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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/JS2016/028896

Box No. I Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:

0 the international application in the language in which it was filed.

El a translation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

2. El This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized
by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1 (a))

3. El With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, this
opinion has been established on the basis of a sequence listing:

a. El forming part of the international application as filed:

El in the form of an Annex C/ST.25 text file.

El on paper or in the form of an image file.

b. El furnished together with the international application under PCT Rule 13ter.1(a) for the purposes of
international search only in the form of an Annex C/ST.25 text file.

c. El furnished subsequent to the international filing date for the purposes of international search only:

El in the form of an Annex CST.25 text file (Rule 13ter.1(a)).

El on paper or in the form of an image file (Rule 13ter.1(b) and Administrative Instructions, Section
713).

4. El In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished,
the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that
forming part of the application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were
furnished.

5. Additional comments:

Form PCT/SA/237 (January 2015)



WRITTEN OPINION OF THE
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

International application No.
PCT/US2016/028896

Box No. V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N)

Inventive step (IS)

Industrial applicability (IA)

Yes: Claims
No: Claims

Yes: Claims
No: Claims

Yes: Claims
No: Claims

2. Citations and explanations

see separate sheet

Form PCTASA/237 (January 2015)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2016/028896

Reference is made to the following documents:

D1 US 8 338 407 B2 (HALL ADRIAN [GB] ET AL) 25 December 2012
(2012-12-25)cited in the application

D2 JP 2014 101354 A (SHIONOGI & CO) 5 June 2014 (2014-06-05)

Re Item V

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

Claims related to medical treatment of the human and/or animal body by therapy
and/or surgery
Claims 13, 14 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by
the provisions of Rule 39.1 (iv) / 67.1 (iv) PCT.
The patentability can be dependent upon the formulation of the claims.
The EPO, for example, does not recognise as patentable claims to the use of a
compound in medical treatment, but may allow claims to a product, in particular
substances or compositions for use in a first or further medical treatment.

Novelty
The document D1 discloses tetrahydrofu ran-f used aminohydrothiazine derivatives
which are useful in the treatment of Alzheimer's disease from which the compounds of
claim 1 structurally differ in that the 5-position of the bicyclic molecular scaffold is
substituted with a 1,1 -difluoro-1 -ethyl group (see column 1, paragraph 2; Example 2,
column 95, Table 2).

The document D2 discloses 5-(1,1 -difluoro-1 -ethyl)-1 ,3-oxazine-2-amine derivatives
which are likewise useful in the treatment of Alzheimer's disease from which the
compounds of claim 1 structurally differ in that they are based on tetrahydrofuran-
fused aminohydrothiazine (see title; page 92, Table 1-2, Compd. No. 1-7).

In view of this prior art, the subject-matter of independent claims 1 and 13-19 and
dependent claims 2-12 is deemed novel by this Authority.

Inventive step
The subjective problem underlying the novel subject-matter may be regarded as the
provision of improved compounds for the treatment of Alzheimer's disease.

The document D1 is deemed the closest prior art for this subject-matter, since it
addresses the same technical problem (see D1, column 1) and since its compounds
come structurally closest to the novel compound of claim 1.

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2016/028896

The distinguishing feature between the novel subject-matter and the closest prior art
may be regarded as the presence of a 1,1 -difluoro-1 -ethyl group at position 5 of the
bicyclic molecular scaffold.

The experimental data on file (see description, pages 49-53) give rise to the
assumption that the novel compound of claim 1 may be useful in the treatment of
Alzheimer's disease in combination with enhanced selectivity with respect to BACE 1.

However, since comparison to the related data of D1 (see D1, columns 90-92, in
particular Table 5) is leaving it open, if the above identified distinguishing feature gives
rise to technical advantages over D1, the objective problem underlying the novel
subject-matter should be regarded rather as the provision of furtherof compounds for
the treatment of Alzheimer's disease.

However, since the claimed solution to this very general problem, namely the selection

and modification of Example 2 of D1 by replacing trifluoromethyl with 1,1-difluoro-1-
ethyl was not derivable from the prior art on file, either read alone or in combination;
and since it may be deemed surprising that the novel compound of claim exhibits a
higher selectivity with Respect to BACE 1; this Authority is of the opinion that the novel
subject-matter involves an inventive step.

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-April 2005)



1 510152025
DERIVADOS DE AMINOHIDROTIAZINA FUSIONADOS CON TETRAHIDROFURANO LOS CUALES SON ÚTILES EN EL TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER  CAMPO DE LA INVENCIÓN La presente invención se refiere a nuevos inhibidores de BACE1 selectivos, a composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos, a métodos de uso de los compuestos para tratar trastornos fisiológicos, y a intermediarios y procesos útiles en la síntesis de los compuestos. ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN La presente invención está en el campo del tratamiento de la enfermedad de Alzheimer y otras enfermedades y trastornos que implican el péptido β amiloide (Abeta), un segmento de péptido neurotóxico y altamente agregatorio de la proteína 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 sintomáticos 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. 



2 510152025
La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por la generación, agregación, y deposición de Abeta en el cerebro. La inhibición completa o parcial de la β-secretase (enzima de escisión de proteína precursora de amiloide del sitio β; BACE) se ha mostrado que tiene un efecto significativo en las patologías relacionadas con la placa y dependientes de la placa en modelos de ratón sugiriendo que incluso pequeñas reducciones en los niveles de péptido Abeta pueden resultar en una reducción significativa a largo plazo de la carga de la placa y de los déficits sinápticos, proporcionando así beneficios terapéuticos significativos, particularmente en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Además, se han identificado dos homólogos de BACE los cuales son referidos como BACE1 y BACE2, y se cree que BACE1 es el más clínicamente importante para desarrollar la enfermedad de Alzheimer. BACE1 se expresa principalmente en las neuronas, mientras que BACE2 se ha mostrado que se expresa principalmente en la periferia (Véase D. Oehlrich, Bioorg. Med. Chem. Lett., 24, 2033-2045 (2014)). Además, BACE2 puede ser importante para la pigmentación, ya que ha sido identificado que juega un papel en el procesamiento de la proteína de melanocitos específica 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 penetración en el sistema nervioso central (CNS), en 



3 510152025
particular inhibidores que son selectivos para BACE1 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 BACE1 y se describen adicionalmente como agentes terapéuticos útiles para una enfermedad neurodegenerativa causada por el péptido Abeta, tal como demencia tipo Alzheimer. Además, la Patentes de Estados Unidos No. 8,338,407 describe ciertos derivados de aminodihidrotiazina fusionados que tienen efecto inhibidor de BACE1 útil en el tratamiento de ciertas enfermedades neurodegenerativas, tales como demencia tipo Alzheimer.  La presente invención proporciona ciertos nuevos compuestos que son inhibidores de BACE. Además, la presente invención proporciona ciertos nuevos compuestos que son inhibidores selectivos de BACE1 sobre BACE2. Además, la presente invención proporciona ciertos nuevos compuestos los cuales penetran en el CNS. La presente invención también proporciona ciertos nuevos compuestos los cuales tienen el potencial de un perfil de efecto secundario mejorado, por ejemplo, a través de la inhibición selectiva de BACE1 sobre BACE2.  



4 510152025
DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN Por consiguiente, la presente invención proporciona un compuesto de la Fórmula I:   Fórmula I   o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.  Además, la presente invención proporciona un compuesto de la Fórmula Ia:   Fórmula Ia      o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. La presente invención también proporciona un método para tratar la enfermedad de Alzheimer en un paciente, que comprende administrar a un paciente en necesidad de tal tratamiento una cantidad efectiva de un compuesto de las Fórmulas I o Ia, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.  La presente invención proporciona adicionalmente un método para tratar la progresión 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 las Fórmulas I o Ia, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. La presente invención 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 Fórmulas I o Ia, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. La presente invención también proporciona un método para inhibir la escisión mediada por BACE de la proteína precursora de amiloide, que comprende administrar a un paciente en necesidad de tal tratamiento una cantidad efectiva de un compuesto de las Fórmulas I o Ia, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. La invención proporciona adicionalmente un método para inhibir la producción de péptido Abeta, que comprende administrar a un paciente en necesidad de tal tratamiento una cantidad efectiva de un compuesto de las Fórmulas I o Ia, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Además, esta invención proporciona un compuesto de las Fórmulas I o Ia, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para uso en terapia, en particular para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer o para prevenir la progresión del deterioro cognitivo leve a la enfermedad de Alzheimer. Incluso además, esta invención proporciona el uso de un compuesto de las Fórmulas 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 invención proporciona adicionalmente una composición farmacéutica, que comprende un compuesto de las Fórmulas I o Ia, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, con uno o más portadores, diluyentes, o excipientes farmacéuticamente aceptables. La invención proporciona adicionalmente un proceso para preparar una composición farmacéutica, que comprende mezclar un compuesto de las Fórmulas I o Ia, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, con uno o más portadores, diluyentes, o excipientes farmacéuticamente aceptables. Esta invención también abarca nuevos intermediarios y procesos para la síntesis de los compuestos de las Fórmulas 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 presentación clínica y en la progresión 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)). El término “prevenir la progresión del deterioro cognitivo leve a la enfermedad de Alzheimer” incluye restringir, ralentizar, detener, o revertir la progresión del deterioro cognitivo 



7 510152025
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 progresión o gravedad de un síntoma o trastorno existente. Como se usa en la presente, el término “paciente” se refiere a un ser humano. El término “inhibición de la producción de péptido Abeta” se entiende la disminución 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 invención, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo que, tras la administración de dosis única o múltiple al paciente, proporciona el efecto deseado en el paciente bajo diagnóstico o tratamiento. Una cantidad efectiva se puede determinar fácilmente 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 análogas. 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 tamaño, edad y salud general; la enfermedad o trastorno específico involucrado; el grado de 



8 510152025
afectación o la gravedad de la enfermedad o trastorno; la respuesta del paciente individual; el compuesto particular administrado; el modo de administración; las características de biodisponibilidad de la preparación administrada; el régimen de dosis seleccionado; el uso de medicamento concomitante; y otras circunstancias relevantes. Los compuestos de la presente invención son generalmente efectivos en un amplio rango de dosificación. Por ejemplo, las dosificaciones por día normalmente caen dentro del rango de aproximadamente 0.01 a aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal. En algunos casos, los niveles de dosificación por debajo del límite inferior del rango antes mencionado pueden ser más que adecuados, mientras que en otros casos se pueden emplear dosis todavía mayores con efectos secundarios aceptables, y por lo tanto el rango de dosificación anterior no pretende limitar el alcance de la invención de cualquier manera. Los compuestos de la presente invención se formulan preferiblemente como composiciones farmacéuticas administradas por cualquier ruta que haga al compuesto biodisponible, incluyendo las rutas oral y transdérmica. Más preferiblemente, tales composiciones son para administración 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 Edición, Pharmaceutical Press, 2012). Los compuestos de las Fórmulas I y Ia, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos son particularmente útiles en los métodos de tratamiento de la invención, pero ciertos grupos, sustituyentes, y configuraciones son preferidos. Los siguientes párrafos describen tales grupos, sustituyentes y configuraciones preferidos. Se entenderá que estas preferencias son aplicables tanto a los métodos de tratamiento como a los nuevos compuestos de la invención. Por lo tanto, se prefiere el compuesto de la Fórmula I en donde el anillo bicíclico fusionado está en la configuración cis, o sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Por ejemplo, uno de experiencia ordinaria en la técnica apreciará que el compuesto de la Fórmula Ia está en la configuración relativa cis para los centros marcados 4a y 7a como se muestra en el Esquema de reacción A a continuación. Además, la configuración relativa preferida de los tres centros quirales de la Fórmula Ia se muestra en el Esquema de reacción A en donde el sustituyente difluoroetilo en la posición 5 está en los configuración cis relativa al hidrógeno en la posición 4a y el sustituyente fenilo sustituido en la posición 7a:   
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Esquema de reacción A     Fórmula Ia   Otros compuestos de la presente invención incluyen:      ; y      y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. Aunque la presente invención contempla todos los enantiómeros y diasterómeros individuales, así como mezclas de los enantiómeros de dichos compuestos, incluyendo racematos, los compuestos con la configuración absoluta como se describe a continuación 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][1,3]tiazin-7a-il]-4-fluoro-fenil]-5-ciano-piridin-2-carboxamida, y las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.  Además, la 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; metansulfonato 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; 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-difluoroetil)-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; y hemihidrato de 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 son muy especialmente preferidos. 
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Uno de experiencia ordinaria en la técnica apreciará que los compuestos de la invención pueden existir en formas tautoméricas, como se representa a continuación en el Esquema de reacción B. Cuando se da cualquier referencia en esta solicitud a uno de los tautómeros específicos de los compuestos de la invención, se entiende que abarca tanto las formas tautoméricas como todas las mezclas de las mismas. Esquema de reacción B      Adicionalmente, ciertos intermediarios descritos en las siguientes preparaciones pueden contener uno o más grupos protectores de nitrógeno. Se entiende que los grupos protectores pueden ser variados como se aprecia por un experto ordinario en la técnica dependiendo de las condiciones de reacción particulares y las transformaciones particulares que se realizan. Las condiciones de protección y desprotección son bien conocidas por el artesano experto y se describen en la literatura (Véase, por ejemplo, “Greene’s Protective Groups in Organic Synthesis”, Cuarta Edición, de Peter G.M. Wuts and Theodora W. Greene, John Wiley and Sons, 
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Inc. 2007). Los isómeros, enantiómeros, y diastereómeros individuales se pueden separar o resolver por un experto ordinario en la técnica en cualquier punto conveniente en la síntesis de compuestos de la invención, por métodos tales como técnicas de cristalización selectiva o cromatografía 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 invención, tal como una sal de clorhidrato, se puede formar, por ejemplo, por reacción de una base libre apropiada de un compuesto de la invención, un ácido farmacéuticamente aceptable apropiado tal como ácido clorhídrico en un solvente adecuado tal como éter dietílico bajo condiciones estándar bien conocidas en la técnica. Adicionalmente, la formación de tales sales puede ocurrir simultáneamente tras la desprotección de un grupo protector de nitrógeno. La formación de tales sales es bien conocida y apreciada en la técnica. Véase, por ejemplo, Gould, P.L., “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 Chemical Entities,” Organic Process Research and Development, 
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4: 427-435 (2000); y 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 proteína precursora de ameloide; “BSA” se refiere a Albumina de Suero Bovino; “CDI” se refiere a 1,1’-carbonildiimidazol; “cADN” se refiere a ácido desoxirribonucleico complementario; “DAST” se refiere a trifluoruro de dietilaminoazufre; “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 dimetilsulfóxido; “EBSS” se refiere a Solución 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 energía de resonancia de fluorescencia; “HATU” se refiere a hexafluorofosfato de (dimetilamino)-N,N-dimetil(3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]piridin-3-iloxi)metaniminio; “HBTU” se refiere a hexafluorofosfato de (1H-benzotriazol-1-iloxi)(dimetilamino)-N,N-dimetilmetaniminio; “HEK” se 
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refiere a riñón embrionario humano; “HF-piridina” se refiere a fluoruro de hidrógeno-piridina o reactivo de Olah o poli(fluoruro de piridina); “HOBT” se refiere a hidrato de 1-hidroxilbenzotriazol; “IC50” se refiere a la concentración de un agente que produce 50% de la respuesta inhibidora máxima posible para ese agente; “HRP” se refiere a peroxidasa de rábano picante; “IgG1” se refiere a receptor gamma de dominio Fc similar a la inmunoglobulina; “MBP” se refiere a proteína de unión a la maltosa; “MEM” se refiere a Medio Esencial Mínimo; “PBS” se refiere a solución salina amortiguada con fosfato; “PDAPP” se refiere a proteína 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 reacción en cadena de polimerasa de transcripción 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 proteína de transmembrana; “Tris” se refiere a tris(hidroximetil)aminometano; “tritilo” se refiere a un grupo de la fórmula “(Ph)3C-; “XRD” se refiere a Difracción 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; y “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”, “ácido toluensulfónico”, “ácido p-toluensulfónico”, y “ácido 4-metilbencensulfónico” se refieren al compuesto de la siguiente estructura:     Los compuestos de la presente invención, o sales de los mismos, se pueden preparar por una variedad de procedimientos conocidos por un experto ordinario en la técnica, algunos de los cuales se ilustran en los esquemas de reacción, preparaciones, y ejemplos a continuación. Un experto ordinario en la técnica reconoce que las etapas de síntesis específicas para cada una de las rutas descritas se pueden combinar en diferentes maneras, o en conjunto con las etapas de diferentes esquemas de reacción, para preparar compuestos de la invención, o sales de los mismos. Los productos de cada etapa de los esquemas de reacción siguientes se pueden 



