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ES 2357076 T3

DESCRIPCION

Compuestos para el tratamiento de la hepatitis C.
Antecedentes de la invencion

El virus de la hepatitis C (VHC) es un patégeno humano principal, que infecta de forma estimada a 170 millones
de personas en todo el mundo - aproximadamente cinco veces el nimero de personas infectadas por el virus de
inmunodeficiencia humana de tipo 1. Una fraccién sustancial de estos individuos infectados por VHC desarrollan
enfermedad hepdtica progresiva grave, incluyendo cirrosis y carcinoma hepatocelular (Laner, G. M.; Walquer, B. D.
N. Engl. J. Med. 2001, 345, 41-52).

El VHC es un virus de ARN de hebra positiva. En base a una comparacion de la secuencia de aminodcidos deducida
y a la amplia similitud en la regién 5’ no traducida, el VHC se ha clasificado como un género separado en la familia
Flaviviridae. Todos los miembros de la familia Flaviviridae tienen viriones encapsulados que contienen un genoma
de ARN de hebra positiva que codifica todas las proteinas especificas del virus conocidas mediante traduccién de un
marco de lectura abierto ininterrumpido simple.

En todo el genoma del VHC se encuentra heterogeneidad considerable dentro de la secuencia de nucleétidos y
la secuencia de aminoacidos codificada. Se han caracterizado al menos seis genotipos principales, y se han descrito
mas de 50 subtipos. Los genotipos principales del VHC difieren en su distribucién en todo el mundo, y la importancia
clinica de la heterogeneidad genética del VHC se mantiene esquiva a pesar de numerosos estudios sobre el posible
efecto de los genotipos en la patogénesis y la terapia.

El genoma de ARN del VHC de hebra simple tiene aproximadamente 9500 nucledtidos de longitud y tiene un
marco de lectura abierto (ORF) simple que codifica una poliproteina grande simple de aproximadamente 3000 ami-
nodcidos. En células infectadas, esta poliproteina se escinde en sitios miltiples mediante proteasas celulares y virales
para producir las protefnas estructurales y no estructurales (NS). En el caso del VHC, la generacién de proteinas no
estructurales maduras (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B) tiene lugar por medio de dos proteasas virales. Se
cree que la primera de ellas es una metaloproteasa y escinde en la unién NS2-NS3; la segunda es una serina proteasa
contenida dentro de la regién N terminal de NS3 (también denominada proteasa NS3) y media todas las escisio-
nes posteriores aguas abajo de NS3, tanto en cis, en el sitio de escisién NS3-NS4A, como en trans, para los sitios
NS4A-NS4B, NS4BNS5A, NS5A-NS5B restantes. La proteina NS4A parece servir para miltiples funciones, actuan-
do como un cofactor para la proteasa NS3 y posiblemente ayudando en la localizacién de membrana de NS3 y otros
componentes de replicasas virales. La formacion de complejos de la proteina NS3 con NS4A parece ser necesaria
para los eventos de procesamiento, mejorando la eficacia proteolitica de todos los sitios. La proteina NS3 también
muestra actividades de nucledsido trifosfatasa y ARN helicasa. NS5B (también denominada VHC polimerasa) es una
ARN polimerasa dependiente del ARN que estd implicada en la replicacién del VHC. La proteina NS5B del VHC
estd descrita en “Structural Analysis of the Hepatitis C Virus RNA Polymerase in Complex with Ribonucleotides”
Bressanelli; S. y col., Journal of Virology 2002, 3482-3492; y en Defrancesco and Rice, Clinics in Liver Disease
2003, 7, 211-242.

Los documentos WO 2007/143521, WO 2007/140109, WO 2007/136982, WO 2007/033032 y WO 2007/140200
dan a conocer compuestos de indolobenzazepina condensada con ciclopropilo que tienen actividad frente al VHC
y que son Utiles en el tratamiento de pacientes con VHC. El documento WO 2006/020082 da a conocer compues-
tos de indol que inhiben la replicacién del VHC y que son, por consiguiente, ttiles para tratar la infeccién por
VHC.

En la actualidad, la terapia més eficaz para VHC usa una combinacién de interferén alfa y ribavirina, que da co-
mo resultado una eficacia sostenida en el 40% de los pacientes. (Poynard, T. y col. Lancet 1998, 352, 1426-1432).
Resultados clinicos recientes demuestran que el interferén alfa pegilado es superior al interfer6n alfa no modifica-
do como monoterapia (Zeuzem, S. y col. N. Engl. J. Med. 2000, 343, 1666-1672). Sin embargo, incluso con regi-
menes terapéuticos experimentales que incluyen combinaciones de interferén alfa pegilado y ribavirina, una frac-
cién sustancial de pacientes no presentan una reduccién sostenida en la carga viral. Por consiguiente, hay una ne-
cesidad clara e importante de desarrollo de productos terapéuticos eficaces para el tratamiento de la infeccién por
VHC.
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La invencién se refiere a los compuestos de férmula I:

RZ
R! N
Van @
\\3
R‘ R
I

en la que:
R' es CO,R> 0 CONR°R’;
R? es hidroxi, alcoxi, CO,R"?, CON(R")(R"*), OCON(RP)(R™) o N(R")(R'®); o

R? es azetidinilo, pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo, N-(alquil)piperazinilo, morfolinilo, tiomorfolinilo, ho-
mopiperidinilo u homomorfolinilo y estd sustituido con 0 a 3 sustituyentes alquilo; o

R?es

(@]
N~p8 —N N~p8 . N
e X TRE TN e .Jj\/\f R® T N\, _re
N N N o N
Q N<p8 0] N
(o]
.0

R? es hidrégeno, halo, alquilo, alquenilo, hidroxi, benciloxi o alcoxi;

R* es cicloalquilo;

R’ es hidrégeno o alquilo;

R® es hidrégeno, alquilo, alquilSO,, cicloalquilSO,, haloalquilSO,, (R*)(R'*)NSO, o (R')SO,;
R’ es hidrégeno o alquilo;

R? es hidrégeno, alquilo, cicloalquilo, (cicloalquil)alquilo, alquilcarbonilo, alcoxicarbonilo, bencilo, benciloxicar-
bonilo o piridinilo;

R’ es hidrégeno o alquilo;
R es hidrégeno o alquilo;

R!! es azetidinilo, pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo, N-(alquil)piperazinilo, morfolinilo, tiomorfolinilo, ho-
mopiperidinilo u homomorfolinilo y esta sustituido con 0 a 3 sustituyentes alquilo;

R'? es hidrégeno o alquilo;

R" es hidrégeno o alquilo;
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R es hidrégeno o alquilo; o

N(R"™)(R'") tomado junto es azetidinilo, pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo, N-(alquil)piperazinilo, morfolini-
lo, tiomorfolinilo, homopiperidinilo u homomorfolinilo y esté sustituido con 0 a 3 sustituyentes alquilo;

R" es hidrégeno, alquilo o alquilCO; y
R!® es hidrégeno o alquilo;
o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

Otro aspecto de la invencién es un compuesto de férmula I en la que R' es CONR®R’; R® es alquilSO,, cicloalquil
S0,, haloalquilSO,, (R*)(R!)NSO, o (R')SO,; y R7 es hidrégeno.

Otro aspecto de la invencién es un compuesto de férmula I en la que R? es hidrégeno.

Otro aspecto de la invencién es un compuesto de férmula I en la que R? es metoxi.

Otro aspecto de la invencién es un compuesto de férmula I en la que R* es ciclohexilo.

Otro aspecto de la invencién es un compuesto de férmula I en la que RS es (R%)(R!*)NSO, o (R'")SO,.

Otro aspecto de la invencién es un compuesto de férmula I segtin la siguiente estereoquimica.

R2
R1 N
) )
\\3
R4 R

K
R N
)\
R4 R

Puede utilizarse cualquier alcance de cualquier variable, incluyendo R!, R?, R?, R*, R%, RS, R7, R®, R%, R'%, R'!,
R!2, R, RM R o R!%, independientemente del alcance de cualquier otra instancia de una variable.

A menos que se especifique de otra manera, estos términos tienen los siguientes significados. “Alquilo” significa
un grupo alquilo lineal o ramificado compuesto de 1 a 6 d&tomos de carbono. “Alquenilo” significa un grupo alquilo
lineal o ramificado compuesto de 2 a 6 4tomos de carbono con al menos un enlace doble. “Cicloalquilo” significa un
sistema de anillo monociclico compuesto de de 3 a 7 dtomos de carbono. “Hidroxialquilo™, “alcoxi” y otros térmi-
nos con un resto alquilo sustituido incluyen isémeros lineales y ramificados compuestos de 1 a 6 4&tomos de carbono
para el resto alquilo. “Haloalquilo” y “haloalcoxi” incluyen todos los isémeros halogenados de alquilos monohalo
sustituidos a alquilos perhalo sustituidos. “Arilo” incluye sustituyentes aromaticos carbociclicos y heterociclicos. Los
términos parentéticos y multiparentéticos estdn destinados a aclarar las relaciones de enlaces a los expertos en la téc-
nica. Por ejemplo, un término tal como ((R)alquilo) significa un sustituyente alquilo sustituido ademds con el sustitu-
yente R.

La invencién incluye todas las formas salinas farmacéuticamente aceptables de los compuestos. Las sales far-
macéuticamente aceptables son aquellas en las que los contraiones no contribuyen significativamente a la actividad
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fisiolégica o a la toxicidad de los compuestos y como tales funcionan como equivalentes farmacoldgicos. Estas sales
pueden prepararse segln técnicas orgdnicas comunes utilizando reactivos disponibles en el mercado. Algunas formas
de sales anidnicas incluyen acetato, acistrato, besilato, bromuro, cloruro, citrato, fumarato, glucuronato, bromhidrato,
clorhidrato, yodhidrato, yoduro, lactato, maleato, mesilato, nitrato, pamoato, fosfato, succinato, sulfato, tartrato, tosi-
lato y xinofoato. Algunas formas de sales catidnicas incluyen amonio, aluminio, benzatina, bismuto, calcio, colina,
dietilamina, dietanolamina, litio, magnesio, meglumina, 4-fenilciclohexilamina, piperazina, potasio, sodio, trometa-
mina y cinc.

Algunos de los compuestos de la invencidén poseen dtomos de carbono asimétricos (véase, por ejemplo, el com-
puesto siguiente). La invencién incluye todas las formas estereoisoméricas, incluidos enantiémeros y diastereémeros,
asi como las mezclas de estereoisdémeros, tales como los racematos. Algunos estereoisémeros pueden prepararse uti-
lizando procedimientos conocidos en la técnica. Las mezclas estereoisméricas de los compuestos y productos inter-
medios relacionados pueden separarse en isdmeros individuales siguiendo procedimientos comtinmente conocidos en
la técnica. El uso de cuiias o lineas paralelas en las representaciones de las estructuras moleculares en los siguientes
esquemas y tablas tiene exclusivamente la intencion de indicar la estereoquimica relativa y no debe interpretarse como
que implica la asignacién estereoquimica absoluta.

Procedimientos sintéticos

Los compuestos pueden prepararse mediante procedimientos conocidos en la técnica, incluidos los que se descri-
ben a continuacién. Algunos reactivos y productos intermedios son conocidos en la técnica. Otros reactivos y productos
intermedios pueden prepararse por medio de procedimientos conocidos en la técnica utilizando materiales facilmente
disponibles. Las variables (por ejemplo, sustituyentes “R” numerados) utilizadas para describir la sintesis de los com-
puestos sélo tienen la intencién de ilustrar la manera de preparar y no deben confundirse con las variables utilizadas
en las reivindicaciones o en otras secciones de la memoria descriptiva. Las abreviaturas utilizadas en los esquemas
siguen por lo general las convenciones utilizadas en la técnica.

El 2-bromo-3-ciclohexil-1H-indol-6-carboxilato de metilo puede hidrolizarse a dcido 2-bromo-3-ciclohexil-1H-
indole-6-carboxilico (Véase Esquema 1). Este compuesto puede condensarse con una diversidad de sulfonilureas,
usando por ejemplo, 1,1’-carbonildiimidazol en combinacién con 1,R-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno en THF anhi-
dro. Las acilsulfamidas resultantes pueden someterse a reacciones de acoplamiento conocidas con una diversidad de
dcidos o ésteres 2-formilborénicos, usando por ejemplo, condiciones de acoplamiento de Suzuki, para proporcionar
intermedios hemiaminales ciclicos del tipo representado. Estos compuestos pueden convertirse en derivados de indo-
lobenzazepinas por medio de tratamiento con 2-(dimetoxifosforil)acrilato de metilo bajo influencia de carbonato de
cesio en DMF a través de las reacciones consecutivas de Michael y Horner Emmons.

Los derivados de ésteres ciclopropilicos condensados relacionados pueden prepararse por medio de procedimientos
conocidos en la técnica, incluido el tratamiento del éster de indolobenzazepina con yoduro de trimetil sulfoxonio
bajo condiciones fuertemente basicas en DMSO. El resto de éster alifitico residual en los ciclopropanos condensados
resultantes puede hidrolizarse y los 4cidos producto pueden condensarse con una diversidad de piperazinas con puentes
alquilicos. Por ejemplo, tetrafluoroborato de O-(1H-benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio y diisopropiletil
amina en DMSO pueden dar carboxamidas de piperazina con puentes alquilicos.
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Esquema 1
H Qo H
1.CDI (1.2 eq.), THF R. .S. N
Br A
/ 50 °C NN Br
ROH /

2. Me,NSO;NH; (1.3 eq.)
DBU, THF, ta

CHO

O::0

EtOH/tolueno'H,0

o OEt
1. Et1OH
(HO),B-O—R R'N' & ‘N N reflujo hasta 0 °C
Br PA(PPh;), (3 mol% > OH O R 2 1HF
(PPhy), (3 mol%) R 4 Lo
Na,CO, ' @

70°C

o o
B:OMe
MeO OMe o o X
N(s)N O N
Cs,CO,, DMF, 60 °C rR°H / R

Oy OMe
/\?':o r o o <
- . R.N.§,N N
NaH, DMF RCH / R

NaOH o o <

MeOH RuSN O
rROH
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Un intermedio util para la sintesis de algunos compuestos de la invencién implica la preparacion del terc-butil éster
de indolobenzazepina que se muestra en el Esquema 3.

