanol (200 mL), se afiadidé amoniaco 7 N en metanol (100
ml, 700 mmol) y se agitd a temperatura ambiente durante 18
horas. Se puede afiadir amoniaco adicional si permanece
cualgquier impureza de trifluorocacetamida. E1 solvente se
removidé bajo presidn reducida y el residuo se disolvid en
acido <clorhidrico acuoso 2 N (1.5 L). Se extrajo con
diclorometano (6 x 500 mL), las capas organicas se combinaron
y el solvente se removid Dbajo presidn reducida hasta un
volumen total de aproximadamente 1 L. Se lavdé con acido
clorhidrico acuoso 2 N (300 mL) y todos los lavados acuosos
se combinaron. Se afiadidé 2-metiltetrahidrofurano (1 L) y se
agitdé vigorosamente mientras se ajustd el pH a bésico con
bicarbonato de sodio hasta que no se observd desprendimiento
de gas. Las capas se separaron y la fase acuosa se extrajo
con 2-metiltetrahidrofurano (2 x 500 mL). Los extractos
organicos combinados se secaron con sulfato de magnesio, se
filtraron, y se evaporaron para producir un sélido marrdn. E1
residuo se purificé por cromatografia en gel de silice
eluyendo con 0-100% de diclorometano en THF. El producto que
contiene fracciones se evapord con acetato de etilo/heptano
para producir el compuesto del titulo como un polvo beige

fino (106 g, 70%, 95% de pureza). ES/MS: m/z 332.0 [M+H],
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[a]p?? = 42.11° (C = 0.532, cloroformo).
Preparacidén 29
N-[3-[ (4aS,5S,7aS) -2-Benzamido-5-(1,1-difluoroetil) -4, 4a,5,7-
tetrahidrofuro[3,4-d][1,3]tiazin-7a-i1l1]-4-fluoro-fenil]-5-

ciano-piridin-2-carboxamida
F

,1/

Esquema de reaccidn 3, Etapa A: Se afiadié N,N-
diisopropiletilamina (0.032 ml, 0.1837 mmol) a una mezcla de
-[(4aS5,55,7aS8)-7a- (5-amino-2-fluoro-fenil)-5-(1, 1-
difluoroetil)-4,4a,5,7-tetrahidrofuro([3,4-d][1l,3]tiazin-2-
illbenzamida (0.040 g, 0.09185 mmol), &cido 5-cianopiridin-2-
carboxilico (0.0203 g, 0.1378 mmol) % l-hidroxi-7-
azabenzotriazol (0.0191 g, 0.1378 mmol) en diclorometano (2
mL) y dimetilformamida (0.5 mL). Se afiadié clorhidrato de 1-
(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (0.026 g, 0.1378
mmol) en una porcidén. La mezcla de reaccidn se agitd a
temperatura ambiente durante 18 horas. Se diluyd con acetato
de etilo, y se lavdé con agua y salmuera. Se extrajo con
acetato de etilo. Los extractos organicos se combinaron y se
secaron sobre sulfato de sodio. Se filtraron y se
concentraron bajo presién reducida para producir un residuo.
El residuo se purificd por cromatografia en gel de silice,

eluyendo con éter metil terc-butilico:diclorometano (0-10% de
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gradiente), para producir el compuesto del titulo (0.0465 g,

\

90%) . ES/MS m/z 566 (M+1).
Ejemplo 1
N-[3-[(4aS,5S,7aS)-2-Amino-5-(1,1-difluoroetil)-4,4a,5, 7-
tetrahidrofuro[3,4-d][1,3]tiazin-7a-i1l1]-4-fluoro-fenil]-5-