17 510152025
recuperar por métodos convencionales bien conocidos en la técnica, incluyendo extracción, evaporación, precipitación, cromatografía, filtración, trituración y cristalización. En los esquemas de reacción a continuación, todos los sustituyentes, a menos que se indique lo contrario, son como se definieron previamente. Los reactivos y materiales de partida están fácilmente disponibles para un experto ordinario en la técnica. Sin limitar el alcance de la invención, los siguientes esquemas de reacción, preparaciones y ejemplos se proporcionan para ilustrar adicionalmente la invención.               
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Esquema de reacción 1                       En el Esquema de reacción 1, etapa A, el yoduro de trimetilsulfonio se trató con una base orgánica tal como n-
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butil-litio a una temperatura de aproximadamente -50ºC en un solvente tal como THF. Un oximetil oxirano protegido, protegido con un grupo protector adecuado, tal como un grupo tritilo, luego se añadió a la solución básica a -10°C y se dejó agitar durante aproximadamente 2 horas para producir el producto protegido del Esquema de reacción 1, Etapa A. “PG” es un grupo protector desarrollado para el grupo amino o grupo oxígeno tales como carbamatos, amidas, o éteres. Tales grupos protectores son bien conocidos y apreciados en la técnica. El producto protegido de la Etapa A se hizo reaccionar con un α-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 y una base inorgánica acuosa tal como hidróxido de sodio a aproximadamente temperatura ambiente para producir el compuesto del Esquema de reacción 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 convirtió a una oxima en un procedimiento de 2 etapas. Un agente reductor tal como hidruro de isobutilaluminio en hexanos se añadió por goteo a 
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una temperatura de aproximadamente -70°C seguido de la adición por goteo de un ácido acuoso tal como ácido clorhídrico a una temperatura de aproximadamente -60°C. La elaboración se realizó con una extracción orgánica para producir el material intermediario. Este material se disolvió en un solvente orgánico tal como diclorometano y se trató con acetato de sodio seguido por clorhidrato de hidroxilamina para producir el producto oxima de la Etapa C. El producto oxima del Esquema de reacción 1, Etapa C se puede convertir al producto 4,5-dihidroisoxazol bicíclico de la Etapa D en una ciclación 3 + 2 por varios métodos tal como usando una solución acuosa de hipoclorito de sodio o un oxidante alternativo tal como N-clorosuccinimida y en un solvente tal como éter terc-butil metílico, tolueno, diclorometano, o xileno a una temperatura de aproximadamente 10-15°C o con calentamiento. El grupo 2-fluoro, 5-bromo fenilo se puede se añadió al dihidroisoxazol generando el reactivo organometálico. El reactivo organometálico se puede generar a partir de 4-bromo-1-fluoro-2-yodo-benceno usando intercambio de halógeno-metal con reactivos tales como n-butil-litio o complejo de cloruro isopropilmagnesio-cloruro de litio y adición por goteo a un rango de temperatura de aproximadamente -78°C a 15°C en un solvente tal como THF. Luego se añadió un ácido de Lewis tal como dietil eterato de trifluoruro de boro para producir el producto del Esquema de 



21 510152025
reacción 1, Etapa E. El tetrahidroisoxazol bicíclico resultante se puede tratar con zinc en ácido acético para formar el producto de anillo abierto del Esquema de reacción 1, Etapa F. Un método alternativo para abrir el anillo de isoxazol usa Níquel Raney en un solvente polar tal como etanol bajo presión con condiciones de hidrogenación. El 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 anhídrido trifluorometansulfónico y una base orgánica 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 reacción 1, Etapa I usando métodos bien conocidos en la técnica tal como ácido fórmico a temperatura ambiente para producir el compuesto de la Etapa I. El hidroxi metilo se puede oxidar al ácido carboxílico usando agentes oxidantes tal como ácido 2-yodoxibenzoico (IBX) a temperatura ambiente en un solvente tal como DMSO o adición por en porciones de (diacetoxiyodo)benceno en un solvente tal como acetonitrilo con agitación a una temperatura de aproximadamente 5°C para producir el compuesto del Esquema de reacción 1, Etapa J. La 
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amida de Weinreb se preparó en el Esquema de reacción 1, Etapa K a partir del producto ácido de la Etapa J con la adición de clorhidrato de N,O-dimetilhidroxilamina, una base orgánica, tal como trietilamina, y un reactivo de acoplamiento tal como HATU. La mezcla se agitó a temperatura ambiente para producir el producto de la Etapa K. Otros agentes de acoplamiento que se podría usar incluyen CDI, carbodiimidas tales como DCC, DIC, o EDCI u otras sales de uronio o fosfonio de aniones no nucleofílicos, tales como HBTU, PyBOP, y PyBrOP. La amida de Weinreb luego se convirtió a la cetona usando un reactivo organometálico tal como un reactivo de Grignard o un reactivo de organolitio en la Etapa L en un solvente tal como THF. Específicamente, bromuro de metilmagnesio como una solución en solventes tales como éter o 2-metiltetrahidrofurano se puede se añadió 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 reacción 1, Etapa M, el grupo metil cetona del compuesto de la Etapa L se convirtió a un grupo difluoroetilo usando tetrafluoroborato de difluoro(morfolino)sulfonio en un solvente tal como diclorometano a aproximadamente 0°C seguido por la adición por goteo de trihidrofluoruro de trietilamina y agitación a 0°C a temperatura ambiente para producir el compuesto del Esquema de reacción 1, Etapa M. Alternativamente, otros agentes de fluoración que se pueden 



23 510152025
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 hidrógeno) trietilamina o FLUOLEAD™ usando un aditivo tal como HF-piridina. El 5-bromo del fenilo se convirtió a la amina usando (1R,2R)-N,N’-dimetil-1,2-ciclohexanodiamina en un solvente tal como etanol y adición de azida de sodio seguida por ascorbato de sodio y sulfato cúprico. La reacción se calentó a aproximadamente 80°C durante varias horas y luego se elaboró con una extracción usando un solvente tal como acetato de etilo. El intermediario luego se redujo bajo condiciones de hidrogenación usando paladio sobre carbono tal como 10% de paladio en solventes tales como etanol y THF a una presión de aproximadamente 50 psi de hidrógeno para producir el producto de anilina del Esquema de reacción 1, Etapa N.           