Esquema 3

MeOO o LiOH HOO! A

t-butilacion
ya sea:
H COCI2 o cloruro de oxalilo H
HOO OQ a continuacion K-OtBu t-8u00O Q
o ] =S r
o O
t-BuBr

' carbonato de plata .
t-BuOO! H
'
OH
t-BuOOC, .l := .

1) Ciclopropanacion

2) Hidrolisis basica cat. selectiva
(NaOH, MeOH, ac) con calentamiento

Esta metodologia implica la hidrdlisis basica catalizada del metiléster de indol mostrado, seguida por su reaccién
con ya sea cloruro de tionilo y butéxido terciario de potasio, o alquilacién con carbonato de plata y bromuros de butilo
terciario. El compuesto resultante puede transformarse mediante quimica andloga en el descrito anteriormente para
proporcionar el éster mixto de indolobenzazepina mostrado anteriormente. Como se muestra en el Esquema 3a, el
intermedio dcido puede transformarse en los compuestos de la invencién.
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Esquema 3a

PHCOOAG
TMSCHN. SOnICaCIOI’\
_ MaUH/THF

HNR'R?
HBTU, EtyH

Estos intermedios son titiles en un procedimiento alternativo que puede utilizarse para la preparacién de compues-
tos acilsulfamida y acilsulfonamida de la invencién, como se muestra en el Esquema 4. La ciclopropanacién de un
intermedio t-butiléster de indolobenzazepina y la posterior escisién del grupo t-butiléster puede generar el dcido que
puede acoplarse a una diversidad de sulfonamidas y sulfonilureas. La reduccién del éster proporciona un alcohol que
puede proporcionar compuestos de la invencidn, como se muestra en el esquema 4a, o la posterior transformacion del
alcohol proporciona un cloruro primario que se puede transformar a través de las reacciones de desplazamiento en los
compuestos de la invencién, como se muestra en el esquema 4b.

Esquema 4

OMe

O _OMe
AN

RO.C N (CH3);S"0 T, Nak R°’c N

DMSO, 50 °C oom B

HO.C N 1. cD|, THF 50 °C ~

Y

2 Rso,NH,, DBU, ta

]

.\’

OH
. o o <
Bu,AlH R g . J
— u O ? \
DCM Q R CHChta 7
-78-23°C

N
Y
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Etapa 3
Preparacion de acilsulfamidas y acilsulfonamidas 8

Como se muestra en el esquema 2, se calenté una mezcla del dcido 7 (1 equivalente) y carbonildiimidazol (1,5
equivalentes) en THF an. a 50°C durante 30 minutos y se dej6 enfriar hasta ta. A continuacién se afiadieron de manera
consecutiva 1 equivalente de sulfamida (R' = NR;) o sulfonamida (R' = alquilo o arilo) y DBU (2 equiv). La mezcla
resultante se agité a ta durante la noche. Tras el tratamiento dcido acuoso, se purificé el producto bruto aislado por
HPLC prep. dando los compuestos 8.

Etapa 4

Reduccion del grupo metiléster de 8 al correspondiente alcohol 9

Se afiadi6 una disolucién de hidruro de diisobutil aluminio (disolucién al 20% en peso en tolueno, 5-10 equivalen-
tes) a una disolucién fria (-78°C) en agitacién del compuesto 8 en DCM an. bajo nitrégeno. Se dejo calentar la mezcla
de reaccidn hasta ta y se mantuvo durante 3 horas. La reaccion se inactivé con NaOH 1N y se acidificé con HCI 1N,
posteriormente se extrajo con DCM. El producto bruto aislado se purificé por medio de cromatografia en columna de
resolucién rapida dando el alcohol 9 puro deseado.

Etapa 5

Conversion de alcoholes 9 a los correspondientes cloruros 10

Se trat6 una disolucién del alcohol 5 (1 equivalente) en cloroformo con cloruro de tionilo (5-10 equivalentes) a ta
durante 2 a 3 horas. La evaporacion del exceso de cloruro de tionilo y cloroformo proporcioné los cloruros 6 deseados,
que se usaron sin otra purificacion.

Los andlogos de carbamato 11 se prepararon como se muestra en el Esquema 4a por medio de la desprotonacién

del grupo alcohol 9 con NaH seguida por la adicion del cloruro de dialquilaminocarbonilo correspondiente.

Esquema 4a

1. NaH, THF, 0°C
—_—
2 R?R3NCOCI, ta
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Los andlogos de aminometilo 12 se prepararon como se muestra en el Esquema 4b calentando el compuesto 10
con la amina correspondiente en presencia de trietilamina en DMF.

5 Esquema 4b
10
o]
RZR3NH, Et3N R'-4
[ N
O H
Is OMe DMF, 60-100 °C
10 12
20
’s R4COCI, Et3N, 0-23 °C
’ >
(R® = H)
OMe
30
35 Algunos ejemplos existen como mezclas estereoisoméricas. La invencién abarca todos los estereoisémeros de
los compuestos. Los procedimientos para separar las mezclas estereoisoméricas son bien conocidas en la técnica
e incluyen, pero no se limitan a, cromatografia con fluidos supercriticos (SFC) preparativa quiral y cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC) quiral. Un ejemplo utilizando este enfoque se muestra en el esquema 5.
40
Esquema 5
4 Oy OMe Oy OMe
Separacion del
<] enantidmero especifico <]
i TFA
RO,C N por SFC quiral RO,C N
—— DCM, ta
50 O ¢ Q R O ¢ Q R
Uso como para el racémico anterior
(+#)
55
O, OMe O, OMe
< o o <
HO,C R~4
2 N 1. CDI, THF, 50 °C N N
60 O H
/ R > Y R
2. RSO,NH,, DBU, ta
65 Uso como para el racémico anterior

10
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Otro procedimiento para lograr tales separaciones implica la preparacién de mezclas de diastereoisémeros que
pueden separarse utilizando una diversidad de procedimientos conocidos en la técnica. Un ejemplo de este enfoque se
muestra a continuacién (Esquema 6).

Esquema 6

TBTU, DIPEA
d DMSO

Diasteredmeros separados por HPLC de fase inversa

Algunas amidas diastereoméricas pueden separarse usando HPLC de fase inversa. Después de la hidrélisis, los
acidos 6pticamente activos resultantes pueden acoplarse con derivados piperazina puenteados (Esquema 6). Por ejem-
plo, puede usarse tetrafluoroborato de O-(1H-benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio y diisopropiletil amina en
DMSO para dar las carboxamidas de piperazina con puentes alquilicos. También pueden usase otros procedimientos
convencionales de acoplamiento de aminas 4cidas para dar las carboxamidas dpticamente activas.

Esquema 6

NaOH

—_——

THF/MeOH/H,0

11
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Procedimientos biologicos

Los compuestos mostraron actividad contra NS5B de VHC, segtin se determina por medio de los siguientes ensayos
de RdRp de VHC.

Clonacion, expresion y purificacion de RARp de NS5B de VHC. Se cloné el ADNc que codifica la proteina NS5B
de VHC, genotipo 1b, en el vector de expresion pET21a. La proteina se expresd con un truncamiento C-terminal
de 18 aminodcidos para potenciar la solubilidad. Se usé la linea celular competente de E. coli BL21 (DE3) para
la expresién de la proteina. Los cultivos se hicieron crecer a 37°C durante aproximadamente 4 horas hasta que los
cultivos alcanzaron una densidad éptica de 2,0 a 600 nm. Los cultivos se enfriaron hasta 20°C y se indujeron con IPTG
1 mM. Se afiadié ampicilina fresca a una concentracion final de 50 ug/ml y las células se cultivaron durante la noche
a20°C.

Se lisaron los sedimentos celulares (3 1) para la purificacién para producir 15-24 mg de NS5B purificada. El tam-
pon de lisis consistié en Tris-HCI 20 mM, pH 7,4, NaCl 500 mM, Triton X-100 al 0,5%, DTT 1 mM, EDTA 1 mM,
glicerol al 20%, lisozima 0,5 mg/ml, MgCl, 10 mM, dexosirribonucleasa I 15 ug/ml y comprimidos de inhibidor de
proteasas Complete TM (Roche). Después de la adicién del tampén de lisis, los sedimentos celulares congelados se
resuspendieron utilizando un homogeneizador de tejidos. Para reducir la viscosidad de la muestra se sometieron a ul-
trasonido alicuotas del lisado en hielo utilizando una micropunta unida a un sonicador Branson. Los lisados sometidos
a ultrasonido se centrifugaron a 100.000 x g durante 1 hora a 4°C y se filtraron a través de una unidad de filtro de 0,2
pm (Corning).

La proteina se purificé utilizando tres etapas de cromatografia secuenciales: heparina Sepharose CL-6B, poliU
Sepharose 4B e Hitrap SP Sepharose (Pharmacia). Los tampones de cromatografia eran idénticos al tampdn de lisis
pero no contenian lisozima, desoxirribonucleasa I, MgCl, ni inhibidor de proteasas, y la concentracién de NaCl del
tampodn se ajustd seglin los requisitos para cargar la proteina en la columna. Cada columna se eluy6 con un gradiente
de NaCl que variaba en longitud de 5 a 50 volimenes de columna dependiendo del tipo de columna. Después de la
etapa de cromatografia final, la pureza resultante de la enzima era >90%, basandose en un andlisis SDS-PAGE. La
enzima se separd en alicuotas y se conservé a -80°C.

Ensayo enzimdtico convencional de RdRp de NS5B de VHC. Los ensayos de RdRp de VHC de genotipo 1b se
realizaron en un volumen final de 60 ul en placas de 96 pocillos (Costar 3912). El tamp6n de ensayo estaba compuesto
de Hepes 20 mM, pH 7,5, KCI 2,5 mM, MgCl, 2,5 mM, DTT 1 mM, inhibidor de ARNasa 1,6 U (Promega N2515),
BSA 0,1 mg/ml (Promega R3961) y glicerol al 2%. Todos los compuestos se diluyeron en serie (3 veces) en DMSO y
se volvieron a diluir en agua de modo que la concentracién final de DMSO en el ensayo fue del 2%. Se usé la enzima
RdRp de VHC de genotipo 1b a una concentracion final de 28 nM. Se us6 un molde de poliA a 6 nM, y se us6 un
cebador oligo-dT12 biotinilado a una concentracién final de 180 nM. El molde se obtuvo en el mercado (Amersham
27-4110). El cebador biotinilado fue preparado por Sigma Genosys. Se usé 3H-UTP a 0,6 4Ci (UTP total 0,29 uM).
Las reacciones se iniciaron mediante la adicién de la enzima, se incubaron a 30°C durante 60 min, y se detuvieron
mediante la adicién de 25 ul de EDTA 50 mM que contenia esferas SPA (4 pg/ul, Amersham RPNQ 0007). Las
placas se leyeron en un contador Packard Top Count NXT después de una incubacién de mds de 1 hora a temperatura
ambiente.

Ensayo enzimdtico modificado de RdRp de NS5B de VHC. Se realiz6 un ensayo enzimdtico modificado funda-
mentalmente como se describe en el ensayo enzimdtico convencional excepto por lo siguiente: el cebador oligo-dT12
biotinilado se captur6 previamente sobre esferas SPA revestidas de estreptavidina mezclando el cebador y las esferas
en tampodn de ensayo e incubando a temperatura ambiente durante una hora. El cebador sin unir se eliminé después de
una centrifugacion. Las esferas unidas al cebador se resuspendieron en tampén Hepes 20 mM, pH 7,5 y se utilizaron
en el ensayo a las concentraciones finales de cebador 20 uM y esferas 0,67 pg/ul. Orden de la adicién en el ensayo:
la enzima (14 nM) se afiadi6 al compuesto diluido, seguido por la adicién de una mezcla de molde (0,2 nM), 3H-
UTP (0,6 uCi, 0,29 uM) y las esferas unidas al cebador, para iniciar la reaccion; las concentraciones indicadas son las
finales. Se dejo que las reacciones tuvieran lugar durante 4 horas a 30°C.

Se determinaron los valores de Cls, para los compuestos utilizando siete [I] diferentes. Los valores de Cls, se
calcularon a partir de la inhibicién usando la férmula:

y = A+((B-A)/(1+((C/x)"D))).

Preparacion del ensayo FRET. Para realizar el ensayo de seleccion de VHC FRET se utilizaron placas de cultivo
celular de 96 pocillos. El péptido FRET (Anaspec, Inc.) (Taliani y col., Anal. Biochem., 1996, 240, 60-67) contiene un
donador de fluorescencia, EDANS, cerca de un extremo del péptido, y un aceptor, DABCYL, cerca del otro extremo.
La fluorescencia del péptido es extinguida por la transferencia de energia de resonancia intermolecular (RET) entre
el donador y el aceptor, pero como la NS3 proteasa escinde el péptido, los productos se liberan de la extincién por
RET vy la fluorescencia del donador se hace evidente. El reactivo de ensayo se prepard de la siguiente manera: 5X
células de reactivo de lisis de cultivos celulares de luciferasa de Promega (N° E153A) diluidas hasta 1X con dH,O0, se
afiadié NaCl hasta 150 mM final, y el péptido FRET se diluy6 hasta 20 uM final a partir de una disolucién madre de
concentraciéon 2 mM.
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Para preparar las placas, las células de replicon de VHC, con o sin un gen indicador de luciferasa de Renilla, se
trataron con tripsina y se colocaron en cada uno de los pocillos de una placa de 96 pocillos, afiadiendo los compuestos
de prueba valorados en las columnas 3 a 12; las columnas 1 y 2 contenian un compuesto de control (inhibidor de
proteasas de VHC), y la fila inferior contenia células sin compuesto. A continuacién se colocaron las placas en un
incubador de CO, a 37°C.