ciano-piridin-2-carboxamida

F
Fy/h
~ 8
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Esquema de reaccidén 3, Etapa B: Se calentdé a 50°C
durante 18 horas una mezcla de N-[3-[ (4aS,5S,7aS) -2~
benzamido-5-(1,1-difluoroetil)-4,4a,5, 7-tetrahidrofuro[3, 4-
1[1,3]tiazin-7a-il]-4-fluoro-fenil]-5-ciano-piridin-2-
carboxamida (0.0465 g, 0.0822 mmol), clorhidrato de O-
metilhidroxilamina (0.0687 g, 0.8220 mmol) vy piridina (0.066
ml, 0.8220 mmol) en THF (1.5 mL) y etanol (1.5 mL). La mezcla
se concentrd bajo presidédn reducida para producir un residuo.
El residuo se purificd por cromatografia en gel de silice,

eluyendo con NHz 7 N en metanol:diclorometano (0-2% de

gradiente), para producir el compuesto del titulo (0.026 g,

X

68%). ES/MS m/z 462 (M+1).

Ejemplo la

Hemihidrato de 4-metilbencensulfonato de N-[3-[(4aS,5S,7a3) -

2—amino-5-(1,1-difluoroetil)-4,4a,5, 7-tetrahidrofuro[3, 4-
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d][1,3]tiazin-7a-11]-4-fluoro-fenil]-5-ciano-piridin-2-

carboxamida (1:1:0.5)

F OH
0=5=0

C\r A h 0.5 H,0
Wea¥en

Se afiadiod N-[3-[ (4aS,5S,7aS)-2-amino-5-(1,1-
difluoroetil)-4,4a,5,7-tetrahidrofuro([3,4-d][1l,3]tiazin-7a-
il]-4-fluoro-fenil]-5-ciano-piridin-2-carboxamida (150 mg,
0.33 mmol) y THF (2 mL) Jjuntos y se agitd a temperatura
ambiente para disolver. Se afiadié hidrato de &cido p-
toluensulfénico (0.095 g, 0.5 mmol) y la solucidén se calentd
a 50°C. Se afadié agua en alicuotas de 200 microlitros y se
observé la precipitacién después de aproximadamente 2 ml de
adicidén total. Se agité a 50°C durante varias horas para
producir una suspensién espesa. Se afiadidé THF adicional (1
mL) para mejorar la mezcla. Se enfrid a temperatura ambiente
durante unas pocas horas y se filtrdé por filtracidn en vacio.
Se lavdé con THF minimo. Se dejdé secar con aire durante la
noche para producir el compuesto del titulo.

Preparacién Alternativa del Ejemplo la

Hemihidrato de 4-metilbencensulfonato de N-[3-[(4aS,5S,7a3) -
2—amino-5-(1,1-difluoroetil)-4,4a,5, 7-tetrahidrofuro[3, 4-

d] [1,3]tiazin-7a-il1]-4-fluoro-fenil]-5-ciano-piridin-2-
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carboxamida de (1: 1: 0.5)

Se afiadiod N-[3-[(4aS,5S,7aS)-2-amino-5-(1,1-
difluoroetil)-4,4a,5,7-tetrahidrofuro[3,4-d][1l,3]tiazin-7a-
il]-4-fluoro-fenil]-5-ciano-piridin-2-carboxamida (1.5 g, 3.3
mmol) y THF (12 mL) Jjuntos y se agitd a temperatura ambiente
para disolver. Se calentdé a 60°C y se afnadié hidrato de &cido
p-toluensulfénico (0.7 5 g, 3.9 6 mmol) y agua (5 mL). Se
formé un precipitado blanco después de 5 minutos de
agitacién. Se agitd a 60°C durante varias horas para producir
una suspensidén espesa. Se enfridé a temperatura ambiente
durante unas pocas horas y se filtrd por filtracidén en vacio.
Se dejd secar con aire durante la noche para producir el
compuesto del titulo.