24 510152025
Esquema de reacción 1a              Alternativamente en el Esquema de reacción 1a, el producto protegido del Esquema de reacción 1, Etapa A, se puede tratar con 4-(2-cloroacetil)morfolino y una base tal como sulfato ácido de tetrabutil amonio en un solvente tal como tolueno a una temperatura de aproximadamente 5°C para producir el producto del Esquema de reacción 1a, Etapa A. El grupo morfolino luego puede servir como un grupo saliente en el Esquema de reacción 1a, Etapa B. Por ejemplo, el producto del Esquema de reacción 1a, 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 litio y 4-bromo-1-fluoro-2-yodobenceno o si el reactivo de Grignard apropiado está disponible, el reactivo 
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se puede se añadió directamente al producto del Esquema de reacción 1a, Etapa A a una temperatura de aproximadamente 5°C para producir el producto del Esquema de reacción 1a, 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 reacción 1a, Etapa C. El producto oxima del Esquema de reacción 1a, Etapa C luego se puede convertir al producto del Esquema de reacción 1a, Etapa D (el mismo producto que el Esquema de reacción 1, Etapa E) usando hidroquinona en un solvente tal como tolueno y calentamiento a reflujo. El producto de amina del Esquema de reacción 1a, Etapa D se puede acilar con cloruro de acetilo usando una base orgánica 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 reacción 1a, Etapa E. El producto del Esquema de reacción 1a, Etapa E luego se puede convertir al producto del Esquema de reacción 2, Etapa A como se discute a continuación.        
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Esquema de reacción 2                    En una ruta alternativa, como se describe en el Esquema de reacción 2, el isoxazol nitrógeno del compuesto del Esquema de reacción 1, Etapa E, se protegió con un grupo acetilo y el grupo protector del hidroxi metilo se removió en un procedimiento de dos etapas. Por ejemplo, el tetrahidroisoxazol se trató con una base orgánica tal como 
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DMAP y se añadió piridina en un solvente tal como diclorometano y cloruro de acetilo. La temperatura se mantuvo por debajo de aproximadamente 10ºC y luego se dejó agitar a aproximadamente temperatura ambiente. La reacción se diluyó con agua y se extrajo con un solvente tal como diclorometano. Los extractos orgánicos se lavaron con un ácido acuoso tal como ácido clorhídrico 1 N y lo acuoso se extrajo de nuevo con un solvente tal como diclorometano seguido por un lavado acuoso. El solvente orgánico se removió parcialmente y se añadió un ácido tal como ácido fórmico 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 desprotección del hidroxi se completó para producir el compuesto del Esquema de reacción 2, Etapa A. El producto hidroximetilo del Esquema de reacción 2, Etapa A se puede oxidar al producto de ácido carboxílico del Esquema de reacción 2, Etapa B de una manera análoga al procedimiento descrito en el Esquema de reacción 1, Etapa J, y la amida de Weinreb se puede preparar adicionalmente de una manera análoga al procedimiento descrito en el Esquema de reacción 1, Etapa K usando un agente de acoplamiento tal como CDI en una adición en porciones con un solvente tal como diclorometano, enfriamiento a -20°C y agitación durante aproximadamente 1 hora y adición de clorhidrato de N,O-dimetilhidroxilamina en porciones. Adiciones adicionales de 
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CDI y N,O-dimetilhidroxilamina se pueden se añadió hasta que se observa una reacción completa para producir el producto de amida de Weinreb del Esquema de reacción 2, Etapa C. La cetona del Esquema de reacción 2, Etapa D se puede formar a partir de la amida de Weinreb de una manera análoga al procedimiento descrito en el Esquema de reacción 1, Etapa L. La cetona de la Etapa D se puede convertir a un grupo difluoroetilo de una manera análoga al procedimiento descrito en el Esquema de reacción 1, Etapa M para producir el producto del Esquema de reacción 2, Etapa E. El acetil tetrahidroisoxazol se puede desproteger bajo condiciones ácidas bien conocidas en la técnica tal como usando ácido clorhídrico y calentamiento a aproximadamente 100°C para producir el producto del Esquema de reacción 2, Etapa F. La tetrahidroisoxazol bicíclica se puede tratar con zinc en ácido acético para formar el producto de anillo abierto del Esquema de reacción 2, Etapa G de una manera análoga al procedimiento descrito en el Esquema de reacción 1, Etapa F. El producto tiazina del Esquema de reacción 2, Etapa H se puede preparar en una reacción de 2 etapas de un recipiente usando isotiocianato de benzoilo en una de manera análoga al procedimiento descrito en el Esquema de reacción 1, Etapa G y H. La mezcla se evaporó a un residuo y se añadió ciclohexano. La mezcla se calentó a aproximadamente 60°C y se añadió éter metil terc-butílico para disolver el residuo. La solución se 
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filtró y se concentró hasta sequedad. El anillo de tiazina luego se puede formar de una manera análoga al procedimiento descrito en el Esquema de reacción 1, Etapa H para producir el producto del Esquema de reacción 2, Etapa H. Esquema de reacción 3             En el Esquema de reacción 3, Etapa A, el producto de anilina del Esquema de reacción 1, Etapa N se puede acoplar con un ácido carboxílico heteroaromático usando condiciones de acoplamiento bien conocidas en la técnica. Un experto ordinario en la técnica reconocerá que hay una serie de métodos y reactivos para la formación de amidas que resultan de la reacción de ácidos carboxílicos y aminas. Por ejemplo, la reacción de una anilina apropiada con un ácido 
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apropiado en la presencia de un reactivo de acoplamiento y una base de amina tal como DIPEA o trietilamina, producirá un compuesto del Esquema de reacción 3, Etapa A. Los reactivos de acoplamiento incluyen carbodiimidas tales como DCC, DIC, EDCI, y oximas aromáticas tales como HOBt y HOAt. Adicionalmente, las sales de uronio o fosfonio de aniones no nucleofílicos tales como HBTU, HATU, PyBOP, y PyBrOP o un anhídrido fosfórico cíclico tal como anhídrido propilfosfónico (T3P®) se pueden usar en lugar de los reactivos de acoplamiento más tradicionales. Aditivos tal como DMAP se pueden usar para mejorar la reacción. 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 reacción 3, Etapa B, la amina tiazina protehida luego se puede desproteger con una base orgánica tal como piridina y clorhidrato de O-metilhidroxilamina en solventes tales como THF y etanol y una base orgánica tal como piridina para proporcionar el compuesto de la Fórmula Ia. Alternativamente, una base inorgánica tal como hidróxido de litio en metanol se puede usar para desproteger la tiazina para proporcionar el compuesto de la Fórmula Ia.    
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Esquema de reacción 4           Alternativamente, en el Esquema de reacción 4, Etapa A, el producto de anilina del Esquema de reacción 1, Etapa N se puede desproteger bajo condiciones estándar bien conocidas en la técnica, por ejemplo con una base orgánica tal como piridina y clorhidrato de O-metilhidroxilamina en solventes tales como THF y etanol para proporcionar el compuesto diamino desprotegido. Alternativamente una base inorgánica tal como hidróxido de litio en metanol se puede usar para la desprotección para proporcionar el compuesto diamino desprotegido. En el Esquema de reacción 4, Etapa B, el compuesto diamino desprotegido luego se puede acoplar selectivamente en el grupo amino anilina con un ácido carboxílico heteroaromático usando condiciones de acoplamiento bien 
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conocidas en la técnica para proporcionar el compuesto de la Fórmula Ia. Un experto ordinario en la técnica reconocerá que hay una serie de métodos y reactivos para la formación de amidas que resultan de la reacción de ácidos carboxílicos y aminas. Por ejemplo, la reacción de una amina apropiada con un ácido apropiado en la presencia de un reactivo de acoplamiento y una base de amina tal como DIPEA o trietilamina, proporcionará un compuesto de la Fórmula Ia. Los reactivos de acoplamiento incluyen carbodiimidas tales como DCC, DIC, EDCI, y oximas aromáticas tales como HOBt y HOAt. Adicionalmente, las sales de uronio o fosfonio de aniones no nucleofílicos tales como HBTU, HATU, PyBOP, y PyBrOP o un anhídrido fosfórico cíclico tal como anhídrido propilfosfónico (T3P®) se pueden usar en lugar de los reactivos de acoplamiento más tradicionales. Aditivos tal como DMAP se pueden usar para mejorar la reacción.           
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Esquema de reacción 5            Alternativamente, en el Esquema de reacción 5, el producto bromuro del Esquema de reacción 1, Etapa M se convirtió a una anilina protegida usando trifluoroacetamida, yoduro de cobre, una diamina tal como trans, racémica-N,N’-dimetil-1,2-ciclohexano diamina, una base inorgánica 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 reacción 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 amoníaco 7N en metanol para producir una anilina y tiazina protegida, el mismo producto del Esquema de reacción 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 reacción 4, Etapa A usando clorhidrato de O-metilhidroxilamina en un solvente tal como etanol y THF con una base orgánica tal como piridina seguido por calentamiento a aproximadamente 55°C o agitación a temperatura ambiente seguida por concentración y purificación para producir el producto del Esquema de reacción 5, Etapa B. Alternativamente, el orden de desprotección se podría invertir con la tiazina desprotegida primero y la anilina desprotegida a lo último. Las siguientes preparaciones y ejemplos ilustran adicionalmente la invención.  Preparación 1 (2S)-1-Tritiloxibut-3-en-2-ol     Esquema de reacción 1, etapa A: Se agitó yoduro de trimetilsulfonio (193.5 g, 948.2 mmol) en THF (1264 ml) a temperatura ambiente durante 75 minutos. La mezcla se enfrió a -50°C y se añadió n-butil litio (2.5 mol/L en hexanos, 379 ml, 948.2 mmol) vía una cánula, durante un período de 30 minutos. La reacción se dejó calentar gradualmente a -30°C y se agitó durante 60 minutos. Se añadió (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 adición completa, la mezcla de reacción se dejó calentar a temperatura ambiente y se agitó durante 2 horas. La reacción se vertió en cloruro de amonio saturado, se separaron las fases, y la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo. Las capas orgánicas se combinaron y se secaron sobre sulfato de magnesio. Se filtraron y se concentraron bajo presión reducida para producir un residuo. El residuo se purificó por cromatografía en gel de sílice, eluyendo con éter metil t-butílico:hexanos (10-15% de gradiente), para producir el compuesto del título (56.22 g, 54%). ES/MS m/z 353 (M+Na). Preparación Alternativa 1 (2S)-1-Tritiloxibut-3-en-2-ol Material de partida del Esquema de reacción 1a, Etapa A: Se añadió cloruro de trifenilmetilo (287 g, 947.1 mmol), DMAP (7.71 g, 63.1 mmol) y trietilamina (140 g, 1383.5 mmol) a una solución 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 agitó durante 24 horas a 24°C. Se añadió ácido cítrico acuoso 1 N (425 ml). Las capas se separaron y el extracto orgánico se concentró bajo presión reducida hasta sequedad. Se añadió metanol (900 ml) y se enfrió a 5°C durante 1 hora. Los sólidos se recolectaron por filtración y se lavaron con metanol a 5°C (50 ml). Los 
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sólidos se desecharon y el licor madre se concentró bajo presión reducida hasta sequedad. Se añadió tolueno (800 ml) y se concentró a una masa de 268 g para obtener el compuesto del título (129 g, 67%) en una solución a 48% en peso de tolueno.  Preparación 2 1-Morfolino-2-[(1S)-1-(tritiloximetil)aliloxi]etanona     Esquema de reacción 1a, Etapa A: Se añadió sulfato ácido de tetrabutil amonio (83.2 g, 245.0 mmol) y 4-(2-cloroacetil)morfolina (638.50 g, 3902.7 mmol) a una solución de 1-tritiloxibut-3-en-2-ol (832.4, 2519 mmol) en tolueno (5800 ml) que estuvo entre 0 y 5ºC. Se añadió hidróxido de sodio (1008.0 g, 25202 mmol) en agua (1041 ml). Se agitó durante 19 horas entre 0 y 5ºC. Se añadió agua (2500 ml) y tolueno (2500 ml). Las capas se separaron y el extracto orgánico se lavó con agua (2 × 3500 ml). El extracto orgánico se concentró bajo presión reducida hasta sequedad. Se añadió tolueno (2500 ml) al residuo y luego se añadió n-heptano (7500 ml) lentamente. Se agitó durante 16 horas. Los sólidos resultantes se recolectaron por filtración y se lavaron con n-heptano (1200 ml). El sólido se secó bajo vacío para 
