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NUEVOS COMPUESTOS

CAMPO DE LA INVENCION

Se describen en la presente memoria nuevos compuestos y composiciones de C-mandésido y

su aplicacion como productos farmacéuticos para el tratamiento de enfermedades humanas.

También se proporcionan métodos para inhibir la actividad de la adhesina fimbrial FimH en un

sujeto humano con el fin de tratar enfermedades, tales como infeccién del tracto urinario.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La infeccion del tracto urinario (ITU) es una de las enfermedades infecciosas mas comunes

entre las mujeres. La morbilidad e impacto econémico de la misma son enormes, gastandose
anualmente mas de $2.5 mil millones de ddlares en su tratamiento. Ademas, las infecciones
recurrentes constituyen un problema importante incluso con una terapia antibiética adecuada
del caso de infeccidn inicial. Las mujeres que presentan un episodio inicial de ITU aguda tienen
una probabilidad entre 25 y 44% de desarrollar un segundo episodio y un 3% de probabilidad
de padecer tres episodios en el transcurso de seis meses desde la ITU inicial. Ademas, entre
los uropatégenos se esta propagando rapidamente la resistencia a los antibiodticos
habitualmente recetados para tratar o prevenir la ITU, lo cual destaca la necesidad de nuevas
terapias que ahorren y habiliten antibioticos.

Mas de 85% de las ITU son causadas por Escherichia coli uropatégena (ECUP). Las
bacterias gramnegativas, tales como la ECUP, son los agentes causales de una amplia variedad
de enfermedades infecciosas agudas y cronicas. Muchas de estas infecciones se inician por
una interaccion critica entre ligandos del anfitrién (frecuentemente restos de polisacaridos) y
adhesinas bacterianas (expresadas frecuentemente en la punta distal de fibras poliméricas de
pili ensambladas por la via “chaperona-ujier” (en inglés, “chaperone-usher”)). Modelos animales
de ITU han revelado que la adhesina FimH de pili de tipo 1, que se une a manosa, es critica
para la colonizacioén e invasion del epitelio vesical por ECUP y otros miembros uropatégenos de
la familia Enterobacteriaceae, tales como especies de Klebsiella, Enterobacter y Citrobacter.

Los pili de tipo 1 estan anclados en la membrana bacteriana externa y se componen en
gran medida de subunidades de proteina FimA repetidas que forman un cilindro arrollado
helicoidalmente que constituye el vastago del pilus grueso. La proteina adhesina FimH distal
esta conectada al vastago del pilus mediante el fibrilo flexible de la punta, que se compone de
una copia de FimF y una copia de FimG. La proteina adhesina FimH de la punta es una proteina
de dos dominios, compuesta por un dominio de pilina (FimHp), que la permite incorporarse al
pilus, y un dominio de lectina (FimHL) que contiene un bolsillo de unién a manosa conservado.
La estructura cristalina por rayos X de la FimH ligada a manosa ha revelado que la manosa se
une en un bolsillo cargado negativamente de la FimH. El sitio de union a manosa esta muy

conservado, ya que es invariable en 300 genes fimH secuenciados a partir de cepas clinicas de
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ECUP. Se cree que la interaccion de FimH con proteinas de anfitrion manosiladas interviene en

la colonizacion del tracto urinario inferior por ECUP y otras Enterobacteriaceae durante la ITU.

Para elucidar los detalles moleculares de la patogénesis por ECUP, se han establecido
algunos modelos murinos de infeccion que compendian muchas de las manifestaciones clinicas
gue a menudo se observan en seres humanos. Estos modelos incluyen infecciones agudas por
ECUP, infecciones crénicas y/o recurrentes, e ITU asociadas a catéter. En todos estos modelos
se ha demostrado que la adhesina FimH desempena un papel integral en la patogénesis, lo que
la sefiala como un excelente objetivo terapéutico. Se cree que la interaccion fundamental entre
FimH y el anfitrion tiene lugar con la unién a glicanos con alto contenido de manosa, tales como
uroplaquinas y otras proteinas expresadas en la superficie de las células epiteliales de la vejiga,
que recubren la superficie luminal de la vejiga. Esta fijacion inicial facilita la colonizacion
bacteriana del epitelio vesical y la invasién de las bacterias al interior de las células epiteliales
de la vejiga. Una vez internalizada, una sola bacteria que escape al citoplasma de la célula
huésped puede replicarse rapidamente y progresar para formar una comunidad bacteriana
intracelular (“IBC”, por sus siglas en inglés) similar a una biopelicula. Cuando tales comunidades
alcanzan la madurez, son capaces de dispersarse y escapar de la célula, flamentandose para
evadir la fagocitosis por neutrofilos. Estas bacterias filamentosas pueden pasar entonces a
infectar células vecinas, reiniciando la formacién de una IBC y el ciclo patégeno. Es importante
destacar que se han observado pruebas de IBCs y filamentos bacterianos en la orina de mujeres
que padecen una ITU aguda, lo que apoya la validez del modelo de raton para compendiar la
enfermedad humana.

A diferencia de la ITU, en la que interviene principalmente un patégeno bacteriano, la
enfermedad que se manifiesta en pacientes aquejados de enfermedad inflamatoria intestinal
(Ell) idiopatica, como la enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU), es el resultado de
una interaccién compleja entre un huésped genéticamente susceptible, un sistema inmune
disfuncional y un componente microbiano. El examen de biopsias de tejido procedente de
pacientes que padecen EC y CU ha resaltado un aumento de la abundancia de E. coli asociada
con la mucosa intestinal. El andlisis de estas bacterias ha originado el descubrimiento de un
patotipo particular conocido como E. coli adherente e invasiva (ECAI), aunque una parte de
estas cepas parecen gendomicamente similares a ECUP. La identificacion de ECAIl y su papel
putativo en la EC y la CU ha dado lugar a una serie de estudios de seguimiento por varios
grupos independientes que han examinado la microbiota intestinal en pacientes con Ell. Este
trabajo ha proporcionado pruebas sustanciales de un crecimiento excesivo de ECAI en
pacientes con EC ileal, siendo los datos menos convincentes para otros subtipos de Ell, entre
ellos la CU, la EC colénica y la EC ileocolénica. El analisis de enterocitos ileales aislados de
pacientes con EC ha identificado la expresion anormal de la molécula de adhesion celular

relacionada con antigeno carcinoembrionario (“CEACAM”, por sus siglas en inglés) 6
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(CEACAMB) del receptor del huésped, que esta altamente manosilada y que se ha demostrado

que facilita la union de ECAI a estas células mediante pili de tipo 1. Resulta interesante que la
adherencia e invasion de ECAI a células epiteliales intestinales conduce a un aumento en la
expresion del receptor CEACAMSG, lo que sugiere que las ECAI son capaces de promover su
propia colonizacion del ileon en pacientes con EC. La utilizacion de un ratdon transgénico que
expresa el grupo de genes de la familia del antigeno carcinoembrionario (“CEA”, por sus siglas
en inglés) humano, incluido el CEACAMSG6, da como resultado una colonizaciéon acrecentada por
ECAI, que reune muchos de los sintomas clinicos de la EC, entre ellos colitis grave, pérdida de
peso y, en este modelo, supervivencia reducida. Ademas, se pueden eliminar por completo
estos sintomas mediante la administraciéon de un anticuerpo anti-CEACAM6 o mediante la
delecion genética de FimH en la cepa bacteriana, lo que demuestra una relacion directa entre
el reconocimiento de CECAMSG por FimH y la progresién de la enfermedad. Por lo tanto, terapias
dirigidas contra FimH entre ECAI podrian resultar muy beneficiosas para aliviar los sintomas en
pacientes con EC.
BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Se han descubierto nuevos compuestos y composiciones farmacéuticas que han logrado inhibir

FimH, junto con métodos de sintesis y uso de los compuestos, entre ellos métodos para tratar
enfermedades en las que interviene FimH en un paciente, administrando los compuestos.
Mas especificamente, en una modalidad, la presente invencion se refiere a un

compuesto de formula I, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

en donde

R+ es CH3, CF3 0 Cl;

Rz2es F, Cl, OR’ o H;

Rs, R4y Rs son, de manera independiente, H, F, ClI, Br, cicloalquilo Css, OR’, -N(alquilo
C1-6)2, alquenilo Cz-6, alquinilo C2-6, alquilo C1-s (opcionalmente sustituido con hasta siete atomos
de fltor, hasta un hidroxi, hasta un -N(alquilo C16)2 y hasta un -O(alquilo C1-6)); siempre que no
todos los Rs3, R4 y Rs sean hidrégeno simultdneamente.

ReesHoF;
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R’ es, de manera independiente, H o alquilo C1.6 opcionalmente sustituido con hasta

siete atomos de fluor;

En una modalidad, R1 es CHs o CFas.

En una modalidad, R1 es CHs.

En una modalidad, R2 es H.

En una modalidad, Rs es F o CFs.

En una modalidad, R4 es CHs, Cl, Br, vinilo, CF3, F o H.

En una modalidad, R4 es H.

En una modalidad, Rs es F o H.

En una modalidad, Rs es F.

En una modalidad, Re es H.

En una modalidad, R1 es CHs o CF3; Rz es H; Rs es F; R4 es CHs, Cl, Br, vinilo, CFs, F
oH;RsesFoH,yResesH.

En una modalidad, el compuesto es (2R,3S,4S,5S,6R)-2-((R)-(3’,5'-difluoro-3,4’-dimetil-
[1,1’-bifenil]-4-il)(hidroxi)metil)-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-pirano-3,4,5-triol.

En una modalidad, el compuesto es (2R,3S,4S,5S,6R)-2-((R)-(4’-cloro-3’,5’-difluoro-3-
metil-[1,1’-bifenil]-4-il)(hidroxi)metil)-6-(hidroximetiltetrahidro-2H-pirano-3,4,5-triol.

En una modalidad, el compuesto es (2R,3S,4S,5S,6R)-2-((R)-(4’-bromo-3’,5’-difluoro-3-
metil-[1,1’-bifenil]-4-il)(hidroxi)metil)-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-pirano-3,4,5-triol.

En una modalidad, el compuesto es (2R,3S,4S,5S,6R)-2-((R)-(3’,5-difluoro-3-metil-4'-
vinil-[1,1’-bifenil]-4-il)(hidroxi)metil)-6-(hidroximetil )tetrahidro-2H-pirano-3,4,5-triol.

En una modalidad, el compuesto es (2R,3S,4S,5S,6R)-2-((R)-(3-fluoro-3-metil-4'-
(trifluorometil)-[1,1’-bifenil]-4-il)(hidroxi)metil)-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-pirano-3,4,5-triol.

En una modalidad, el compuesto es (2R,3S,4S,5S,6R)-2-((R)-(3 -fluoro-3-metil-5’-
(trifluorometil)-[1,1’-bifenil]-4-il)(hidroxi)metil)-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-pirano-3,4,5-triol.

En una modalidad, el compuesto es (2R,3S,4S,5S,6R)-2-((R)-hidroxi(3’,4’,5'-trifluoro-3-
metil-[1,1’-bifenil]-4-il)metil-6-(hidroximetilJtetrahidro-2H-pirano-3,4,5-triol.

En una modalidad, el compuesto es (2R,3S,4S,5S,6R)-2-((R)-(3,5-difluoro-3-
(trifluorometil)-[1,1’-bifenil]-4-il(hidroxi)metil)-6-(hidroximetil )tetrahidro-2H-pirano-3,4,5-triol.

En una modalidad, el compuesto es (2R,3S,4S,5S,6R)-2-((R)-(3’,5'-difluoro-3-metil-
[1,1’-bifenil]-4-il)(hidroxi)metil)-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-pirano-3,4,5-triol.

En otra modalidad, la presente invencion se refiere al uso como medicamento de un
compuesto de formula | o una sal farmacéuticamente aceptable.

En otra modalidad, la presente invencidn proporciona un compuesto de férmula | o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo para uso en terapia.

En otra modalidad, la presente invencion se refiere al uso de un compuesto de férmula

| 0 una sal farmacéuticamente aceptable en el tratamiento de infeccion del tracto urinario (ITU).



10

15

20

25

30

35

5
En otra modalidad, la presente invencién proporciona un compuesto de formula (I) o una

sal farmacéuticamente aceptable del mismo para uso en una enfermedad o afeccion que mejora
con la inhibicién de la funcién o actividad de FimH.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona un compuesto de formula (I) o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo para uso en el tratamiento o prevencion de ITU.

En otra modalidad, la presente invencion se refiere al uso de un compuesto de férmula
| o de una sal farmacéuticamente aceptable en la fabricacion de un medicamento para prevenir
o tratar una enfermedad o estado que mejora con la inhibicion de la funcion o actividad de FimH.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona el uso de un compuesto de formula
| o una sal farmacéuticamente aceptable en la fabricacién de un medicamento para prevenir o
tratar una ITU.

En otra modalidad, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que
comprende un compuesto de formula | o una sal farmacéuticamente aceptable junto con un
portador farmacéuticamente aceptable.

En otra modalidad, la presente invencion se refiere a un método para tratar una
enfermedad en la que interviene FimH, que comprende administrar una cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto de férmula | o una sal farmacéuticamente aceptable
a un paciente humano que lo necesita.

En otra modalidad, la presente invencion se refiere al método para tratar una infeccion
bacteriana, enfermedad de Crohn (EC) o enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) con un
compuesto de formula | o una sal farmacéuticamente aceptable.

En otra modalidad, la presente invenciéon proporciona un método para tratar infeccion
del tracto urinario (ITU) que comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de
un compuesto de férmula | o una sal farmacéuticamente aceptable a un paciente humano que
lo necesita.

En una modalidad, dicha infeccion bacteriana es una infeccién del tracto urinario (ITU).

En una modalidad, dicha infeccion del tracto urinario es recurrente.

En una modalidad, dicha infeccién del tracto urinario es cronica.

En una modalidad, dicha infeccién bacteriana es una infeccién bacteriana resistente a
antibidticos.

En una modalidad, dicha enfermedad es enfermedad de Crohn.

En una modalidad, dicha enfermedad es enfermedad inflamatoria intestinal.

En una modalidad, dicha composicion farmacéutica esta formulada para administracion
por via oral (p.o.).

En una modalidad, dicha composicion se selecciona de un comprimido y una capsula.

En una modalidad, dicha composicién farmacéutica esta formulada para administracién

por via tépica.
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En otra modalidad, la presente invencion se refiere a un método para tratar una

enfermedad en la que interviene FimH, que comprende el paso de administrar:
a. una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de férmula | o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y
b. otro agente terapéutico.
En otra modalidad, la presente invencion se refiere a una combinacion de un compuesto
de formula | o una sal farmacéuticamente aceptable y otro agente terapéutico.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiciones

De la manera que se usa en la presente, la expresion “alquilo C16”, sola o en
combinacion, se refiere a un radical alquilo de cadena recta o de cadena ramificada que contiene
de 1 a 6 atomos de carbono. Los ejemplos de radicales alquilo C1-6 incluyen metilo (Me), etilo
(Et), n propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec.-butilo, terc.-butilo, pentilo, isoamilo, hexilo y
similares.

De la manera que se usa en la presente, la expresion “cicloalquilo Cs.”", sola o en
combinacion, se refiere a un grupo alquilo monociclico saturado en el cual cada resto ciclico
contiene de 3 a 6 miembros de anillo de atomo de carbono. Son ejemplos ciclopropilo (cPr),
ciclopentilo (cPe), ciclobutilo (cBu) y ciclohexilo (cHex).

De la manera que se usa en la presente, la expresion “alquenilo C26” se refiere a
cadenas de hidrocarburo rectas o ramificadas que contienen de 2 a 6 atomos de carbono y al
menos un enlace doble carbono-carbono. Los ejemplos incluyen etenilo (o etenileno) y propenilo
(o propenileno).

De la manera que se usa en la presente, la expresion “alquinilo C26” se refiere a cadenas
de hidrocarburo rectas o ramificadas que contienen de 2 a 6 atomos de carbono y al menos un
enlace triple carbono-carbono. Los ejemplos incluyen etinilo (o etinileno) y propinilo (o
propinileno).