Difraccidén de Polvo de Rayos X (XRD)

Los patrones de XRD de los sé6lidos cristalinos se
obtuvieron en un difractémetro de polvo de rayos X Bruker D4
Endeavor, equipado con una fuente de CuKa A = 1.54060 A) y un
detector Vantec, operando a 35 kV y 50 mA. La muestra se
escaned entre 4 y 40° en 26, con un tamafo de paso de 0.009°
en 20 y una velocidad de escaneo de 0.5 segundos/paso, y con
divergencia de 0.6 mm, anti-dispersor fijo de 5.28, vy
hendiduras de detector de 9.5 mm. El polvo seco se empacd en
un soporte de muestra de cuarzo y se obtuvo una superficie
lisa wusando un portaobjetos de vidrio. Los patrones de

difraccidn de la forma cristalina se recolectaron a
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temperatura ambiente y humedad relativa. Es bien conocido en
la técnica cristalogréafica que, para cualqgquier forma
cristalina dada, las intensidades relativas de los picos de
difraccidén pueden variar debido a la orientacidédn preferida
resultante de factores tales como el héabito y morfologia
cristalina. Cuando los efectos de orientacidén preferida
estuvieron presentes, las intensidades de pico se alteraron,
pero las posiciones del pico caracteristico del polimorfo se
mantuvieron sin cambios. Véase, por ejemplo, The United
States Pharmacopeia # 23, National Formulary # 18, péaginas
1843-1844, 1995. Ademds, también es Dbien conocido en la
técnica cristalografica que para cualgquier forma cristalina
dada las posiciones de picos angulares ©pueden variar
ligeramente. Por ejemplo, las posiciones de picos se pueden
desplazar debido a una variacidén en la temperatura o humedad
a la cual se analiza wuna muestra, desplazamiento de la
muestra, o la presencia o ausencia de un estédndar interno. En
el presente caso, una variabilidad de la posicién de pico de
+ 0.2 en 26 tendrd en cuenta estas variaciones potenciales
sin impedir la identificacién inequivoca de la forma
cristalina indicada. La confirmacién de una forma cristalina
se puede hacer con base en cualquier combinacién tUnica de
picos distinguidos (en unidades de ° 20), tipicamente los
picos méds prominentes. Los patrones de difraccidédn de forma

cristalina, recolectados a temperatura ambiente y humedad
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relativa, se ajustaron con base en los picos estdndar NIST
675 a 8.853 y 26.774 ° 2-theta.

Una muestra preparada de hemihidrato de 4-
metilbencensulfonato de N-[3-[(4aS,5S,7a8) -2-amino-5-(1, 1-
difluoroetil)-4,4a,5,7-tetrahidrofuro([3,4-d][1l,3]tiazin-7a-
il]-4-fluoro-fenil]-5-ciano-piridin-2-carboxamida cristalino
(1:1:0.5) se caracterizdé por un patrdén de XRD usando
radiacidédn CuKa como teniendo picos de difraccidén (valores 2-
theta) como se describe en 1la Tabla 1, y en particular
teniendo picos a 6.8° en combinacidén con uno o mas de los
picos seleccionados del grupo que consiste de 19.7°, 14.9°, vy
10.3°; con una tolerancia para los é&ngulos de difraccidén de
0.2 grados.

Tabla 1: Picos de difraccién de polvo de rayos X

del Ejemplo la cristalino

Posiciones de Pico del Ejemplo 1A
Pico Angulo (°2—?Peta) +/- Inten;idad Felgtiva
0.2 (% del pico mas intenso)
1 5.9 12.5%
2 6.8 100.0%
3 10.3 17.2%
4 14.9 18.7%
5 18.8 3.7%
6 19.7 46.5%
7 21.0 14.3%
8 24.5 4.8%
9 28.6 8.1%
10 39.7 5.1%
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Ejemplo 1b

Metansulfonato de N-[3-[(4aS,5S,7aS)-2-amino-5-(1,1-
difluoroetil)-4,4a,5,7-tetrahidrofuro[3,4-d][1l,3]tiazin-7a-

ill-4-fluoro-fenil]-5-ciano-piridin-2-carboxamida

i ,J’
ch\) )