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obtener el compuesto del título (1075.7 g, 98%).  Preparación 3 1-(5-Bromo-2-fluoro-fenil)-2-[(1S)-1-(tritiloximetil)aliloxi]etanona      Esquema de reacción 1a, Etapa B: Se añadió una solución 1.3 M de complejo de cloruro de isopropil magnesio-cloruro de litio (3079 ml, 2000 mmol) en THF a una solución de 4-bromo-1-fluoro-2-yodobenceno (673.2 g, 2237.5 mmol) en tolueno (2500 mL) a una velocidad para la temperatura se mantuvo de reacción por debajo de 5°C. Se agitó durante 1 hora. Se añadió la solución de Grignard resultante (5150 mL) a una solución de 1-morfolino-2-[(1S)-1-(tritiloximetil)aliloxi]-etanona (500 g, 1093 mmol) en tolueno (5000 mL) a una velocidad para la temperatura se mantuvo de reacción por debajo de 5°C. Se agitó durante 3 horas manteniendo la temperatura por debajo de 5°C. Se añadió solución de Grignard preparada adicional (429 mL) y se agitó durante 1 hora. Se añadió una solución acuosa de ácido cítrico 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 orgánico se lavó con agua (5000 mL). La solución se concentró bajo presión reducida hasta sequedad. Se añadió metanol (2000 mL) al residuo y se concentró para producir el compuesto del título como un residuo (793 g, 73.4% de potencia, 83%).  Preparación 4 1-(5-Bromo-2-fluoro-fenil)-2-[(1S)-1-(tritiloximetil)aliloxi]etanona oxima     Esquema de reacción 1a, Etapa C: Se añadió clorhidrato de hidroxilamina (98.3 g) a 1-(5-bromo-2-fluoro-fenil)-2-[(1S)-1-(tritiloximetil)aliloxi]etanona (450 g, 707 mmol) y acetato de sodio (174 g) en metanol (3800 mL). La solución se calentó a 50°C durante 2 horas. Se enfrió a 24°C y se concentró. Se añadió 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 orgánico se combinó y se lavó con agua (2 × 400 mL). La solución se concentró bajo presión reducida para producir el compuesto del título como un residuo (567 g, 61.4% de potencia, 88%). Preparación 5 2-[(1S)-1-(Tritiloximetil)aliloxi]acetato de terc-butilo 
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      Esquema de reacción 1, Etapa B: Se añadió (2S)-1-tritiloxibut-3-en-2-ol (74.67 g, 226.0 mmol) a una solución de sulfato de tetra-N-butilamonio (13.26 g, 22.6 mmol) en tolueno (376 mL). Se añadió hidróxido de sodio (50% en masa) en agua (119 mL) seguido por terc-butil-2-bromoacetato (110.20 g, 565.0 mmol). La mezcla de reacción se agitó durante 18 horas a temperatura ambiente. Se vertió en agua, las fases se separaron, y la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo. Las capas orgánicas se combinaron y se secaron sobre sulfato de magnesio. La mezcla se filtró y se concentró bajo presión reducida para producir el compuesto del título (77.86 g, 77%). ES/MS m/z 467 (M+Na). Preparación 6 (1E)-2-[(1S)-1-(Tritiloximetil)aliloxi]acetaldehído oxima      
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Esquema de reacción 1, Etapa C: Se enfrió una solución 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 añadió una solución de hidruro de diisobutilaluminio en hexanos (1 mol/L, 174.7 mL) por goteo durante un período de 35 minutos y la temperatura se mantuvo por debajo de -70°C. Se agitó a -78°C durante 5 horas. Se añadió ácido clorhídrico en agua (2 mol/L, 192.1 mL) a la mezcla de reacción por goteo, manteniendo la temperatura por debajo de -60°C. La reacción se dejó calentar gradualmente a temperatura ambiente y se agitó durante 60 minutos. El extracto orgánico se separó y se lavó con bicarbonato de sodio saturado. La solución se secó sobre sulfato de magnesio, se filtró y se concentró bajo presión reducida para producir un residuo. El residuo se disolvió en diclorometano. Se añadió acetato de sodio (28.66 g, 349.3 mmol), seguido por clorhidrato de hidroxilamina (18.21 g, 262.0 mmol). Se agitó a temperatura ambiente durante 18 horas. Se vertió en agua, las fases se separaron, y la fase acuosa se extrajo con diclorometano. Las capas orgánicas se combinaron y se secaron sobre sulfato de magnesio. La mezcla se filtró y se concentró bajo presión reducida para producir el compuesto del título (68.38 g, 101%). ES/MS m/z 386 (M-H). Preparación 7 (3aR,4S)-4-(Tritiloximetil)-3,3a,4,6-tetrahidrofuro[3,4-
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c]isoxazol     Esquema de reacción 1, Etapa D: Se enfrió una solución de (1E)-2-[(1S)-1-(tritiloximetil)aliloxi]acetaldehído oxima (55.57 g, 143.4 mmol) en éter terc-butil metílico (717 mL) a 5°C. Se añadió hipoclorito de sodio (5% en agua, 591 ml, 430.2 mmol) por goteo, manteniendo la temperatura por debajo de 10°C. Se agitó a 10°C durante 30 minutos. La reacción se dejó se calentó a 15°C. Se agitó a 15°C durante 18 horas. La mezcla de reacción se diluyó con acetato de etilo y se lavó con bicarbonato de sodio saturado. Las fases se separaron, la fase orgánica se lavó con una solución de 5% sulfito ácido de sodio y salmuera. La solución se secó sobre sulfato de magnesio, se filtró y se concentró bajo presión reducida para producir un residuo. El residuo se purificó por cromatografía en gel de sílice, eluyendo con 50% de éter metil terc-butílico/diclorometano:hexanos (20-27% de gradiente), para producir el compuesto del título (35.84 g, 65%). ES/MS m/z 408 (M+Na). Preparación 8 (3aR,4S,6aR)-6a-(5-Bromo-2-fluoro-fenil)-4-(tritiloximetil)-
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3,3a,4,6-tetrahidrofuro[3,4-c]isoxazol       Esquema de reacción 1, Etapa E: Se enfrió una solución de 4-bromo-1-fluoro-2-yodo-benceno (86.94 g, 288.9 mmol) en THF (144.5 mL) y tolueno (1445 mL) a -78°C. Se añadió n-butil-litio (2.5 M en hexanos, 120 ml, 288.9 mmol) por goteo, manteniendo la temperatura por debajo de -70°C. Se agitó durante 30 minutos a -78°C. Se añadió dietil eterato de trifluoruro de boro (36.5 ml, 288.9 mmol) por goteo, manteniendo la temperatura por debajo de -70°C. La solución se agitó durante 30 minutos a -78°C. Se añadió una solución de (3aR,4S)-4-(tritiloximetil)-3,3a,4,6-tetrahidrofuro[3,4-c]isoxazol (55.69 g, 144.5 mmol) en THF (482 mL) por goteo a la reacción, durante un período de 30 minutos, manteniendo la temperatura por debajo de -65°C. Se agitó a -78°C durante 90 minutos. Rápidamente se añadió cloruro de amonio saturado, manteniendo la temperatura por debajo de -60°C. Se vertió en salmuera y la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo. El extracto orgánico se combinó y se secó sobre sulfato de magnesio. Se filtró y se concentró bajo presión reducida para 
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producir un residuo. El residuo se purificó por cromatografía en gel de sílice, eluyendo con un gradiente de 100% de hexanos a 30% de hexanos/70% de éter dietílico, para producir el compuesto del título (36.52 g, 45%). ES/MS m/e (79Br/81Br) 560/562 [M+H].  Preparación Alternativa 8 Esquema de reacción 1a, Etapa D: Se calentó una solución 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 nitrógeno durante 27 horas. La solución se enfrió a 24°C y se añadió carbonato de sodio acuoso (800 mL). Las capas se separaron y la fase acuosa se extrajo con tolueno (300 mL). El extracto orgánico se combinó y se lavó con agua (2 × 500 mL). La solución se concentró bajo presión reducida para producir un residuo. Se añadió alcohol isopropílico (1500 mL) y se calentó a reflujo. Se enfrió a 24°C y los sólidos se recolectaron por filtración. El sólido se secó bajo vacío para obtener el compuesto del título (212 g, 75%).  Preparación 9 1-[(3aR,4S,6aS)-6a-(5-Bromo-2-fluoro-fenil)-4-(tritiloximetil)-3,3a,4,6-tetrahidrofuro[3,4-c]isoxazol-1-il]etanona   
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      Esquema de reacción 1a, Etapa E: Se añadió cloruro de acetilo (35.56 g, 503.9 mmol) a una solución de (3aR,4S,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 nitrógeno, manteniendo la temperatura interna por debajo de 5°C. Se agitó durante 1 hora y luego se añadió agua (300 mL) y ácido sulfúrico 1 M (300 mL). La mezcla se agitó durante 10 minutos y las capas se dejaron separar. El extracto orgánico se recolectó y se lavó con carbonato de sodio saturado (500 mL) y agua (500 mL). La solución se secó sobre sulfato de magnesio. Se filtró y se concentró bajo presión reducida para producir 1-[(3aR,4S,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 sólido gris.  Preparación 10 1-[(3aR,4S,6aS)-6a-(5-Bromo-2-fluorofenil)-4-(hidroximetil)tetrahidro-1H,3H-furo[3,4-c][1,2]oxazol-1-
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il]etanona     Esquema de reacción 2, Etapa A: En un reactor con camisa de 20 L se añadió cloruro de acetilo (290 ml, 4075 mmol) a una solución de (3aR,4S,6aR)-6a-(5-bromo-2-fluoro-fenil)-4-(tritiloximetil)-3,3a,4,6-tetrahidrofuro[3,4-c]isoxazol (1.996 g, 3.384 mmol), DMAP (56.0 g, 458 mmol), piridina (500 ml, 6180 mmol) en diclorometano (10 L) bajo nitrógeno manteniendo la temperatura interna por debajo de 10°C. Después de la adición completa (1 hora) se calentó a 20°C y se agitó durante la noche. Si la reacción no se completó, se añadió cloruro de acetilo, DMAP, piridina, y diclorometano hasta que se observó una reacción completa. La mezcla de reacción se enfrió a 0°C y se añadió lentamente agua (5 L), la mezcla de reacción se agitó a 10°C durante 30 minutos y las capas se dejaron separar. El extracto orgánico se recolectó y se lavó lo acuoso con diclorometano (1 L). Los extractos orgánicos combinados se lavaron con ácido clorhídrico acuoso 1 N (2 × 4 L), lo acuoso se extrajo con diclorometano (2 × 1 L). Los extractos orgánicos combinados se lavaron con agua (4 L) y el solvente se removió bajo presión reducida para producir el volumen total de 
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aproximadamente 5 L. Se añadió 90% ácido fórmico (1800 mL) y se dejó reposar a temperatura ambiente durante 3 días. Se calentó a 40°C durante 2 horas, luego el solvente se removió bajo presión reducida. El residuo se diluyó con metanol (4 L) y se añadió lentamente carbonato de sodio acuoso saturado (3 L). Se añadió carbonato de sodio sólido (375 g) para ajustar el pH a 8-9. Se agitó a 45°C durante 1 hora luego se enfrió a temperatura ambiente. Los sólidos se removieron por filtración, lavando con metanol (4 × 500 mL), luego se trató con hidróxido de sodio acuoso 2 N (100 mL) y se dejó reposar a temperatura ambiente durante 1 hora. Los sólidos se removieron por filtración, lavando con metanol (2 × 100 mL). El solvente se evaporó bajo presión reducida y el residuo se dividió entre acetato de etilo (5 L) y agua (2 L). Lo acuoso se extrajo con acetato de etilo (2 L) y los extractos orgánicos combinados se lavaron con salmuera (2 × 1 L). El solvente se removió bajo presión reducida, se añadió éter metil terc-butílico (2.5 L) y se evaporó hasta sequedad. Se añadió éter metil terc-butílico (4 L) y se agitó a 65°C durante 1 hora, se enfrió a temperatura ambiente y los sólidos se recolectaron por filtración, lavando con éter metil terc-butílico (3 × 500 mL). Se secó bajo vacío a un sólido beige. Este sólido se calentó en tolueno (7.5 L) a 110°C hasta disolución completa, se enfrió a 18°C durante 1 hora, y se agitó a esta temperatura durante 1 hora. Se 
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calentó a 40°C y cuando se formó un precipitado, se enfrió a 18°C una vez más. Se agitó durante 45 minutos y luego los sólidos se recolectaron por filtración, lavando con tolueno (2 × 500 mL). El sólido se secó bajo vacío para obtener el compuesto del título (443.1 g, 36%, 95% de pureza por LCMS). El filtrado se evaporó bajo vacío para producir un residuo. El residuo se purificó por cromatografía instantánea en gel de sílice, eluyendo con 20% a 100% de acetato de etilo en isohexano. El producto se formó en pasta aguada que contiene fracciones de éter metil terc-butílico (2 L) a 60°C durante 30 minutos, se enfrió a temperatura ambiente y los sólidos se recolectaron por filtración, lavando con éter metil terc-butílico (2 × 200 mL). Los sólidos se secaron bajo vacío para producir el compuesto del título como un sólido cristalino beige (304 g, 24%, 88% de pureza por LCMS). El filtrado se evaporó bajo vacío a un residuo. El residuo se purificó por cromatografía instantánea en gel de sílice, eluyendo con 20% a 100% de acetato de etilo en isohexano para producir el compuesto del título (57.8 g, 5%, 88% de pureza por LCMS). ES/MS: m/z (79Br/81Br) 360.0/362.0 [M+H]. Preparación Alternativa 10 Esquema de reacción 2, Etapa A: Se añadió 1-[(3aR,4S,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 solución a 15°C de monohidrato de ácido p-