Ensayos. Después de la adicién de los compuestos de prueba descritos anteriormente (‘“Preparacion del ensayo
FRET”) en diversos momentos, se retiré la placa y se afiadi6 una disolucién de azul Alamar (Trek Diagnostics, N°
00-100) por pocillo como una medida de la toxicidad celular. Después de realizar una lectura en un instrumento
Cytoflour 4000 (PE Biosystems), las placas se aclararon con PBS y posteriormente se utilizaron para el ensayo FRET
mediante la adicion de 30 ul del reactivo de ensayo del péptido FRET descrito anteriormente (“Preparacién del ensayo
FRET”) por pocillo. La placa se colocé a continuacién en el instrumento Cytoflour 4000 que se habia ajustado a 340
de excitacion/490 de emisidn, en el modo automadtico durante 20 ciclos, y se realiz6 la lectura de las placas en modo
cinético. De forma tipica, la sefial frente al ruido utilizando un anélisis de criterio de valoracién después de las lecturas
fue de al menos tres veces. Como alternativa, después de la lectura del azul Alamar, las placas se aclararon con PBS,
se afiadieron 50 ul de DMEM (con alto contenido de glucosa) sin rojo fenol y a continuacién se utilizaron las placas
para el ensayo de luciferasa usando el sistema de ensayo de luciferasa Dual-Glo de Promega.

El andlisis de los compuestos se determiné mediante la cuantificacion de la inhibicién relativa del replicén de VHC
y de los valores de citotoxicidad relativos. Para calcular los valores de citotoxicidad, se ajustaron las sefiales medias
de fluorescencia de azul Alamar de los pocillos de control como 100% no téxico. Las sefiales individuales en cada
pocillo de prueba del compuesto se dividieron a continuacién por la media de la sefial de control y se multiplicaron por
100% para determinar el porcentaje de citotoxicidad. Para calcular los valores de inhibicién del replicén de VHC se
obtuvo un valor medio de fondo a partir de los dos pocillos que contenian la mayor cantidad del inhibidor de proteasas
de VHC al final del periodo de ensayo. Estos nimeros fueron similares a los obtenidos a partir de células Huh-7 sin
estimular.

Los nimeros del fondo se restaron posteriormente de la sefial media obtenida a partir de los pocillos control y
este nimero se utilizé como 100% de actividad. Las sefiales individuales en cada pocillo de prueba del compuesto
se dividieron a continuacién por la media de los valores de control después de restar el fondo y se multiplicaron por
100% para determinar el porcentaje de actividad. Se calcularon los valores de CEs, para una valoracion del inhibidor
de proteasas como la concentracién que provocé una reduccién del 50% en la actividad luciferasa o FRET. Los dos
nimeros generados para la placa del compuesto, el porcentaje de citotoxicidad y el porcentaje de actividad se utilizaron
para determinar los compuestos de interés para su posterior andlisis.

Los datos representativos para los compuestos se indican en la Tabla 1

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 1 (continuacién)

Estructura Cl50 CE50
B A
B B

A >0,5a1,0 uM; B 0,001 uM — 0,5 uM, C >0,12 uM pero no se determind un valor exacto; los
valores de Clso se determinaron utilizando el protocolo de preincubacion. Los valores de CEs

se determinaron utilizando el ensayo FRET.

Composiciones farmacéuticas y procedimientos de tratamiento

Los compuestos demuestran actividad contra NS5B de VHC y pueden ser utiles para el tratamiento del VHC y de la
infeccién por VHC. Por consiguiente, otro aspecto de la invencidn es una composiciéon que comprende un compuesto,
o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Otro aspecto de la invencion es una composiciéon que comprende ademds un compuesto que tiene actividad anti-
VHC.

Otro aspecto de la invencién es una composicién en la que el compuesto que tiene actividad anti-VHC es un
interferén. Otro aspecto de la invencién es en el que el interferén se selecciona de interferén alfa-2B, interferén alfa
pegilado, interferén de consenso, interferén alfa-2A e interferén tau linfoblastoide.

Otro aspecto de la invencién es una composicién en la que el compuesto que tiene actividad anti-VHC es una
ciclosporina. Otro aspecto de la invencién es en el que la ciclosporina es la ciclosporina A.

Otro aspecto de la invencidn es una composicion en la que el compuesto que tiene actividad anti-VHC se selecciona
del grupo que consiste en interleucina 2, interleucina 6, interleucina 12, un compuesto que potencia el desarrollo de una
respuesta de células T auxiliares de tipo 1, ARN interferente, ARN antisentido, imiquimod, ribavirina, un inhibidor de
inosina 5’-monofosfato deshidrogenasa, amantadina y rimantadina.

Otro aspecto de la invencidn es una composicion en la que el compuesto que tiene actividad anti-VHC es eficaz
para inhibir la funcién de una diana seleccionada de metaloproteasa de VHC, serina proteasa de VHC, polimerasa
de VHC, helicasa de VHC, proteina NS4B de VHC, entrada de VHC, ensamblaje de VHC, salida de VHC, proteina
NS5A de VHC, IMPDH y un andlogo de nucleésido para el tratamiento de una infeccién por VHC.

Otro aspecto de la invencién es una composicién que comprende un compuesto, o una de sus sales farmacéutica-
mente aceptables, un vehiculo farmacéuticamente aceptable, un interferén y ribavirina.

Otro aspecto de la invencidn es un compuesto de la invencidn para uso en un procedimiento para inhibir la funcién
del replicén de VHC, que comprende poner el replicon de VHC en contacto con un compuesto o con una de sus sales
farmacéuticamente aceptables.

Otro aspecto de la invencién es un compuesto de la invencién para uso en un procedimiento para inhibir la funcién
de la proteina NS5B de VHC, que comprende poner la proteina NS5B de VHC en contacto con un compuesto o con
una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

Otro aspecto de la invencién es un compuesto de la invencién para uso en un procedimiento para tratar una in-
fecciéon de VHC en un paciente, que comprende administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto o de una de sus sales farmacéuticamente aceptables. En otra forma de realizacion, el compuesto es eficaz
para inhibir la funcién del replicén de HCV. En otra forma de realizacion, el compuesto es eficaz para inhibir la funcién
de la proteina NS5B de HCV.
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Otro aspecto de la invencién es un compuesto de la invencién para uso en un procedimiento para tratar una in-
feccién de VHC en un paciente que comprende administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto, o una de sus sales farmacéuticamente aceptable, junto con (antes, después o al mismo tiempo) otro com-
puesto que tiene actividad anti-VHC.

En una forma de realizacién el otro compuesto que tiene actividad anti-VHC es un interferén.

En otra forma de realizacion el interferén se selecciona de interferdn alfa-2B, interferén alfa pegilado, interferén
de consenso, interferon alfa-2A e interferon tau linfoblastoide.

En otra forma de realizacion el otro compuesto que tiene actividad anti-VHC es una ciclosporina.
En otra forma de realizacién la ciclosporina es la ciclosporina A.

En otra forma de realizacién el otro compuesto que tiene actividad anti-VHC se selecciona de interleucina 2,
interleucina 6, interleucina 12, un compuesto que potencia el desarrollo de una respuesta de células T auxiliares de tipo
1, ARN interferente, ARN antisentido, imiquimod, ribavirina, un inhibidor de inosina 5’-monofosfato deshidrogenasa,
amantadina y rimantadina.

En otra forma de realizacion el otro compuesto que tiene actividad anti-VHC es eficaz para inhibir la funcién de
una diana seleccionada de metaloproteasa de VHC, serina proteasa de VHC, polimerasa de VHC, helicasa de VHC,
proteina NS4B de VHC, entrada de VHC, ensamblaje de VHC, salida de VHC, proteina NS5A de VHC, IMPDH y un
analogo de nucledsido para el tratamiento de una infeccién por VHC.

En otra forma de realizacion el otro compuesto que tiene actividad anti-VHC es eficaz para inhibir la funcién de la
diana en el ciclo de vida del VHC diferente de la proteina NS5B de VHC.

“Terapéuticamente eficaz” significa la cantidad de agente requerida para proporcionar un beneficio valioso al pa-
ciente, segun el criterio de los médicos en el campo de la hepatitis y la infeccién por VHC.

“Paciente” significa una persona infectada por el virus VHC y adecuada para la terapia, segun el criterio de los
médicos en el campo de la hepatitis y la infeccién por VHC. “Tratamiento”, “terapia”, “régimen”, “infeccién por VHC”
y los términos y expresiones relacionados se utilizan segun el criterio de los médicos en el campo de la hepatitis y la

infeccién por VHC.

Los compuestos de la presente invencion se administran en general como composiciones farmacéuticas que com-
prenden una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto, o su sal farmacéuticamente aceptable, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, y pueden contener excipientes convencionales. Una cantidad terapéuticamente eficaz es
la que se necesita para proporcionar un beneficio valioso al paciente. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables son
los vehiculos conocidos habitualmente que tienen perfiles de seguridad aceptables. Las composiciones incluyen todas
las formas liquidas y s6lidas habituales, incluyendo cdpsulas, comprimidos, pastillas y polvos, asi como suspensiones
liquidas, jarabes, elixires y disoluciones. Las composiciones se preparan utilizando técnicas de formulacién habituales
y por lo general se usan excipientes convencionales (tales como agentes ligantes y humectantes) y vehiculos (tales
como agua y alcoholes) para las composiciones.

Las composiciones sélidas normalmente se formulan en unidades de dosificacién y resultan de preferencia las
composiciones que proporcionan desde aproximadamente 1 hasta 1000 mg del ingrediente activo por dosis. Algunos
ejemplos de dosificaciones son 1 mg, 10 mg, 100 mg, 250 mg, 500 mg y 1000 mg. En general, otros agentes estardn
presentes en un intervalo de unidades similar a los agentes de esa clase utilizados de modo clinico. De forma tipica,
esto es 0,25-1000 mg/unidad.

Las composiciones liquidas estdn normalmente en intervalos de unidades de dosificacién. En general, la compo-
sicién liquida estard en un intervalo de monodosis de 1-100 mg/ml. Algunos ejemplos de dosificacién son 1 mg/ml,
10 mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml y 100 mg/ml. En general, otros agentes estardn presentes en un intervalo de unidades
similar a los agentes de esa clase utilizados de modo clinico. De forma tipica, esto es 1-100 mg/ul.

La invencién incluye todos los modos convencionales de administracion; resultan de preferencia los procedimien-
tos orales y parenterales. En general, el régimen de dosificacion serd similar al de otros agentes utilizados de modo
clinico. De forma tipica, la dosis diaria serd de 1-100 mg/kg de peso corporal diarios. En general, se requiere mas com-
puesto por via oral y menos por via parenteral. Sin embargo, el régimen de dosificacion especifico serd determinado
por el médico utilizando un criterio médico sélido.

La invencion también incluye procedimientos en los que el compuesto se administra en una terapia de combinacion.
Es decir, el compuesto puede utilizarse junto, pero de manera separada, con otros agentes ttiles en el tratamiento de la
hepatitis y la infeccién por VHC. En estos procedimientos de combinacién, el compuesto en general se administrar en
una dosis diaria de 1-100 mg/kg de peso corporal diarios, junto con otros agentes. Los otros agentes se administraran
en general en las cantidades que se usan de modo terapéutico. Sin embargo, el régimen de dosificacion especifico serd
determinado por el médico utilizando un criterio médico sélido.
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Algunos ejemplos de compuestos adecuados para las composiciones y los procedimientos se presentan en la
Tabla 2.
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TABLA 2
Nombre de la Tipo de inhibidor o diana Empresa suministradora
marca
Omega IFN IFN-w Intarcia Therapeutics
BILN-2061 inhibidor de serina Boehringer Ingelheim Phanna KG,
proteasas Ingelheim, Alemania
Summetrel antiviral Endo Pharmaceuticals Holdings Inc.,
Chadds Ford, PA
Roferon A IFN-02a F. Hoffmann-La Roche LTD, Basilea, Suiza
Pegasys IFN-a2a PEGilado F. Hoffmann-La Roche LTD, Basilea, Suiza
Pegasys y IFN-a2a PEGilado/ribavirina | F. Hoffmann-La Roche LTD, Basilea, Suiza
Ribavirina
CellCept inmunosupresor de IgG de | F. Hoffmann-La Roche LTD, Basilea, Suiza
VHC
Wellferon IFN-an1 linfoblastoide GlaxoSmithKline plc, Uxbridge, RU
Albuferon-a albimina IFN-a2b Human Genome Sciences Inc., Rockville,
MD
Levovirin ribavirina ICN Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA
IDN-6556 inhibidor de caspasa Idun Pharmaceuticals Inc., San Diego, CA
IP-501 antifibrotico Indevus Pharmaceuticals Inc.,
Lexington, MA
Actimmune INF-y InterMune Inc., Brisbane, CA
Infergen A IFN alfacon-1 InterMune Pharmaceuticals Inc., Brisbane,
CA
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TABLA 2 (continuacion)

Nombre de la Tipo de inhibidor o diana Empresa suministradora
marca
ISIS 14803 antisentido ISIS Pharmaceuticals Inc, Carlsbad, CA/Elan
Phamaceuticals Inc., Nueva York, NY
JTK-003 Inhibidor de RdRp Japan Tobacco Inc., Tokyo, Japon
Pegasys y IFN-a2a PEGilado/ Maxim Pharmaceuticals Inc., San
Ceplene inmunomodulador Diego, CA
Ceplene inmunomodulador Maxim Pharmaceuticals Inc.,
San.Diego, CA
Civacir inmunosupresor de IgG de | Nabi Biopharmaceuticals Inc., Boca Raton, FL
VHC
Intron Ay IFN-a2b/a1-timosina RegeneRx Biopharmiceuticals Inc., Bethesda,
Zadaxin MD/ SciClone
Pharmaceuticals Inc, San Mateo, CA
Levovirina inhibidor de IMPDH Ribapharm Inc., Costa Mesa, CA
Viramidina profarmaco de rivabirina Ribapharm Inc., Costa Mesa, CA
Heptazima ribozima Ribozyme Pharmaceuticals Inc., Boulder, CO
Intron A IFN-02b Schering-Plough Corporation,
Kenilworth, NJ
PEG-Intron IFN-02b PEGilado Schering-Plough Corporation,
Kenilworth, NJ
Rebetron IFN-o2b/ribavirina Schering-Plough Corporation,
Kenilworth, NJ
Ribavirin ribavirina Schering-Plough Corporation,
Kenilworth, NJ
PEG-Intron / IFN-a2b PEGilado/ Schering-Plough Corporation,
Ribavirin ribavirina Kenilworth, NJ
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TABLA 2 (continuacion)