Se afiadiod N-[3-[ (4aS,5S,7aS)-2-amino-5-(1,1-
difluoroetil)-4,4a,5,7-tetrahidrofuro[3,4-d][1l,3]tiazin-7a-
il]-4-fluoro-fenil]-5-ciano-piridin-2-carboxamida (150 mg,
0,33 mmol) y THF (2 ml) Jjuntos y se agitd a temperatura
ambiente para disolver. Se afadidé 4acido metansulfénico (0.095
g, 0.5 mmol) y la solucidén se calentd a 50°C. Se afiadid agua
en alicuotas de 200 microlitros hasta 2 ml de adicidén total.
Se agitdé a 25°C y no se observd precipitacidédn. Se concentrd
bajo nitrbébgeno a *» volumen y se observdé un precipitado. La
suspensidén se calentdé a 60°C y se observd una solucidn clara
después de aproximadamente 10 minutos. Se calentd a 60°C
durante 1 hora. Se enfrié a temperatura ambiente para
producir una suspensidén blanca y la mezcla se agitd durante
varias horas. El1l sélido se aisld por filtracidn en vacio y se
lavé con una cantidad minima de agua. Se dejdé secar con aire

durante la noche para producir el compuesto del titulo como
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un sélido cristalino.

Procedimientos de Ensayo In Vitro:

Para evaluar la selectividad de BACE1l sobre BACEZ,
el compuesto de prueba se evalud en FRET vy ensayos
enzimaticos de base de deteccidn de inmunoensayo dJue usan
sustratos especificos para BACEl y BACE2 como se describe a
continuacién. Para los ensayos celulares y enzimdticos 1in
vitro, el compuesto de prueba se prepard en DMSO para
preparar una solucidén madre 10 mM. La solucidédn madre se
diluyd en serie en DMSO para obtener una curva de dilucidn de
diez puntos con concentraciones de compuesto finales que
varian desde 10 uM a 0.05 nM en una placa de fondo redondo de
96 cavidades antes de realizar los ensayos de células
completas y enzimdticos in vitro.

Ensayos de inhibicidén de proteasa in vitro:

Expresién de huBACEl:Fc y huBACE2:Fc.

BACE1l humana (numero de acceso: AF190725) vy BACEZ2
humana (numero de acceso: AF 204944) se clonaron a partir de
cADN de cerebro total por RT-PCR. Las secuencias de
nucledtidos correspondientes a las secuencias de aminoacidos
#1 a 460 se insertaron en el polipéptido de IgG: (Fc) humana
codificante de cADN (Vassar et al., Science, 286, 735-742
(1999)). Esta proteina de fusién de BACEl (1-460) o BACE2 (1-
460) % Fc humano, llamadas huBACEl:Fc % huBACEZ2:Fc

respectivamente, se construyeron en el vector pJdB02. BACEL (1-
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460) :Fc (huBACEl:Fc) humana vy BACEZ2(1-460):Fc (huBACEZ2:Fc)
humana se expresaron transitoriamente en células HEK293. E1
cADN (250 ug) de cada constructo se mezcld con Fugene 6 y se
afladidé a 1 litro de células HEK293. Cuatro dias después de la
transfeccidn, el medio acondicionado se cosechd para
purificacidén. huBACEl:Fc vy huBACE2:Fc se purificaron por
cromatografia de Proteina A como se describe a continuacidn.
Las enzimas se almacenaron a -80°C en pequefias alicuotas.
(Véase Yang, et. al., J. Neurochemistry, 91(6) 1249-1259
(2004) .

Purificacidédn de huBACEl:Fc y huBACE2:Fc

El medio acondicionado de células HEK293
transfectadas transitoriamente <con <cADN de huBACEl:Fc o
huBACE2:Fc se recolectd. Los restos celulares se removieron
filtrando el medio acondicionado a través de filtro estéril
de 0.22 um. 5 ml de Proteina A-agarosa (volumen de lecho) se
afladieron a 4 litros de medio acondicionado. Esta mezcla se
agité suavemente durante la noche a 4°C. La resina de
Proteina A-agarosa se recolectd y se empacd en una columna de
cromatografia de baja presidén. La columna se lavd con 20x
volumenes de lecho de PBS a una velocidad de flujo de 20 ml
por hora. La proteina de huBACEl:Fc o huBACE2:Fc unida se
eluyd con acido acético 50 mM, pH 3.6, a velocidad de flujo
de 20 ml por hora. 1 ml de fracciones de eluyente se

neutralizdé inmediatamente con acetato de amonio (0.5 ml, 200
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mM), pH 6.5. La pureza del producto final se evalud por
electroforesis en 4-20% de Tris-Glicina SDS-PAGE. La enzima
se almacendé a -80°C en pequeflas alicuotas.