La expresioén “opcionalmente sustituido” significa que el grupo precedente puede estar
sustituido o no con los grupos que siguen. Por ejemplo, “alquilo C1-s (opcionalmente sustituido
con hasta siete atomos de fluor, hasta un hidroxi, hasta un -N(alquilo C1-6)2 y hasta un -O(alquilo
C1-6)” incluye grupos tales como -CF3, -CF2CF3, -CH2NMe, -CH20Me, -CHF2, -CHOHMe, etc.

En el compuesto de férmula | pueden existir centros asimétricos. Debe entenderse que
la presente invencion abarca los compuestos de la configuracion absoluta que se muestra en la
férmula I. Debido a su uso potencial en la medicina, las sales de los compuestos de férmula |
son preferiblemente sales farmacéuticamente aceptables. Por lo tanto, cuando se hace
referencia a sales se trata de sales farmacéuticamente aceptables. “Farmacéuticamente
aceptable” se refiere a aquellos compuestos (incluidas las sales), materiales, composiciones y

formas posoldgicas que, en el ambito de una valoracién médica fundada, son adecuados para
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el uso en contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin excesiva toxicidad, irritacion

u otro problema o complicacién, con una relacién riesgo-beneficio razonable. Las sales
farmacéuticamente aceptables adecuadas incluyen las descritas por Berge, Bighley y
Monkhouse, J.Pharm.Sci (1977) 66, pp. 1-19, o las enumeradas en P H Stahl y C G Wermuth,
editores, Handbook of Pharmaceutical Salts; Properties, Selection and Use, segunda edicion,
Stahl/Wermuth: Wiley-VCH/VHCA, 2011 (véase
http://www.wiley.com/WileyCDA/WileyTitle/productCd-3906390519.html).

Cuando un compuesto de la invencién es una base (contiene un resto basico), se puede

preparar una forma salina deseada por cualquier método adecuado conocido en la técnica,
incluyendo el tratamiento de la base libre con un acido inorganico, tal como acido clorhidrico,
acido bromhidrico, acido sulfurico, acido nitrico, acido fosférico y similares, o con un acido
organico, tal como acido acético, acido trifluoroacético, acido maleico, acido succinico, acido
mandélico, acido fumarico, acido maldnico, acido piruvico, acido oxalico, acido glicdlico, acido
salicilico, acido piranosidilico, tal como acido glucurénico o acido galacturénico, alfa
hidroxiacido, tal como acido citrico o acido tartarico, aminoacido, tal como acido aspartico o
acido glutamico, acido aromatico, tal como acido benzoico o acido cinamico, acido sulfénico, tal
como acido p-toluenosulfénico, acido metanosulfénico, acido etanosulfénico o similares. Los
ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen sulfatos, pirosulfatos, bisulfatos,
sulfitos, bisulfitos, fosfatos, cloruros, bromuros, yoduros, acetatos, propionatos, decanoatos,
caprilatos, acrilatos, formiatos, isobutiratos, caproatos, heptanoatos, propiolatos, oxalatos,
malonatos, succinatos, suberatos, sebacatos, fumaratos, maleatos, butino-1,4-dioatos, hexino-
1,6-dioatos, benzoatos, clorobenzoatos, metilbenzoatos, dinitrobenzoatos, hidroxibenzoatos,
metoxibenzoatos, ftalatos, fenilacetatos, fenilpropionatos, fenilbutiratos, citratos, lactatos, g
hidroxibutiratos, glicolatos, tartratos, mandelatos y sulfonatos, tales como xilenosulfonatos,
metanosulfonatos, propanosulfonatos, naftaleno-1-sulfonatos y naftaleno-2-sulfonatos.

Si un compuesto basico de la invencion se aisla en forma de una sal, la correspondiente
forma de base libre de ese compuesto se puede preparar por cualquier método adecuado
conocido en la técnica, incluyendo el tratamiento de la sal con una base inorganica u organica,
convenientemente una base inorganica u organica con un pKa mas alto que la forma de base
libre del compuesto.

Cuando un compuesto de la invencién es un acido (contiene un resto acido), se puede
preparar una sal deseada por cualquier método adecuado conocido en la técnica, incluyendo el
tratamiento del acido libre con una base inorganica u organica, tal como una amina (primaria,
secundaria o terciaria), un hidroxido de metal alcalino o de metal alcalinotérreo, o similares. Los
ejemplos ilustrativos de sales adecuadas incluyen sales organicas derivadas de aminoacidos,
tales como glicina y arginina, amoniaco, aminas primarias, secundarias y terciarias, y aminas

ciclicas, tales como etilendiamina, diciclohexilamina, etanolamina, piperidina, morfolina y
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piperazina, asi como sales inorganicas derivadas de sodio, calcio, potasio, magnesio,

manganeso, hierro, cobre, zinc, aluminio y litio.

Algunos de los compuestos de esta invencion pueden formar sales con uno o mas
equivalentes de un acido (si el compuesto contiene un resto basico) o una base (si el compuesto
contiene un resto acido). La presente invencion incluye dentro de su alcance todas las posibles
formas salinas estequiométricas y no estequiométricas.

Dado que los compuestos de esta invencién pueden contener tanto restos de acido
como de base, se pueden preparar sales farmacéuticamente aceptables tratando estos
compuestos con un reactivo alcalino o un reactivo acido, respectivamente. Por consiguiente,
esta invencion también prevé la conversién de una sal farmacéuticamente aceptable de un
compuesto de esta invencion, por ejemplo, una sal de clorhidrato, en otra sal farmacéuticamente
aceptable de un compuesto de esta invencion, por ejemplo, una sal de sodio o una sal de
disodio.

Dado que los compuestos de la presente invencién estan destinados al uso en
composiciones farmacéuticas, se entendera facilmente que todos ellos se proporcionan
preferiblemente en forma sustancialmente pura, por ejemplo al menos 60% pura, mas
convenientemente al menos 75% pura, y preferiblemente al menos 85%, especialmente al
menos 98% pura (los porcentajes son porcentajes en peso). Se pueden emplear preparaciones
impuras de los compuestos para preparar formas mas puras, que se utilizan en las
composiciones farmacéuticas.

El término “combinacion” se refiere a la administraciéon de dos o mas agentes
terapéuticos para tratar una afeccion o trastorno terapéutico descrito en la presente descripcion.
Tal administracion abarca la coadministracién de estos agentes terapéuticos de una manera
sustancialmente simultanea, por ejemplo, en una sola capsula que tiene una proporcion fija de
ingredientes activos o en multiples capsulas separadas para cada ingrediente activo. Ademas,
dicha administracion también abarca el uso de manera secuencial de cada tipo de agente
terapéutico. En cualquier caso, el régimen de tratamiento proporcionara efectos beneficiosos de
la combinacion de farmacos en el tratamiento de las afecciones o trastornos descritos en la
presente.

En la presente, se utiliza “inhibidor de FimH” o “antagonista de FimH” para referirse a un
compuesto que presenta un titulo de ensayo de inhibicién de la hemaglutinacién (“HAI”, por sus
siglas en inglés) o concentracion efectiva (CE)>90 con respecto a la funcion o actividad de FimH
no superior a aproximadamente 100 yM, y mas tipicamente no superior a aproximadamente 50
MM, segun lo medido en el ensayo de hemaglutinacion (HA) por FimH que se describe de
manera general en la presente. “Titulo de HAI o CE>90" es aquella concentracion del
inhibidor/antagonista de FimH que reduce la aglutinacion bacteriana de glébulos rojos de

conegjillo de Indias en mas de 90%. Se ha descubierto que algunos compuestos descritos en la
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presente memoria presentan inhibicion de esta funcion o actividad de FimH. En ciertas

modalidades, los compuestos presentaran una CE>90 con respecto a FimH no superior a
aproximadamente 10 uM; en otras modalidades, los compuestos presentaran una CE>90 con
respecto a FimH no superior a aproximadamente 1 uM; en otras modalidades mas, los
compuestos presentaran una CE>90 con respecto a FimH no superior a aproximadamente 250
nM; en otras modalidades mas, los compuestos presentaran una CE>90 con respecto a FimH
no superior a aproximadamente 100 nM, en otras modalidades mas, los compuestos
presentaran una CE>90 con respecto a FimH no superior a aproximadamente 50 nM, en otras
modalidades mas, los compuestos presentaran una CE>90 con respecto a FimH no superior a
aproximadamente 10 nM, segun lo medido en el ensayo de FimH descrito en la presente.

Con la expresion “terapéuticamente efectiva” se pretende calificar la cantidad de
ingredientes activos utilizados en el tratamiento de una enfermedad o trastorno, o en la
consecucion de un criterio de valoracion clinico. De la manera que se usa en la presente, “tratar”,
con referencia a una afeccion, significa: (1) mejorar o prevenir la afeccion, o una o mas de las
manifestaciones bioldgicas de la afeccion, (2) interferir con (a) uno o mas puntos de la cascada
biolégica que conduce a la afeccion o es responsable de la misma, o (b) una o mas de las
manifestaciones biolodgicas de la afeccion, (3) aliviar uno o mas de los sintomas o efectos
asociados con la afeccién, o (4) retrasar la progresiéon de la afeccién, o de una o mas de las
manifestaciones bioldgicas de la afeccion.

De la manera que se usa en la presente, cuando se hace referencia a la “prevencion”
referida a un paciente se pretende incluir la profilaxis. La prevencion de una enfermedad puede
implicar una proteccion completa frente la enfermedad, como, por ejemplo, en el caso de la
prevencion de la infeccion por un patégeno, o puede implicar la prevencion de la progresion de
la enfermedad. Por ejemplo, la prevenciéon de una enfermedad puede no significar la evitacion
total de cualquier efecto relacionado con las enfermedades a cualquier nivel, sino que puede
significar la prevencion de los sintomas de una enfermedad a un nivel clinicamente significativo
o detectable. Prevenir enfermedades puede significar también evitar que las enfermedades
pasen a una fase mas avanzada de la enfermedad.

El término “paciente” es generalmente sindnimo del término “sujeto”, e incluye a todos
los mamiferos, incluyendo los seres humanos. Los ejemplos de pacientes incluyen seres
humanos, animales de ganado, tales como vacas, cabras, ovejas, cerdos y conejos, y animales
de compaifiia, tales como perros, gatos, conejos y caballos. Preferiblemente, el paciente es un
ser humano.

Aunque puede ser posible que los compuestos de la invencion objeto sean
administrados en forma del producto quimico sin procesar, también es posible presentarlos en
forma de una formulacién farmacéutica (o lo que, de manera alternativa, se conoce como

composicion farmacéutica). Por consiguiente, en la presente memoria se proporcionan
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formulaciones farmacéuticas que comprenden uno o mas de ciertos compuestos descritos en

la presente, 0 una o mas sales farmacéuticamente aceptables, ésteres, profarmacos, amidas o
solvatos de los mismos, junto con uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables de los
mismos Yy, opcionalmente, uno 0 mas ingredientes terapéuticos adicionales. El portador o los
portadores deben ser “terapéuticamente aceptables” en el sentido de ser compatibles con los
demas ingredientes de la formulacién y no perjudiciales para quien la recibe. La formulacion
adecuada depende de la via de administracion elegida. Se pueden utilizar, cuando convenga y
segun se entienda en la técnica, cualquiera de las técnicas, portadores y excipientes conocidos
en la técnica. Las composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria se pueden
fabricar de cualquier manera conocida en la técnica, por ejemplo, a través de procesos
convencionales de mezcla, disolucion, granulado, grageado, levigaciéon, emulsionamiento,
encapsulado, atrapamiento o compresion.

Las formulaciones incluyen las que son adecuadas para la administracion por via oral,
parenteral (incluyendo la via subcutanea, intradérmica, intramuscular, intravenosa, intraarticular
e intramedular), intraperitoneal, transmucosal, transdérmica, rectal, por inhalacion, intranasal y
tépica (incluyendo la via dérmica, bucal, sublingual e intraocular), aunque la via mas adecuada
puede depender, por ejemplo, del estado y la afeccidon de quien la recibe. Las formulaciones
pueden presentarse convenientemente en una forma de dosificacion unitaria, y se pueden
preparar mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica farmacéutica.
Tipicamente, estos métodos incluyen el paso de poner en asociacién un compuesto de la
invencion o una sal farmacéuticamente aceptable, éster, amida, profarmaco o solvato del mismo
(el “ingrediente activo”) con el portador que comprende uno o mas ingredientes accesorios. En
general, las formulaciones se preparan poniendo en asociacién uniforme e intimamente el
ingrediente activo con portadores liquidos o portadores solidos finamente divididos o ambos y
posteriormente, en caso necesario, configurando el producto en la formulaciéon deseada.

De la manera que se usa en la presente, las expresiones “compuesto de la invencion” o
“compuestos de la invencion” significan un compuesto de formula | en cualquier forma, es decir,
cualquier forma salina o no salina (por ejemplo, en forma de acido libre o de base, o en forma
de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo) y cualquier forma fisica del mismo
(incluyendo, por ejemplo, formas no sélidas (por ejemplo, formas liquidas o semisdlidas), y
formas sdlidas (por ejemplo, formas amorfas o cristalinas, formas polimérficas especificas,
solvatos, incluidos hidratos (por ejemplo, mono-, di- y hemihidratos)), y mezclas de distintas
formas.

Las formulaciones de los compuestos descritos en la presente que son adecuadas para
la administracién por via oral, pueden presentarse en forma de unidades discretas tales como
capsulas, sobres o comprimidos que contengan respectivamente una cantidad predeterminada

del ingrediente activo; en forma de polvo o granulos; en forma de una solucién o una suspension
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en un liquido acuoso o en un liquido no acuoso; o en forma de una emulsién liquida de aceite

en agua o una emulsion liquida de agua en aceite. El ingrediente activo también se puede
presentar en forma de un bolo, electuario o pasta.

Las preparaciones farmacéuticas que se pueden utilizar por via oral incluyen
comprimidos, capsulas duras de dos piezas hechas de gelatina, asi como cépsulas blandas y
selladas hechas de gelatina y un plastificante, tal como glicerol o sorbitol. Se pueden preparar
comprimidos mediante compresion o moldeo, opcionalmente con uno o mas ingredientes
accesorios. Los comprimidos se pueden preparar mediante la compresion en una maquina
adecuada del ingrediente activo en una forma con fluencia libre, por ejemplo, polvo o granulos,
opcionalmente mezclado con aglutinantes, diluyentes inertes o agentes lubricantes,
tensioactivos o dispersantes. Los comprimidos moldeados se pueden preparar mediante el
moldeo en una maquina adecuada de una mezcla del compuesto en polvo, humedecida con un
diluyente liquido inerte. Los comprimidos pueden estar opcionalmente recubiertos o ranurados,
y pueden estar formulados de manera que proporcionen una liberacion lenta o controlada del
ingrediente activo que contienen. Todas las formulaciones para la administracion por via oral
deben presentarse en dosis adecuadas para dicha administracion. Las capsulas duras de dos
piezas pueden contener los ingredientes activos mezclados con cargas, tales como lactosa,
aglutinantes, tales como almidones, y/o lubricantes, tales como talco o estearato de magnesio
y, opcionalmente, estabilizantes. En las capsulas blandas, los compuestos activos pueden estar
disueltos o suspendidos en liquidos adecuados, tales como aceites grasos, parafina liquida o
polietilenglicoles liquidos. Ademas, se pueden afiadir estabilizantes. A los nucleos de gragea se
les proporcionan recubrimientos adecuados. Para ello, se pueden utilizar soluciones de azucar
concentradas, que pueden contener opcionalmente goma arabiga, talco, polivinilpirrolidona, gel
de carbopol, polietilenglicol y/o diéxido de titanio, soluciones de laca y disolventes organicos
adecuados o mezclas de disolventes. Se pueden afadir colorantes o pigmentos a los
comprimidos o recubrimientos de grageas para identificarlos o para caracterizar distintas
combinaciones de dosis del compuesto activo.