Nombre de la Tipo de inhibidor o diana Empresa suministradora

marca

Zadazim inmunomodulador SciClone Pharmaceuticals Inc., San Mateo,
CA

Rebif IFN-B1a Serono, Ginebra, Suiza

IFN-B y EMZ701

IFN-B y EMZ701

Transition Therapeutics Inc., Ontario,
Canada

Batabulin (T67)

inhibidor de B-tubulina

Tularik Inc., South San Francisco, CA

Merimepodib (VX-
497)

inhibidor de IMPDH

Vertex Pharmaceuticals Inc.,
Gambridge, MA

Telaprevir

NS3 serina proteasa

Vertex Pharmaceuticals Inc.,
Cambridge, MA/

(VX-950, LY-5703 inhibidor Eli Lilly and Co. Inc., Indianapolis, IN
10)
Omniferon [FN-a natural Viragen Inc., Plantation, FL

XTL-6865 (XTL-002)

anticuerpo monoclonal

XTL Biopharmaceuticals Ltd.,
Rehovot, Israel

HCV-796 inhibidor de NS5B Wyeth / Viropharma
replicasa

NM-283 inhibidor de NS5B Idenix / Novartis
replicasa

GL-59728 inhibidor de NS5B Gene Labs / Novartis
replicasa

GL-60667 inhibidor de NS5B Gene Labs / Novartis
replicasa

2'C MeA inhibidor de NS5B Gilead
replicasa

PSI 6130 inhibidor de NS5B Roche
replicasa
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TABLA 2 (continuacion)

Nombre de la

Tipo de inhibidor o

Empresa

marca diana suministradora
R1626 inhibidor de NS5B Roche
replicasa
SCH 503034 inhibidor de serina Schering Plough
proteasa
NIM811 inhibidor de ciclofilina | Novartis
Suvus azul de metileno Bioenvision
Multiferon IFN de larga duracién | Viragen/Valentis
Actilon (CPG10101) agonista de TLR9 Coley
Interferon-p Interferén-p-1a Serono
Zadaxin inmunomodulador Sciclone

Compuestos de pirazolopirimidina y sales del
doc. WO-2005047288 del 26 de mayo de 2005

inhibidores de VHC

Arrow Therapeutics
Ltd.

2’C Metil adenosina inhibidor de NS5B Merck
replicasa
GS-9132 (ACH-806) inhibidor de VHC Achillion / Gilead

Descripcion de formas de realizacion especificas

A menos que se especifique de otra manera, los datos analiticos de CLEM en los siguientes intermedios y ejemplos
se adquirieron usando las siguientes columnas y condiciones. Tiempo de parada: Tiempo de gradiente + 1 minuto;
Concentracidn inicial: B al 0% a menos que se indique de otra manera; Eluyente A: CH;CN al 5%/ H,O al 95% con
NH,OAc 10 mM (para las columnas A, D y E); MeOH al 10%/H,0 al 90% con TFA al 0,1% (para las columnas B y
C); Eluyente B: CH;CN al 95%/H,0 al 5% con NH,OAc 10 mM (para las columnas A, D y E); MeOH al 90%/H,0
al 10% con TFA al 0,1% (para las columnas B y C); Columna A: Phenomenex C18, 10 u, 4,6 x 50 mm; Columna B:
Phenomenex C18, 10 u, 3,0 x 50 mm; Columna C: Phenomenex C1 8, 10 u, 4,6 x 50 mm; Columna D: Phenomenex
Lina C18, 5 i 3,0 x 50 mm; Columna E: Phenomenex C18, 5 u, 4,6 x 50 mm.

Intermedio 1

Metiléster del dcido 2-bromo-3-ciclohexil-1H-indol-6-carboxilico. Se afiadi6 tribromuro de piridinio recientemen-
te recristalizado (recristalizacion a partir de AcOH caliente (5 ml por 1 g), se aclaré con AcOH frio y se sec6 bajo alto
vacio sobre KOH) en porciones (durante 10 min) a una disolucién en agitacién de 3-ciclohexil-1H-indol-6-carboxilato
de metilo (60 g, 233 mmol) (preparado utilizando los procedimientos descritos en el documento W02004/065367) en
CHCI;/THF (1:1, 1,25 1) a 2°C. La disolucién de reaccién se agité a 0-5°C durante 2,5 h, y se lavé con NaHSO; ac.
sat. (1 1), HC1 1 N (1 1) y salmuera (1 1). La fase organica se sec6 (MgSO,) y se concentré. El aceite rojo resultante
se diluy6 con Et,O y se concentrd. El sélido rosa resultante se disolvié en Et,O (200 ml) tratado con hexanos (300
ml) y se concentrd parcialmente. Los sélidos se recogieron por filtracién y se aclararon con hexanos. El licor madre
se concentrd hasta sequedad y se repiti6 el procedimiento. Los sélidos se combinaron dando metiléster del acido 2-
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bromo-3-ciclohexil-1H-indol-6-carboxilico, (64 g, 190 mmol, 82%) como un sélido rosa esponjoso, que se usé sin
otra purificaciéon. RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) 6 8,47 (s a, 1H), 8,03 (d, J = 1,4 Hz, 1H), 7,74 (dd, J = 1,4, 8,8 Hz,
1H), 7,69 (d, T = 8,8 Hz, 1H), 3,92 (s, 3H), 2,82 (tt, J = 3,7, 11,7 Hz, 1H), 1,98 - 1,72 (m, 7H), 1,50 - 1,27 (m, 3H).
RMN de *C (75 MHz, CDCL,) ¢ 168,2, 135,6, 130,2, 123,1, 120,8, 120,3, 118,7, 112,8, 110,7, 52,1, 37,0, 32,2(2),
27,0(2), 26,1. CLEM: m/e 334 (M-H)™, tiempo de ret. 3,34 min, columna A, gradiente de 4 minutos.

Intermedio 2

H
HO N
Y/

Acido 2-bromo-3-ciclohexil-1H-indol-6-carboxilico. Se calentd una disolucién de 2-bromo-3-ciclohexil- 1 H-indol-
6-carboxilato de metilo (20 g, 60 mmol) y LiOH (3,8 g, 160 mmol) en MeOH/THF/H,O (1:1:1, 300 ml) hasta 90°C
durante 2 horas. La mezcla de reaccién se enfrié en un bafio de hielo/H,0O, se neutralizé con HCI 1M (aproximada-
mente 160 ml) se diluyé con H,O (250 ml) y se agit6 durante 1 hora a ta. El precipitado se recogid por filtracion,
se aclaré con H,0 y se secé dando 4cido 2-bromo-3-ciclohexil-1H-indol-6-carboxilico, (cuant.) que se usé sin otra
purificacion.

A continuacidn se describe un procedimiento alternativo que se puede utilizar para dar dcido 2-bromo-3-ciclohexil-
1H-indol-6-carboxilico:

Se calent6 una disolucién de 2-bromo-3-ciclohexil-1H-indol-6-carboxilato de metilo (117 g, 349 mmol) y LiOH.
H,0 (26,4 g, 629 mmol) en MeOH/THF/H,0 (1:1:1, 1,8 1) a reflujo durante 3 horas. La mezcla de reaccién se enfrié
en un bafio de hielo/H,O hasta aproximadamente 2°C, se neutralizé con HCI 1M (aproximadamente 650 ml) (afiadido
a una velocidad tal que la temperatura no excediera los 5°C), se diluyé con H,O (1 1) y se agité mientras se calentaba
hasta temperatura ambiente. Los precipitados se recogieron por filtracién, se aclararon con H,O y se secaron dando
el monosolvato del dcido 2-bromo-3-ciclohexil- 1 H-indol-6-carboxilico con THF, (135,5 g, 345 mmol, 99%) como un
s6lido amarillo, que se usé sin otra purificacién. RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) 6 11,01 (s a, 1H), 8,77 (s, 1H), 8,07
(d, J=1,5Hz, 1H), 7,82 (dd, J = 1,5, 8,8 Hz, 1H), 7,72 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 3,84 - 3,74 (m, 4H), 2,89 (m, 1H), 1,98
- 1,72 (m, 11H), 1,50 - 1,24 (m, 3H). RMN de *C (75 MHz, CDCl;) 6§ 172,7, 135,5, 130,7, 122,3, 120,9(2), 118,8,
113,3, 111,1, 67,9(2), 37,0, 32,2(2), 27,0(2), 26,1, 25,5(2). CLEM: m/e 320 (M-H)-, tiempo de ret. 2,21 min, columna
A, gradiente de 4 minutos.

Intermedio 3
N

s\
HsC~N" N
HsC

AN =T

2-bromo-3-ciclohexil-N-[(dimetilamino)sulfonil |- 1 H-indol-6-carboxamida. Se afiadié 1,1’ -carbonildiimidazol
(1,17 g, 7,2 mmol) a una disolucién agitada de acido 2-bromo-3-ciclohexil-1H-indol-6-carboxilico (2,03 g, 6,3 mmol)
en THF (6 ml) a 22°C. El desprendimiento de CO, fue instantdneo y cuando disminuy¢ se calent6 la disolucion hasta
50°C durante 1 hora, a continuacién se enfrié hasta 22°C. Se afiadié N,N-dimetilsulfamida (0,94 g, 7,56 mmol) seguida
por la adicién gota a gota de una disolucién de DBU (1,34 g ,8,8 mmol) en THF (4 ml). La agitacién continué durante
24 horas. La mezcla se repartié entre acetato de etilo y HCI diluido. La fase de acetato de etilo se lav6 con agua y
a continuacion con salmuera y se secé sobre Na,SO,. El extracto se concentré hasta sequedad dando el producto del
titulo como una espuma friable de color amarillo palido, (2,0 g, 74 %, pureza >90%, estimada a partir de la RMN).
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RMN de 'H (300 MHz, DMSO-Dy) 6 ppm 1,28 - 1,49 (m, 3 H) 1,59 - 2,04 (m, 7 H) 2,74 - 2,82 (m, 1 H) 2,88 (s, 6 H)
7,57 (dd, J =8,42, 1,46 Hz, 1 H) 7,74 (d,J = 8,78 Hz, 1 H) 7,91 (s, 1 H) 11,71 (s, 1 H) 12,08 (s, 1 H).

A continuacion se describe un procedimiento alternativo para la preparacién de 2-bromo-3-ciclohexil-N-[(dimetil-
amino)sulfonil]-1H-indol-6-carboxamida.

A un matraz de 1 1, de cuatro bocas, de base redonda, equipado con un agitador mecdnico, un controlador de
temperatura, una entrada de N, y un condensador, bajo N,, se le afiadi6 acido 2-bromo-3-ciclohexil-1H-indol-6-
carboxilico (102,0 g, 0,259 mol) y THF seco (300 ml). Después de agitar durante 10 min, se afiadié6 CDI (50,3 g, 0,31
mol) en porciones. A continuacién se calenté la mezcla de reaccién hasta 50°C durante 2 horas. Después de enfriar
hasta 30°C, se ainadié N,N-dimetilaminosulfonamida (41,7 g, 0,336 mol) en una porcién seguido por la adicién de
DBU (54,1 ml, 0,362 mol) gota a gota durante un periodo de 1 hora. A continuacién se agité la mezcla de reaccién
a ta durante 20 horas. El disolvente se elimind en vacio y el residuo se repartié entre EtOAc y HCI 1N (1:1,2 1). Se
separé la fase orgdnica y se extrajo la fase acuosa con EtOAc (500 ml). Las fases orgdnicas combinadas se lavaron
con salmuera (1,5 1) y se secaron sobre MgSO,. Se filtr6 la disolucién y se concentré en vacio dando el producto bruto
(111,0 g). El producto bruto se suspendié en EtOAc (400 ml) a 60°C. A la suspension se le afiadi6 lentamente heptano
(21). La suspension resultante se agitd y se enfri6 hasta 0°C. A continuacién se filtr6. La torta del filtro se aclaré con
pequeiias cantidades de heptano y se secd al aire con el sistema de vacio del laboratorio durante 2 dias. El producto se
recogié como un sélido blanco (92,0 g, 83%). RMN de 'H (MeOD, 300 MHz) 6 7,89 (s, H), 7,77 (d, J = 8,4 Hz, 1H),
7,55 (dd, J = 8,4 y 1,8 Hz, 1H), 3,01 (s, 6H), 2,73-2,95 (m, 1H), 1,81-2,05 (m, 8H), 1,39-1,50 (m, 2H); m/z 429 (M
+H)*.

Intermedio 4

0.0 ¢ CHO

\/J

S N
e o
H,C

3-Ciclohexil-N-[(dimetilamino )sulfonil |-2-(2-formil-4-metoxofenil)- 1 H-indol-6-carboxamida. Se agit6 una mez-
cla de 2-bromo-3-ciclohexil-N-[(dimetilamino)sulfonil]-1H-indol-6-carboxamida (4,28 g, 0,01 mol), dcido 4-metoxi-
2-formilfenil borénico (2,7 g, 0,015 mol), 2-diciclohexilfosfino-2’,6’-dimetoxi-bifenilo (41 mg, 0,0001 mol), aceta-
to de paladio (11,2 mg) y carbonato de potasio finamente molido (4,24 g, 0,02 mol) en tolueno (30 ml), a reflujo y
bajo nitrégeno durante 30 min, momento en el que el andlisis de CL/EM mostré que la reaccién estaba completa. A
continuacién la mezcla de reaccién se diluyé con acetato de etilo y agua, y posteriormente se acidificé con un exceso
de HCI diluido. A continuacién se recogio la fase de acetato de etilo y se lavé con HCI diluido, agua y salmuera. A
continuacidn se secd la disolucién organica (sulfato de magnesio), se filtré y se concentré dando una goma. La goma
se diluy6 con hexanos (250 ml) y acetato de etilo (25 ml), y la mezcla se agit6 durante 20 horas a 22°C, tiempo durante
el cual el producto se transformé en un sélido granulado amarillo brillante (4,8 g) que se usé directamente sin otra
purificacion.