Ensayo FRET de BACE1

Las diluciones en serie del compuesto de prueba se
prepararon como se describidé anteriormente. E1 compuesto se
diluydé adicionalmente 20x en amortiguador de KH2POs. 10 uL de
cada dilucidén se afiadidé a cada cavidad en la fila A a H de
una placa negra de baja unidén de proteina correspondiente (25
pl de KH;POs 50 mM, pH 4.6, TRITON® 1 mM X-100, 1 mg/ml de
BSA, y 15 uM de sustrato FRET con base en la secuencia de
APP) (Véase Yang, et. al., J. Neurochemistry, 91(6) 1249-1259
(2004)). E1 contenido se mezcld bien en un agitador de placa
durante 10 minutos. 15 pL de BACE1(1-460):Fc humana 200 pM
(Véase Vasser, et al., Science, 286, 735-741 (1999)) en el
amortiguador de KH;PO; se afiadieron a la placa que contiene
sustrato y el compuesto de prueba para iniciar la reacciédn.
La RFU de la mezcla en el tiempo 0 se registrdé a la longitud
de onda de excitacidén de 355 nm y longitud de onda de emisidn
de 460 nm, después de un breve mezclado en un agitador de
placa. La placa de reaccidén se cubrid con papel de aluminio y
se mantuvo en un horno humidificado oscuro a temperatura
ambiente durante 16 a 24 horas. La RFU al final de la
incubacién se registrdé con los mismos ajustes de excitacidédn y

emisidén usados en el tiempo 0. La diferencia de la RFU en el
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tiempo 0 y el final de la incubacidén es representativa de 1la
actividad de BACEl bajo el tratamiento con el compuesto. Las
diferencias de RFU se graficaron versus concentracidén de
inhibidor y una curva se ajustd con una ecuacidn logistica de
cuatro parametros para obtener el wvalor de ICso. (Mayo, et
al., Journal of Neuroscience, 31, 16507-16516 (2011)).

El compuesto del Ejemplo 1 se analizd esencialmente
como se describid anteriormente y exhibe una ICsp para BACE1
de 0.509 nM £ 0. 104, n = 4 (Media £ desviacidén estandar de
la media). Estos datos demuestran que el compuesto del
Ejemplo 1 inhibe la actividad de la enzima BACEl recombinante
purificada in vitro.

Ensayo MBP-C125Swe de BACEZ2

Diluciones en serie de 10 puntos de los compuestos
de prueba se prepararon en el rango apropiado. Los compuestos
se diluyeron adicionalmente 6x en amortiguador de ensayo de
acetato de amonio (acetato de amonio 50 mmol, pH 4.6, Triton
X-100 1 mM, 1 mg/ml de BSA). 10 puL de cada dilucidén se
afladieron a cada cavidad en la fila A a H de una placa de
baja unién de proteina correspondiente a la cual se pre-
afladieron 10 pl de un sustrato derivado de Escherichia colil
de afinidad purificada (MBPC125swe, 1  nug/ml) para la
actividad de BACE2. El contenido se mezcld bien en un
agitador de placa durante 10 minutos. 10 puL de BACEZ2(1-