Los compuestos pueden formularse para administracion por via parenteral mediante
inyeccion, por ejemplo, mediante inyeccion en bolo o infusion continua. Las formulaciones para
inyeccién pueden presentarse en una forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, en ampollas
0 en recipientes multidosis, con un conservador anadido. Las composiciones pueden adoptar
formas tales como suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos oleosos o acuosos, y
pueden contener agentes de formulacion, tales como agentes de suspension, estabilizantes y/o
dispersantes. Las formulaciones pueden presentarse en recipientes de dosis unitaria o
multidosis, por ejemplo ampollas y viales cerrados, y pueden almacenarse en forma de polvo o
en un estado secado por congelacion (liofilizado) que requiera solamente la adicion del portador

liquido estéril, por ejemplo, solucion salina o agua estéril apirégena, inmediatamente antes de
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su uso. Se pueden preparar soluciones para inyeccion extemporaneas y suspensiones a partir

de polvos estériles, granulos y comprimidos del tipo descrito anteriormente.

Las formulaciones para la administracién por via parenteral incluyen soluciones para
inyeccion estériles acuosas y no acuosas (oleosas) de los compuestos activos, que pueden
contener antioxidantes, soluciones amortiguadoras, agentes bacteriostaticos y solutos que
hacen a la formulacion isotonica con la sangre del destinatario previsto; y suspensiones estériles
acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes de suspension y agentes espesantes. Los
disolventes o vehiculos lipofilos adecuados incluyen aceites grasos, tales como aceite de
sésamo, o ésteres sintéticos de acidos grasos, tales como oleato de etilo o triglicéridos, o
liposomas. Las suspensiones acuosas para inyeccidon pueden contener sustancias que
aumentan la viscosidad de la suspension, tales como carboximetilcelulosa sédica, sorbitol o
dextrano. Opcionalmente, la suspension puede contener también estabilizantes o agentes
adecuados que aumenten la solubilidad de los compuestos a fin de permitir la preparacion de
soluciones altamente concentradas.

Ademas de las formulaciones descritas anteriormente, los compuestos también pueden
formularse en forma de una preparacion de depésito. Estas formulaciones de accién prolongada
pueden administrarse mediante implantacion (por ejemplo, de manera subcutdnea o
intramuscular) o por inyeccién intramuscular. Asi, por ejemplo, se pueden formular los
compuestos con materiales poliméricos o hidréfobos adecuados (por ejemplo, en forma de una
emulsion en un aceite aceptable) o resinas de intercambio iénico, o como derivados
escasamente solubles, por ejemplo, como una sal escasamente soluble.

Para la administracién por via bucal o sublingual, las composiciones pueden adoptar la
forma de comprimidos, pastillas, pildoras o geles formulados de manera convencional. Tales
composiciones pueden comprender el ingrediente activo en una base saborizada, tal como
sacarosa y goma arabiga o tragacanto. También se pueden formular los compuestos en
composiciones rectales, tales como supositorios 0 enemas de retencion, por ejemplo, que
contengan bases de supositorio convencionales, tales como manteca de cacao, polietilenglicol
u otros glicéridos.

Ciertos compuestos descritos en la presente pueden ser administrados por via tépica,
es decir, mediante administracién no sistémica. Esto incluye la aplicaciéon de un compuesto
descrito en la presente de manera externa a la epidermis o la cavidad bucal, y la instilacion de
dicho compuesto en el recto, pulmén, cavidad vaginal, oido, ojo y nariz, de forma que el
compuesto no entre significativamente en el torrente sanguineo. Por el contrario, la
administracion sistémica se refiere a la administracion por via oral, intravenosa, intraperitoneal
e intramuscular.

Las formulaciones adecuadas para la administracion por via tdpica incluyen

preparaciones liquidas o semiliquidas adecuadas para la penetracion a través de la piel hacia
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el sitio de la inflamacion, tales como geles, linimentos, lociones, cremas, pomadas o pastas, y

gotas adecuadas para la administracion en el ojo, oido o nariz. El ingrediente activo para la
administracion por via tépica puede comprender, por ejemplo, de 0.001% a 10% p/p (en peso)
de la formulacion. En ciertas modalidades, el ingrediente activo puede comprender hasta 10%
p/p En otras modalidades, puede comprender menos de 5% p/p. En ciertas modalidades, el
ingrediente activo puede comprender de 2% p/p a 5% p/p. En otras modalidades, puede
comprender de 0.1% a 1% p/p de la formulacion.

Para la administracién por inhalacion, los compuestos se pueden administrar de manera
conveniente desde un insuflador, nebulizador, envases a presion u otros medios convenientes
para administrar un aerosol. Los envases a presién pueden comprender un propulsor adecuado,
tal como diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono
u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol a presion, se puede determinar la unidad de
dosificacion proporcionando una valvula para administrar una cantidad medida. Como
alternativa, para la administracion por inhalacion o insuflacién, los compuestos de acuerdo con
la invencion pueden adoptar la forma de una composicion en polvo seco, por ejemplo, una
mezcla en polvo del compuesto y una base en polvo adecuada, tal como lactosa o almidon. La
composicién en polvo se puede presentar en una forma de dosificacion unitaria, por ejemplo en
capsulas, cartuchos, envases de gelatina o en blister a partir de los cuales se puede administrar
el polvo con ayuda de un inhalador o insuflador.

Las formulaciones de dosificacion unitaria preferidas son las que contienen una dosis
efectiva, como se expone a continuacion, o una fraccion apropiada de la misma, del ingrediente
activo.

Debe entenderse que, ademas de los ingredientes mencionados en particular
anteriormente, las formulaciones descritas anteriormente pueden incluir otros agentes
convencionales en la técnica teniendo en cuenta el tipo de formulacién en cuestién, por ejemplo,
las adecuadas para la administracion por via oral pueden incluir agentes saborizantes.

Los compuestos se pueden administrar por via oral o mediante inyeccion a una dosis de
0.1 a 500 mg/kg al dia. El rango de dosis para personas adultas abarca generalmente de 5 mg
a 2 g/dia. Los comprimidos u otras formas de presentacion proporcionadas en unidades
discretas pueden contener convenientemente una cantidad de uno o0 mas compuestos que sea
efectiva a dicha dosis o como multiplo de la misma, por ejemplo, unidades que contengan de 5
mg a 500 mg, por lo general aproximadamente 10 mg a 200 mg. En una modalidad, se
administran aproximadamente 150 mg q.d. (una vez al dia) o b.i.d. (dos veces al dia) de un
compuesto de la presente invencion.

La cantidad de ingrediente activo que se puede combinar con los materiales portadores
para producir una unica forma de dosificacion variara dependiendo del huésped tratado y del

modo particular de administracion.
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Los compuestos se pueden administrar de diversas maneras, por ejemplo, por via oral,

tépica o mediante inyeccion. La cantidad exacta de compuesto administrado a un paciente sera
responsabilidad del médico asistente. El nivel de dosis especifico para un paciente en particular
dependera de diversos factores, entre ellos la actividad del compuesto especifico empleado, la
edad, el peso corporal, el estado general de salud, el sexo, las dietas, el tiempo de
administracion, la via de administracion, la tasa de excrecion, la combinacién de medicamentos,
el trastorno exacto que se esté tratando y la gravedad de la indicacién o afeccién que se esté
tratando. Ademas, la via de administracion puede variar dependiendo de la afeccién y su
gravedad.

En ciertos casos puede ser apropiado administrar al menos uno de los compuestos
descritos en la presente (o una sal farmacéuticamente aceptable, éster o profarmaco del mismo)
en combinacién con otro agente terapéutico. Solamente a modo de ejemplo, si uno de los
efectos secundarios experimentados por un paciente al recibir uno de los compuestos de la
presente memoria es la hipertension, entonces puede ser apropiado administrar un agente
antihipertensivo en combinacion con el agente terapéutico inicial. O bien, solamente a modo de
ejemplo, se puede mejorar la efectividad terapéutica de uno de los compuestos descritos en la
presente mediante la administracion de un adyuvante (es decir, por si mismo el adyuvante
puede tener sélo un beneficio terapéutico minimo, pero en combinacién con otro agente
terapéutico, se incrementa el beneficio terapéutico general para el paciente). O bien, sélo a
modo de ejemplo, se puede incrementar el beneficio experimentado por un paciente mediante
la administracion de uno de los compuestos descritos en la presente con otro agente terapéutico
(lo que también incluye un régimen terapéutico) que también presente beneficio terapéutico.
Solamente a modo de ejemplo, en un tratamiento para la infeccion del tracto urinario que
implique la administracion de uno de los compuestos descritos en la presente, se puede lograr
un beneficio terapéutico mayor proporcionando también al paciente otro agente terapéutico
contra la infeccion del tracto urinario. En cualquier caso, independientemente de la enfermedad,
trastorno o afeccion que se esté tratando, el beneficio global experimentado por el paciente
puede ser simplemente el aditivo de los dos agentes terapéuticos o bien el paciente puede
experimentar un beneficio sinérgico.

En cualquier caso, los multiples agentes terapéuticos (al menos uno de los cuales es un
compuesto descrito en la presente) se pueden administrar en cualquier orden o incluso
simultaneamente. Si es simultaneamente, los multiples agentes terapéuticos pueden
proporcionarse en una Unica forma unificada, o bien en multiples formas (solamente a modo de
ejemplo, bien en forma de una unica pildora o bien como dos pildoras separadas). Uno de los
agentes terapéuticos se puede administrar en dosis multiples, o bien se pueden administrar
ambos en dosis multiples. Si no es simultaneamente, el tiempo entre las multiples dosis puede

ser cualquier periodo de tiempo que abarque desde algunos minutos hasta cuatro semanas.
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Por lo tanto, en otro aspecto, ciertas modalidades proporcionan meétodos para tratar

trastornos en los que interviene FimH en un sujeto humano o animal que necesite dicho
tratamiento, que comprenden administrar a dicho sujeto una cantidad de un compuesto descrito
en la presente que es efectivo para reducir o prevenir dicho trastorno en el sujeto, en
combinacion con al menos un agente adicional para tratar dicho trastorno, que sea conocido en
la técnica. En un aspecto relacionado, ciertas modalidades proporcionan composiciones
terapéuticas que comprenden al menos un compuesto descrito en la presente memoria en
combinacion con uno o mas agentes adicionales para tratar trastornos en los que interviene
FimH.

Las enfermedades especificas para tratar con los compuestos, composiciones y
métodos que se describen en la presente incluyen infecciones bacterianas, enfermedad de
Crohn y sindrome del intestino irritable (Sll). En ciertas modalidades, la infeccion bacteriana es
una infeccion del tracto urinario.

Ademas de ser utiles para el tratamiento humano, ciertos compuestos y formulaciones
descritos en la presente pueden ser Utiles también para el tratamiento veterinario de animales
de compafiia, animales exoticos y animales de granja, incluyendo mamiferos, y similares. Los
animales mas preferidos incluyen caballos, perros y gatos.

Esquemas sintéticos generales para ejemplos

Los compuestos de la presente invencion se pueden preparar siguiendo los métodos
sintéticos descritos en W02017/156508 o variantes obvias de los mismos. Sin embargo, sin
limitar en modo alguno la presente invencion, las descripciones que se presentan a continuacion
también proporcionan métodos de reaccion que pueden emplearse para preparar compuestos
de la presente invencion.

Se utilizan cuatro esquemas generales (A — D) para sintetizar los compuestos descritos
en los Ejemplos siguientes. Todos ellos utilizan acoplamiento de Suzuki entre un mandsido
sustituido con un bromuro (o boronato) de arilo y un éster de boronato de arilo (o haluro de arilo).
Los mandésidos estan protegidos con grupos acetilo o bencilo. Los grupos acetilo se eliminan
con NaOMe, los grupos bencilo se eliminan con BCls o mediante hidrogendlisis con

paladio/carbén activo (Pd/C).

Esquema A:
OAc OH
Ao QAc 1.ArB(OR), o ™My
‘Aco Hy  Pd(PPhs) Ho Hy
2. NaOMe
AcO HO
X Br X Ar
X=CHg, CF3, Cl
Y=F, H

Esquema B:
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OBn OH
QBn 1.ArB(OR), OH
Bag X Pd(PPh HO Q
'Bho Hy (PPhs), o Hy
2.BCly
AcO' 3. NaOMe HO
X Br X Ar
X=CHs, CF3, Cl
Y=F, H
Esquema C:
OAc
OAc OH
AcO —© OH
AcO Hy 1.ArBr HO —0
Pd(PPhs), Po HY
AcO 2. NaOMe
_0 HO
X"
o X Ar
X=CHs, CF3, Cl
Y=F,H
Esquema D:
OBn
OBn OH
BnO —0 OH
BnO Hy o
1.ArBr, Pd(PPhgy), H9% HY
AcO
o 2.BCl3 HO
X E\s’ 3. NaOMe
0 X Ar
X=CHj, CF, Cl
Y=F, H

Procedimiento general para las reacciones de acoplamiento de Suzuki: A una
solucién de mandsido (1.0 equiv.) en dioxano/agua (v/v = 5/1) se le afadié acido arilborénico (o
boronato) o haluro de arilo (~1.1 equiv.), carbonato de cesio (~3 equiv.) vy
tetrakis(trifenilfosfina)paladio (~0.05 equiv.) a temperatura ambiente (TA). La mezcla resultante
se desgasifica tres veces. A continuacién, se coloca el matraz en un bafio de aceite
precalentado a 80°C, y se deja agitando durante el tiempo especificado (normalmente de 30
min a 2 h). La mezcla de reaccién se enfria a TA y los disolventes se evaporan bajo presion
reducida. A continuacion, se purifica el residuo crudo mediante cromatografia sobre gel de silice.
A continuacion, el producto se desprotege mediante el protocolo A o B.

Protocolo de desproteccién A: A menos que se especifique lo contrario, los grupos

protectores de acetato se eliminan disolviendo en MeOH el mandésido parcialmente purificado
procedente de la reaccion de Suzuki, y enfriando a 0°C. Se afade gota a gota metdxido de sodio
en MeOH [1M] hasta que se alcanza un pH de 9-10. Al cabo de 5 min, el bafio de hielo se retira
y la mezcla de reaccion se agita durante el tiempo especificado. Una vez terminada, se
desactiva la reaccion con agua o HCI 1N, y se concentra bajo presién reducida. El producto
bruto se purifica mediante cromatografia liquida de alta resolucién (“‘HPLC”, por sus siglas en
inglés) preparativa utilizando distintas condiciones.



10

15

20

25

30

35

17
Protocolo de desproteccion B: A menos que se especifique lo contrario, los éteres

bencilicos se desprotegen afiadiendo BCls (8.0 equiv., 1M en DCM) a una solucion del mandsido
parcialmente purificado procedente de la reaccién de Suzuki en DCM (10 mL) a -78°C. Se agita
la reaccion a -78°C durante el tiempo especificado. Una vez terminada, se desactiva la reaccion
con MeOH (1 mL) a -78°C. A continuacion, la reaccion se calienta a TA y se concentra bajo
presién reducida para proporcionar el compuesto desbencilado. A continuacion, el grupo acetilo
se elimina mediante el método descrito en el protocolo A.