/

A continuacién se proporciona un procedimiento alternativo para la preparacion de 3-ciclohexil-N-[(dimetilamino)
sulfonil]-2-(2-formil-4-metoxifenil)-1H-indol-6-carboxamida:

A una disolucién en suspension de 2-bromo-3-ciclohexil-N-[(dimetilamino)sulfonil]-indol-6-carboxamida (54,0
g, 126 mmol), dcido 4-metoxi-2-formilfenilborénico (29,5 g, 164 mmol) y LiCl (13,3 g, 315 mmol) en EtOH/tolueno
(1:1, 1 1) se le anadi6é una disolucidon de Na,CO; (40,1 g, 379 mmol) en agua (380 ml). La mezcla de reaccién se
agité durante 10 min y a continuacion se afiadié Pd(PPh;), (11,3 g, 10,0 mmol). La disolucién de reaccién se lavé
con nitrégeno y se calent6 a 70°C (control interno) durante la noche y a continuacién se enfrié hasta ta. La reaccién
se diluyé con EtOAc (1 1) y EtOH (100 ml), se lavé cuidadosamente con HCI acuoso IN (1 1) y salmuera (500
ml), se secé6 (MgSO,), se filtr6 y se concentrd. Los sdlidos residuales se agitaron con Et,O (600 ml) durante lhora
y se recogieron por filtracién dando, 3-ciclohexil-N-[(dimetilamino)sulfonil]-2-(2-formil-4-metoxifenil)- 1 H-indol-6-
carboxamida (52,8 g, 109 mmol, 87%) como un polvo amarillo que se usé sin otra purificacion.

RMN de 'H (300 MHz, d,-DMSO) 6 11,66 (s, 1H), 8,17 (s, 1H), 7,75 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,74 (d, ] = 8,4 Hz,
1H), 7,59 (dd, J = 1,4, 8,4 Hz, 1H), 7,23 - 7,16 (m, 2H), 7,08 (dd, J = 2,6, 8,4 Hz, 1H), 6,54 (d, J = 8,8 Hz, 1H),
3,86 (s, 3H), 3,22 - 3,08 (m, 1H), 2,91 (s, 6H), 2,00 - 1,74 (m, 7H), 1,60 - 1,38 (m, 3H). RMN de “C (75 MHz,
CDCl;) 6 165,7, 158,8, 147,2, 139,1, 134,3, 132,0, 123 .4, 122,0, 119,2, 118,2, 114,8, 112,3, 110,4, 109,8, 79,6, 45,9,
37,2(2), 34,7, 32,0 (2), 25,9(2), 24,9. CLEM: m/e 482 (M-H)", tiempo de ret. 2,56 min, columna A, gradiente de 4
minutos.
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Intermedio 5

O,Et

S. N
- Oom
H1C

11-Ciclohexil-N-[(dimetilamino)sulfonil ]-6-etoxi-8-metoxi-6 H-isoindolo[ 2, I -aJindol-3-carboxamida. A un ma-
traz de 5 1, de cuatro bocas, de base redonda, equipado con un controlador de temperatura, un condensador, una
entrada de N, y un agitador mecdnico, se le cargé tolueno (900 ml), EtOH (900 ml), 2-bromo-3-ciclohexil-N-(N,N-
dimetilsulfamoil)- 1 H-indol-6-carboxamida (90 g, 0,21 mol), 4cido 2-formil-4-metoxifenilborénico (49,2 g, 0,273 mol)
y LiCl (22,1 g, 0,525 mol). La disolucién resultante se hizo burbujear con N, durante 15 min. Se afiadié una disolucién
de Na,CO; (66,8 g, 0,63 mol) en H,O (675 ml) y la mezcla de reaccién se hizo burbujear con N, durante otros 10
min. Se afiadié Pd(PPh;), (7,0 g, 6,3 mmol) y la mezcla de reaccién se calent6 hasta 70°C durante 20 horas. Después
de enfriar hasta 35°C, se afnadié lentamente una disolucion de HCI 1IN (1,5 1). La mezcla resultante se transfirié a un a
embudo de separacién de 6 1 y se extrajo con EtOAc (2 X 1,5 1). Los extractos organicos combinados se lavaron con
salmuera (2 1), se secaron sobre MgSQO,, se filtraron y se concentraron en vacio dando un sélido amarillo, que se trituré
con EtOAc al 20% en hexano (450 ml, 50°C hasta 0°C) dando 3-ciclohexil-N-(N,N-dimetilsulfamoil)-2-(2-formil-4-
metoxifenil)-1H-indol-6-carboxamida (65,9 g) como un sélido amarillo. Pureza por HPLC, 98%.

/

El licor madre de la trituracién se concentrd en vacio. El residuo se someti6 a reflujo con EtOH (50 ml) durante
3 horas. A continuacién se enfrié la disolucién hasta 0°C. Los precipitados se filtraron y se lavaron con TBME frio
(5°C) (20 ml). La torta del filtro se secé al aire con el sistema de vacio del laboratorio dando una mayor cantidad del
compuesto del titulo como un sélido blanco (16,0 g). Pureza por HPLC, 99%. RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) 6 8,75
(s, 1H), 7,96 (s, 1H), 7,73 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,67 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,45 (dd, J = 8,4 y 1,4 Hz, 1H), 7,09 (d, J =
2,2 Hz, 1H), 6,98 (dd, J = 8,4 y 2,2 Hz, 1H), 6,50 (s, 1H), 3,86 (s, 3H), 3,05 (s, 6H), 2,92-3,13 (m, 3H), 1,85-1,93 (m,
7 H), 1,40-1,42 (m, 3H), 1,05 (t, / =7,1 Hz, 3H). m/z 512 (M + H)*.

Intermedio 4

3-Ciclohexil-N-[(dimetilamino)sulfonil |- 2-(2-formil-4-metoxifenil)- 1 H-indol-6-carboxamida. Se disolvié 11-ci-
clohexil-N-(N,N-dimetilsulfamoil)-6-etoxi-8-metoxi-6H-isoindolo[2,1-a]indol-3-carboxamida en THF (75 ml). A la
disolucién se le afiadi6 una disolucién de HCI 2 N (300 ml). La mezcla se agité vigorosamente bajo N, a ta durante
16 horas. La suspension resultante se filtré y se lavé con TBME frio (2 X 30 ml). La torta del filtro se secé al aire
con el sistema de vacio del laboratorio durante la noche para dar el compuesto del titulo como un sélido amarillo.
Pureza por HPLC, 99%. RMN de 'H (300 MHz, d¢-DMSO) 6 11,65 (s, 1H), 8,16 (s, 1H), 7,76 (d, J = 5,9 Hz, 1H),
7,73 (d, J = 5,9 Hz, 1H), 7,58 (dd, J = 8,5 y 1,5 Hz, 1H), 7,17-7,20 (m, 2H), 7,08 (dd, J = 8,5 y 1,4 Hz, 1H), 6,55
(d, J = 8,6 Hz, 1H), 3,86 (s, 3H), 3,14-3,18 (m, 1H), 2,91 (s, 6H), 1,75-1,99 (m, 7H), 1,48-1,60 (m, 3H); m/z 484
M + H)*.
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Intermedio 6

N,

\N/S\ C N
| % Q OMe

IZ

Metiléster del dcido 13-ciclohexil-10-[[[(dimetilamino)sulfonil JaminoJcarboxil ]-3-metoxi-7H-indolo[2,1-a][2]
benzazepina-6-carboxilico. Se agité una mezcla de 3-ciclohexil-N-(N,N-dimetilsulfamoil)-2-(2-formil-4-metoxife-
nil)-1H-indol-6-carboxamida (4,8 g, 0,01 mol), 2-(dimetoxifosforil)acrilato de metilo (9,7 g, 0,02 mol) y carbonato de
cesio (7,1 g, 0,02 mol) en DMF (28 ml) durante 20 horas en un bafio de aceite a 55°C de temperatura. La mezcla se
verti6 en agua helada y acidificé con HCI diluido para precipitar el producto bruto. Se recogi6 el sélido, se secé y se
sometié a cromatografia de resolucion rdpida en SiO, (110 g) usando una disolucién de acetato de etilo y cloruro de
metileno (1:10) que contenia dcido acético al 2%. Las fracciones homogéneas se combinaron y se evaporaron dando
el compuesto del titulo como un sélido amarillo pélido (3,9 g, rendimiento del 71%). EM: 552 (M=H+).

A continuacién se proporciona un procedimiento alternativo para la preparacion del metiléster del dcido 13-ciclo-
hexil-10-[[[(dimetilamino)sulfonil]amino]carbonil]-3-metoxi-7H-indolo[2,1-a][2]benzazepina-6-carboxilico.

Se calent6 una disolucion de 11-ciclohexil-N-[(dimetilamino)sulfonil]-6-hidroxi-8-metoxi-6H-isoindolo[2,1-a]in-
dol-3-carboxamida (hemiaminal ciclico) (63,0 g, 130 mmol), 2-(dimetoxifosforil)acrilato de metilo (60 g, 261 mmol)
y carbonato de cesio (106 g, 326 mmol) en DMF (400 ml) a 60°C (temperatura del bafio) durante 4,5 horas. Se afiadi6
mads 2-(dimetoxifosforil)acrilato de metilo (15 g, 65 mmol) y carbonato de cesio (21,2 g, 65 mmol) y la reaccién se
calent6 a 60°C durante la noche y a continuacién se enfrié hasta ta. La mezcla de reaccién en agitacion se diluyé con
H,O (1 1), se neutraliz6 lentamente con HCI acuoso 1N (800 ml), se agité durante 3 horas y a continuacidn se recogie-
ron los precipitados por filtracién. Los sélidos se trituraron con Et,O (800 ml) y se secaron dando metiléster del dcido
13-ciclohexil-10-[[[(dimetilamino)sulfonil)Jamino]carbonil]-3-metoxi-7H-indolo[2,1-a][2]benzazepina-6-carboxilico,
(70,2 g, 127 mmol, 98%) como un sélido amarillo que se usé sin otra purificacién. RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) 6§
8,67 (s, 1H), 8,09 (s, 1H), 7,86 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,80 (s, 1H), 7,50 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,42 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 7,08
(dd,J=2,6, 8,8 Hz, 1H), 6,98 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 5,75 - 5,51 (m, 1H), 4,29 - 4,01 (m, 1H), 3,89 (s, 3H), 3,82 (s, 3H),
3,05 (s, 6H), 2,87 - 2,73 (m, 1H), 2,11 - 1,12 (m, 10H). CLEM: m/e 550 (M-H)", tiempo de ret. 3,21 min, columna A,
gradiente de 4 minutos.

Intermedio 7

Metiléster del dcido 8-ciclohexil-5-[[[(dimetilamino)sulfonil Jamino Jcarbonil]-1,12b-dihidro- 1 I -metoxi-cicloprop
[d]indolo[2,1-a][2]benzazepina-1a(2H)-carboxilico, (+/)-. Se afiadi6 DMSO (5 ml) a una mezcla de yoduro de tri-
metilsulfoxonio (199 mg, 0,906 mmol) y NaH (38 mg en dispersién de aceite al 60%, 0,953 mmol) en un matraz
de base redonda. La mezcla de reaccién se agitd a ta durante 0,5 horas. A continuacién se afadié metiléster del
acido 13-ciclohexil-10-[[[(dimetilamino)sulfonilJamino]carbonil]-3-(metoxi)-7H-indolo[2,1-a][2]benzazepina-6-car-
boxilico (125 mg, 0,227 mmol) y la mezcla de reaccidn se agité a ta durante 3 horas y posteriormente a 50°C durante
otras 3 horas. A continuacion se extinguié la reaccién con agua y se acidificé con disolucién de HC1 1N. A conti-
nuacién el producto bruto precipité como un sélido amarillo claro que se recogi6 por filtracion y se sec6 al aire, (106
mg, rendimiento del 83%). Posteriormente se purificaron 6 mg de este material por medio de HPLC Prep. dando el
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compuesto del titulo como un sélido amarillo claro (1,8 mg). EM m/z 566(MH"), tiempo de retencién: 3,850 min,
RMN de 'H (500 MHz, MeOD) 6 ppm 0,28 (m, 0,36 H) 1,19 - 2,20 (m, 11,64 H) 2,70 - 3,02 (m, 2 H) 3,03 (s, 2,16
H) 3,05 (s, 3,84 H) 3,49 (d, ] = 15,26 Hz, 0,64 H) 3,54 (s, 1,92 H) 3,83 (s, 1,08 H) 3,91 (s, 3 H) 4,08 (d, J = 15,26 Hz,
0,36 H) 5,29 (d, J = 15,26 Hz, 0,36 H) 5,50 (d, J = 14,95 Hz, 0,64 H) 6,98 - 7,06 (m, 1 H) 7,16 (d, J = 2,44 Hz, 0,36
H) 7,23 (d, J = 2,44 Hz, 0,64 H) 7,30 (d, J = 8,55 Hz, 0,64 H) 7,34 (d, J = 8,55 Hz, 0,36 H) 7,56 (dd, J = 8,55, 1,53
Hz, 0,64 H) 7,63 (dd, J = 8,55, 1,53 Hz, 0,36 H) 7,88 (d, J = 8,55 Hz, 0,64 H) 7,91 (d, J = 8,55 Hz, 0,36 H) 8,12 (s,
0,36 H) 8,33 (d, J =1,53 Hz, 0,64 H).

A continuacion se proporciona un procedimiento alternativo para la preparacion de los compuestos del titulo.