460) :Fc humana 200 picomolar en el mismo amortiguador de
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reaccidén descrito anteriormente se afiadieron a la placa que
contiene sustrato y compuestos de prueba para iniciar la
reaccidén. Después de 4 horas, la reaccidn se detuvo por la
adicidén de amortiguador de detencidén (40 uL). La cantidad de
producto se mididé por ELISA usando estandar MBP-C26swe. El
anticuerpo anti-MBP se inmovilizdé sobre la superficie de una
placa de poliestireno de alta unidén y se bloqued usando un
amortiguador de bloqueo de caseina/PBS. La muestra o estandar
(40 ulL) se afiadidé a la placa de ELISA y se incubdé a 4°C
durante la noche. Las placas luego se lavaron y se afiadieron
40 uL del anticuerpo de deteccidn especifico de escisidn
(GN405) vy se dejdé reposar durante una hora a temperatura
ambiente. E1 GN405 no unido luego se removidé por lavado y 40
uL de conjugado de anti-conejo-HRP de <cabra (Southern
Biotech, 4010-05) se afiadieron a la placa y se dejd reposar
durante 1 hora a temperatura ambiente. La placa se lavd de
nuevo y se afiadié sustrato de TMB (40 wuL). La cantidad
correspondiente de producto liberado es una medida de la
actividad de BACE2 en la solucidén en cualgquier concentracidn
analizada de inhibidor. La curva de inhibicién de 10 puntos
se graficdé y ajustd con la ecuacidn logistica de cuatro
pardmetros para obtener los valores de ECso e ICso. (Véase:
Sinha, et al., Nature, 402, 537-540 (2000)).

El compuesto del Ejemplo 1 se analizd

esencialmente como se describidé anteriormente y exhibe una
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ICso de BACE2 de 17.6 nM * 7.4, n = 6 (media + desviaciodn
estandar de la media). La relacidén de BACEl (ensayo de enzima
de ICsgo de FRET) a BACE2 (ensayo de células de MBP-C125S5we) es
aproximadamente 35 veces, lo que indica selectividad
funcional para inhibir la enzima BACEl. Los datos descritos
anteriormente demuestran que el compuesto del Ejemplo 1 es
selectivo para BACEl sobre BACE2.

Ensayo de Célula Completa SH-SYS5YAPPG6OSWt

El ensayo de célula completa de rutina para la
medicidén de la inhibicidén de la actividad de BACEl usa la
linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y (No. de Acceso
de ATCC CRL2266) que expresa establemente un cADN de APP695Wt
humano. Las células se usaron rutinariamente hasta el paso
numero 6 y luego se desecharon.

Las células SH-SYS5YAPP695Wt se colocaron en placas
de cultivo de tejido de 96 cavidades a 5.0 x 104
células/cavidad en 200 pL de medio de cultivo (50% MEM/EBSS vy
F12 de Ham, 1x cada uno de piruvato de sodio, aminocadcidos no
esenciales y NaHCOs que contiene 10% FBS). Al siguiente dia,
los medios se removieron de las células, el medio fresco
afladido luego se incubdé a 37°C durante 24 horas en la
presencia/ausencia de compuesto de prueba en el rango de
concentracién deseado.

Al final de la incubacidén, el medio acondicionado

se analizdé para la evidencia de la actividad de beta-
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secretasa por analisis de péptidos Abeta 1-40 y 1-42 por
ELISA de intercalacién especificos. Para medir estas
isoformas especificas de Abeta, el 2G3 monoclonal se utilizd
como un anticuerpo de captura para Abeta 1-40 y el 21F12
monoclonal como un anticuerpo de captura para Abeta 1-42. Los
ELISA tanto de Abeta 1-40 como Abeta 1-42 wusaron 3D6
biotinilado como el anticuerpo de referencia (para 1la
descripcidn de anticuerpos, véase Johnson-Wood, et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. EUA 94, 1550-1555 (1997)). La concentracién
de Abeta 1liberado en el medio acondicionado después del
tratamiento de compuesto corresponde a la actividad de BACEL
bajo tales condiciones. La curva de inhibicidén de 10 puntos
se graficdé y se ajustd con la ecuacidn logistica de cuatro
pardmetros para obtener los valores de ICso para el efecto de
disminucién de Abeta.

El compuesto del Ejemplo 1 se analizd esencialmente
como se describidé anteriormente y exhibe una ICsgo de 0.157 nM
+ 0.048, n = 4 para ELISA de A-beta (1-40) de SH-SY5YAPP695Wt
y una ICso de 0.177 nM * 0.050, n = 4 para ELISA de A-beta (1-
42) de SH-SYS5YAPP695Wt (Media =+ desviacidn estdndar de la
media). Los datos descritos anteriormente demuestran que el
compuesto del Ejemplo 1 inhibe BACEl en el ensayo de células
completas.