Sintesis de bloques de construccion de C-mandsido:

OBn
OH OBn ™S OBn
O, NaH,BnBr OE?) TMSOTf, 2" Bno —Q
HO! —» BnO BnO
HO DMF BnO CH4CN, 0 °C ~ rt,
OMe step 1 OMe step 2
OBn OBn OBn
OBn
—0
(PhCN),PdCl, BRO” 0s0, NMO Nalo, B0’ o)
Tol, 90°C THF, H,0, rt THF/H,0, rt n
step 3 N tep 4 X
p step step 5 O
Y OBn OBn
| OBn OBn
—O —O
l: l BnO B BnO
X Br BnO Y, DMP,Py ~ BnO Y
N i-78°C-0°9 DCM, 0 °C
n-BuLi, -78 °C -0 °C HO o
step 7
step 6 X X Br
OBn OBn
OBn OBn
—O —0 BCI
BnO BnO 3
LTBA BnO v Ac0, Py 7Bno Y DCM
—_— —_— —_—
THF, -40 °C DMAP, rt -78°C
HO AcO step10
step 9
step 8 X Br X Br
OH OAc
OH OAc
—0 —0
HO AcO
HO v Acz0, Py AcO v
—_—
DMAP, rt
AcO AcO
step11
X Br X Br

X=CHg,CF3, Cl Y=F,H
Los productos intermedios utilizados en la preparacion de los compuestos de los
Ejemplos se prepararon utilizando los pasos generales arriba indicados que se describen mas

especificamente a continuacion.
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OH OBn
OH OBn
HO —0 NaH, BnBr BnO —0
HO DMF BnO
OMe OMe

2,3,4,6-Tetra-O-bencil-a-D-manopiranésido de metilo

A una solucién agitada de a-D-manopiranésido de metilo disponible comercialmente
(30.0 g, 0.15 mol) en DMF seca (1.000 mL), enfriada con un bafio de agua de hielo, se afadi6
en porciones NaH (37.1 g, 0.93 mol, al 60% en aceite mineral). Después de la adicion, la mezcla
de reaccion se agita a esta temperatura hasta que disminuye el desprendimiento de gas
(normalmente en el transcurso de 30 min), y posteriormente se calienta a TA durante 2 h. Se
afnade a la mezcla de reaccion bromuro de bencilo (158.7 g, 0.92 mol). Tras la adicion, la mezcla
de reaccion se agita a esta temperatura durante 48 horas, momento en el cual el andlisis de
cromatografia en capa fina (“TLC”, por sus siglas en inglés) indica que la reaccion se ha
completado. La mezcla de reaccion se vierte cuidadosamente sobre agua helada (2500 mL)
mientras se agita, y la mezcla resultante se extrae con DCM (2500 mL x 3). La capa organica
combinada se lava con salmuera, se seca sobre sulfato de sodio anhidro y se evapora en un
evaporador rotativo para proporcionar un residuo aceitoso, que se purifica mediante
cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con acetato de etilo (‘EtOAC”, por sus siglas e inglés)
en éter de petréleo (0~20%) para proporcionar el compuesto puro (71.0 g, 83% de rendimiento)
en forma de un aceite incoloro.

Foérmula: C3sH3sOs, masa exacta: 554.27, peso molecular: 554.67.

Datos analiticos: lonizacion por electroaspersion y espectrometria de masas en
tandem (“ESI-MS”, por sus siglas en inglés) [M+Na]* calculado para (CssH3sOsNa*) 577.27,

encontrado 577.0.

OBn
OBn TMS OBn
OBn TMSOTf, > BnO Q
BnO —0 BnO
BnO CH4CN, 0 °C ~ 1,

OMe |

(2R,3R,4R,5R,6R)-2-Alil-3,4,5-tris(benciloxi)-6-((benciloxi)metil)tetrahidro-2H-
pirano

A una solucioén agitada de 2,3,4,6-tetra-O-bencil-a-D-manopiranésido de metilo (78.0
g, 0.14 mol) en ACN seco (300 mL), enfriada con un bafio de agua de hielo, se afiaden gota a
gota aliltrimetilsilano (33.0 g, 0.29 mol) y trifluorometanosulfonato de trimetilsililo (16.0 g, 0.07
mol). Tras la adicién, la mezcla de reaccidon se agita a TA durante una noche. Una vez
completada, la mezcla de reaccion se vierte cuidadosamente sobre agua helada (200 mL)
mientras se agita, y la mezcla resultante se extrae con EtOAc (300 mL x 3). La capa organica

combinada se lava con salmuera (200 mL), se seca sobre sulfato de sodio anhidro y se filtra. El
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filtrado se evapora en un evaporador rotativo para proporcionar un residuo aceitoso, que se

purifica mediante cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con EtOAc en éter de petréleo
(1~6%) para proporcionar el producto deseado puro (68.0 g, 86% de rendimiento) en forma de
un aceite amarillo.

Férmula: C37H400s, masa exacta: 564.29, peso molecular: 564.71.

Datos analiticos: ESI-MS [M+Na]* calculado para (Cs7H40OsNa*) 587.29, encontrado
587.30.

OBn OBn
OBn OBn

BnO O (PhCN),PACl,  BpnO 0
BnO > BnO
Tol, 90°C

(2R,3R,4R,5R,6R)-3,4,5-Tris(benciloxi)-2-((benciloxi)metil)-6-(prop-1-en-1-
il)tetrahidro-2H-pirano

Se afiade Pd(PhCN)2Cl2 (7.0 g, 0.018 mmol) a una solucion de (2R,3R,4R,5R,6R)-2-alil-
3,4,5-tris(benciloxi)-6-((benciloxi)metil)tetrahidro-2H-pirano (68.0 g, 0.12 mol) disuelto en

AN

tolueno seco (350 mL), bajo una atmosfera de nitrogeno.

La mezcla resultante se calienta a 90°C durante la noche, bajo atmésfera de N2. Una
vez completada, la reaccion se enfria a TA y se concentra bajo presion reducida. El residuo se
purifica mediante cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con un gradiente de EtOAc en éter
de petrdleo, para proporcionar el producto deseado (48.0 g, 71% de rendimiento, mezcla de
isdbmeros cis y trans) en forma de un aceite amarillo.

Férmula: C37H400s5, masa exacta: 564.29, peso molecular: 564.71.
Datos analiticos: MS (ESI+) calculado para (Cs7H400sNa*) [M+Na]* 587.29, encontrado
587.30.

—0 Cs0y, NMO

—_—
THFH,0, 1t

1-((2R,3S,4S,5R,6R)-3,4,5-Tris(benciloxi)-6-(benciloximetil)-tetrahidro-2H-piran-2-
il)propano-1,2-diol

Se afiade OsO4 (5 g, en 70 mL de t-BuOH) a una solucion de (2R,3R,4R,5R,6R)-3,4,5-
tris(benciloxi)-2-((benciloxi)metil)-6-(prop-1-en-1-il)tetrahidro-2H-pirano (48 g, 0.085 mol) y N-
oxido de 4-metilmorfolina (39.8 g, 0.34 mol) en un sistema mixto de THF/agua (100 mL/100 mL)
a TA. La mezcla resultante se agita durante la noche, a TA. La mezcla de reaccion se vierte

sobre solucion acuosa saturada de Na2S203 (300 mL) y se extrae con EtOAc (300 mL x 3), se
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seca sobre Na2S0a y se filtra. El filirado se concentra al vacio para proporcionar un residuo que

se purifica mediante cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con EtOAc en DCM (10~20%),
para proporcionar el producto deseado (34.0 g, 67% de rendimiento, mezcla de isémeros) en
forma de un solido blanco.

Férmula: C37H4207, masa exacta: 598.29, peso molecular: 598.73.

Datos analiticos: Resonancia magnética nuclear protonica (“'‘H-NMR”, por sus siglas
en inglés) (300 MHz, cloroformo-d) & 7.42 — 7.12 (m, 20H), 4.66 — 4.36 (m, 7H), 4.08 — 3.93 (m,
3H), 3.92-3.85(m, 2 H), 3.83 — 3.68 (m, 2H), 3.64 — 3.58 (m, 2H), 3.52-3.44 (m, 1 H), 1.25-1.17
(m, 3H). MS (ESI+) calculado para (Cs7H4207Na*) [M+Na]* 621.29, encontrado 621.30.

OBn OBn

OBn OBn

—O —0
BnO
rI]3nO NalOy4 B%c%o
THF/H,0, rt ~
HO ¢}
HO

(2S,3S,4S,5R,6R)-3,4,5-Tris(benciloxi)-6-((benciloxi)metil)tetrahidro-2H-pirano-2-
carbaldehido

A una solucién de 1-((2R,3S,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(benciloxi)-6-benciloximetil)-tetrahidro-
2H-piran-2-il)propano-1,2-diol (13.0 g, 21.7 mmol) en THF/agua (120 mL/120 mL) se le afiadio
NalO4 (13.0 g, 60.75 mmol) y la mezcla de reaccion se agita a TA durante 3 h, bajo N2. Una vez
completada, la reaccion se desactiva con agua helada (100 mL) y se extrae con DCM (250 mL
x 3). La capa organica combinada se lava con salmuera (100 mL), se seca sobre Na2SO4 y se
filtra. El filtrado se concentra bajo presién reducida para proporcionar el producto deseado (12.9
g, en bruto) que se utiliza directamente para el siguiente paso sin mas purificacion.

Férmula: C3sH360s, masa exacta: 552.25, peso molecular: 552.66.

Datos analiticos: ESI-MS [M+Na]* calculado para (CssHssNaOs Na') 575.24,
encontrado 575.20.

OBn OBn
OBn oB I OBn OBn
n J@\ BnO - BnO 2
BnO —Q Br BnO Bno
BnO . > - +
n-BuLi, -78 °C - 0 °C ( O
X HO HO'
O
Br Br

(R/S)-(4-Bromo-2-metilfenil)((2R,3S,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(benciloxi)-6-
((benciloxi)metil)tetrahidro-2H-piran-2-il)metanol

Procedimiento estandar: A un matraz con 150 mL de Et20O a -78°C, bajo N2, se afade 4-
bromo-1-yodo-2-metilbenceno (22.6 g, 76.1 mmol) en Et20 anhidro (10 mL). A continuacion, se
afnade gota a gota n-BuLi en hexanos (2.5 M, 26 mL, 65 mmol), a -78°C, y se agita durante una
hora adicional. A continuacion, (2S,3S5,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(benciloxi)-6-

((benciloxi)metil)tetrahidro-2H-pirano-2-carbaldehido (12.0 g, 21.7 mmol) en bruto recién
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preparado, disuelto en Et20 (90 mL), se afiade a través de una canula, durante un periodo de 5

minutos. La mezcla se agita a -78°C durante 30 minutos, y posteriormente se calienta
lentamente hasta 0°C durante un periodo de 1.5 h. La mezcla de reaccion se desactiva con
NH4Cl acuoso saturado y se extrae con EtOAc (250 mL x 3). La fase organica combinada se
lava con salmuera (100 mL), se seca sobre Na2SOs y se filtra. El filtrado se concentra bajo
presion reducida y el residuo se purifica mediante cromatografia sobre gel de silice con
DCM/EtOAc/éter de petrdleo, para proporcionar (R)-(4-bromo-2-metilfenil)((2R,3S,4S,5R,6R)-
3,4,5-tris(benciloxi)-6-((benciloxi)metil)tetrahidro-2H-piran-2-il)metanol (4.0 g, 25% de
rendimiento para los dos pasos) en forma de un aceite amarillo claro y (S)-(4-bromo-2-
metilfenil)((2R,3S,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(benciloxi)-6-((benciloxi)metil)tetrahidro-2H-piran-2-
illmetanol (8.0 g, 51% de rendimiento para los dos pasos) en forma de un aceite amarillo claro.

Isémero (R):

Férmula: C42H43BrOs, masa exacta: 722.22, peso molecular: 723.69

Datos analiticos para 1R: '"H NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.41-7.28 (m, 21H), 7.18-7.13
(m, 2H), 5.08 (d, J = 5.1 Hz, 1H), 4.71 (d, J = 11.7 Hz, 1H), 4.64-4.56 (m, 3H), 4.49 (s, 2H), 4.40
(s, 2H), 4.28 - 4.21 (m, 1H), 4.18 - 4.13 (m, 1H), 4.10 (t, J = 5.1 Hz, 1H), 3.99-3.94 (m, 1H), 3.89
(t, J=5.9 Hz, 1H), 3.83-3.70 (m, 2H), 3.49 (br. s., 1H), 2.29 (s, 3H). ESI-MS [M+Na+] calculado
para (C42H43BrOeNa) encontrado: 745.5 (100%), 747.5 (97.3%)

Isémero (S):

Formula: C42H43BrOs, masa exacta: 722.22, peso molecular: 723.69

Datos analiticos para 1S: "H NMR (300 MHz, CDClz) & 7.37 - 7.16 (m, 23H), 5.06 (d,
J=5.5Hz, 1H), 4.73 - 4.67 (m, 1H), 4.62 - 4.44 (m, 7H), 4.11 - 4.03 (m, 2H), 3.85 - 3.76 (m, 3H),
3.73 - 3.67 (m, 2H), 3.19 (br. s.,, 1H), 2.18 (s, 3H). ESI-MS [M+Na]* calculado para
C42H43BrOsNa* 745.21, encontrado 745.5 (100%), 747.5 (97.3%).

Br

(4-Bromo-2-metilfenil)((2S,3S,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(benciloxi)-6-
((benciloxi)metil)tetrahidro-2H-piran-2-il)metanona

A una solucién agitada de (S)-(4-bromo-2-metilfenil)((2R,3S,4S,5R,6R)-3,4,5-
tris(benciloxi)-6-((benciloxi)metiltetrahidro-2H-piran-2-il)metanol (2.9 g, 0.004 mol) en DCM
seco (200 ml), se le afiade piridina seca (0.79 g, 0.01 mol) bajo N2 a 0°C. Se afiade en porciones
peryodinano de Dess-Martin (3.4 g, 0.008 mol) y la mezcla de reaccion se mantiene a 0°C
durante 1 hora, y posteriormente se deja calentar a 15°C durante 1.5 horas mas. El matraz de

reaccion se enfria en un bafio de hielo, y se afiade una mezcla 1:1 de una solucion al 10% de
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NazS203 (30 mL) y una solucién acuosa saturada de NaHCOs (30 mL), y la reaccion se agita

durante 5 minutos a TA. A continuacién, las capas se separan y la capa acuosa se extrae con
DCM (20 mL x 3). Las fracciones organicas se combinan y se lavan con la solucién de NaHCOs,
posteriormente se separan, se secan sobre Na2SQO4 y se concentran al vacio sin calentar, y se
purifican mediante cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con EtOAc en éter de petréleo
(al 12%) para proporcionar la cetona (2.03 g, 70%) en forma de un aceite amarillo (2.03 g, 70%,
en bruto).

Formula: C42H41BrOs, masa exacta: 720.21, peso molecular: 721.68.

OBn OBn
OBn OBn
"o = LTBA B0 -
o THF, -40 °C Ho” 2
Br Br

(R)-(4-Bromo-2-metilfenil)((2R,3S,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(benciloxi)-6-
((benciloxi)metil)tetrahidro-2H-piran-2-il)metanol

A una solucion agitada de (4-bromo-2-metilfenil)((2S,3S,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(benciloxi)-
6-((benciloxi)metil) tetrahidro-2H-piran-2-il)metanona (2.03 g, 2.8 mmol) en THF seco (200 mL)
se le anade LTBA (8.2 mL, 8.2 mmol, soluciéon 1M en THF), bajo N2, a -40°C.

La mezcla se calienta hasta 0°C y se agita 1 h mas. Cuando el analisis por TLC indica
que la reaccion se ha completado, la mezcla de reaccion se diluye con EtOAc (400 mL). Se
afade una solucién acuosa saturada de tartrato de sodio y potasio (200 mL), y la mezcla se
agita vigorosamente durante 1 h a TA. La capa organica se separa y la capa acuosa se extrae
con EtOAc (2 x 100 mL), las capas organicas combinadas se secan sobre Na2SOu4, se filtran y
el filtrado se concentra al vacio. El residuo se purifica mediante cromatografia sobre gel de silice
con DCM/EtOAc/éter de petroleo para proporcionar el isémero 1R deseado (1.62 g, 80% de
rendimiento) en forma de un aceite amarillo.

Datos analiticos — segun lo indicado anteriormente.