A un matraz de 1 1, de cuatro bocas, de base redonda secado a llama, equipado con un agitador mecdnico, una
entrada de N, y un termémetro, bajo N,, se le cargé hidruro de sodio (95%) (3,09 g, 129,2 mmol) y DMF seco
(200 ml). Con agitacién vigorosa, se afiadié yoduro de trimetilsulfoxonio (32,5 g, 147,3 mmol) en porciones, tiempo
durante el que la temperatura aument6 hasta 30°C. Después de agitar durante 30 minutos, se afiadié rdpidamente una
disolucion de metiléster del dcido 13-ciclohexil-10-[[[(dimetilamino)sulfonil]amino]carbonil]-3-(metoxi)-7H-indolo
[2,1-a][2]benzazepina-6-carboxilico (33,8 g, 61,3 mmol) en DMF seco (70 ml). La mezcla de reaccién se agit6 a una
temperatura inferior a 30°C durante 30 minutos y a continuacion se vertié en una disolucién helada de HC1 IN (130 ml)
en H,O (2 1) en porciones. Después de agitar la suspension resultante mecdnicamente durante 1 hora, se filtraron los
precipitados y la torta del filtro se lavé con H,O (100 ml). La torta del filtro se repartié entre EtOAc y HC1 0,5 N (1:1,
41). Se separd la fase orgdnica, se lavé con H,O (1 1) y salmuera (1 1), se sec6 sobre MgSQOy,, se filtr6 y se concentrd
en vacio. El residuo se disolvié en EtOAc (150 ml), y la disolucién se filtr a través de una almohadilla de gel de silice
(300 g en hexano) y se aclar6é con EtOAc al 50% en hexano (5 1). El filtrado se concentr6 en vacio dando un sélido
ligeramente amarillo que se trituré con EtOAc al 10% en TBME (220 ml) desde 50°C hasta 0°C dando el metiléster
del 4cido 8-ciclohexil-5-[[[(dimetilamino)sulfonil]amino]carbonil]-1,12b-dihidro- 1 1-metoxi-cicloprop[d]indolo[2,1-
a][2]benzazepina-la(2H)-carboxilico (+/-)- como un sélido blanco (26,1 g, rendimiento del 75%). Pureza del HPLC,
100%. RMN de 'H (DMSO-ds, 300 MHz) 6 11,61 (s, 1H), 8,47 (s, 0,5H), 8,25 (s, 0,5H), 7,81-7,88 (m, 1H), 7,57-7,63
(m, 1H), 7,23-7,29 (m, 2H), 7,01-7,07 (m, 1H), 5,43 (d, J = 15,0 Hz, 0,5H), 5,22 (d, J = 15 Hz, 0,5H), 4,04 (dd, J =
15,4y 6,6 Hz, 0,5H), 3,83 (s, 3H), 3,75 (s, 1H), 3,08-3,47 (m, 0,5H), 3,29 (s, 3H), 2,73-2,92 (m, 8H), 1,11-1,99 (m,
10,5H), 0,20 (m, 0,5H); m/z 566 (M + H)".

Intermedio 8

Metiléster del dcido 8-ciclohexil-5-[[[(dimetilamino)sulfonil Jamino Jcarbonil]-1,12b-dihidro- 1 I-metoxi-cicloprop
[d]indolo[2,1-a][2]benzazepina-1a(2H)-carboxilico, (-)-. Se disolvié una muestra de metiléster del acido 8-ciclohe-
xil-5-[[[(dimetilamino)sulfonilJamino]carbonil]-1,12b-dihidro-11-metoxi-cicloprop[d]indolo[2,1-a][2]benzazepina-la
(2H)-carboxilico (+/-) en EtOH/CH;CN 1/1 + DEA al 0,5% a una concentracion de 50 mg/ml. [La adicién de DEA
asegura que el compuesto permanece en disolucién durante el proceso de inyeccién]. Esta disolucién se inyectd a
continuacién en una SFC preparativa Thar SFC-350 bajo las condiciones que se muestran a continuacion.

Condiciones preparativas en Thar SFC-350: Columna: Chiralcel OJ-H 5 x 25 cm; fase mévil: MeOH al 25%/
CH;CN (1/1) en CO,; presion (bar): 100; caudal (ml/min): 240; concentracién de disolucién (mg/ml): 50; cantidad de
inyeccion (ml): 4,5-5; Tiempo del ciclo (min/iny): 6,5-7; Temperatura (°C): 45; rendimiento (g/h): aproximadamente
2; Longitud de onda del detector (nm): 254.

A partir de 371,4 g de material de partida racémico, se obtuvo un total de 177,3 g del segundo isémero (-) de elucién
deseado, que contenia aprox. 1 Meq de dietilamina. Este material se purificé utilizando el siguiente procedimiento.
La mezcla (24,7 g) disuelta en diclorometano (800 ml) se lavé de manera secuencial con; HC1 0,5 N (1 x 400 ml,
1 x 240 ml), H,O (2 x 240 ml) y salmuera (2 x 240 ml). A continuacién se secé la fase orgédnica (Na,SO, anhidro),
se filtrdé y se evaporé dando 22,33 g de metiléster del acido 8-ciclohexil-5-[[[(dimetilamino)sulfonil]amino]carbonil]-
1,12b-dihidro-11-metoxi-(cicloprop[d]indolo[2,1-a][2]benzazepina-la(2H)-carboxilico (-)-, como un sélido amarillo
(recuperacion del 92%). HPLC' > 99% (Tr 2,38 min); CL/EM (EV*) 566,51 (M+H, 100); [a]p*C - 194,64° (¢ 1,03,
MeOH). Anal. Calc. para C;,H;5N;04S-0,33H,0: C, 63,04; H, 6,29; N, 7,35; S, 5,61; H,0, 1,04. Hallado: C, 63,07;
H, 6,01; N, 7,24, S, 5,58; H,0O, 1,03. La RMN muestra la ausencia de Et,NH. Se determiné el EE de este material
>99% utilizando el siguiente procedimiento HPLC analitico.
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Condiciones analiticas de determinacion del ee en SFC analitica Thar. Columna analitica: Chiralcel OJ (,46 x 25
cm, 10 ul); presion BPR: 100 bares; Temperatura: 35°C; Caudal: 3,0 ml/min; Fase mdvil: MeOH al 15%/CH;CN (1/1)
en CO,; Longitud de onda del detector: 254 nm; tiempo de retencién (min): 4, 6,5.

Intermedio 9

Acido 8-ciclohexil-5-[[[(dimetilamino )sulfonil Jamino Jcarbonil |- 1, I 2b-dihidro- 1 I-metoxi-cicloprop[d]indolo[2, I -
a][2]benzazepina-1a[2H ]-carboxilico (-)-. A una disolucién de (-) metiléster del acido 8-ciclohexil-5-[[[(dimetilami-
no)sulfonil]amino]carbonil]-1,12b-dihidro-11-metoxi-cicloprop[d]indolo[2,1-a][2]benzazepina- 1a(2H)-carboxilico
(22,33 g, 39,5 mmol) en MEON (300 ml) se le afiadi6 NaOH 1 N (120 ml) lentamente durante 20 min., mante-
niendo la temperatura de reaccién < 30°C. La mezcla se agit6 a ta bajo N, durante 18 horas. La HPLC indic6 que
la reaccion estaba completa. A la disolucién de reaccién se le afiadié HCI 1N (130 ml). Una vez completada la adi-
cion, el pH de la mezcla de reaccion era de aproximadamente 2. Se evapor6 el metanol de la mezcla de reaccion. Se
afiadié agua (300 ml) a la mezcla, que a continuacién se extrajo con CH,Cl, (1 x 600 ml, 1 x 200 ml). Los extractos
combinados se lavaron con H,O (2 x 300 ml), salmuera (2 x 300 ml), se secaron (Na,SO,) y se evaporaron dando
20,82 g (rendimiento del 96%) del compuesto del titulo como un sélido amarillo. Condiciones de HPLC, columna:
Phenomenoex Synergi Polar-RP 4 um, 4,6 x 50 mm; UV: 220 nm; tiempo del gradiente: 4 min; caudal: 4 ml/min, 75 -
100% B; disolvente A: MeOH al 10%/H,0 al 90% con H;PO, al 0,2%, disolvente B: MeOH al 90%/H,0O al 10% con
H;PO, al 0,2%. HPLC > 99% (Tr 1,80 min.) CL/EM (EV™*) 552,25 (M+H, 100); [a],>¢ - 166,99° (c 1,00, MeOH).
Andlisis CG: CH,Cl, 4,94%; Anal. Calc. para C,yH33N3;04S-0,16 H,0-0,35 CH,Cl,: C, 60,37; H, 5,87; N, 7,20; S,
5,49; H,0, 0,49; CH,Cl,, 5,02. Hallado: C, 59,95; H, 5,89; N, 7,03; S, 5,38; H,0, 0,47; CH,Cl,, 4,94.

Intermedio 10

(+/-)- dcido 8-ciclohexil-5-[[[(dimetilamino)sulfonil Jamino Jcarbonil ]-1,12b-dihidro- 1 I-metoxi-cicloprop[d]indo-
lo[2,1-a][2]benzazepina-1a(2H)-carboxilico. A una disolucién de (+/-) metiléster del dcido 8-ciclohexil-5-[[[(di-
metilamino)sulfonil]amino]carbonil]-1,12b-dihidro-11-metoxi-cicloprop[d]indolo[2,1-a][2]benzazepina-1a(2H)-car-
boxilico, (100 mg, 0,177 mmol) en mezcla de THF/Metanol (2,0 ml/2,0 ml), se le afiadié disolucién de NaOH 2N
(1,0 ml). La mezcla de reaccion se calent6 a 90°C en microondas durante 5 minutos. A continuacion se concentrd, se
acidificé con disolucién de HCI 1IN y se extrajo con acetato de etilo (2 X 20 ml). Las fases orgdnicas se combinaron,
se secaron (MgSQ,), se filtraron y se concentraron. El residuo se purificé por medio de HPLC preparativa dando el
producto deseado como un s6lido amarillo claro, (59 mg, rendimiento del 60%). EM m/z 552(MH™), tiempo de reten-
cién: 3,850 min, RMN de 'H (300 MHz, MeOD) § ppm 0,25 (m, 0,38 H) 1,14 - 2,22 (m, 11,62 H) 2,69 - 2,98 (m, 2
H) 3,02 (s, 2,28 H) 3,02 (s, 3,72 H) 3,41 (d, ] = 15,00 Hz, 0,62 H) 3,88 (s, 3 H) 4,01 (d, J = 15,00 Hz, 0,38 H) 5,26 (d,
J=15,00 Hz, 0,38 H) 5,45 (d, J = 14,64 Hz, 0,62 H) 6,94 - 7,02 (m, 1 H) 7,13 (d, J =2,56 Hz, 0,38 H) 7,21 (d, J =2,20
Hz, 0,62 H) 7,26 (d, ] = 8,42 Hz, 0,62 H) 7,30 (d, ] = 8,78 Hz, 0,38 H) 7,53 (dd, J =8,42, 1,46 Hz, 0,62 H) 7,61 (dd, J
= 8,60, 1,65 Hz, 0,38 H) 7,85 (d, J =8,42 Hz, 0,62 H) 7,89 (d, J = 8,42 Hz, 0,38 H) 8,10 (s, 0,38 H) 8,28 (d, ] = 1,46
Hz, 0,62 H).
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Intermedio 11

8- Ciclohexil-N°-[(dimetilamino)sulfonil] - 1,-12b-dihidro-Nla-[(2R,3S) - 3 - hidroxi-4,7,7 - trimetil - biciclo [ 2,2,1 ]
hept-2-il]-11-metoxi-cicloprop[d]indolo[2,1-a][2 [benzazepina-1a,5(2H)-dicarboxamida, (1aR)-[parcial]-. Se afiadié
TBTU (437 mg, 1,36 mmol) y DIPEA (0,95 ml, 5,436 mmol) a una disolucién de (+/-) 4cido 8-ciclohexil-5-[[[(dimetil-
amino)sulfonil]amino]carbonil]-1,12b-dihidro-11-metoxi-cicloprop[d]indolo[2,1-a]-[2]benzazepina-la(2H)-carboxili-
co, (500 mg, 0,906 mmol) en DMSO (20,0 ml). La mezcla de reaccién se agit6 a ta durante 15 min. A continuacién
se afnadi6 (2S,3R)-3-amino-1,7,7-trimetilbiciclo[2,2,1]heptan-2-0l (280 mg, 1,36mmol) y la mezcla de reaccién se
agit6 a ta durante la noche. La mezcla de reaccion se extinguié con agua y se acidificé con disolucién de HCI 1N.
Se separd un solido marrén que se recogié por filtracién. A continuacién este material se fracciond por medio de
HPLC preparativa bajo las siguientes condiciones. Columna: Waters Sunfire 19 mm x 100 mm; Disolvente A: CH;CN
al H,O al 10%-90%-TFA al 0,1%; Disolvente B: CH;CN al 90%- H,O al 10%-TFA al 0,1%; Programa: Comienzo
con disolvente B al 65%, tiempo inicial de mantenimiento durante 5 minutos, a continuacién se aument6 de manera
gradual hasta disolvente B al 90% en 30 minutos con caudal 25 ml/min. Carga: 50-60 mg/ciclo.

8-Ciclohexil-N3-[(dimetilamino)sulfonil]-1,12b-dihidro-N'*-[(2R,3S)-3-hidroxi-4,7,7-trimetilbiciclo[2,2,1]hept-
2-il]-11-metoxi-cicloprop[d]indolo[2,1-a][2]benzazepina-1a,5(2H)-dicarboxamida, (1aR)- [parcial]- eluye antes que
8-ciclohexil-N°-[(dimetilamino)sulfonil]-1,12b-dihidro-N'*-[(2R,3S)-3-hidroxi-4,7,7-trimetilbiciclo[2,2,1]hept-2-il]-
11-metoxi-cicloprop[d]indolo[2,1-a][2]benzazepina-1a,5(2H)-dicarboxamida, (1aS)- [parcial]- bajo las condiciones
de HPLC descritas anteriormente. El producto se obtuvo como un sélido amarillo claro, 230 mg, rendimiento del
36%). EM m/ 703 (MH"), tiempo de retencién: 3,936 min. RMN de 'H (500 MHz, MeOD) § ppm 0,14 - 0,24 (m, 2,64
H) 0,51 (s, 2,46 H) 0,72 - 2,21 (m, 20,9 H) 2,49 (m, 0,18 H) 2,62 (m, 0,82 H) 2,85 (m, 0,18 H) 2,96 (m, 0,82 H) 3,03
(s, 6 H) 3,39 (m, 0,82 H) 3,49 - 3,58 (m, 1,64 H) 3,71 - 3,80 (m, 0,36 H) 3,90 (s, 3 H) 4,17 (d, J = 14,65 Hz, 0,18 H)
5,06 (d, J = 14,65 Hz, 0,18 H) 5,37 (d, J = 14,95 Hz, 0,82 H) 6,73 (d, J = 5,49 Hz, 0,82 H) 6,98 - 7,05 (m, 1 H) 7,08
(d,J=4,5Hz, 0,18 H) 7,10 (d, J = 2,44 Hz, 0,18 H) 7,21 (d, J = 2,44 Hz, 0,82 H) 7,31 (d, J = 8,55 Hz, 0,82 H) 7,34
(d,J=8,55Hz,0,18 H) 7,59 - 7,64 (m, 1 H) 7,87 - 7,93 (m, 1 H) 7,99 (s, 0,18 H) 8,09 (d, J = 1,22 Hz, 0,82 H).