Inhibicidén in vivo de Beta-Secretasa

Varios modelos animales, incluyendo ratédn, cobayo,
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perro, y mono, sSe pueden usar para detectar la inhibicidén de
la actividad de beta-secretasa in vVivo después del
tratamiento con compuesto. Los animales wusados en esta
invencidédn pueden ser de tipo salvaje, transgénicos, o
animales con inactivacidén de genes. Por ejemplo, el modelo de
ratén PDAPP, preparado como se describe en Games et al.,
Nature 373, 523-527 (1995), y otros animales no transgénicos
o0 con 1inactivacidén de genes son Utiles para analizar la
inhibicidén in vivo de la produccidén de Abeta y sAPPbeta en la
presencia de compuestos inhibidores. Generalmente, ratones
PDAPP de 2 meses de edad, ratones con inactivacidén de genes o
animales no transgénicos se administraron con el compuesto
formulado en vehiculos, tales como aceite de maiz, beta-
ciclodextrano, amortiguadores de fosfato, PHARMASOLVE®, u
otros vehiculos adecuados via oral, subcuténea, intra-venosa,
alimentacidén, u otra ruta de administracidén. 1 a 24 horas
después de la administracién del compuesto, los animales se
sacrificaron, y los cerebros se removieron para andlisis de
Abeta 1-x. “Abeta 1-x” como se usa en la presente, se refiere
a la suma de especies de Abeta gque comenzaron con el residuo
1 yv terminaron con un extremo C-terminal mayor que el residuo
28. Esto detecta la mayoria de las especies de Abeta y a
menudo se llama “Abeta total”. Los niveles de péptidos A-beta
total (Abeta 1-x) se midieron por un ELISA de intercalacién,

usando 266 monoclonal como un anticuerpo de captura y 3D6
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biotinilado como anticuerpo de referencia. (Véase May, et
al., Journal of Neuroscience, 31, 16507-16516 (2011)).

Para los estudios agudos, se administrdé vehiculo o
compuesto apropiado y los animales se sacrificaron a
aproximadamente 3 horas después de la dosificacidén. E1 tejido
cerebral, se obtuvo de los animales seleccionados vy se
analizé para la presencia de Abeta 1-x. Después de la
dosificacién crdénica, los tejidos cerebrales de animales
transgénicos con APP mayores también se pueden analizar para
la cantidad de placas de beta-amiloide después del
tratamiento con compuesto.

Los animales (PDAPP u otros ratones transgénicos o
no transgénicos APP) administrados con un compuesto inhibidor
pueden demostrar la reduccidén de Abeta en los tejidos
cerebrales, en comparacién con los controles tratados con
vehiculo o controles de tiempo cero. Por ejemplo, una dosis
oral de 0.1, 0.3 y 1 mg/kg del Ejemplo 1, a ratones PDAPP
hembras jévenes redujo los niveles de péptido de Abeta 1-x en
el hipocampo del cerebro por 32%, 40%, vy b55% (todos 1los
valores p < 0.01), respectivamente. En el tejido cortical
cerebral, las dosis de 0.1, 0.3, y 1 mg/kg del Ejemplo 1
redujeron los niveles de Abeta 1-x por 38%, 50% y 67% (todos
los valores p < 0.01) en comparacidén con los ratones tratados
con vehiculo tres horas después de la dosificacién.

Dada 1la actividad del compuesto del Ejemplo 1
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contra la enzima BACE 1 in vitro, estos efectos de
disminucidén de Abeta son consistentes con la inhibicidén de
BACE 1 in vivo y, adicionalmente demuestran la penetracidn en
el SNC del compuesto del Ejemplo 1.

Estos estudios muestran que los compuestos de la
presente invencidén inhiben BACEl y, por lo tanto, son utiles

en la reduccidén de los niveles de Abeta.