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toluensulfónico (2.2 g, 11.45 mmol), diclorometano (280 mL) y metanol (700 mL). Se agitó durante 18 horas y luego el solvente se removió bajo presión reducida. El residuo se diluyó con diclorometano (350 mL) y se añadió carbonato de sodio acuoso 1 M (140 mL) y agua (140 mL). Las capas se separaron y la capa orgánica se evaporó bajo presión reducida. Se añadió tolueno (350 mL) al residuo y se calentó a reflujo durante 1 hora. Se enfrió a 10-15°C a una velocidad de 10°C/hora. Los sólidos se recolectaron por filtración y se lavaron con tolueno (70 mL). El sólido se secó bajo vacío para obtener el compuesto del título (30 g, 65%) como un sólido gris. Preparación 11 Ácido (3aR,4S,6aS)-1-acetil-6a-(5-bromo-2-fluoro-fenil)-3,3a,4,6-tetrahidrofuro[3,4-c]isoxazol-4-carboxílico     Esquema de reacción 2, Etapa B: Se añadió agua (2 L) a una suspensión de 1-[(3aR,4S,6aS)-6a-(5-bromo-2-fluorofenil)-4-(hidroximetil)tetrahidro-1H,3H-furo[3,4-c][1,2]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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enfrió a una temperatura interna de 5°C. Se añadió (diacetoxiyodo)benceno (1693 g, 4993.43 mmol) en porciones durante 30 minutos. La exoterma se controló usando enfriamiento del reactor y luego se mantuvo a 20°C hasta que la LCMS mostró una reacción completa. Se añadió lentamente una suspensión 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 agitó durante 30 minutos y luego se enfrió a 5°C. Se añadió agua (2 L), luego se añadió lentamente 47% en peso de hidróxido de sodio acuoso (780 mL) durante un período de 1 hora manteniendo la temperatura interna por debajo de 10°C. Se añadió acetato de etilo (2 L) e isohexano (5 L), se agitó vigorosamente y las capas se separaron. Las capas orgánicas bifásicas se extrajeron con agua (1 L) y lo acuosa combinado se lavó con éter metil terc-butílico (2.5 L). Los extractos acuosos se enfriaron a 5°C y se añadió lentamente 37% ácido clorhídrico (1.4 L) durante 30 minutos manteniendo la temperatura interna alrededor de 5°C. Se añadió acetato de etilo (5 L), las capas se separaron y lo orgánico se lavó con salmuera (3 × 1 L). Los extractos acuosos combinados se extrajeron con acetato de etilo (2.5 L), las fases orgánicas combinadas se lavaron con salmuera (1 L), luego se secaron con sodio sulfato, y se filtraron. Los orgánicos se diluyeron con heptano (2.5 L) y se evaporaron hasta sequedad bajo presión reducida. Se añadió 
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éter metil terc-butílico (1.5 L) y heptano (1.5 L) y se evaporó hasta sequedad. Se añadió heptano (2.5 L) y se evaporó hasta sequedad dos veces. Se añadió heptano (500 mL) y éter metil terc-butílico (500 mL) y se agitó a 40°C durante 30 minutos, luego el precipitado se recolectó por filtración, lavando con heptano/éter metil terc-butílico (1:1, 1 L), luego éter metil terc-butílico (3 × 300 mL) y se secó con aire para producir el compuesto del título como un sólido cristalino beige (779 g, 91%). ES/MS: m/z (79Br/81Br) 374.0/376.0 [M+H]. [α]D20 = -19.0° (C = 1.004, cloroformo). Preparación Alternativa 11 Esquema de reacción 2, Etapa B: Se añadió 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-c]isoxazol-1-il]etanona (30 g, 73.3 mmol), TEMPO (1.14 g, 7.30 mmol) y (diacetoxiyodo)benceno (51.9 g, 161 mmol). Se enfrió a 15°C y se agitó durante 2 horas. Se añadió lentamente tiosulfato de sodio (21 g) y carbonato de potasio (22 g) en agua (150 mL) a temperatura ambiente. Se agitó durante 1 hora y luego se añadió éter metil terc-butílico (150 mL). Las capas se separaron y el pH de la capa acuosa se ajustó a 2-3 con ácido sulfúrico concentrado. Se añadió acetato de etilo (150 mL) y las capas se separaron. La capa orgánica se evaporó hasta sequedad bajo presión reducida. Se añadió n-heptano (90 mL) y se calentó a reflujo durante 1 
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hora. Se enfrió a 15°C y luego el precipitado se recolectó por filtración, lavando con n-heptano (90 mL). Se secó bajo vacío para producir el compuesto del título como un sólido blanco (27 g, 98%).  Preparación 12 (3aR,4S,6aS)-1-Acetil-6a-(5-bromo-2-fluorofenil)-N-metoxi-N-metiltetrahidro-1H,3H-furo[3,4-c][1,2]oxazol-4-carboxamida      Esquema de reacción 2, Etapa C: En un reactor con camisa de 10 L, se enfrió una solución de ácido (3aR,4S,6aS)-1-acetil-6a-(5-bromo-2-fluoro-fenil)-3,3a,4,6-tetrahidrofuro[3,4-c]isoxazol-4-carboxílico (771 g, 2.019 mmol) en diclorometano (7.0 L) a 0°C bajo nitrógeno y se añadió CDI (400 g, 2421 mmol) en porciones durante 40 minutos. Se enfrió la camisa del reactor a -20°C y se agitó durante 1 hora y luego se añadió clorhidrato de N,O-dimetilhidroxilamina (260.0 g, 2612 mmol) en porciones durante aproximadamente 30 minutos. Se agitó a -20°C durante 1 hora, a 0°C durante 2 horas, y a 10°C durante 7 horas. Se añadió CDI (175 g, 1058 mmol) y se agitó a 10°C durante la noche. Se añadió CDI adicional (180 g, 1088 mmol) a 10°C y se 
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agitó durante 1 hora, luego se añadió clorhidrato de N,O-dimetilhidroxilamina (140 g, 1407 mmol) y la agitación se continuó a 10°C. Si la reacción estuvo incompleta, se hicieron cargas adicionales de CDI seguido por clorhidrato de N,O-dimetilhidroxilamina que se observó una reacción completa. La mezcla de reacción se enfrió a 5°C y se lavó con ácido clorhídrico acuoso 1 N (5 L) y luego ácido clorhídrico acuoso 2 N (5 L). La solución acuosa combinada se extrajo con diclorometano (1 L), el extracto orgánico se combinó y se lavó con agua (2.5 L), hidróxido de sodio acuoso 1 N (2.5 L), y agua (2.5 L), se secó sobre sulfato de magnesio, se filtró, y se evaporó bajo presión reducida para producir un residuo. Se añadió éter metil terc-butílico (3 L) y se evaporó bajo presión reducida. Se añadió éter metil terc-butílico adicional (2 L) y se agitó a 50°C durante 1 hora, se enfrió a 25°C y se agitó durante 30 minutos. Los sólidos resultantes se recolectaron por filtración, se lavaron con éter metil terc-butílico (2 × 500 mL) y se secaron bajo vacío para producir el compuesto del título (760 g, 88%) como un sólido blanco. ES/MS: m/z (79Br/81Br) 417.0/419.0 [M+H].  Preparación Alternativa 12 Esquema de reacción 2, Etapa C: Se enfrió una solución de ácido (3aR,4S,6aS)-1-acetil-6a-(5-bromo-2-fluoro-fenil)-3,3a,4,6-tetrahidrofuro[3,4-c]isoxazol-4-carboxílico (27 g, 70.7 mmol) en N,N-dimetilformamida (135 mL) a 0°C bajo 
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nitrógeno y se añadió CDI (14.9 g, 91.9 mmol). Se agitó durante 1 hora y luego se añadió clorhidrato de N,O-dimetilhidroxilamina (9.0 g, 92 mmol) y trietilamina (14.3 g, 141 mmol). Se agitó a 15°C durante 16 horas. La mezcla de reacción se enfrió a 0°C y se añadió ácido sulfúrico acuoso 0.5 M (675 mL). Se agitó durante 1 hora. Los sólidos resultantes se recolectaron por filtración. Los sólidos se formaron en pasta aguada en éter metil terc-butílico (90 mL) durante 1 hora. Los sólidos se recolectaron por filtración, se lavaron con éter metil terc-butílico (30 mL). Se secaron bajo vacío para producir el compuesto del título (23 g, 78%) como un sólido.  Preparación 13 1-[(3aR,4S,6aS)-1-Acetil-6a-(5-bromo-2-fluoro-fenil)-3,3a,4,6-tetrahidrofuro[3,4-c]isoxazol-4-il]etanona     Esquema de reacción 2, Etapa D: En un reactor con camisa de 20 L, se enfrió una solución de (3aR,4S,6aS)-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 añadió una solución 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 reacción se agitó a -40°C durante 30 minutos, luego se enfrió a -50°C y se añadió una solución de ácido clorhídrico acuoso 1 N (2 L) en THF (2 L) manteniendo la temperatura interna por debajo de -38°C. La temperatura se aumentó a 10°C y se añadió acetato de etilo (5 L) y agua (1 L), se agitó y se dejó 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 orgánicos se combinaron. Los extractos orgánicos se lavaron con agua (2 L) y la capa acuosa se extrajo con acetato de etilo (1 L). El extracto orgánico se combinó y se lavó con salmuera (3 × 2 L) luego se secó sobre sulfato de magnesio, se filtró, y se evaporó bajo presión reducida a un residuo. Se añadió ciclohexano (2.5 L), se agitó a 60°C durante 1 hora, luego a 20°C durante 30 minutos, y el sólido se recolectó por filtración, se lavó con ciclohexano (500 mL). El sólido se secó bajo vacío para obtener el compuesto del título como un sólido blanco (565 g, 99%). ES/MS: m/z (79Br/81Br) 372.0/374.0 [M+H], [α]D20 = -58.0° (C = 1.000, cloroformo).  Preparación Alternativa 13 Esquema de reacción 2, Etapa D: Se enfrió una solución de (3aR,4S,6aS)-1-acetil-6a-(5-bromo-2-fluorofenil)-N-metoxi-N-metiltetrahidro-1H,3H-furo[3,4-c][1,2]oxazol-4-
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carboxamida (4.0 g, 9.59 mmol) en THF (60 mL) a -5°C y se añadió una solución 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 reacción se agitó entre -5 y 0°C durante 60 minutos y luego se añadió una solución de cloruro de amonio saturado (20 mL). Se añadió éter metil terc-butílico (40 mL), se dejó que la temperatura interna alcanzara 5°C y las capas se separaron. La fase orgánica se evaporó bajo presión reducida a un residuo. Se añadió n-heptano (50 mL), se agitó, y el sólido se recolectó por filtración. El sólido se secó bajo vacío para obtener el compuesto del título como un sólido (3.0 g, 77%). Preparación 14 1-[(3aR,4S,6aS)-6a-(5-Bromo-2-fluorofenil)-4-(1,1-difluoroetil)tetrahidro-1H,3H-furo[3,4-c][1,2]oxazol-1-il]etanona      Esquema de reacción 2, Etapa E: Se añadió 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 porción única a una suspensión 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 agitó durante 10 minutos y se añadió trifluorohidrato de trietilamina (4.5 ml, 27 mmol) por goteo durante 10 minutos. La mezcla de reacción se agitó en el baño de hielo durante 8 horas, luego se calentó a temperatura ambiente y se agitó durante la noche. Se añadió carbonato de sodio acuoso saturado (100 mL) y se agitó durante 1 hora. Las capas se separaron y lo acuoso se extrajo con diclorometano (2 × 50 mL). Los extractos orgánicos se combinaron y se lavaron con bicarbonato de sodio acuoso saturado (100 mL), ácido clorhídrico acuoso 2 N (2 × 100 mL), y salmuera (100 mL). Se evaporaron hasta sequedad a un sólido marrón claro y se disolvieron en éter metil terc-butílico (300 mL) a 60°C. La solución caliente se filtró y el filtrado se evaporó para producir un sólido marrón (5.3 g, 81%, 82% de pureza por LCMS) que se utilizó sin purificación adicional. ES/MS: m/z (79Br/81Br) 393.8/395.8 [M+H].  Preparación Alternativa 14 Esquema de reacción 2, Etapa E: Se añadió XtalFluor-M® (1.21 kg, 4.73 mol) en porciones a una solución 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]etanona (565 g, 1.51 mol) en diclorometano anhidro (5 L) a -14°C. La 
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mezcla se agitó durante 10 minutos y se añadió trifluorohidrato de trietilamina (550 g, 3.34 mol) por goteo durante 20 minutos. La mezcla de reacción se agitó a -10°C durante aproximadamente 10 horas, luego se calentó a temperatura ambiente y se agitó durante la noche. Se añadió 50% hidróxido de sodio acuoso (750 mL) lentamente, manteniendo la temperatura interna por debajo de 10°C, luego se añadió agua (1.5 L) y carbonato ácido de sodio acuoso saturado (1 L) y se agitó durante 30 minutos. Las capas se separaron y lo acuoso se extrajo con diclorometano (1 L). Los extractos orgánicos se combinaron y se lavaron con salmuera (3 L), ácido clorhídrico acuoso 2 N (5 L), y salmuera (3 L). Se evaporaron para producir un residuo y se purificó por cromatografía en gel de sílice eluyendo con 50-100% de diclorometano en iso-hexano, luego 10% de éter metil terc-butílico en diclorometano para producir el compuesto del título como un polvo blanco (467 g, 73%, 94% pureza por LCMS). ES/MS: m/z (79Br/81Br) 393.8/395.8 [M+H].  Preparación 15 (3aR,4S,6aS)-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 reacción 2, Etapa F: Se añadió 37% en peso de ácido clorhídrico acuoso (1.3 L, 16 mol) a una solución de 1-[(3aR,4S,6aS)-6a-(5-bromo-2-fluorofenil)-4-(1,1-difluoroetil)tetrahidro-1H,3H-furo[3,4-c][1,2]oxazol-1-il]etanona (570 g, 1.45 mol) en 1,4-dioxano (5 L) en un reactor con camisa de 10 L y se agitó a 100°C durante aproximadamente 3 horas o hasta que la LCMS mostró una reacción completa. La mezcla de reacción se enfrió a 10°C, se diluyó con agua (1 L) y se añadió una mezcla de 50% en peso de hidróxido de sodio acuoso (800 mL) y agua (1 L) lentamente, manteniendo la temperatura interna por debajo de 20°C. Se añadió acetato de etilo (2.5 L) y se agitó vigorosamente, antes las capas se separaron y la fase orgánica se lavó con salmuera (2 L), salmuera adicional (1 L), y agua (1 L). Se secó sobre sulfato de magnesio, se filtró y se concentró hasta sequedad bajo presión reducida para producir un residuo. Se añadió ciclohexano (2.5 L) y se evaporó hasta sequedad y luego se repitió para obtener el compuesto del título como un aceite marrón (527 g, 89%, 86% de pureza por LCMS). ES/MS: m/z (79Br/81Br) 351.8/353.8 [M+H].  Preparación 16 [(2S,3R,4S)-4-amino-4-(5-bromo-2-fluorofenil)-2-(1,1-difluoroetil)tetrahidrofuran-3-il]metanol   