Intermedio 12

8-Ciclohexil-N°-[(dimetilamino )sulfonil ]-1,12b-dihidro-N"*-[(2R, 3S)-3-hidroxi-4,7,7-trimetilbiciclo[ 2,2, 1 Jhept-2-
il]-11-metoxi-cicloprop[d]indolo[2,1-a][2 |benzazepina-1a,5(2H)-dicarboxamida, (1aS)- [parcial]-. Se afadi6 TB-
TU (437 mg, 1,36 mmol) y DIPEA (0,95 ml, 5,436 mmol) a una disolucién de (+/-) 4cido 8-ciclohexil-5-[[[(dimetil-
amino)sulfonil]amino]carbonil]-1,12b-dihidro-11-metoxi-cicloprop[d]indolo[2,1-a][2]benzazepina-la(2H)-carboxili-
co, (500 mg, 0,906 mmol) en DMSO (20,0 ml). La mezcla de reaccién se agitd a ta durante 15 minutos. A continua-
cion se afiadié (2S,3R)-3-amino-1,7,7-trimetilbiciclo[2,2,1]heptan-2-ol (280 mg, 1,36mmol), y la mezcla de reaccién
se agité a ta durante la noche. La mezcla de reaccion se extingui6 con agua y a continuacion se acidificé con disolucién
de HCI IN. Se recogid por filtracién un sélido de color marrén. Este material se fraccion6 a continuacién por medio de
HPLC preparativa bajo las siguientes condiciones. Columna: Waters Sunfire 19 mm x 100 mm; Disolvente A: CH;CN
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al 10%- H,0 al 90%-TFA al 0,1%; Disolvente B: CH;CN al 90%- H,O al 10%-TFA al 0,1%; Programa: Comienzo
con disolvente B al 65%, tiempo de retencién inicial durante 5 minutos, a continuacién se aument6 de manera gradual
hasta disolvente B al 90% en 30 min con caudal 25 ml/min. Carga: 50-60 mg/ciclo.

8-Ciclohexil-N°-[(dimetilamino)sulfonil]-1,12b-dihidro-N'*-[(2R,3S)-3-hidroxi-4,7,7-trimetilbiciclo[2,2, 1 Thept-
2-il]-11-metoxi-cicloprop[d]indolo[2,1-a][2]benzazepina-1a,5(2H)-dicarboxamida, (1aS)- [parcial]- eluye después de
8-ciclohexil-N3-[(dimetilamino)sulfonil]-1,12b-dihidro-N'*-[(2R,3S)-3-hidroxi-4,7,7-trimetilbiciclo[2,2, 1 Jhept-2-il]-
11-metoxi-cicloprop[d]indolo[2,1-a][2]benzazepina-1a,5(2H)-dicarboxamida, (1aR)- [parcial]- bajo las condiciones
de HPLC descritas anteriormente. El producto se obtuvo como un sélido amarillo claro, 215 mg, rendimiento del
34%). EM m/ 703(MH"), tiempo de retencién: 4,038 min. RMN de 'H (500 MHz, MeOD) 6 ppm 0,20 (m, 0,38 H)
0,75 (s, 1,86 H) 0,76 (s, 1,86 H) 0,84 (s, 1,86 H) 0,85 (s, 1,14 H) 0,89 - 2,18 (m, 18,9 H) 2,52 (m, 0,38 H) 2,70 (m,
0,62 H) 2,85 (m, 0,38 H) 2,97 (m, 0,62 H) 3,03 (s, 2,28 H) 3,04 (s, 3,72 H) 3,33 - 3,39 (m, 0,62 H) 3,43 - 3,51 (m,
1,24 H) 3,73 - 3,77 (m, 0,38 H) 3,78 - 3,84 (m, 0,38 H) 3,90 (s, 1,86 H) 3,90 (s, 1,14 H) 4,14 (d, J = 14,65 Hz, 0,38 H)
5,11 (d, J=14,65Hz, 0,38 H) 5,44 (d, ] = 15,26 Hz, 0,62 H) 6,68 (d, J = 4,88 Hz, 0,62 H) 6,96 - 7,03 (m, 1 H) 7,07
(d,J=5,19 Hz, 0,38 H) 7,12 (d, J = 2,44 Hz, 0,38 H) 7,23 (d, J = 2,14 Hz, 0,62 H) 7,27 (d, J = 8,54 Hz, 0,62 H) 7,33
(d, J=8,54 Hz, 0,38 H) 7,55 (dd, J = 8,39, 1,68 Hz, 0,62 H) 7,62 (dd, J =8,55, 1,53 Hz, 0,38 H) 7,87 (d, J] = 8,54 Hz,
0,62 H) 7,91 (d, J = 8,55 Hz, 0,38 H) 8,08 (d, J = 1,22 Hz, 0,38 H) 8,10 (d, J = 1,22 Hz, 0,62 H).

Intermedio 9

8-Ciclohexil-5-[[[(dimetilamino)sulfonil Jaminl Jcarbonil |- 1, 1 2b-dihidro- 1 I -metoxi-cicloprop[d] indolo[2,1-a][2]
benzazepina-1a(2H)-carboxilico dcido, (-)-. Se afiadié una disolucién de NaOH 10 N (2,0 ml, 20 mmol) y 4 ml de agua
a una disolucién de 8-ciclohexil-N°-[(dimetilamino)sulfonil]-1,12b-dihidro-N"*-[(2R,3S)-3-hidroxi-4,7,7-trimetilbi-
ciclo[2,2,1]hept-2-il]-11-metoxi-cicloprop[d]indolo[2,1-a][2]benzazepina-1a,5(2H)-dicarboxamida, (1aR)-[parcial]-
(160 mg, 0,228 mmol) en THF/MeOH (7 ml/7 ml). La mezcla de reaccién se calenté a 120°C en microondas du-
rante 1 hora. A continuacién se concentro, se acidificé con disolucién de HCI conc. y se extrajo con acetato de etilo
dos veces (2 X 30 ml). Las fases orgdnicas se combinaron, se secaron (MSQ,), se filtraron y se concentraron en vacio
hasta obtener un aceite naranja. A continuacion, se purificé el producto bruto por medio de columna de HPLC prepa-
rativa dando el producto como un sélido amarillo claro, (80 mg, rendimiento del 64%). Rotacién especifica promedio
-130,85°% Disolvente MeOH; Longitud de onda 589 nm; celda de 50 cm. EM m/ 552(MH™"), tiempo de retencién: 3,760
min. RMN de 'H (500 MHz, MeOD) 6 ppm 0,27 (m, 0,38 H) 1,14 - 2,22 (m, 11,62 H) 2,76 (m, 0,38 H) 2,80 - 2,92
(m, 1 H) 2,92 - 3,09 (m, 6,62 H) 3,45 (d, J = 14,95 Hz, 0,62 H) 3,90 (s, 1,86 H) 3,91 (s, 1,14 H) 4,04 (d, J =15,26 Hz,
0,38 H) 5,28 (d, J = 15,26 Hz, 0,38 H) 5,47 (d, J = 15,26 Hz, 0,62 H) 6,95 - 7,05 (m, 1 H) 7,15 (d, J = 2,75 Hz, 0,38
H) 7,23 (d, J = 1,83 Hz, 0,62 H) 7,28 (d, J = 8,55 Hz, 0,62 H) 7,33 (d, J = 8,54 Hz, 0,38 H) 7,54 (dd, J = 8,39, 1,68
Hz, 0,62 H) 7,63 (dd, J = 8,55, 1,53 Hz, 0,38 H) 7,86 (d, J = 8,55 Hz, 0,62 H) 7,91 (d, J = 8,55 Hz, 0,38 H) 8,11 (d, J
=1,22 Hz, 0,62 H) 8,29 (d, J = 1,22 Hz, 0,38 H).

Intermedio 13
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(+)- Acido 8-ciclohexil-5-[[[(dimetilamino )sulfonil Jamino Jcarbonil |- 1, 12b-dihidro- 1 I-metoxi-cicloprop[d]indo-
lo[2,1-a][2]benzazepina-1a(2H)-carboxilico. Se aiadidé una disolucién de NaOH 10 N (1,8 ml, 18 mmol) y 4 ml de
agua a una disolucion de 8-ciclohexil-N°-[(dimetilamino)sulfonil]-1,12b-dihidro-N"'*-[(2R,3S)-3-hidroxi-4,7,7-trime-
tilbiciclo[2,2,1]hept-2-il]-11-metoxi-cicloprop[d]indolo[2,1-a][2]benzazepina-1a,5(2H)-dicarboxamida, (1aS)-[par-
cial], (130 mg, 0,185 mmol) en bTHF/MeOH (7 ml/7 ml). La mezcla de reaccién se calent a 120°C en microon-
das durante 1 hora. Se concentrd, se acidificé con disolucién de HCI conc. y se extrajo con acetato de etilo dos veces
(2 X 30 ml). Las fases orgdnicas se combinaron, se secaron (MgSQ,), se filtraron y se concentraron en vacio dando
un aceite naranja. A continuacidn, se purificé el producto bruto por medio de columna de HPLC preparativa dando
el producto como un sélido amarillo claro, (68 mg, rendimiento del 67%). Rotacién especifica promedio +174,73°;
Disolvente MeOH; Longitud de onda 589 nm; celda de 50 cm, EM m/ 552(MH"), tiempo de retencién: 3,773 min.
RMN de 'H (500 MHz, MeOD) 6 ppm 0,27 (m, 0,38 H) 1,14 - 2,22 (m, 11,62 H) 2,76 (m, 0,38 H) 2,80 - 2,92 (m, 1
H) 2,92 - 3,09 (m, 6,62 H) 3,45 (d, J = 14,95 Hz, 0,62 H) 3,90 (s, 1,86 H) 3,91 (s, 1,14 H) 4,04 (d, J = 15,26 Hz, 0,38
H) 5,28 (d, J = 15,26 Hz, 0,38 H) 5,47 (d, J = 15,26 Hz, 0,62 H) 6,95 - 7,05 (m, 1 H) 7,15 (d, J = 2,75 Hz, 0,38 H)
7,23 (d,J =1,83 Hz, 0,62 H) 7,28 (d, J = 8,55 Hz, 0,62 H) 7,33 (d, J = 8,54 Hz, 0,38 H) 7,54 (dd, J = 8,39, 1,68 Hz,
0,62 H) 7,63 (dd, J = 8,55, 1,53 Hz, 0,38 H) 7,86 (d, J = 8,55 Hz, 0,62 H) 7,91 (d, J = 8,55 Hz, 0,38 H) 8,11 (d, J =
1,22 Hz, 0,62 H) 8,29 (d, J = 1,22 Hz, 0,38 H).

Intermedio 14

>

H
N
/ Br

1,1-Dimetiletiléster del dcido 2-bromo-3-ciclohexil-1H-indol-6-carboxilico. A una disolucion agitada mecédnica-
mente de dcido 2-bromo-3-ciclohexil-1H-indol-6-carboxilico (80 g, 0,24 m) en dicloruro de metileno seco (1,2 1) y
THF (100 ml) se le afiadieron tamices moleculares activados (4A, 80 g) y carbonato de plata (275 g, 0,99 m). La
mezcla de reaccién se enfri6 hasta 0°C y se afiadié gota a gota bromuro de t-butilo (142 g, 1,04 m). La mezcla se agit6
durante la noche a ta y se controld por medio de TLC (Hexano-Acetato de etilo 80:20, F, (Producto) = 0,7). Si quedaba
algo de dcido de bromo sin convertir se afiadia otro 10% de carbonato de plata y se seguia agitando durante otras 2 - 4
horas. Al finalizar, la mezcla de reaccion se filtré a través de un fino lecho de celite. El filtrado se lavé con dicloruro
de metileno (500 ml). Los filtrados combinados se concentraron en vacio, y el producto bruto obtenido de ese modo
se purificé por medio de cromatografia en gel de silice: (malla de 230 - 400, eluida con un gradiente de acetato de
etilo en pet éter al 0 - 2%). Las fracciones homogéneas se combinaron y se evaporaron bajo presion reducida dando 80
g (85%) del compuesto del titulo. HPLC: 90,1% (TR = 6,56 min), Columna: C18 BDS, (50 X 4,6 mm), Fase mévil:
Gradiente de TFA al 0,1% en agua : ACN (30 —100 —30), Caudal 0,8 ml/min. CLEM : 99,8% (TR = 4,44 min),
Columna: Geneis, C18 50 X 4,6 mm, Fase mévil: Gradiente de 4cido férmico al 0,1% en agua: ACN (70 —95 —70),
Caudal: 0,8 ml/min; M - 1 = 376,5; RMN de 'H CDCIl; (400 MHz) 6 1,37 - 1,40 (m, 3H, Hexilo cic.), 1,62 (s, 9H,
t-Bu), 1,80 - 1,94 (dos series de m, 3H y 4H respectivamente, parte hexilo cic.), 2,81 (m, 1H, CH de hexilo cic. -
bencilico), 7,70 - 7,75 (m, 2H, Indol-H,ys), 8,04 (s, 1H, Indol-H;), 8,52 (s, 1H, Indol-NH).