OB OBn
n OBn OBn
BnO —0 BnO —Q
BnO ACQO; Py BnO
R R
HO DMAP, rt AcO
Br Br

Acetato de (R)-(4-bromo-2-metilfenil)((2R,3S,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(benciloxi)-6-
((benciloxi)metil)tetrahidro-2H-piran-2-il)metilo

Se disuelven dimetilaminopiridina (21 mg, 0.17 mmol) y (R)-(4-bromo-2-
metilfenil)((2R,3S,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(benciloxi)-6-((benciloxi)metil )tetrahidro-2H-pirano-2-
il)metanol (2.45 g, 3.4 mmol) en piridina seca (10 mL), bajo Na.
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Se afade gota a gota, en el transcurso de 5 min, anhidrido acético (518 mg, 5.08 mmol).

Tras agitar durante 1 h a TA, la mezcla de reaccién se enfria a 0°C y se desactiva con MeOH
(2 mL), y los disolventes se evaporan al vacio. El residuo se redisuelve en DCM (30 mL), y se
lava sucesivamente con agua (30 mL), HCI acuoso 1 N (30 mL x 2) y agua (30 mL), y
posteriormente se seca sobre Na2SOs y se filtra. El filtrado se concentra bajo presién reducida
y el residuo se purifica mediante cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con EtOAc en éter
de petroleo (0~20%) para proporcionar el producto deseado 3 (2.5 g, 96% de rendimiento) en
forma de un aceite amairillo.

Férmula: C44H4sBrO7, masa exacta: 764.23, peso molecular: 765.73.

Datos analiticos: "H-NMR (300 MHz, cloroformo-d) 8 7.32 — 7.24 (m, 14H), 7.23 - 7.14
(m, 8H), 7.02 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.06 (d, J = 6.9 Hz, 1H), 4.73 (d, J = 11.1 Hz, 1H), 4.61 - 4.30
(m, 7H), 4.25 (dd, J = 6.9 Hz, 3.7 Hz, 1H), 3.99 — 3.82 (m, 2H), 3.78 — 3.52 (m, 4H), 2.31 (s, 3H),
1.85 (s, 3H). ESI-MS [M+Na]* calculado para (C44H45BrO7Na*) 787.22, encontrado 787 &789

OAc
OAc
—0
AcO
AcO
AcO

Br

Triacetato de (2R,3R,4S,5R,6R)-2-((R)-acetoxi(4-bromo-2-metilfenil)metil)-6-
(acetoximetil)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triilo

Se disuelve acetato de (R)-(4-bromo-2-metilfenil)((2R,3S,4S,5R,6R))-3,4,5-
tris(benciloxi)-6-(benciloxi)metil)tetrahidro-2H-piran-2-il)metilo (340 mg, 0.44 mmol) en DCM
seco (15 mL) bajo Nz, y la mezcla de reaccion se enfria a -78°C.

Se anade gota a gota tricloruro de boro (3.56 mL, 1M en DCM, 3.56 mmol), y la mezcla
de reaccion se agita durante 30 min. Una vez completada, la reaccion se desactiva mediante la
adicién de MeOH (2 mL). La mezcla de reaccion se concentra al vacio y el residuo se purifica
mediante cromatografia sobre gel de silice (MeOH/DCM) para proporcionar el producto
intermedio desbencilado. Este intermedio se redisuelve (~150 mg) en piridina seca (3 mL), bajo
N2, y la reaccion se enfria a 0°C. Se afade dimetilaminopiridina (2.5 mg, 0.02 mmol), seguida
de anhidrido acético (230 mg, 2.3 mmol), la mezcla de reaccion se agita durante 5 minutos a
0°C y posteriormente se lleva a TA. Al cabo de 1 h, la reaccién se enfria de nuevo a 0°C, y se
desactiva con MeOH (2 mL). Los disolventes se eliminan al vacio y el residuo se redisuelve en
DCM (25 mL) y se lava sucesivamente con agua (10 mL), HCI acuoso 1 N (10 mL x 2) y agua
(10 mL). La capa organica se separa, se seca sobre Na2SOz y se filtra. El filtrado se concentra

al vacio y el residuo se purifica mediante cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con EtOAc
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en éter de petroleo para proporcionar el producto deseado (200 mg, 79% para los dos pasos)

en forma de un sdlido blanco.

Férmula: C24H290BrNaO+11, masa exacta: 572.09, peso molecular: 573.38.

Datos analiticos: '"H NMR (300 MHz, CDCls) & ppm 7.36-7.32 (m, 2H), 7.24 - 7.21 (m,
1H), 6.19 (d, J = 6.9 Hz, 1H), 5.54 (t, J = 3.3 Hz, 1H), 5.37 (dd, J1 = 9.0 Hz, J2 = 3.6 Hz, 1H),
5.18 (t, J = 8.5 Hz, 1H), 4.26 - 4.21 (m, 2H), 4.02 - 3.91 (m, 2H), 2.43 (s, 3H), 2.14 (s, 3H), 2.08
(s, 6H), 2.03 (s, 3H), 1.97 (s, 3H). ESI-MS [M+Na]* calculado para (C24H20BrNaO11Na*), 595.08,

encontrado 595.2 (100%), 597.3 (97.3%).

OAc
OAc

/O
AcO
AcO

AcO

o)

Triacetato de (2R,3R,4S,5R,6R)-2-((R)-acetoxi(2-metil-4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-
dioxaborolan-2-il)fenil)metil)-6-(acetoximetil)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triilo

Bajo atmosfera de nitrogeno, una mezcla de triacetato de (2R,3R,4S,5R,6R)-2-
(acetoximetil)-6-(4-bromo-2-metilbenzoil)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triilo (500 mg, 0.87 mmol),
bis(pinacolato)diboro (243.5 mg, 0.96 mmol), acetato de potasio (256.1 mg, 2.61 mmol) y
complejo de (1,1-bis(difenilfosfino)ferroceno)dicloropaladio(ll) con diclorometano
(Pd(dppf)Cl2.DCM) (71 mg, 0.09 mmol) en dioxano (10 mL) se calienta a 90°C con agitacion
durante 3 h. Una vez completada, la reaccién se enfria a TA y se concentra bajo presion
reducida. El residuo se purifica mediante cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con EtOAc
en éter de petréleo (0~25%) para proporcionar el producto deseado (480 mg, 89% de
rendimiento) en forma de un aceite amarillo claro (90% de pureza).

Formula: CsoH41BO13, masa exacta: 620.26, peso molecular: 620.46.

Datos analiticos: "H-NMR (300 MHz, cloroformo-d) & 7.66—-7.56 (m, 1H), 7.38-7.28 (m,
1H), 7.22-7.19(m, 1H), 6.21 (dd, J = 26.3 Hz, 6.8 Hz, 1H), 5.58-5.52 (m, 1H), 5.41-5.33 (m, 1H),
5.20-5.11 (m, 1H), 4.25-4.19 (m, 2H), 4.00 — 3.91 (m, 2H), 2.42 (d, J = 7.3 Hz, 3H), 2.12 (s, 3H),
2.07-1.98 (m, 9H), 1.94 (d, J = 2.8 Hz, 3H), 1.32-1.19 (m, 12H).

ESI-MS [M+H]* calculado para (C3soH41BO13H) 621.26, encontrado 621.0
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Acetato de (R)-(2-metil-4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-

il)fenil)((2R,3S,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(benciloxi)-6-(benciloximetil)tetrahidro-2H-piran-2-
il)metilo

Bajo una atmosfera de nitrégeno, una mezcla de acetato de (R)-(4-bromo-2-
metilfenil)((2R,3S,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(benciloxi)-6-((benciloxi)metil )tetrahidro-2H-piran-2-
il)metilo (1.2 g, 1.57 mmol), bis(pinacolato)diboro (438 mg, 1.72 mmol), acetato de potasio (462
mg, 4.71 mmol) y complejo de (1,1-bis(difenilfosfino)ferroceno)dicloropaladio(ll) con
diclorometano (Pd(dppf)Cl2.DCM) (131 mg, 0.16 mmol) en dioxano (10 mL) se agité durante 16
h a 90°C. Una vez completada, la reaccion se enfrid a TA, y posteriormente se concentré bajo
presion reducida. El residuo se purifica mediante cromatografia sobre gel de silice, eluyendo
con EtOAc en éter de petrdleo (0~20%) para proporcionar el boronato deseado (920 mg, 72%
de rendimiento) en forma de un aceite amarillo.

Formula: CsoHs7BOg, masa exacta: 812.14, peso molecular: 812.79.

Datos analiticos: "H-NMR (300 MHz, cloroformo-d) & 7.66-7.56 (m, 1H), 7.38-7.28 (m,
1H), 7.22-7.19(m, 1H), 6.21 (dd, J = 26.3 Hz, 6.8 Hz, 1H), 5.58-5.52 (m, 1H), 5.41-5.33 (m, 1H),
5.20-5.11 (m, 1H), 4.25-4.19 (m, 2H), 4.00 — 3.91 (m, 2H), 2.42 (d, J = 7.3 Hz, 3H), 2.12 (s, 3H),
2.07-1.98 (m, 9H), 1.94 (d, J = 2.8 Hz, 3H), 1.32-1.19 (m, 12H).

ESI-MS [M+NH4]* calculado para (CsoHs7BOgNH4*) 830.41, encontrado 830.5.

Acetato de (R)-(4-bromo-2-trifluorometilfenil)((2R,3S,4S,5R,6R)-3,4,5-
tris(benciloxi)-6-((benciloxi)metil)tetrahidro-2H-piran-2-il)metilo y acetato de (S)-(4-
bromo-2-trifluorometilfenil)((2R,3S,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(benciloxi)-6-
((benciloxi)metil)tetrahidro-2H-piran-2-il)metilo

Siguiendo el procedimiento descrito anteriormente para (R)-(4-bromo-2-
metilfenil)((2R,3S,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(benciloxi)-6-((benciloxi)metil )tetrahidro-2H-piran-2-
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il)metanol, el 4-bromo-1-yodo-2-(trifluorometil)benceno (6.24 g, 18 mmol) se trata con n-BuLi y

se hace reaccionar con (2S,3S,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(benciloxi)-6-((benciloxi)metiljtetrahidro-2H-
pirano-2-carbaldehido (3.3 g, 6.0 mmol). Se purifica mediante cromatografia CombiFlash (fase
A: éter de petroleo; fase B: DCM/EtOAc/éter de petréleo (20/1/2), caudal: 80 mL/min; gradiente
30% de B - 70% de B durante 60 min. El alcohol (R) se eluye a 30 min y el alcohol (S) se eluye
a 50 min, proporcionando el alcohol (R) (1.2 g supuestos, 26% para los dos pasos) en forma de
un aceite amarillo claro y el alcohol (S) (1.2 g supuestos, 26% para los dos pasos) en forma de
un aceite amarillo claro. Siguiendo el procedimiento de acetilacion descrito anteriormente para
el acetato de (R)-(4-bromo-2-metilfenil)((2R,3S,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(benciloxi)-6-
((benciloxi)metil)tetrahidro-2H-piran-2-il)metilo, el alcohol (S) (1.1 g) se protege para
proporcionar el acetato (S) (1.1 g, 95%), y el alcohol (R) (1.1 g) se protege para proporcionar el
acetato (R) (1.2 g, 99%).

Férmula: C44H42BrF307, masa exacta: 818.21, peso molecular: 819.7.

Datos analiticos para el isémero (R): "H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 5 7.86 (d, J = 1.8
Hz, 1H), 7.77 — 7.66 (m, 2H), 7.33 — 7.17 (m, 20H), 6.20 (d, J = 6.3 Hz, 1H), 4.65 (d, J = 11.4
Hz, 1H), 4.54 — 4.49 (m, 4H), 4.43 — 4.37 (m, 1H), 4.33 — 4.25 (m, 3H), 4.03 — 4.00 (m, 1H), 3.89
—3.86 (m, 1H), 3.77 —3.72 (m, 2H), 3.61 — 3.45 (m, 2H), 1.92 (s, 3H). ESI-MS [M+Na]* calculado
para (Ca4H42BrF30O7Na*) 841.20, encontrado 841.40, 843.40.

Datos analiticos para el isémero (S): '"H NMR (300 MHz, DMSO-de) 6 7.87 (d, J = 1.8
Hz, 1H), 7.74 — 7.62 (m, 2H), 7.36 — 7.20 (m, 20H), 6.28 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 4.60 — 4.56 (m, 4H),
4.52 (s, 1H), 4.39 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 4.22 — 4.18 (m, 2H), 4.11 — 3.99 (m, 3H), 3.85 — 3.82 (m,
1H), 3.69 — 3.66 (m, 1H), 3.58 — 3.52 (m, 1H), 3.42—-3.37 (m, 1H), 1.96 (s, 3H). ESI-MS [M+Na]+
calculado para (C44H42BrFsO7Na*) [M+Na]* 841.20, encontrado 841.0.

EJEMPLO 1

(2R,3S,4S,5S,6R)-2-((R)-(3’,5’-Difluoro-3,4’-dimetil-[1,1’-bifenil]-4-il) (hidroxi)metil)-
6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-pirano-3.4,5-triol

Siguiendo el Esquema D, el acetato de (R)-(2-metil-4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-
dioxaborolan-2-il)fenil)((2R,3S,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(benciloxi)-6-((benciloxi)metil )tetrahidro-2H-
piran-2-il)metilo (200 mg, 0.25 mmol) y 5-bromo-1,3-difluoro-2-metilbenceno (56 mg, 0.27
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mmol) se hacen reaccionar mediante el procedimiento estandar de acoplamiento de Suzuki (1

h a 80°C), seguido del protocolo de desproteccion B (BCls, 1M en DCM, 60 min a -78°C), y
seguido del protocolo de desproteccién A (1 h a TA), y posteriormente purificacion mediante
HPLC preparativa en las condiciones: columna XBridge Prep C18 OBD 19x150 mm, 5 uym; fase
mévil A: agua (NHsHCO3 10 mmol/L), fase mévil B: ACN; caudal: 20 mL/min; gradiente: de 27%
de B a 50% de B en 7 min; 254 nm; Tiempo de retencion (“Rt”, por sus siglas en inglés): 6.23
min, proporciona el compuesto del titulo (30 mg, 30% de rendimiento para los tres pasos) en
forma de un sélido blanco.

Férmula: C21H24F20s6, masa exacta: 410.15, peso molecular: 410.41.

Datos analiticos: '"H NMR (300 MHz, metanol-d4) & 7.62 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.51 — 7.41
(m, 2H), 7.22-7.19 (m, 2H), 5.24 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 4.25 (t, J = 2.8 Hz, 1H), 4.10 (dd, J = 6.8
Hz, 2.6 Hz, 1H), 4.07-4.03 (m, 1H), 3.80 — 3.62 (m, 4H), 2.50 (s, 3H), 2.23 (s, 3H). ESI-MS
[M+NH4]* calculado para (C21H24F20sNH4*) 428.19, encontrado 428.20.

EJEMPLO 2

(2R,3S.4S,5S,6R)-2-((R)-(4’-Cloro-3’,5’-difluoro-3-metil-[1,1’-bifenil]-4-
il)(hidroxi)metil)-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-pirano-3.4,5-triol

HO

HO
%0

—0

HO
O F
Cl

F

Siguiendo el Esquema D, el acetato de (R)-(2-metil-4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-
dioxaborolan-2-il)fenil)((2R,3S,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(benciloxi)-6-((benciloxi)metil )tetrahidro-2H-
piran-2-il)metilo (200 mg, 0.25 mmol) y 5-bromo-2-cloro-1,3-difluorobenceno (67 mg, 0.29
mmol) se hacen reaccionar mediante el procedimiento estandar de acoplamiento de Suzuki (40
min a 80°C), seguido del protocolo de desproteccion B (BCls, 1M en DCM, 40 min a -78°C) y
seguido del protocolo de desproteccion A (40 min a 0°C). La purificaciéon del residuo mediante
HPLC preparativa en las condiciones: columna Xbridge Prep C18 OBD 30x150 mm, 5 um; fase
movil A: agua (NHsHCO3 10 mmol/L), fase mévil B: ACN; caudal: 60 mL/min; gradiente: de 5%
de B a 65% de B en 1 min; 254 nm; Rt: 6.17 min, proporciona el compuesto del titulo (41.0 mg,
rendimiento 39% para los tres pasos) de forma de un solido blanco.