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     Esquema de reacción 2, Etapa G: Se añadió polvo de zinc (6.0 g, 92 mmol) a una solución de (3aR,4S,6aS)-6a-(5-bromo-2-fluoro-fenil)-4-(1,1-difluoroetil)-3,3a,4,6-tetrahidro-1H-furo[3,4-c]isoxazol (5.06 g, 13.4 mmol) en ácido acético (100 mL) a temperatura ambiente y se agitó durante la noche. La mezcla se diluyó con acetato de etilo (200 mL) y agua (300 mL) y se agitó vigorosamente mientras se adicionó carbonato de sodio (97 g, 915 mmol). Las capas se separaron y la capa orgánica se lavó con salmuera (2 × 200 mL), se secó sobre sulfato de magnesio, se filtró y se concentró para producir un residuo. El residuo se purificó por cromatografía en gel de sílice eluyendo con 0% a 100% de éter metil terc-butílico en isohexano para producir el compuesto del título como un sólido ceroso (4.67 g, 89%, 90% de pureza por LCMS). ES/MS: m/z (79Br/81Br) 354.0/356.0 [M+H].  Preparación Alternativa 16 Esquema de reacción 2, Etapa G: Se añadió polvo de zinc (200 g, 3.06 mol) en porciones a una solución de (3aR,4S,6aS)-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 ácido acético (2 L) y agua (2 L) a 20°C, luego se calentó a 40°C y se agitó durante la noche. La mezcla se diluyó con agua (2 L) y se agitó vigorosamente mientras se añadió carbonato de sodio (4 kg, 43.4 mol), luego el pH se ajustó a 8-9 con carbonato de sodio adicional. Se añadió acetato de etilo (5 L) y agua (2.5 L), se agitó durante 30 minutos y se filtró 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 × 2.5 L) y los extractos orgánicos combinados se lavaron con salmuera (2 × 2.5 L), se secaron sobre sulfato de magnesio, se filtraro, y se concentraron para producir un residuo. El residuo se purificó por SFC, columna: Chiralpak AD-H (5), 50 × 250 mm; eluyente: 12% de etanol (0.2% de dietilmetilamina en CO2; velocidad de flujo: 340 g/minuto a UV 220 nm para producir el compuesto del título como un sólido blanco (197.7 g, 84%). [α]D20 = -6.93° (C = 0.678, cloroformo). ES/MS: m/z (79Br/81Br) 354.0/356.0 [M+H].  Preparación 17 [(2S,3R,4S)-4-Amino-4-(5-bromo-2-fluoro-fenil)-2-(tritiloximetil)tetrahidrofuran-3-il]metanol     
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      Esquema de reacción 1, Etapa F: Se añadió (3aR,4S,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 ácido acético (186 mL) para producir una suspensión. Se añadió zinc (25.6 g, 391 mmol) y la mezcla de reacción se agitó vigorosamente durante 18 horas. La mezcla se diluyó con tolueno y se filtró a través de tierra de diatomeas. El filtrado se concentró bajo presión reducida. El residuo se solubilizó con acetato de etilo, se lavó con salmuera, y bicarbonato de sodio saturado. Las fases se separaron, se secaron sobre sulfato de magnesio, se filtraron, y se concentraron bajo presión reducida para producir el compuesto del título (31.35 g, 99%). ES/MS m/e (79Br/81Br) 562/564 [M+H].  Preparación 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 reacción 1, Etapa G: Se disolvió [(2S,3R,4S)-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 enfrió a 5°C. Se añadió isotiocianato de benzoilo (9.74 ml, 72.45 mmol). Después que la adición se completó, la mezcla de reacción se dejó calentar a temperatura ambiente y se agitó durante 2 horas. Se vertió en bicarbonato de sodio saturado, las fases se separaron y la fase acuosa se extrajo con diclorometano. El extracto orgánico se combinó y se secó sobre sulfato de magnesio. La solución se filtró y se concentró bajo presión reducida para producir el compuesto del título (42.95 g, 106%). ES/MS m/e (79Br/81Br) 747/749 [M+Na].  Preparación 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]benzamida   
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      Esquema de reacción 2, Etapa H: Se añadió isotiocianato de benzoilo (1.80 ml, 13.3 mmol,) a una solución de [(2S,3R,4S)-4-amino-4-(5-bromo-2-fluorofenil)-2-(1,1-difluoroetil)tetrahidrofuran-3-il]metanol (4.67 g, 11.9 mmol) en diclorometano (20 mL) a temperatura ambiente durante 1 hora hasta que la LCMS mostró que la reacción se completó. La mezcla de reacción se evaporó a un residuo bajo vacío. Se añadió ciclohexano (50 mL), se calentó a 60°C y se añadió éter metil terc-butílico hasta que el precipitado se disolvió completamente (100 mL). La solución caliente se filtró, se enfrió a temperatura ambiente y se evaporó lentamente bajo presión reducida hasta la formación de un precipitado blanco. El solvente se removió bajo presión reducida y el residuo se disolvió en diclorometano anhidro (30 mL), se añadió piridina (2.4 ml, 30 mmol), y la solución se enfrió a -25°C. Se añadió anhídrido trifluorometansulfónico (2.2 mL, 13 mmol) por goteo durante 30 minutos y se dejó calentar a 0°C durante 1 hora. La mezcla de reacción se lavó con agua (25 mL), ácido clorhídrico acuoso 2 N (25 mL), agua (25 mL), bicarbonato de sodio saturado acuoso (25 mL), y agua (25 mL), se secó sobre 
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sulfato de magnesio, se filtró, y se concentró hasta sequedad. El residuo se purificó por cromatografía en gel de sílice eluyendo con 5% de éter metil terc-butílico en diclorometano para producir el compuesto del título como una espuma amarilla clara (5.0 g, 76%, 90% de pureza por LCMS). ES/MS: m/z (79Br/81Br) 499.0/501.0 [M+H].  Preparación Alternativa 19 Esquema de reacción 2, Etapa H: Se añadió isotiocianato de benzoilo (98 ml, 724.9 mmol,) a una solución de [(2S,3R,4S)-4-amino-4-(5-bromo-2-fluorofenil)-2-(1,1-difluoroetil)tetrahidrofuran-3-il]metanol (197.6 g, 546.7 mmol) en diclorometano (1.2 L) a 30°C durante 1 hora. Se añadió CDI (101 g, 610.4 mmol) y se agitó a temperatura ambiente durante 3 horas. Se pudieron hacer cargas adicionales de CDI para asegurar el consumo completo del intermediario tiourea. Se calentó a 90°C durante 42 horas y la solución se enfrió a temperatura ambiente. La mezcla de reacción se diluyó con acetato de etilo (2 L) y se añadió ácido  clorhídrico acuoso 2 N (2 L), se agitó, se añadió salmuera (1 L) y las capas se separaron. La capa orgánica se lavó con ácido clorhídrico acuoso 2 N (0.5 L), salmuera (2 × 1 L) y bicarbonato de sodio acuoso saturado (1 L). Se secó sobre sulfato de magnesio, se filtró, y se concentró para producir un residuo. El residuo se purificó por cromatografía en gel de sílice eluyendo con 0-100% de acetato de etilo en 
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iso-hexano para producir el compuesto del título como un sólido amarillo claro (234 g, 83%). ES/MS: m/z (79Br/81Br) 499.0/501.0 [M+H].  Preparación 20 N-[(4aS,5S,7aS)-7a-(5-Bromo-2-fluoro-fenil)-5-(tritiloximetil)-4,4a,5,7-tetrahidrofuro[3,4-d][1,3]tiazin-2-il]benzamida       Esquema de reacción 1, Etapa H: Se disolvió N-[[(3S,4R,5S)-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 enfrió a -20°C. Se añadió piridina (12.0 ml, 148.0 mmol), seguido por anhídrido trifluorometansulfónico (10.97 ml, 65.10 mmol). Se monitoreó la adición manteniendo la temperatura por debajo de -20°C. La mezcla de reacción se agitó a -20°C durante 30 minutos. La mezcla de reacción se dejó calentar a temperatura ambiente. Se vertió en cloruro de amonio saturado, las fases se separaron, y la fase acuosa se extrajo con diclorometano. El extracto orgánico se combinó y se secó sobre sulfato de 
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magnesio. La solución se filtró y se concentró bajo presión reducida para producir el compuesto del título (45.24 g, 108%). ES/MS m/e (79Br/81Br) 707/709 [M+H].  Preparación 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     Esquema de reacción 1, Etapa I: Se disolvió N-[(4aS,5S,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 ácido fórmico (160 mL) y se agitó a temperatura ambiente durante 1 hora. Se añadió agua (29 mL) durante un período de 5 minutos. Se agitó durante 50 minutos. La mezcla se concentró bajo presión reducida a un residuo. El residuo se disolvió en metanol (639 mL), se añadió trietilamina (26.7 ml, 191.8 mmol) y se agitó durante la noche a temperatura ambiente. Se vertió en salmuera, las fases se separaron, y la fase acuosa se extrajo con cloroformo. El extracto orgánico se combinó y se secó sobre sulfato de magnesio. Se filtró y se concentró bajo presión reducida para producir un residuo. El residuo se purificó por cromatografía en gel de sílice, eluyendo con acetona:hexanos 
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(25-38% de gradiente), para producir el compuesto del título (16.04 g, 54%). ES/MS m/e (79Br/81Br) 465/467 [M+H].  Preparación 22 Ácido (4aS,5S,7aS)-2-benzamido-7a-(5-bromo-2-fluoro-fenil)-4,4a,5,7-tetrahidrofuro[3,4-d][1,3]tiazin-5-carboxílico      Esquema de reacción 1, Etapa J: Se añadió 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 (16.04 g, 34.47 mmol) a DMSO (172 mL). Se añadió ácido 2-yodoxibenzoico (35.56 g, 120.70 mmol) y se agitó a temperatura ambiente durante 3 horas. La mezcla de reacción se diluyó con cloroformo (300 mL) y se vertió en cloruro de amonio saturado (400 mL). La fase orgánica se separó y se secó sobre sulfato de magnesio. La solución se filtró y se concentró bajo presión reducida para producir un residuo. El residuo se disolvió en acetato de etilo (400 mL) y se lavó con cloruro de amonio saturado (2 × 250 mL). La fase orgánica se separó, se secó sobre sulfato de magnesio, se filtró y se concentró bajo presión reducida para producir un residuo. El residuo se disolvió en una mezcla de diclorometano:metanol y 
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se añadió éter dietílico hasta que se precipitó un sólido. El sólido se recolectó por filtración y se secó bajo presión reducida para producir el compuesto del título (5.78 g, 35%). ES/MS m/e (79Br/81Br) 479/481 [M+H].  Preparación 23 (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      Esquema de reacción 1, Etapa K: Se disolvió ácido (4aS,5S,7aS)-2-benzamido-7a-(5-bromo-2-fluoro-fenil)-4,4a,5,7-tetrahidrofuro[3,4-d][1,3]tiazin-5-carboxílico (5.78 g, 12.1 mmol) en diclorometano (201 mL) y clorhidrato de N,O-dimetilhidroxilamina (1.76 g, 18.1 mmol). Se añadió trietilamina (5.29 ml, 36.2 mmol) seguido por HATU (7.02 g, 18.1 mmol). Se agitó a temperatura ambiente durante 3 días. Se vertió en cloruro de amonio saturado, las fases se separaron y la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo. Los extractos orgánicos se combinaron y se secaron sobre sulfato de magnesio. Se filtraron y se concentraron bajo presión reducida para producir un residuo. El residuo se 
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purificó por cromatografía en gel de sílice, eluyendo con acetato de etilo:diclorometano (0-50% de gradiente) para producir el compuesto del título (4.15 g, 66%). ES/MS m/e (79Br/81Br) 522/524 [M+H].  Preparación 24 N-[(4aS,5S,7aS)-5-Acetil-7a-(5-bromo-2-fluoro-fenil)-4,4a,5,7-tetrahidrofuro[3,4-d][1,3]tiazin-2-il]benzamida      Esquema de reacción 1, Etapa L: Se añadió por goteo a una solución a -78ºC 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 dietílico, 4.8 ml, 14.5 mmol). La reacción se agitó a -78°C durante 5 minutos y se dejó calentar gradualmente a temperatura ambiente. Se agitó durante 30 minutos. La reacción se enfrió con metanol (4 mL), se diluyó con cloruro de amonio saturado, y se extrajo con acetato de etilo. El extracto orgánico se combinó y se secó sobre sulfato de sodio. Se filtró y se concentró bajo presión reducida para producir un residuo. El residuo se purificó por cromatografía 