Férmula: C20H21CIF20e, masa exacta: 430.10, peso molecular: 430.83

Datos analiticos: '"H NMR (300 MHz, metanol-d4) & 'H NMR (300 MHz, metanol-ds) &
7.64 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.54 — 7.38 (m, 4H), 5.25 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 4.23 (t, J =2.8 Hz 1H),



10

15

20

25

30

35

28
4.10 (dd, J = 6.7, 2.6 Hz, 1H), 4.05-4.02 (m, 1H), 3.74 — 3.62 (m, 4H), 2.51 (s, 3H). ESI-MS

[M+Na]* calculado para (C20H21CIF20sNa*), 453.09, encontrado 453.10.
EJEMPLO 3
(2R,3S,4S,5S,6R)-2-((R)-(4’-Bromo-3’,5’-difluoro-3-metil-[1,1’-bifenil]-4-

il)(hidroxi)metil)-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-pirano-3,4,5-triol

HO HO
—0
HR0
HO
Cr
Br
F
F
Br
TfO F

Trifluorometanosulfonato de 4-bromo-3,5-difluorofenilo A una solucién de 4-bromo-
3,5-difluorofenol (300 mg, 1.44 mmol) en THF (5 mL) se afiade NaOtBu (276 mg, 2.9 mmol) y
PhN(SO2CF3)2 (569 mg, 1.6 mmol) a 25°C. La mezcla resultante se agita durante 3 h a 25 °C.
La reaccién se desactiva con agua (10 mL), se extrae con EtOAc (20 mL x 3) y se seca sobre
Na2SO0s. El disolvente se concentra bajo presion reducida, y el residuo se purifica mediante
cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con EtOAc en éter de petroleo (0~10%) para
proporcionar trifluorometanosulfonato de 4-bromo-3,5-difluorofenilo (120 mg, 25% de
rendimiento) en forma de un aceite incoloro.

Férmula: C7H2BrFs03S, masa exacta: 339.88, peso molecular: 341.05.

MS (ESI+) [M+H]* calculado para (C7H2BrFsO3SH*) 340.89, sin sefal de MS.

HO

HO
o)
R0

HO
F
I Br

F
(2R,3S,4S,5S,6R)-2-((R)-(4’-Bromo-3’,5’-difluoro-3-metil-[1,1’-bifenil]-4-
il)(hidroxi)metil)-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-pirano-3,4,5-triol
Siguiendo el Esquema D, el acetato de (R)-(2-metil-4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-
dioxaborolan-2-il)fenil)((2R,3S,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(benciloxi)-6-((benciloxi)metil )tetrahidro-2H-
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pirano-2-il)metilo (200 mg, 0.25 mmol) y trifluorometanosulfonato de 4-bromo-3,5-difluorofenilo

(100 mg, 0.29 mmol) se hacen reaccionar mediante el procedimiento estandar de acoplamiento
de Suzuki (2 h a 80°C), seguido del protocolo de desproteccion B (BCls, 1M en DCM, 60 min a
-78°C) y seguido del protocolo de desproteccion A (1 h a TA). La purificacion del residuo
mediante HPLC preparativa en las condiciones: Columna: XBridge Shield RP18 OBD 30x150
mm, 5 ym; fase moévil A: agua (NH4HCO3 10 mmol/L), fase mévil B: ACN; caudal: 60 mL/min;
gradiente: de 5% de B a 60% de B en 7 min; 254 nm; Rt: 6.50 min, proporciona el compuesto
del titulo (24 mg, 20% de rendimiento para los tres pasos) en forma de un sdlido blanco.

Férmula: C20H21BrF206, masa exacta: 474.05, peso molecular: 475.28.

Datos analiticos: "H NMR (400 MHz, metanol-d4) 5 7.65 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.55 - 7.48
(m, 2H), 7.43 — 7.37 (m, 2H), 5.25 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 4.23 (t, J =2.9 Hz, 1H), 4.10 (dd, J = 6.7
Hz, 2.6 Hz, 1H), 4.06-4.03 (m, 1H), 3.76 — 3.60 (m,4H), 2.52 (s,3H). ESI-MS [M+NH4]* calculado
para (C20H21BrF20sNH4*) 492.08, encontrado 492.05.

EJEMPLO 4

(2R,3S.,4S,5S,6R)-2-((R)~(3’,5’-Difluoro-3-metil-4’-vinil-[1,1’-bifenil]-4-
il)(hidroxi)metil)-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-pirano-3.4,5-triol

F

o
Br F

5-Bromo-1,3-difluoro-2-vinilbenceno A una solucion de bromuro de
metiltrifenilfosfonio (6.92 g, 19.4 mmol) en THF (20 mL) se le afiade NaHMDS (17.8 mL, 1M en

THF) a 0°C, bajo N2. La solucion resultante se agita durante 30 minutos a 0°C. A continuacion,

se afiade 4-bromo-2,6-difluorobenzaldehido (3.0 g, 13.6 mmol) a la solucion precedente a 0°C.
La solucion resultante se agita durante 3 h a 0°C. La reaccién se desactiva con agua (20 mL),
se extrae con EtOAc (20 mL x 3), posteriormente se seca sobre NaxSOs y se filtra. El filtrado se
concentra bajo presion reducida y el residuo se purifica mediante cromatografia sobre gel de
silice, eluyendo con éter de petroleo, para proporcionar el producto del titulo (1.5 g, 50%) en
forma de un aceite amarillo.

Foérmula: CsHsBrF2, masa exacta: 217.95, peso molecular: 219.03.
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MS (ESI+) [M+H]" calculado para (CsHsBrF2H*) 220.04, sin sefial de masa.

o
O\B F

/
O

2-(3,5-Difluoro-4-vinilfenil)-4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolano

Una mezcla de 5-bromo-1,3-difluoro-2-vinilbenceno (500 mg, 2.3 mmol),
bis(pinacolato)diboro (640 mg, 2.5 mmol), complejo de (1,1-
bis(difenilfosfino)ferroceno)dicloropaladio(ll) con diclorometano (187 mg, 0.23 mmol) y KOAc
(674 mg, 6.9 mmol) en dioxano (5 mL) se agita durante 12 h a 80°C, bajo una atmdsfera de Na.
Una vez completada, la reaccion se enfria a 25°C La mezcla de reaccién se diluye con agua (5
mL) y posteriormente se extrae con EtOAc (10 mL x 3), se seca sobre Na2SOs y se filtra. El
filtrado se concentra bajo presion reducida y el residuo se purifica mediante cromatografia sobre
gel de silice, eluyendo con éter de petroleo, para proporcionar el producto del titulo (270 mg,
44%) en forma de un aceite amairillo.

Férmula: C14H17BF202, masa exacta: 266.13, peso molecular: 266.09.

MS (ESI+) [M+H]* calculado para (C14H17BF202H*) 267.14, sin sefial de masa.

(2R,35,4S,5S,6R)-2-((R)-(3’,5’-Difluoro-3-metil-4’-vinil-[1,1’-bifenil]-4-
il)(hidroxi)metil)-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-pirano-3,4,5-triol

Siguiendo el Esquema B, elacetato de (R)-(4-bromo-2-metilfenil)((2R,3S,4S,5R,6R)-
3,4,5-tris(benciloxi)-6-((benciloxi)metil )tetrahidro-2H-piran-2-il)metilo (200 mg, 0.26 mmol) y 2-

(3,5-difluoro-4-vinilfenil)-4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolano (80 mg, 0.3 mmol) se hacen

reaccionar mediante el procedimiento estandar de acoplamiento de Suzuki (40 min a 80°C),
seguido del protocolo de desproteccion B (BCls, 1 M en DCM, 40 min a -78°C) y seguido del
protocolo de desproteccion A (40 min a 23°C). La purificacion del residuo mediante HPLC
preparativa en las condiciones: Columna: XBridge Shield RP18 OBD 30*150 mm, 5 ym; fase

mévil A: agua (acido formico al 0.1%), fase mévil B: ACN; caudal: 60 mL/min; gradiente: de 5%
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de B a 50% de B en 10 min; 254 nm; Rt: 9.77 min, proporciona el compuesto del titulo (30 mg,

27% de rendimiento para los tres pasos) en forma de un sdélido blanco.

Férmula: C22H24F206, masa exacta: 422.15, peso molecular: 422.42.

Datos analiticos: '"H NMR (300 MHz, metanol-d4) 8 7.62 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.55 - 7.42
(m, 2H), 7.27-7.25 (m, 2H), 6.82-6.72 (m, 1H), 6.04 (d, J = 18.4 Hz, 1H), 5.60 (d, J = 12.8 Hz,
1H), 5.23 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 4.23 (t, J = 2.8 Hz, 1H), 4.09 (dd, J = 2.6 Hz, 9.4 Hz, 1H), 4.05-
4.00 (m, 1H), 3.73-3.66 (m, 4H), 2.50 (s, 3H). ESI-MS [M+NHa4]* calculado para (C22H24F20sNH4
*) 440.16, encontrado 440.20.

EJEMPLO 5

(2R,3S,4S,5S,6R)-2-((R)-(3’-Fluoro-3-metil-4’-(trifluorometil)-[1,1’-bifenil]-4-
il(hidroxi)metil)-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-pirano-3,4,5-triol

HO

"Ro

OH
e

Siguiendo el Esquema B, el acetato de (R)-(4-bromo-2-metilfenil)((2R,3S,4S,5R,6R)-
3,4,5-tris(benciloxi)-6-((benciloxi)metil)tetrahidro-2H-piran-2-il)metilo (220 mg, 0.29 mmol) y
acido (3-fluoro-4-(trifluorometil)fenil)bordnico disponible comercialmente (72 mg, 0.35 mmol) se
hacen reaccionar mediante el procedimiento estandar de acoplamiento de Suzuki (45 min a
80°C), seguido del protocolo de desproteccion B (BCls, 1M en DCM, 45 min a -78°C) y el
protocolo de desproteccion A (1 h a 0°C). La purificacion del residuo mediante HPLC preparativa
en las condiciones: columna XBridge Prep C18 OBD 19x150 mm, 5 ym; fase movil A: agua
(NH4HCOs3 10 mmol/L), fase movil B: ACN; caudal: 20 mL/min; gradiente: de 25% de B a 55%
de B en 7 min; 254/220 nm; Rt: 6.17 min, proporciona el producto deseado (49.0 mg, 38% para
los tres pasos) en forma de un sdélido blanco.

Férmula: C21H22F40s, masa exacta: 446.14, peso molecular: 446.39.

Datos analiticos: '"H NMR (300 MHz, metanol-d4) 8 7.75 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 7.66 — 7.51
(m, 5H), 5.26 (d, J =6.7 Hz, 1H), 4.24 (t, J = 3.0 Hz, 1H), 4.11 (dd, J = 6.7 Hz, 2.6 Hz, 1H), 4.07
- 403 (m, 1H), 3.72 - 3.67 (m, 4H), 2.53 (s, 3H). ESI-MS [M+Na]* calculado para
(C21H22F406Na*) 469.13, encontrado 469.25.

EJEMPLO 6

(2R,3S,4S,5S,6R)-2-((R)-(3’-Fluoro-3-metil-5’-(trifluorometil)-[1,1’-bifenil]-4-
il(hidroxi)metil)-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-pirano-3,4,5-triol
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Siguiendo el Esquema B, el acetato de (R)-(4-bromo-2-metilfenil)((2R,3S,4S,5R,6R)-
3,4,5-tris(benciloxi)-6-((benciloxi)metil )tetrahidro-2H-piran-2-il)metilo (200 mg, 0.26 mmol) y
acido (3-fluoro-5-(trifluorometil)fenil)borénico disponible comercialmente (108 mg, 0.52 mmol)
se hacen reaccionar mediante el procedimiento estandar de acoplamiento de Suzuki (1.0 h a
80°C), seguido del protocolo de desproteccion B (BCls, 1M en DCM, 1 h a -78°C) y seguido del
protocolo de desproteccion A (1 h a 25°C). La purificacion del residuo mediante HPLC
preparativa proporciona el producto deseado (40.0 mg, 34% para los tres pasos) en forma de
un sélido blanco.

Férmula: C21H22F40s, masa exacta: 446.14, peso molecular: 446.39.

Datos analiticos: '"H NMR (400 MHz, metanol-ds4) & 7.75 (s, 1H), 7.70 - 7.67 (m, 2H),
7.55 (dd, J =8.2 Hz, 2.0 Hz, 1H), 7.51 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 7.43 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 5.27 (d, J =
6.7 Hz, 1H), 4.25 (t, J = 3.0 Hz, 1H), 4.11 (dd, J = 6.8 Hz, 2.6 Hz, 1H), 4.06 (dd, J = 8.0 Hz, 3.5
Hz, 1H), 3.74 - 3.64 (m, 4H), 2.53 (s, 3H). ESI-MS [M+NH4]* calculado para (C21H22F40sNH4*)
464.17, encontrado 464.05.

EJEMPLO 7

(2R,3S,4S,5S,6R)-2-((R)-Hidroxi(3’,4’,5’-trifluoro-3-metil-[1,1’-bifenil]-4-il)metil)-6-
(hidroximetil)tetrahidro-2H-pirano-3,4,5-triol

Siguiendo el Esquema B, el acetato de (R)-(4-bromo-2-metilfenil)((2R,3S,4S,5R,6R)-
3,4,5-tris(benciloxi)-6-((benciloxi)metil)tetrahidro-2H-piran-2-il)metilo (200 mg, 0.26 mmol) y
acido (3,4,5-trifluorofenil)borénico comercialmente disponible (91 mg, 0.52 mmol) se hacen

reaccionar mediante el procedimiento estandar de acoplamiento de Suzuki (1h a 80°C), seguido
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del protocolo de desproteccion B (BCls, 1M en DCM, 1 h a 78°C) y posteriormente el protocolo

de desproteccion A (1 h a 25°C). La purificacion del residuo mediante HPLC preparativa
proporciona el producto deseado (25.0 mg, 23% para los tres pasos) en forma de un sdlido
blanco.

Férmula: C20H21F306,masa exacta: 414.13, peso molecular: 414.37.

Datos analiticos: '"H NMR (400 MHz, metanol-d4) 8 7.63 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.47 (dd, J
=8.0 Hz, 2.1 Hz, 1H), 7.45 - 7.36 (m, 3H), 5.25 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 4.24 (t, J = 3.0 Hz, 1H), 4.10
(dd, J = 6.8 Hz, 2.6 Hz, 1H), 4.07-4.04 (m, 1H), 3.77 - 3.58 (m, 4H), 2.51 (s, 3H). ESI-MS
[M+NH4]* calculado para (C20H24F30sNH4*) 432.16, encontrado 432.15.

EJEMPLO 8

(2R,3S,4S,5S,6R)-2-((R)-(3’,5’-Difluoro-3-(trifluorometil)-[1,1’-bifenil]-4-
il)(hidroxi)metil)-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-pirano-3,4,5-triol

Siguiendo el Esquema B, el acetato de (R)-(4-bromo-2-
trifluorometilfenil)((2R,3S,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(benciloxi)-6-((benciloxi)metil )tetrahidro-2H-piran-
2-il)metilo (200 mg, 0.24 mmol) y acido (3,5-difluorofenil)borénico comercialmente disponible
(50 mg, 0.32 mmol) se hacen reaccionar mediante el procedimiento estandar de acoplamiento
de Suzuki (1 h a 80°C), seguido del protocolo de desproteccion B (BCls, 1M en DCM, 30 min a
-78°C) y posteriormente el protocolo de desproteccion A (1 h a 25°C). La purificacion del residuo
mediante HPLC preparativa (en las condiciones: Columna: Xbridge Shield RPC18 OBD, 19x150
mm, 5 ym; fase moévil A: agua (NH4HCO3 10 mmol/L), fase mévil B: ACN; caudal: 20 mL/min;
gradiente: de 25% de B a 50% de B en 7 min; 254 nm; Rt: 5.98 min) proporciona el producto
deseado (60 mg, 56% para los tres pasos) en forma de un sélido blanco.

Férmula: C20H19F50s6, masa exacta: 450.11, peso molecular: 450.36.

Datos analiticos: '"H NMR (400 MHz, metanol-d4) 8 8.02 - 7.90 (m, 3H), 7.39 - 7.27 (m,
2H), 7.05 - 7.00 (m, 1H), 5.38 (d, J = 6.9 Hz, 1H), 4.32 (t, J = 2.8 Hz, 1H), 4.19 (dd, J = 6.8 Hz,
2.0 Hz, 1H), 4.02 (dd, J = 8.8 Hz, 3.4 Hz, 1H), 3.75 (t, J = 8.5 Hz, 1H), 3.70 - 3.58 (m, 3H). ESI-
MS [M+NH4]* calculado para (C20H19F50sNH4*) 468.14, encontrado 468.20.

EJEMPLO 9
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(2R,3S,4S,5S,6R)-2-((R)-(3’,5’-Difluoro-3-metil-[1,1’-bifenil]-4-il)(hidroxi)metil)-6-

(hidroximetil)tetrahidro-2H-pirano-3,4,5-triol

(R)~(3’,5’-Difluoro-3-metil-[1,1’-bifenil]-4-il)((2R,3S,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(benciloxi)-
6-((benciloxi)metil)tetrahidro-2H-pirano-2-il)metanol

En un matraz de fondo redondo de 10-L y 3 bocas, purgado y mantenido con una
atmosfera inerte de nitrogeno, se colocan (R)-(4-bromo-2-metilfenil)((2R,3S,4S,5R,6R)-3,4,5-
tris(benciloxi)-6-((benciloxi)metil)tetrahidro-2H-piran-2-il)metanol (230 g, 317 mmol, 1 equiv.),
dioxano:H20 (4:1) (2.3 L), acido (3,5-difluorofenil)borénico (55.2 g, 349 mmol, 1.1 equiv.),
Cs2C03(310,6 g, 953 mmol, 3.0 equiv.) y Pd(PPhs)4 (18.4 g, 15.9 mmol, 0.05 equiv.). La solucidn
resultante se agita durante 1 hora a 80°C, en un bafio de aceite. Los sdlidos se separan por
filtracidn. El filtrado se extrae con 3x4 L de acetato de etilo. La mezcla resultante se lava con
2x4 L de NaCl saturado. La mezcla se seca sobre sulfato de sodio anhidro y se concentra. El
residuo se purifica mediante cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con EtOAc en éter de
petrdleo (3%) para proporcionar 197 g (82 %) del producto deseado en forma de un aceite
amarillo claro.

Formula: CasHasF206,masa exacta: 756.33, peso molecular: 756.87

Datos analiticos: '"H NMR (300 MHz, cloroformo-d) & 7.52 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.30
(dddd, J = 20.6, 8.1, 6.4, 3.9 Hz, 21H), 7.16 (dd, J = 6.6, 2.9 Hz, 2H), 7.11 — 7.00 (m, 2H), 6.81
(tt, J = 8.9, 2.4 Hz, 1H), 6.40 — 6.26 (m, 1H), 5.19 (d, J = 5.8 Hz, 1H), 4.66 (d, J = 11.6 Hz, 1H),
4.60 (d, J=4.6 Hz, 3H),4.42 (d, J = 2.4 Hz, 3H), 4.37 (d, J = 11.8 Hz, 1H), 4.25 - 4.01 (m, 5H),
3.89 - 3.75 (m, 2H), 3.69 (dd, J = 10.6, 4.2 Hz, 1H), 2.40 (s, 3H),

ESI-MS [M+Na]+ calculado para (C48H46F206Na+)779.33, encontrado 779.33.
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(2R,3S,4S,5S,6R)-2-((R)~(3’,5’-Difluoro-3-metil-[1,1’-bifenil]-4-il)(hidroxi)metil )-6-
(hidroximetil)tetrahidro-2H-pirano-3,4,5-triol

Se prepara una solucién de (R)-(3',5'-difluoro-3-metil-[1,1’-bifenil]-4-
i((2R,3S,4S,5R,6R)-3,4,5-tris(benciloxi)-6-((benciloxi)metil)tetrahidro-2H-piran-2-il)metanol
(1.00 g, 1.32 mmol) en metanol (20 mL, 20 volumenes) calentando los dos juntos hasta casi
reflujo. Se transfiere la mezcla a un reactor de Hastelloy para alta presion, se enfria hasta TA 'y
se afade, en una sola porcién, paladio sobre carbono activado JM Type 10T755 (10% p/p de
Pd) (100 mg, 10% en peso). Esta suspension se hidrogena a 4.14 bares manométricos (60 psig)
de Hz durante 5.75 h a 45°C. Se filtra la suspension a través de un lecho de Celite que se lava
con MeOH adicional, y el filtrado se concentra al vacio para proporcionar el compuesto del titulo
en forma de un solido gris (525 mg, 1.32 mmol, ~100% de rendimiento en bruto).

Férmula: C20H22F206,masa exacta: 396.14, peso molecular: 396.38

Datos analiticos: "H NMR (400 MHz, MeOH-d4) & 2.39 (s, 3H), 3.55-3.60 (m, 4H), 3.92-
3.96 (m, 1H), 3.99 (dd, J = 6.6, 2.4 Hz, 1H), 4.13 (t, J = 2.7 Hz, 1H), 5.13 (d, J = 6.8 Hz, 1H),
6.80 (tt, J = 9.0, 2.2 Hz, 1H), 7.10-7.14 (m, 2H), 7.34 (s, 1H), 7.37 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.52 (d, J
= 8.1 Hz, 1H). ESI-MS [M+NHa]* calculado para (C20H22F206NH4") 414.17, encontrado 414.15.

Los siguientes ejemplos (compuestos) de la Tabla 1 se han preparado utilizando los

meétodos descritos en la presente, en donde dichos ejemplos tienen la Formula |.
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Tabla 1
Numero
de R1 Re R2 Rs Ra Rs Caracterizacion por MS
ejemplo
ESI-MS  [M+Na]* calculado para
10 Me H O-iPr | H H Cl (C23H20CIO7Na*)  475.91, encontrado
475.2977
ESI-MS  [M+Na]* calculado para
11 Me H F H Me Cl (C20H22CIFOeNa*) 449.85, encontrado
449.2958
ESI-MS  [M+Na]* calculado para
12 Me H H Me Cl Me (C22H27ClOeNa*™) 445.89, encontrado
445.3463
ESI-MS  [M+Na]* calculado para
13 Me H H Me OCF3 | Me (C22H25F307Na*)  481.41, encontrado
481.3141
ESI-MS  [M+Na]+ calculado para
14 Me H H Me H tBu (C2sH3406Na*)  453.52, encontrado
453.4106
ESI-MS  [M+Na]* calculado para
15 Me H H Cl Cl H (C20H22Cl206Na*) 451.07, encontrado
451.00.
ESI-MS  [M+NH4]"* calculado para
16 Me H H Cl H Cl (C20H22CI206NH4*)  446.11, encontrado
446.10.
ESI-MS  [M+NH4]* calculado para
17 Me H F H H F (C20H22F20eNH4*)  414.17, encontrado
414 15.
ESI-MS  [M+NH4]* calculado para
18 Me H F F H H (C20H22F206NH4*)  414.17, encontrado
414 15.
ESI-MS  [M+Na]* calculado para
19 Me H OH H Cl Cl (C20H22Cl207Na*) 467.06, encontrado
467.15.
ESI-MS  [M+Na]* calculado para
20 Me H OMe H Cl Cl (C21H24CI207Na*) 481.08, encontrado
481.20.
ESI-MS  [M+NH4]* calculado para
21 Me H OcPe | H Me H (C26H3407NH4*)  476.26, encontrado
476.20.
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ESI-MS  [M+NH4]* calculado para

22 Me F H Cl (C20H22CIFOeNH4*) 430.14, encontrado

430.05.

ESI-MS  [M+NH4]" calculado para
23 Me F F H (C20H22F206NH4*)  414.17, encontrado

414 15.

ESI-MS  [M+NH4]* calculado para
24 Me OMe |H F (C21H2sFO7NH4*)  426.19, encontrado

426.15.

ESI-MS  [M+NH4]* calculado para
25 Me CFs F H (C21H22F406NH4*)  464.17, encontrado

464.05.

ESI-MS  [M+NH4]* calculado para
26 Me CFs H Cl (C21H22CIF306NH4*) 480.14, encontrado

480.05.

ESI-MS  [M+NH4]"* calculado para
27 Me OMe |F H (C21H2sFO7NH4*)  426.19, encontrado

426.10.

ESI-MS  [M+NH4]" calculado para
28 Me F OCFs | H (C21H22F4sO7NH4*)  480.16, encontrado

480.05.

ESI-MS  [M+Na]* calculado para
29 Cl F H F (C1oH19CIF206Na*) 439.07, encontrado

439.30.

ESI-MS  [M+NH4]* calculado para
30 Me CFs Cl H (C21H22CIF306NH4*) 480.14, encontrado

480.05.

ESI-MS  [M+Na]* calculado para
31 Me OCFs | F H (C21H22F4O7Na*)  485.12, encontrado

485.40.

ESI-MS  [M+NH4]* calculado para
32 CFs F H F (C20H18FsOsNH4*) 486.13, encontrado

486.45.

ESI-MS  [M+NH4]* calculado para
33 Me OMe |H OMe | (C22H280sNH4*)  438.21,  encontrado

438.10.

ESI-MS  [M+NH4]* calculado para
34 Me OMe |F F (C21H24F207NH4*) 44418, encontrado

444.20.
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ESI-MS  [M+Na]* calculado para

35 Me F OMe F (C21H24F207Na*)  449.14, encontrado

449.15.

ESI-MS  [M+Na]* calculado para
36 Me OCFs | H F (C21H22F4O7Na*)  485.12, encontrado

485.15.

ESI-MS  [M+Na]* calculado para
37 Me F H F (C20H21F30eNa*)  437.12, encontrado

437.00.

ESI-MS  [M+Na]* calculado para
38 Me F cPr H (C2sH27FOsNa*)  441.17,  encontrado

441.05.

ESI-MS  [M+NH4]* calculado para
39 Me OMe |F OMe | (C22H27FOsNH4*)  456.20, encontrado

456.25.

ESI-MS  [M+Na]* calculado para
40 Me H Cl Me (C21H24CIFOeNa*) 449.85, encontrado

449.4.

ESI-MS  [M+Na]* calculado para
41 Me Cl CFs H (C21H22CIF306Na*) 485.83, encontrado

485.3.

ESI-MS  [M+Na]* calculado para
42 Me H CFs H (C21H22F406Na*)  469.38, encontrado

469.4.

ESI-MS  [M+Na]* calculado para
43 Me H H OCFs3 | (C21H22F4O7Na*) 485.38, encontrado

485.4.

ESI-MS  [M+Na]* calculado para
44 Me H H Cl (C20H22CIFOeNa*) 435.83, encontrado

435.4.

ESI-MS  [M+Na]* calculado para
45 Me H Me F (C21H24F206Na*)  433.4,  encontrado

433.3.

ESI-MS  [M+Na]* calculado para
46 Me H H CFs (C21H22F40eNa*)  469.38, encontrado

469.4.

ESI-MS  [M+Na]* calculado para
47 Me H Cl F (C20H21CIF206Na*) 453.82, encontrado

453.3.
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ESI-MS  [M+Na]* calculado para

48 Me F H F Cl (C20H21CIF206Na*) 453.82, encontrado

453.3.

ESI-MS  [M+Na]* calculado para
49 Me F F CFs H (C21H21F50eNa*)  487.37, encontrado

487.3.

ESI-MS  [M+Na]* calculado para
50 Me Cl H Me F (C21H24CIFOsNa*) 449.85, encontrado

449.4.

ESI-MS  [M+Na]* calculado para
51 Me H F H OcPr | (C2sH27FO7Na*)  457.16, encontrado

457 15.

ESI-MS  [M+NH4]* calculado para
52 Cl H F H F (C19H18CIF306NH4*) 452.11, encontrado

452.10.

ESI-MS  [M+NH4]"* calculado para
53 Me H F cPr F (Ca3H26F206NH4*)  454.20, encontrado

454.20.

ESI-MS  [M+Na]* calculado para
54 Me F H H cPr (C2sH27FOsNa2*)  464.43, encontrado

464.5.

ESI-MS  [M+Na]* calculado para
55 Me OCFs | H H Cl (C21H22CIF307Na*) 501.83, encontrado

501.4.

ESI-MS  [M+NH4]* calculado para
56 Me F H cPr Cl (C23H26CIFOeNH4*) 470.17, encontrado

470.15.

ESI-MS  [M+NH4]* calculado para
57 Me H F Me H (C21H25FOsNH4*)  410.20, encontrado

410.20.

ESI-MS  [M+NH4]* calculado para
58 CFs H OMe |H F (C21H22F4O7NH4*)  480.16, encontrado

480.15.

ESI-MS  [M+NH4]* calculado para
59 CFs H F H CFs (C21H19F70eNH4*)  518.14, encontrado

518.10.

ESI-MS  [M+NH4]* calculado para
60 Me H F H Me (C21H25FOsNH4*)  410.20, encontrado

410.20.




10

15

20

25

30

35

40

ESI-MS  [M+NH4]* calculado para

61 Me OMe |H CFs (C22H25F307NH4*)  476.19, encontrado

476.25.

ESI-MS  [M+NH4]" calculado para
62 Me F H cPr (C23H27FOsNH4*)  436.21, encontrado

436.25.

ESI-MS  [M+NH4]* calculado para
63 Me OMe | CHs F (C22H27FO7NH4*)  440.21, encontrado

440.25.

ESI-MS  [M+Na]* calculado para
64 Me F CFs F (C21H21Fs06Na*) 487.12, encontrado

487.10.

ESI-MS  [M+NH4]* calculado para
65 Me OMe |H Me (C22H2807NH4*)  422.22,  encontrado

422.20.

ESI-MS  [M+NH4]"* calculado para
66 Me Me CFs H (C22H25F306NH4*)  460.19, encontrado

460.15.

ESI-MS  [M+Na]* calculado para
67 Me CFs CFs H (C22H22F60eNa*)  519.12, encontrado

519.10.

ESI-MS  [M+NH4]* calculado para
68 Me CFs H Me (C22H25F306NH4*)  460.19, encontrado

460.20.

ESI-MS  [M+2Na]* calculado para
69 Me CFs OMe |H (C22H25F307Naz*)  504.2, encontrado

504.5.

ESI-MS  [M+Na]* calculado para
70 Me F H F (C20H21F30eNa*)  437.1,  encontrado

437.4.

ESI-MS  [M+2Na]* calculado para
71 Me F OMe | CI (C21H24CIFO7Na2*) 488.1, encontrado

488.5.

ESI-MS  [M+2Na]* calculado para
72 Me OiPr H F (C22H20FO7Na2*)  482.2,  encontrado

482.6.