70 510152025
en gel de sílice, eluyendo con acetato de etilo:hexanos (0-100% de gradiente) para producir el compuesto del título (1.28 g, 93%). ES/MS m/e (79Br/81Br) 477/479 [M+H].  Preparación 25 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]benzamida     Esquema de reacción 1, Etapa M: Se añadió 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 agitó a temperatura ambiente durante 2 horas. Se añadió N-[(4aS,5S,7aS)-5-acetil-7a-(5-bromo-2-fluoro-fenil)-4,4a,5,7-tetrahidrofuro[3,4-d][1,3]tiazin-2-il]benzamida (0.821 g, 1.72 mmol) en una porción, seguido por trifluorohidrato de trietilamina (1.13 ml, 6.88 mmol). Se agitó a temperatura ambiente durante 18 horas. Se vertió en cloruro de amonio saturado, las fases se separaron, y la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo. El extracto orgánico se combinó y se secó sobre sulfato de magnesio. Se filtró y se concentró bajo presión reducida para producir un residuo. El residuo se 
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purificó por cromatografía en gel de sílice, eluyendo con diclorometano:hexanos (80-100% de gradiente), para producir el compuesto del título (0.552 g, 64%). ES/MS m/e (79Br/81Br) 499/501 [M+H].  Preparación 26 N-[(5S,7aS)-5-(1,1-Difluoroetil)-7a-{2-fluoro-5-[(trifluoroacetil)amino]fenil}-4a,5,7,7a-tetrahidro-4H-furo[3,4-d][1,3]tiazin-2-il]benzamida      Esquema de reacción 5, Etapa A: Se disolvió N-[(4aS,5S,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]benzamida (234 g, 454.6 mmol) en 1.4-dioxano (2 L) y se añadieron tamices moleculares de 4 Å (37 g), 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 nitrógeno. El recipiente se purgó con 3 interruptores de nitrógeno de vacío y se calentó a 123°C durante 18 horas. Se enfrió a temperatura ambiente y la 
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solución se filtró a través de tierra de diatomeas, y se lavó con acetato de etilo. Se añadió cloruro de amonio acuoso saturado (2 L) y se agitó vigorosamente durante 45 minutos. Las capas se separaron y la capa orgánica se lavó con cloruro de amonio acuoso saturado (3 × 1 L), salmuera (300 mL), se secó sobre sulfato de magnesio, se filtró y se evaporó para producir un residuo. El residuo se purificó por cromatografía en gel de sílice eluyendo con 0-100% de acetato de etilo en iso-hexano para producir el compuesto del título como un sólido amarillo claro (297.9 g, 95%, 81% de pureza).ES/MS: m/z 532.0 [M+H].  Preparación 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]benzamida        Esquema de reacción 1, Etapa N: Se combinó 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]benzamida (0.372 g, 0.74 mmol) y (1R, 2R)-N,N’-dimetil-
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1,2-ciclohexanodiamina (0.037 ml, 0.22 mmol) en etanol (30 mL). Se añadió azida de sodio (0.194 g, 2.98 mmol), seguido por ascorbato de sodio (solución 0.66 M, 0.50 ml, 0.33 mmol). La parte superior del matraz se purgó con nitrógeno y se añadió sulfato cúprico (solución 0.33 M, 0.68 ml, 0.22 mmol). La mezcla de reacción se calentó a 80°C y se agitó durante 5 horas. La reacción se enfrió y se añadió agua fría. La mezcla se extrajo con acetato de etilo. El extracto orgánico se combinó y se secó sobre sulfato de sodio. Se filtró y se concentró bajo presión reducida para producir un residuo. El residuo se combinó con paladio (10% en masa sobre carbono, 0.35 g, 0.16 mmol) en etanol (50 mL) y THF (10 mL). La mezcla se purgó con nitrógeno y con hidrógeno. Se agitó a temperatura ambiente bajo 50 psi de hidrógeno durante 1 hora. El catalizador se separó por filtración y se lavó con acetato de etilo. La solución se concentró bajo presión reducida para producir un residuo. El residuo se purificó por cromatografía en gel de sílice, eluyendo con acetato de etilo:diclorometano (0-20% de gradiente), para producir el compuesto del título (0.2184 g, 67%). ES/MS m/z 436 (M+H).   Preparación Alternativa 27 Esquema de reacción 5, Etapa B: Se añadió amoníaco 7 N en metanol (600 ml, 4.2 mol) a una suspensión agitada de N-[(5S,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 agitó a temperatura ambiente durante 18 horas. Se evaporó hasta sequedad para producir el compuesto del título como una goma marrón (190 g, 375.2 mmol, 86% de pureza). ES/MS: m/z 436.0 [M+H].  Preparación 28 (4aS,5S,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     Esquema de reacción 4, Etapa A: Se disolvió 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]benzamida (216.4 g, 88% de pureza, 435.9 mmol) en piridina (400 mL), etanol (100 mL) y THF (300 mL). Se añadió clorhidrato de O-metilhidroxilamina (190 g, 2275.0 mmol) y se agitó a temperatura ambiente durante 18 horas. Se diluyó con 2-metiltetrahidrofurano (1 L) y se lavó con agua (2 × 300 mL). La capa orgánica se aisló y se añadió 35% hidróxido de amonio acuoso (100 mL) a lo acuoso. Se extrajo con 2-metiltetrahidrofurano (300 mL), luego se saturó con cloruro 
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de sodio y se extrajo con 2-metiltetrahidrofurano (2 × 300 mL). Los extractos orgánicos se combinaron, se lavaron con salmuera (300 mL), y se evaporaron a un residuo. Se disolvió en metanol (200 mL), se añadió amoniaco 7 N en metanol (100 ml, 700 mmol) y se agitó a temperatura ambiente durante 18 horas. Se puede añadir amoníaco adicional si permanece cualquier impureza de trifluoroacetamida. El solvente se removió bajo presión reducida y el residuo se disolvió en ácido clorhídrico acuoso 2 N (1.5 L). Se extrajo con diclorometano (6 × 500 mL), las capas orgánicas se combinaron y el solvente se removió bajo presión reducida hasta un volumen total de aproximadamente 1 L. Se lavó con ácido clorhídrico acuoso 2 N (300 mL) y todos los lavados acuosos se combinaron. Se añadió 2-metiltetrahidrofurano (1 L) y se agitó vigorosamente mientras se ajustó el pH a básico con bicarbonato de sodio hasta que no se observó desprendimiento de gas. Las capas se separaron y la fase acuosa se extrajo con 2-metiltetrahidrofurano (2 × 500 mL). Los extractos orgánicos combinados se secaron con sulfato de magnesio, se filtraron, y se evaporaron para producir un sólido marrón. El residuo se purificó por cromatografía en gel de sílice eluyendo con 0-100% de diclorometano en THF. El producto que contiene fracciones se evaporó con acetato de etilo/heptano para producir el compuesto del título como un polvo beige fino (106 g, 70%, 95% de pureza). ES/MS: m/z 332.0 [M+H], 
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[α]D20 = 42.11° (C = 0.532, cloroformo).  Preparación 29 N-[3-[(4aS,5S,7aS)-2-Benzamido-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    Esquema de reacción 3, Etapa A: Se añadió N,N-diisopropiletilamina (0.032 ml, 0.1837 mmol) a una mezcla de 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]benzamida (0.040 g, 0.09185 mmol), ácido 5-cianopiridin-2-carboxílico (0.0203 g, 0.1378 mmol) y 1-hidroxi-7-azabenzotriazol (0.0191 g, 0.1378 mmol) en diclorometano (2 mL) y dimetilformamida (0.5 mL). Se añadió clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (0.026 g, 0.1378 mmol) en una porción. La mezcla de reacción se agitó a temperatura ambiente durante 18 horas. Se diluyó con acetato de etilo, y se lavó con agua y salmuera. Se extrajo con acetato de etilo. Los extractos orgánicos se combinaron y se secaron sobre sulfato de sodio. Se filtraron y se concentraron bajo presión reducida para producir un residuo. El residuo se purificó por cromatografía en gel de sílice, eluyendo con éter metil terc-butílico:diclorometano (0-10% de 
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gradiente), para producir el compuesto del título (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-il]-4-fluoro-fenil]-5-ciano-piridin-2-carboxamida     Esquema de reacción 3, Etapa B: Se calentó 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-][1,3]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) y piridina (0.066 ml, 0.8220 mmol) en THF (1.5 mL) y etanol (1.5 mL). La mezcla se concentró bajo presión reducida para producir un residuo. El residuo se purificó por cromatografía en gel de sílice, eluyendo con NH3 7 N en metanol:diclorometano (0-2% de gradiente), para producir el compuesto del título (0.026 g, 68%). ES/MS m/z 462 (M+1).  Ejemplo 1a Hemihidrato de 4-metilbencensulfonato de N-[3-[(4aS,5S,7aS)-2-amino-5-(1,1-difluoroetil)-4,4a,5,7-tetrahidrofuro[3,4-
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d][1,3]tiazin-7a-il]-4-fluoro-fenil]-5-ciano-piridin-2-carboxamida (1:1:0.5)      Se añadió 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 (150 mg, 0.33 mmol) y THF (2 mL) juntos y se agitó a temperatura ambiente para disolver. Se añadió hidrato de ácido p-toluensulfónico (0.095 g, 0.5 mmol) y la solución se calentó a 50°C. Se añadió agua en alícuotas de 200 microlitros y se observó la precipitación después de aproximadamente 2 ml de adición total. Se agitó a 50°C durante varias horas para producir una suspensión espesa. Se añadió THF adicional (1 mL) para mejorar la mezcla. Se enfrió a temperatura ambiente durante unas pocas horas y se filtró por filtración en vacío. Se lavó con THF mínimo. Se dejó secar con aire durante la noche para producir el compuesto del título.  Preparación Alternativa del Ejemplo 1a Hemihidrato de 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-
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carboxamida de (1: 1: 0.5) Se añadió 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 (1.5 g, 3.3 mmol) y THF (12 mL) juntos y se agitó a temperatura ambiente para disolver. Se calentó a 60°C y se añadió hidrato de ácido p-toluensulfónico (0.7 5 g, 3.9 6 mmol) y agua (5 mL). Se formó un precipitado blanco después de 5 minutos de agitación. Se agitó a 60°C durante varias horas para producir una suspensión espesa. Se enfrió a temperatura ambiente durante unas pocas horas y se filtró por filtración en vacío. Se dejó secar con aire durante la noche para producir el compuesto del título.  Difracción de Polvo de Rayos X (XRD) Los patrones de XRD de los sólidos cristalinos se obtuvieron en un difractómetro de polvo de rayos X Bruker D4 Endeavor, equipado con una fuente de CuKa λ = 1.54060 Å) y un detector Vantec, operando a 35 kV y 50 mA. La muestra se escaneó entre 4 y 40° en 2θ, con un tamaño de paso de 0.009° en 2θ y una velocidad de escaneo de 0.5 segundos/paso, y con divergencia de 0.6 mm, anti-dispersor fijo de 5.28, y hendiduras de detector de 9.5 mm. El polvo seco se empacó en un soporte de muestra de cuarzo y se obtuvo una superficie lisa usando un portaobjetos de vidrio. Los patrones de difracción de la forma cristalina se recolectaron a 
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temperatura ambiente y humedad relativa. Es bien conocido en la técnica cristalográfica que, para cualquier forma cristalina dada, las intensidades relativas de los picos de difracción pueden variar debido a la orientación preferida resultante de factores tales como el hábito y morfología cristalina. Cuando los efectos de orientación preferida estuvieron presentes, las intensidades de pico se alteraron, pero las posiciones del pico característico del polimorfo se mantuvieron sin cambios. Véase, por ejemplo, The United States Pharmacopeia # 23, National Formulary # 18, páginas 1843-1844, 1995. Además, también es bien conocido en la técnica cristalográfica que para cualquier forma cristalina dada las posiciones de picos angulares pueden variar ligeramente. Por ejemplo, las posiciones de picos se pueden desplazar debido a una variación en la temperatura o humedad a la cual se analiza una muestra, desplazamiento de la muestra, o la presencia o ausencia de un estándar interno. En el presente caso, una variabilidad de la posición de pico de ± 0.2 en 2θ tendrá en cuenta estas variaciones potenciales sin impedir la identificación inequívoca de la forma cristalina indicada. La confirmación de una forma cristalina se puede hacer con base en cualquier combinación única de picos distinguidos (en unidades de ° 2θ), típicamente los picos más prominentes. Los patrones de difracción de forma cristalina, recolectados a temperatura ambiente y humedad 
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relativa, se ajustaron con base en los picos estándar NIST 675 a 8.853 y 26.774 ° 2-theta. Una muestra preparada de hemihidrato de 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 cristalino (1:1:0.5) se caracterizó por un patrón de XRD usando radiación CuKa como teniendo picos de difracción (valores 2-theta) como se describe en la Tabla 1, y en particular teniendo picos a 6.8° en combinación con uno o más de los picos seleccionados del grupo que consiste de 19.7°, 14.9°, y 10.3°; con una tolerancia para los ángulos de difracción de 0.2 grados.  Tabla 1: Picos de difracción de polvo de rayos X del Ejemplo 1a cristalino   Posiciones de Pico del Ejemplo 1A Pico Ángulo (°2-Theta) +/- 0.2° Intensidad relativa (% del pico más 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][1,3]tiazin-7a-il]-4-fluoro-fenil]-5-ciano-piridin-2-carboxamida      Se añadió 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 (150 mg, 0,33 mmol) y THF (2 ml) juntos y se agitó a temperatura ambiente para disolver. Se añadió ácido metansulfónico (0.095 g, 0.5 mmol) y la solución se calentó a 50°C. Se añadió agua en alícuotas de 200 microlitros hasta 2 ml de adición total. Se agitó a 25°C y no se observó precipitación. Se concentró bajo nitrógeno a ½ volumen y se observó un precipitado. La suspensión se calentó a 60°C y se observó una solución clara después de aproximadamente 10 minutos. Se calentó a 60°C durante 1 hora. Se enfrió a temperatura ambiente para producir una suspensión blanca y la mezcla se agitó durante varias horas. El sólido se aisló por filtración en vacío y se lavó con una cantidad mínima de agua. Se dejó secar con aire durante la noche para producir el compuesto del título como 
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un sólido cristalino.  Procedimientos de Ensayo In Vitro:  Para evaluar la selectividad de BACE1 sobre BACE2, el compuesto de prueba se evaluó en FRET y ensayos enzimáticos de base de detección de inmunoensayo que usan sustratos específicos para BACE1 y BACE2 como se describe a continuación. Para los ensayos celulares y enzimáticos in vitro, el compuesto de prueba se preparó en DMSO para preparar una solución madre 10 mM. La solución madre se diluyó en serie en DMSO para obtener una curva de dilución de diez puntos con concentraciones de compuesto finales que varían desde 10 μM a 0.05 nM en una placa de fondo redondo de 96 cavidades antes de realizar los ensayos de células completas y enzimáticos in vitro.  Ensayos de inhibición de proteasa in vitro: Expresión de huBACE1:Fc y huBACE2:Fc. BACE1 humana (número de acceso: AF190725) y BACE2 humana (número de acceso: AF 204944) se clonaron a partir de cADN de cerebro total por RT-PCR. Las secuencias de nucleótidos correspondientes a las secuencias de aminoácidos #1 a 460 se insertaron en el polipéptido de IgG1 (Fc) humana codificante de cADN (Vassar et al., Science, 286, 735-742 (1999)). Esta proteína de fusión de BACE1 (1-460) o BACE2 (1-460) y Fc humano, llamadas huBACE1:Fc y huBACE2:Fc respectivamente, se construyeron en el vector pJB02. BACE1(1-
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460):Fc (huBACE1:Fc) humana y BACE2(1-460):Fc (huBACE2:Fc) humana se expresaron transitoriamente en células HEK293. El cADN (250 μg) de cada constructo se mezcló con Fugene 6 y se añadió a 1 litro de células HEK293. Cuatro días después de la transfección, el medio acondicionado se cosechó para purificación. huBACE1:Fc y huBACE2:Fc se purificaron por cromatografía de Proteína A como se describe a continuación. Las enzimas se almacenaron a -80°C en pequeñas alícuotas. (Véase Yang, et. al., J. Neurochemistry, 91(6) 1249-1259 (2004). Purificación de huBACE1:Fc y huBACE2:Fc El medio acondicionado de células HEK293 transfectadas transitoriamente con cADN de huBACE1:Fc o huBACE2:Fc se recolectó. Los restos celulares se removieron filtrando el medio acondicionado a través de filtro estéril de 0.22 μm. 5 ml de Proteína A-agarosa (volumen de lecho) se añadieron a 4 litros de medio acondicionado. Esta mezcla se agitó suavemente durante la noche a 4°C. La resina de Proteína A-agarosa se recolectó y se empacó en una columna de cromatografía de baja presión. La columna se lavó con 20× volúmenes de lecho de PBS a una velocidad de flujo de 20 ml por hora. La proteína de huBACE1:Fc o huBACE2:Fc unida se eluyó con ácido acético 50 mM, pH 3.6, a velocidad de flujo de 20 ml por hora. 1 ml de fracciones de eluyente se neutralizó inmediatamente con acetato de amonio (0.5 ml, 200 
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mM), pH 6.5. La pureza del producto final se evaluó por electroforesis en 4-20% de Tris-Glicina SDS-PAGE. La enzima se almacenó a -80°C en pequeñas alícuotas.  Ensayo FRET de BACE1 Las diluciones en serie del compuesto de prueba se prepararon como se describió anteriormente. El compuesto se diluyó adicionalmente 20× en amortiguador de KH2PO4. 10 μL de cada dilución se añadió a cada cavidad en la fila A a H de una placa negra de baja unión de proteína correspondiente (25 μl de KH2PO4 50 mM, pH 4.6, TRITON® 1 mM X-100, 1 mg/ml de BSA, y 15 μM de sustrato FRET con base en la secuencia de APP) (Véase Yang, et. al., J. Neurochemistry, 91(6) 1249-1259 (2004)). El contenido se mezcló bien en un agitador de placa durante 10 minutos. 15 μL de BACE1(1-460):Fc humana 200 pM  (Véase Vasser, et al., Science, 286, 735-741 (1999)) en el amortiguador de KH2PO4 se añadieron a la placa que contiene sustrato y el compuesto de prueba para iniciar la reacción. La RFU de la mezcla en el tiempo 0 se registró a la longitud de onda de excitación de 355 nm y longitud de onda de emisión de 460 nm, después de un breve mezclado en un agitador de placa. La placa de reacción se cubrió 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 incubación se registró con los mismos ajustes de excitación y emisión usados en el tiempo 0. La diferencia de la RFU en el 
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tiempo 0 y el final de la incubación es representativa de la actividad de BACE1 bajo el tratamiento con el compuesto. Las diferencias de RFU se graficaron versus concentración de inhibidor y una curva se ajustó con una ecuación logística de cuatro parámetros para obtener el valor de IC50. (Mayo, et al., Journal of Neuroscience, 31, 16507-16516 (2011)). El compuesto del Ejemplo 1 se analizó esencialmente como se describió anteriormente y exhibe una IC50 para BACE1 de 0.509 nM ± 0. 104, n = 4 (Media ± desviación estándar de la media). Estos datos demuestran que el compuesto del Ejemplo 1 inhibe la actividad de la enzima BACE1 recombinante purificada in vitro. Ensayo MBP-C125Swe de BACE2 Diluciones en serie de 10 puntos de los compuestos de prueba se prepararon en el rango apropiado. Los compuestos se diluyeron adicionalmente 6× 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 μL de cada dilución se añadieron a cada cavidad en la fila A a H de una placa de baja unión de proteína correspondiente a la cual se pre-añadieron 10 μl de un sustrato derivado de Escherichia coli de afinidad purificada (MBPC125swe, 1 μg/ml) para la actividad de BACE2. El contenido se mezcló bien en un agitador de placa durante 10 minutos. 10 μL de BACE2(1-460):Fc humana 200 picomolar en el mismo amortiguador de 
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reacción descrito anteriormente se añadieron a la placa que contiene sustrato y compuestos de prueba para iniciar la reacción. Después de 4 horas, la reacción se detuvo por la adición de amortiguador de detención (40 μL). La cantidad de producto se midió por ELISA usando estándar MBP-C26swe. El anticuerpo anti-MBP se inmovilizó sobre la superficie de una placa de poliestireno de alta unión y se bloqueó usando un amortiguador de bloqueo de caseína/PBS. La muestra o estándar (40 μL) se añadió a la placa de ELISA y se incubó a 4°C durante la noche. Las placas luego se lavaron y se añadieron 40 μL del anticuerpo de detección específico de escisión (GN405) y se dejó reposar durante una hora a temperatura ambiente. El GN405 no unido luego se removió por lavado y 40 μL de conjugado de anti-conejo-HRP de cabra (Southern Biotech, 4010-05) se añadieron a la placa y se dejó reposar durante 1 hora a temperatura ambiente. La placa se lavó de nuevo y se añadió sustrato de TMB (40 μL). La cantidad correspondiente de producto liberado es una medida de la actividad de BACE2 en la solución en cualquier concentración analizada de inhibidor. La curva de inhibición de 10 puntos se graficó y ajustó con la ecuación logística de cuatro parámetros para obtener los valores de EC50 e IC50. (Véase: Sinha, et al., Nature, 402, 537-540 (2000)).  El compuesto del Ejemplo 1 se analizó esencialmente como se describió anteriormente y exhibe una 
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IC50 de BACE2 de 17.6 nM ± 7.4, n = 6 (media ± desviación estándar de la media). La relación de BACE1 (ensayo de enzima de IC50 de FRET) a BACE2 (ensayo de células de MBP-C125Swe) es aproximadamente 35 veces, lo que indica selectividad funcional para inhibir la enzima BACE1. Los datos descritos anteriormente demuestran que el compuesto del Ejemplo 1 es selectivo para BACE1 sobre BACE2. Ensayo de Célula Completa SH-SY5YAPP695Wt El ensayo de célula completa de rutina para la medición de la inhibición de la actividad de BACE1 usa la línea 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 número 6 y luego se desecharon. Las células SH-SY5YAPP695Wt se colocaron en placas de cultivo de tejido de 96 cavidades a 5.0 × 104 células/cavidad en 200 μL de medio de cultivo (50% MEM/EBSS y F12 de Ham, 1× cada uno de piruvato de sodio, aminoácidos no esenciales y NaHCO3 que contiene 10% FBS). Al siguiente día, los medios se removieron de las células, el medio fresco añadido luego se incubó a 37°C durante 24 horas en la presencia/ausencia de compuesto de prueba en el rango de concentración deseado. Al final de la incubación, el medio acondicionado se analizó para la evidencia de la actividad de beta-