ESI-MS  [M+Na]* calculado para
73 Me F F Cl (C20H21CIF206Na*) 453.1, encontrado

453.3.
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ESI-MS  [M+Na]* calculado para

74 Me CFs H CFs (C22H22Fs06Na*)  519.13, encontrado
5194
ESI-MS  [M+Na]* calculado para
75 Me CFs H H (C21H23F30eNa*)  451.15, encontrado
451.3.
ESI-MS  [M+Na]* calculado para
76 Me OMe | CFs H (C22H2sF307Na*)  481.2,  encontrado
481.4.
ESI-MS  [M+2Na]* calculado para
77 Me F H H (C20H23FOsNaz*) 424.15, encontrado
424 4.
ESI-MS  [M+Na]* calculado para
78 Me OEt H F (C21H23F306Na*)  451.15, encontrado
451.3.
ESI-MS  [M+Na]* calculado para
CF2C
79 Me Fa H H (C22H2sF307Na*)  481.2,  encontrado
481.4.
ESI-MS  [M+2Na]* calculado para
80 CFs F CFs H (C20H23FOsNa2*) 424.15, encontrado
424 4.
ESI-MS  [M+NH4]* calculado para
81 Me F OEt H (C22H27FO7NH4*)  440.21, encontrado
440.25.
ESI-MS  [M+Na]* calculado para
82 Me H OMe |F (C21H24F207Na*)  449.14, encontrado
449.15.
CH2N ESI-MS [M+1]* calculado para
83 Me F H
Me2 (C23H30FNOs) 435.21, encontrado 436.3.
ESI-MS  [M+NH4]* calculado para
84 Me F Me Me (C22H27FOsNH4*)  424.21, encontrado
424 .25,
ESI-MS  [M+NH4]* calculado para
85 Me F H CHF2 | (C21H23F306sNH4*) 446.18, encontrado
446.15.
ESI-MS  [M+NH4]"* calculado para
86 Me CHF2 | H CHF2 | (C22H24F406NH4*) 478.18, encontrado
478.15.
ESI-MS  [M+NH4]* calculado para
87 Me OMe | CFs F (C22H24F4O7NH4*)  494.18, encontrado

494.25.
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ESI-MS  [M+NH4]* calculado para

88 Me F F Me (C21H24F206NH4*)  428.19, encontrado
428.15.

ESI-MS  [M+NH4]" calculado para

89 Me F iPr F (C23H2sF206NH4*)  456.22, encontrado
456.25.

ESI-MS  [M+NH4]* calculado para

90 Me OiPr H CFs (C24H20F307NH4*)  504.22, encontrado
504.25.

ESI-MS  [M+NH4]* calculado para

91 Me F OiPe | F (C24H30F207NH4*)  486.23, encontrado
486.30.

ESI-MS  [M+NH4]* calculado para

92 Me F Pr F (CasH2sF206NH4*)  456.22, encontrado
456.20.

ESI-MS  [M+NH4]"* calculado para

93 Me F QiPr F (CasH2sF207NH4*)  472.21, encontrado
472.30.

ESI-MS  [M+Na]* calculado para

94 Me F Et F (C22H26F20eNa*)  447.16, encontrado
447.20.

CHO ESI-MS  [M+NH4]* calculado para

95 Me F HMe F (C22H26F207NH4*)  458.20, encontrado
458.15.

OCH ESI-MS  [M+NH4]* calculado para

96 Me F e F (C21H22F4O7NH4*)  480.16, encontrado
480.25.

ESI-MS  [M+Na]* calculado para

97 CFs F F F (C20H1sFsOeNa*)  491.09, encontrado
490.95.

ESI-MS  [M+NH4]* calculado para

98 Me H F H (C20H23FOsNH4*)  396.18, encontrado
396.25.

ESI-MS  [M+NH4]* calculado para

99 Me H Cl H (C20H23CIOsNH4*)  412.15, encontrado
412.15.

ESI-MS  [M+NH4]* calculado para

100 Me H cPr H (C23H2806NH4*)  418.22,  encontrado

418.20.
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ESI-MS  [M+Na]* calculado para
101 Me H H F OCFs | F (C21H21F507Na*)  503.11, encontrado
503.15.
CH:O ESI-MS  [M+NH4]" calculado para
102 Me H H F Me F (C22H26F207NH4*)  458.20, encontrado
458.25.
ESI-MS  [M+NH4]* calculado para
103 Me H H F CCH | F (C22H22F206NH4*)  438.17, encontrado
438.20.
ESI-MS [M+H]* calculado para
104 Me H H F NMe:2 | F (C22H27F2NOsH*)  440.19, encontrado
440.15.
ESI-MS  [M+NH4]* calculado para
105 Me H H H CF3 H (C21H23F306NH4*) 446.18, encontrado
446.20.
ESI-MS  [M+NH4]"* calculado para
106 Me H H OMe F CFs (C22H24F4O7NH4*)  494.18, encontrado
494 .15.
CHO ESI-MS  [M+NH4]" calculado para
107 Me H H F F (C22H26F207NH4*)  458.20, encontrado
HMe 458.15.
CHO ESI-MS  [M+NH4]* calculado para
108 Me H H F HMe F (C22H26F207NH4*)  458.20, encontrado
458.15.
ESI-MS [M+H]+ calculado para
N(CH | (C22H2sFNOsH+) 422.20, encontrado
109 Me H H F H
3)2 422.25.
ESI-MS [M+NH4]+ calculado para
(C21H21F506NH4*)  482.16, encontrado
110 Me H H CFs F F
482.14.

Protocolos bioldgicos utilizados para evaluar los compuestos de la invencion

Mediante los siguientes ensayos se determiné la actividad de los compuestos de los
Ejemplos 1-108 precedentes como antagonistas/inhibidores de FimH, y los resultados se
exponen en la Tabla 2. Los resultados no proporcionados significan que aun no se ha analizado
la actividad.

ENSAYO DE INHIBICION DE HEMAGLUTINACION (HAI)

El ensayo de inhibicidon de hemaglutinacion (HAI) se llevé a cabo con bacterias UTI89 y

gldbulos rojos de conejillo de Indias, como se ha descrito con anterioridad (S. J. Hultgren, W. R.
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Schwan, A. J. Schaeffer, J. L. Duncan Infect. Immun. 1986, 54, 613-620 y Jarvis, C.; Han, Z;

Kalas, V.; Klein, R.; Pinkner, J. S.; Ford, B.; Binkley, J.; Cusumano, C. K.; Cusumano, Z.;
Mydock-McGrane, L.; Hultgren, S. J.; Janetka, J. W., ChemMedChem 2016, 11, 367-373). Los
resultados se indican en la Tabla 2. Los valores no indicados no han sido analizados.

Ensayos generales para obtener los valores de AUC oral h*um, % de F y % de EU p.o.

1.1 Animales

Se adquirieron ratas Wistar Han macho de Vital River Laboratory Animal Technology
Co. Ltd. (Beijing, China). Los animales tenian aproximadamente 6-8 semanas de edad y pesos
corporales de 200-300 g en la fecha de administracion. Los animales se alojaron en un ambiente
con ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, y tenian acceso libre a comida y agua.
Todos los animales recibieron alimentos antes de la administracion. Los estudios fueron
aprobados por el Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) de Pharmaron.

1.2 Disefio del estudio

Se asignaron ratas macho Wistar Han (n = 3 por grupo de dosis) a 1 grupo como se
muestra en la siguiente tabla. El articulo de prueba se administré en forma de infusion
intravenosa durante 1 hora (1 mg/kg) a 5 mL/kg/h. Transcurridas 48 h, los animales recibieron
una dosis oral unica (5 mg/kg, forma libre) a un volumen de dosis de 10 mL/kg, respectivamente.
Se recolectaron muestras de sangre en diversos puntos temporales tras la infusion IV y las
administraciones p.o. Se recolectaron muestras de orina en diversos puntos temporales
después de la infusion IV y las administraciones p.o.

Nivel Velocidad

Volumen .
Grupo de. . de” de dosis Conc. .Vl.a de - N.o. de
dosis infusion (mL/kg) (mg/mL) | administracion = animales
(mg/kg) (mL/kg/h)
1 1 5 - 0.2 Infusion IV 3/grupo
2 5 - 10 0.5 PO 3/grupo

1.3 Preparacion de las formulaciones

Preparacion de la dosis para la administracion por infusion IV (1 mg/kg):

El articulo de prueba se disolvi6 en DMSO, utilizando agitacion por remolino y
ultrasonido, para obtener una solucion madre. Una parte alicuota de la solucién madre se
mezclé con HP-B-CD al 10% en solucién salina, con agitacion por remolino, para obtener una
solucién con una concentracion de 0.2 mg/ml de articulo de prueba.

Preparacion de la dosis para la administracion p.o. (5 mg/kg):
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El articulo de prueba se afiadié a metilcelulosa al 1%, utilizando agitacion por remolino

y ultrasonido, para obtener una suspensiéon homogénea con concentracion de 0.5 mg/mL de
articulo de prueba.

14 Recoleccion de muestras

Muestras de sangre:

Para la administracion por infusién IV (1 mg/kg) se tomaron muestras de sangre de cada
animal transcurridas 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.08, 1.25, 1.5, 1.75, 2, 3, 5, 8, 12, 24 horas después
de la administracion.

Para la administracion p.o. (5 mg/kg) se rcolectaron muestras de sangre de cada animal
transcurridas 0, 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8, 12, 24 horas después de la administracién.

Se tomaron muestras de sangre (50 uL) de cada animal a través de una vena yugular.
Se introdujeron estas muestras de sangre en tubos que contenian K2zEDTA. La sangre entera
se mezclé con el mismo volumen de agua y se invirtié varias veces. Las muestras de sangre se
guardaron a -75+15°C hasta el analisis.

Muestras de orina:

Para la administracion por infusion IV (1 mg/kg), se recolectaron muestras de orina de
cada animal a las 0-4, 4-8, 8-12, 12-24 horas después de la administracién.

Para la administracién p.o. (5 mg/kg), se recolectaron muestras de orina de cada animal
alas 0-4, 4-8, 8-12, 12-24 horas después de la administracion.

Las muestras de orina se recolectaron de manera continua en recipientes mantenidos
sobre hielo seco, a los intervalos descritos a continuacién, y se guardaron a -80°C hasta el
analisis.

1.5 Preparacion de soluciones estandar para el analisis LC-MS/MS

10 mg/mL de la soluciéon madre del articulo de prueba se diluyeron con DMSO para
obtener una soluciéon madre estandar de 1 mg/mL (forma libre).

Se prepararon soluciones de trabajo estandar para calibracidon a concentraciones de 5,
10, 20, 50, 100, 500, 1000, 5000 y 10000 ng/mL mediante dilucion en serie de la soluciéon madre
estandar, en acetonitrilo al 50% en agua. Se prepararon soluciones de trabajo para control de
calidad (CC) a concentraciones de 10, 500 y 8000 ng/mL mediante dilucion en serie de la
soluciéon madre estandar, en acetonitrilo al 50% en agua. Estas muestras para control de calidad
(CC) se prepararon el dia del andlisis de la misma manera que los estandares de calibracion.

1.6 Tratamiento de las muestras

Se afiadieron 5 uL de cada solucion patron de trabajo para calibracion (5, 10, 20, 50,
100, 500, 1000, 5000 y 10000 ng/mL) a 50 mL de blanco de sangre de rata Wistar Han (blanco
= sangre:agua 1:1) u orina para conseguir los patrones para calibracion de 0.5-1000 ng/mL (0.5,
1, 2, 5, 10, 50, 100, 500, 1000 ng/m) en un volumen total de 55 yL. Se prepararon muestras
para CC a 1 ng/mL (bajo), 50 ng/mL (medio), 800 ng/mL (alto) para la sangre u orina,
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independientemente de las utilizadas para las curvas de calibracion. Estas muestras para CC

se prepararon el dia del analisis de la misma manera que los estandares de calibracion.

Se mezclaron 55 UL de estandares, 55 uL de muestras para CC o 55 uL de muestras
no conocidas (50 uL de sangre u orina con 5 pL de acetonitrilo al 50%) completando hasta 200
ml con acetonitrilo que contenia estandar interno (El) (dexametasona) para precipitar proteinas.
A continuacion, las muestras se agitaron con remolino durante 30 s. Después de centrifugar a
4°C y 4700 rpm durante 30 minutos se inyectaron 5 pL del sobrenadante en el sistema de
cromatografia liquida con espectrometria de masas (‘LC-MS”, por sus siglas en
inglés)/espectrometria de masas (“MS”, por sus siglas en inglés) para su analisis cuantitativo.

1.7 Analisis farmacocinético

Las concentraciones del articulo de prueba en sangre y orina para cada animal después
de la infusion IV a 1 mg/kg y p.o. a 5 mg/kg, se utilizaron para calcular los parametros
farmacocinéticos mediante el empleo de un andlisis no compartimental (Phoenix TM
WinNonlin® 7.0). Para el calculo del area bajo la curva (“AUC”, por sus siglas en inglés) se
utilizé el algoritmo trapezoidal lineal.

AUC oral h*uM: Area bajo el perfil de concentracién sanguinea—tiempo
(unidades: h*uM) después de la administracion oral

% de F: Biodisponibilidad oral (en %) derivada de la relacion entre las AUCs
normalizadas con respecto a la dosis después de la administracién p.o. e IV.

% de EU p.o.: Porcentaje de la dosis oral eliminada sin alterar en la orina (EU: excrecion

urinaria)
Tabla 2
Namero de Titulo de AUC oral | % de % de EU
ejemplo HAI CE>90 h*uM F p-o.

1 “H+47 “4” 47 47

2 “+++47 47 ‘47 ‘47

3 “t++7 ‘47 ‘47 “+4”

4 “h+4” ‘4 “4” ‘47

5 “t++7 ‘4" ‘47 “+4”

6 “h+4” ‘4 “4” ‘47

7 “H++47 47 47 47

8 “H+47 ‘4 47 47

9 “H++47 4 47 47
10 “t++47

11 “ht” ‘4 “hp4” “4”
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12 “++47

13 “tt”

14 “+++7

15 “Htt++” “pr “t” “t”
16 ‘47 “+47 “+47 “++7
17 “+++7

18 “+++7

19 “ht+4”

20 “t++47

21 47

22 “Htt+”

23 “+++7

24 “Htt++” “pr “t” “t”
25 “t++47

26 “ht+4”

27 47

28 “+”

29 “t”

30 ‘4"

31 47

32 “hb4” ‘4 47 ‘47
33 “Htt+”

34 “t++47

35 “Htt+”

36 “t++47

37 “ht+4”

38 “t”

39 ‘47

40 “t”

41 ‘47

42 “++47

43 “+++7

44 ++47

45 “t++47
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46 47

47 “Htt+”

48 “+++7

49 “t”

50 “+++7

51 “ht+4”

52 “+++7

53 ‘4"

54 “+++7

55 “+++7

56 “t”

57 “+++7

58 “Htt+”

59 “t++47

60 “++47

61 ‘447 “++7 “++7 “4”
62 47

63 “Htt+”

64 ‘4" “” ‘4 “4”
65 “+++7

66 ‘47

67 “Htt+”

68 ‘47

69 “Htt+”

70 ‘47

71 “ht+4”

72 “Htt+”

73 ‘4" ‘4 ‘47 47
74 “Htt++” “ht “t” “pr
75 “+++7

76 ‘47

77 “+++7

78 “ht+4”

79 47
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80 ‘4"
81 “Htt+”
82 ‘4"
83 “Htt+”
84 ‘4"
85 “ht+4”
86 ‘447
87 ‘4"
88 “t++47
89 ‘4"
90 “t”
91 ‘4"
92 “Htt+”
93 “t++47 ‘4 47 ‘4
94 “ht+4” ‘4 ‘47 ‘4
95 ‘47
96 ‘4"
97 “Htt+”
98 “+++7
99 “+++7
100 “+++7
101 “rt+” “pr “t” “pr
102 ‘47
103 “rtt”
104 “H+47
105 4
106 “rtt”
107 “+++47
108 “rtt”
109 “H+47
110 “rtt”

Leyenda para la Tabla 2
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% de EU
AUC oral h*uM n=3 | % deF
p.o.
4" <0.5 h.uM <10% <0.5%
‘s 0.5<=x<=1 h.uM 10<=x<=30% | 0.5<=x<=5%
“+++” >1 h.uM >30% >5%

HAI nM
<50 “t+++7
50-200 “hrt”
201-1000  “++"
>1000 “ 4

A partir de la descripcion anterior, un experto en la técnica puede determinar facilmente
las caracteristicas esenciales de esta invencién y, sin apartarse del espiritu y alcance de la

misma, puede realizar diversos cambios y modificaciones de la invencion para adaptarla a

diversos usos y condiciones.