89 510152025
secretasa por análisis de péptidos Abeta 1-40 y 1-42 por ELISA de intercalación específicos. Para medir estas isoformas específicas de Abeta, el 2G3 monoclonal se utilizó 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 usaron 3D6 biotinilado como el anticuerpo de referencia (para la descripción de anticuerpos, véase Johnson-Wood, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 94, 1550-1555 (1997)). La concentración de Abeta liberado en el medio acondicionado después del tratamiento de compuesto corresponde a la actividad de BACE1 bajo tales condiciones. La curva de inhibición de 10 puntos se graficó y se ajustó con la ecuación logística de cuatro parámetros para obtener los valores de IC50 para el efecto de disminución de Abeta. El compuesto del Ejemplo 1 se analizó esencialmente como se describió anteriormente y exhibe una IC50 de 0.157 nM ± 0.048, n = 4 para ELISA de A-beta (1-40) de SH-SY5YAPP695Wt  y una IC50 de 0.177 nM ± 0.050, n = 4 para ELISA de A-beta (1-42) de SH-SY5YAPP695Wt (Media ± desviación estándar de la media). Los datos descritos anteriormente demuestran que el compuesto del Ejemplo 1 inhibe BACE1 en el ensayo de células completas. Inhibición in vivo de Beta-Secretasa Varios modelos animales, incluyendo ratón, cobayo, 
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perro, y mono, se pueden usar para detectar la inhibición de la actividad de beta-secretasa in vivo después del tratamiento con compuesto. Los animales usados en esta invención pueden ser de tipo salvaje, transgénicos, o animales con inactivación de genes. Por ejemplo, el modelo de ratón PDAPP, preparado como se describe en Games et al., Nature 373, 523-527 (1995), y otros animales no transgénicos o con inactivación de genes son útiles para analizar la inhibición in vivo de la producción de Abeta y sAPPbeta en la presencia de compuestos inhibidores. Generalmente, ratones PDAPP de 2 meses de edad, ratones con inactivación de genes o animales no transgénicos se administraron con el compuesto formulado en vehículos, tales como aceite de maíz, beta-ciclodextrano, amortiguadores de fosfato, PHARMASOLVE®, u otros vehículos adecuados vía oral, subcutánea, intra-venosa, alimentación, u otra ruta de administración. 1 a 24 horas después de la administración del compuesto, los animales se sacrificaron, y los cerebros se removieron para análisis de Abeta 1-x. “Abeta 1-x” como se usa en la presente, se refiere a la suma de especies de Abeta que comenzaron con el residuo 1 y terminaron con un extremo C-terminal mayor que el residuo 28. Esto detecta la mayoría 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 intercalación, 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 administró vehículo o compuesto apropiado y los animales se sacrificaron a aproximadamente 3 horas después de la dosificación. El tejido cerebral, se obtuvo de los animales seleccionados y se analizó para la presencia de Abeta 1-x. Después de la dosificación crónica, 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 reducción de Abeta en los tejidos cerebrales, en comparación con los controles tratados con vehículo 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 jóvenes redujo los niveles de péptido de Abeta 1-x en el hipocampo del cerebro por 32%, 40%, y 55% (todos los 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 comparación con los ratones tratados con vehículo tres horas después de la dosificación. Dada la actividad del compuesto del Ejemplo 1 
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contra la enzima BACE 1 in vitro, estos efectos de disminución de Abeta son consistentes con la inhibición de BACE 1 in vivo y, adicionalmente demuestran la penetración en el SNC del compuesto del Ejemplo 1. Estos estudios muestran que los compuestos de la presente invención inhiben BACE1 y, por lo tanto, son útiles en la reducción de los niveles de Abeta.                   
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REIVINDICACIONES Habiéndose descrito la invención como antecede, se reclama como propiedad lo contenido en las siguientes.  1. Un compuesto de la fórmula:      o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. 2. El compuesto o sal del mismo de conformidad con la reivindicación 1, caracterizado porque el compuesto es:      3. El compuesto o sal del mismo de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado porque el compuesto es:     
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  4. La sal de conformidad con la reivindicación 3, caracterizada porque es:      5. La sal de conformidad con la reivindicación 3, caracterizada porque es:      6. La sal de conformidad con la reivindicación 3, caracterizada porque es:      7. El compuesto o sal del mismo de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque el compuesto es N-[3-[(4aS,5S,7aS)-2-amino-5-(1,1-difluoroetil)-4,4a,5,7-tetrahidrofuro[3,4-d][1,3]tiazin-7a-
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il]-4-fluoro-fenil]-5-ciano-piridin-2-carboxamida. 8. El compuesto de conformidad con la reivindicación 3, caracterizado porque es 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. 9. La sal de conformidad con la reivindicación 4, caracterizada porque es 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. 10. La sal de conformidad con la reivindicación 5, caracterizada porque es hemihidrato de 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. 11. La sal de conformidad con la reivindicación 10, caracterizada por un pico sustancial en el espectro de difracción de rayos X, a ángulo de difracción 2-theta de 6.8° en combinación con uno o más de los picos seleccionados del grupo que consiste de 19.7°, 14.9° y 10.3°; con una tolerancia para los ángulos de difracción de 0.2 grados. 12. La sal de conformidad con la reivindicación 6, caracterizada porque es metansulfonato de N-[3-[(4aS,5S,7aS)-2-amino-5-(1,1-difluoroetil)-4,4a,5,7-tetrahidrofuro[3,4-
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d][1,3]tiazin-7a-il]-4-fluoro-fenil]-5-ciano-piridin-2-carboxamida. 13. Un método para tratar la enfermedad de Alzheimer en un paciente, caracterizado porque comprende administrar a un paciente en necesidad de tal tratamiento una cantidad efectiva de un compuesto de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-12, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. 14. Un método para tratar la progresión del deterioro cognitivo leve a la enfermedad de Alzheimer en un paciente, caracterizado porque comprende administrar a un paciente en necesidad de tal tratamiento una cantidad efectiva de un compuesto de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-12, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. 15. Un compuesto o sal farmacéuticamente aceptable del mismo de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-12, caracterizado para uso en terapia. 16. Un compuesto o sal farmacéuticamente aceptable del mismo de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-12, caracterizado para uso en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. 17. Un compuesto o sal farmacéuticamente aceptable del mismo de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-12, caracterizado para su uso en el 
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tratamiento de la progresión del deterioro cognitivo leve a la enfermedad de Alzheimer. 18. Una composición farmacéutica, caracterizada porque comprende un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-12 con uno o más portadores, diluyentes, o excipientes farmacéuticamente aceptables. 19. Un proceso para preparar una composición farmacéutica, caracterizado porque comprende mezclar un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-12 con uno o más portadores, diluyentes, o excipientes farmacéuticamente aceptables.             
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RESUMEN DE LA INVENCIÓN La presente invención se refiere a un compuesto de la Fórmula I:   Fórmula I   o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.   
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