Intermedio 15

1, 1-Dimetiletiléster del dcido 3-ciclohexil-2-(2-formil-4-metoxifenil)- 1 H-Indol-6-carboxilico. Se disolvié 2-bro-
mo-3-ciclohexil-1H-indol-6-carboxilato de terc-butilo (72 g, 0,19 m) en una mezcla 1:1 de tolueno y etanol (720 ml)
y se desgased. A continuacién se afiadié LiCl (23,9 g, 0,51 m), seguido por carbonato de sodio (720 ml, disolucién
1,0 M desgaseada por separado) y Pd-tetrakis (13,1 g, 0,011 m). Después de agitar durante 0,25 horas, se afiadié
acido 2-formil-4-metoxifenilborénico (41,1 g, 0,22 m) y la mezcla de reaccién se calent6 hasta 85°C durante 4 horas.
A continuacién, se control6 la reaccién por medio de TLC, (Hexano-Acetato de etilo 80:20, F; (Producto) = 0,55).
Al finalizar, la mezcla de reaccion se enfri6 hasta ta y se anadié agua (1,0 1) seguida por acetato de etilo (1,0 I). La
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fase organica se lavo con salmuera, se secd y se concentrd bajo vacio dando el compuesto del titulo como un sélido
amarillo. Rendimiento: 75 g (74%). HPLC: 99,7% (TR = 6,30 min), Columna: C18 BDS (4,6 X 50 mm), SC-307,
Fase movil: Gradiente de TFA al 0,1% en agua: ACN (30 —100 —30), Caudal: 0,8 ml/min. CLEM: 98,0% (TR = 5,28
min), Columna: Geneis, C18 (50 X 4,6 mm), Fase mdvil: Gradiente de dcido férmico al 0,1% en agua: ACN (70 —95
—70), Caudal: 0,8 ml/min; M - 1 =432,2; RMN de '"H (DMSO-d¢) (400 MHz) 6 1,40 - 1,48 (m, 3H, hexilo cic.), 1,57
(s, 9H, t-Bu), 1,84 - 1,90 (m, 7H, parte hexilo cic.), 3,09 (m, 1H, CH de hexilo cic. - bencilico), 3,84 (s, 3H, OCH,),
6,55 (d, ] =4 Hz, 1H, H, de arilo), 7,06 (d, 1H, Hs de arilo), 7,08 (s, 1H, He¢ de arilo), 7,23 (d, 1H, Indol-Hs), 7,53
(d, J =8 Hz, 1H, Indol-H,), 7,70 - 7,75 (m, 2H, NH + Indol-H,), 8,06 (s, 1H, CHO).

Intermedio 16

10-(1,1-Dimetiletil)6-metiléster del dcido 13-ciclohexil-7H-indolo[2,1-a][2]benzazepina-6,10-dicarboxilico. Se
disolvi6 3-ciclohexil-2-(2-formil-4-metoxifenil)- 1 H-indol-6-carboxilato de terc-butilo (62,5 g, 0,144 m) en DMF seco
(1,2 1) y se agité mecdnicamente. A continuacion se afiadié carbonato de cesio (84 g, 0,17 m) y 2-(dimetoxifosforil)
acrilato de metilo (65 - 70% puro por CG, 56,2 g, 0,18 m) y la mezcla de reaccién se calent6 hasta 65°C durante 4
horas. La reaccidn se control6 por medio de TLC (Hexano-Acetato de etilo 80:20, F, (Producto) = 0,7). Al finalizar, la
mezcla se enfrié hasta ta, a continuacidn se extinguié con agua (1,0 1). Precipité un sélido amarillo que se recogié por
filtracion y se sec6 al aire. A continuacion este material se suspendi6 en metanol, se filtrd y se secé bajo vacio dando el
producto como un polvo amarillo, (70 g, 90%). HPLC: 99,1% (TR = 6,45 min), Columna: C18 BDS (4,6 X 50 mm),
Fase moévil: Gradiente de TFA al 0,1% en agua: ACN (30 — 100 — 30), Caudal 0,8 ml/min. CLEM: 100% (TR = 7,00
min), Columna: Geneis, C18 (50 X 4,6 mm), Fase mévil: Gradiente de 4cido férmico al 0,1% en agua: ACN (70—
95— 70), Caudal: 0,8 ml/min; M + 1 =502,2; RMN de 'H (CDCl;) (400 MHz) 6 1,10 - 1,30 (m, 3H, hexilo cic.), 1,64
(s, 9H, t-Bu), 1,77 - 2,07 (m, 7H, parte hexilo cic.), 2,80 (m, 1H, CH de hexilo cic. - bencilico), 3,84 (s, 3H, OCH,),
3,93 (s, 3H, COOCH;), 4,15 y 5,65 (dos picos anchos, 1H cada uno, CH, alilico), 6,95 (s, 1 H, Hy de arilo), 7,01 (d,
1H, H, de arilo), 7,53 (d, J] = 8 Hz, 1H, Hj de arilo), 7,70 (d, J = 4 Hz, 1H, Indol-Hs), 7,84 (s + d, 2H, H olefinico
+ Indol-H,), 8,24 (s, 1H, indol - H;); RMN de *C (CDCl;) (100,0 MHz) 6 166,92, 165,71, 158,96, 142,28, 136,47,
13,50, 134,61, 132,43, 132,01, 129,73, 124,78, 124,68, 120,33, 119,39, 119,04, 115,62, 115,05, 111,27, 80,27, 55,49,
52,50, 39,09, 36,81, 33,40, 28,38, 27,15, 26,28.

Intermedio 17

o 0
o OMe

Metiléster del dcido 2-(dimetoxofosfinil)-2-propenoico. A un matraz de 5 1, de cuatro bocas, de base redonda,
equipado con un agitador mecdnico, un condensador, un controlador de temperatura y una entrada de N, se le cargd
paraformaldehido (40,5 g, 1,35 mol), MeOH (2 1) y piridina (2 ml). La mezcla de reaccién se calentd a reflujo bajo N,
durante 3 horas. Después de enfriar hasta 50°C, se afiadié 2-(dimetoxifosforil)acetato (150 g, 0,824 mol) de una vez.
La mezcla de reaccién se mantuvo a reflujo durante 18 horas. Después de enfriar hasta ta, la disolucién de reaccién
se concentrd en vacio dando un aceite incoloro transparente. El aceite anterior se disolvié en tolueno seco (1 1) en
un matraz de 3 1, de cuatro bocas, de base redonda, equipado un controlador de temperatura, una entrada de N,, un
agitador magnético y un aparto de Dean-Stark. A la disolucién se le afiadié TsOH.H,O (5,2 g). La mezcla de reaccién
se sometid a continuacién a reflujo azeotropicamente para eliminar el metanol durante 18 horas. Después de enfriar
hasta ta, la disolucién se concentré en vacio dando un aceite amarillo que se destil6 en vacio a 150 - 155°C/0,2 mmHg
dando el producto como un aceite incoloro (135,0 g). Pureza, 90% en base a RMN de 'H (CDCl;, 300 MHz) 6 7,0 (dd,
J=42,4y 15Hz, 1H), 6,73 (dd, J = 20,5y 1,8 Hz, 1H), 3,80 (s, 6H), 3,76 (s, 3H).
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Intermedio 18

(+/-) 5-(1,1-Dimetiletil)l a-metiléster del dcido 8-ciclohexil-1,12b-dihidro-11-metoxi-cicloprop[d]indolo[2,1-a]
[2]benzazepina-1a,5(2H)-dicarboxilico. Se afiadi6 hidruro de sodio (96 mg, 4 mmol) a una suspensién agitada de
cloruro de trimetilsulfoxonio (567 mg, 4,4 mmol) en DMSO anhidro (10 ml) bajo nitr6geno. La mezcla resultante
se agitd a ta durante 30-45 min y a continuacién se afiadié 10-(1,1-dimetiletil)6-metiléster del 4dcido 13-ciclohexil-3-
metoxi-7H-indolo[2,1-a][2]benzazepina-6,10-dicarboxilico, (1,0, 2 mmol) puro en pequeiias porciones. La suspensién
se diluyé con DMSO (5 ml) y se calentd a 50°C durante 3-4 horas. La mezcla de reaccién se dejo enfriar hasta ta y
se afiadié agua. Se separd un sélido que se recogié por filtracién y se lavé con agua y a continuacién se secé al aire
durante la noche dando 1,15 g del producto bruto. Este material se purificé por medio de cromatografia en columna de
resolucién rapida (gel de silice, MeOH al 3% en DCM) dando el compuesto del titulo puro (0,96 g): CL/EM: tiempo
de retencién 3,816 min; m/e 516 (MH*). RMN de 'H (400 MHz, CDCIl;): Se observé que el producto existe como
rotameros de interconversion, seglin se evidencia a partir del espectro de RMN del compuesto.

El siguiente procedimiento es un ejemplo de un procedimiento para llevar a cabo la resolucién de 5-(1,1-dimetile-
til) 1a-metiléster del 4cido 8-ciclohexil-1,12b-dihidro-11-metoxi- cicloprop[d]indolo[2,1-a][2]benzazepina-1a,5(2H)-
dicarboxilico racémico, (+/-). Se disolvié una muestra de 5-(1,1-dimetiletil) 1a-metiléster del acido8-ciclohexil-1,12b-
dihidro-11-metoxi-cicloprop[d]indolo[2,1-a][2]benzazepina-1a,5(2H)-dicarboxilico, (+/-)- en una mezcla de isopro-
panol y acetonitrilo (8:2) dando una concentracién final de 20 mg/ml. Esta mezcla se inyecté en un sistema de cro-
matografia SFC preparativa quiral utilizando las siguientes condiciones: columna OJ-H de Chiralcel, 4,6 x 250 mm, 5
um; Fase movil: MeOH al 8% en CO,; Temp: 35°C; Caudal: 2 ml/min durante 16 minutos; UV controlado a 260 nm;
Inyeccién: 5 ul de aproximadamente 20,0 mg/ml en IPA:ACN (8:2).

Intermedio 19

la-Metiléster del dcido 8-ciclohexil-1,12b-dihidro-11-metoxi-cicloprop[d]indolo[2,1-a][2 ]benzazepina-1a,5(2H)-
dicarboxilico, (+/-)-. Se anadié TFA (5 ml) a una disolucién de (+/-) terc-butiléster del acido 8-ciclohexil-1,1a,2,12b-
tetrahidro-11-metoxi-1a-(metoxicarbonil)-cicloprop[d]indolo[2,1-a][2]benzazepina-5-carboxilico, (515 mg, 1 mmol)
en DCM anhidro (10 ml). La disolucién resultante se agit6 a ta durante aproximadamente 8 a 12 horas. A continua-
cion se evaporo la reaccion hasta sequedad dando el compuesto del titulo (0,47 g, 100%). CL/EM: tiempo de retencién
2,245 min; m/e 460 (MH*). RMN de 'H (400 MHz, CDCI,): del espectro de RMN de los compuestos, se observo que
existe el producto como una mezcla de rotdmeros de interconversion.
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Intermedio 20

Metiléster del dcido 8-ciclohexil-1,12b-dihidro-11-metoxi-5-[[[(metilamino)sulfonil Jamino Jcarbonil J-cicloprop
[d]indolo[2,1-a][2]benzazepina-1a(2H)-carboxilico. Se agitd una disolucién de 4cido 8-ciclohexil-1,1a,2,12b-tetra-
hidro-11-metoxi-1a-(metoxicarbonil)-cicloprop[d]indolo[2,1-a][2]benzazepina-5-carboxilico (140 mg, 0,31 mmol) y
CDI (64 mg, 0,40 mmol) en THF (3 ml) durante 1 hora a 60°C. Se afiadi6 N-metilsulfamida (68 mg, 0,62 mmol) y
DBU (71,6 mg, 0,47 mmol) y la mezcla se agité a 60°C durante la noche. A continuacién se vertié la reaccién en
agua fria, se acidificé con 4cido clorhidrico diluido y se extrajo en acetato de etilo. Los extractos se lavaron de manera
secuencial con 4cido clorhidrico diluido (0,1 N) y salmuera, a continuacién se secé (sulfato de sodio anhidro), se filtré
y se evapord dando el compuesto del titulo como un sélido marrén. IEV-EM m/e 552 (MH™). Este material se usé sin
otra purificacién.

Intermedio 21

0 OH
0 0

o <
N
\H/ \H O N
/J o’

Acido  8-ciclohexil-1,12b-dihidro-11 -metoxi-5-[[[(metilamino) sulfonil |amino ] carbonil] - cicloprop [d]indolo
[2,1-a][2]benzazepina-1a(2H)-carboxilico. Se disolvié metiléster del dcido 8-ciclohexil-5-[[[(metilamino)sulfonil]
amino]carbonil]-1,12b-dihidro-11-metoxi-cicloprop[d]indolo[2,1-a][2]benzazepina-1a(2H)-carboxilico en mezcla de
THF, MeOH (2 ml, 2 ml). A continuacién se afladié NaOH 2,5 M (ac.) (1,2 ml, 3 mmol) y la reaccién se agit6 a 22°C
durante 2 horas. A continuacién se neutralizé la disoluciéon con HC1 1M (ac.) (3 ml) y se concentrd para eliminar los
disolventes orgédnicos. El residuo se suspendié con H,O y se recogieron los sélidos por filtracién, se lavé con H,O y
se secO dando compuesto el compuesto del titulo (160 mg, 0,30 mmol). IEV-EM m/e 538 (MH"). Este material se usé
sin otra purificacién.

Intermedio 22
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Metiléster del dcido 8-ciclohexil-5-[[[(bencilamino)sulfonil]amino]carbonil]-1,12b-dihidro-11-(metoxo)-12-
(metoxi)-cicloprop[d]indolo[2,1-a][2 |benzazepina-1a(2H)-carboxilico, (+/-). Se agitdé una disolucién de (+/-) aci-
do 8-ciclohexil-1,1a,2,12b-tetrahidro-11-metoxi- 1a-(metoxicarbonil)-cicloprop[d]indolo[2,1-a][2]benzazepina-5-car-
boxilico (200 mg, 0,44 mmol) y CDI (92 mg, 0,57 mmol) en THF (5 ml) durante 1 hora a 60°C. A continuacién se
afiadié N-bencilsulfamida (164 mg, 0,88 mmol) y DBU ( 100 mg, 0,66 mmol) y la mezcla resultante se agité a 60°C
durante la noche. A continuacién se vertié la reaccion en agua fria, se acidificé con acido clorhidrico diluido y se
extrajo en acetato de etilo. La fase orgdnica se lavé con 4cido clorhidrico (0,1 N), con salmuera y se seco (sulfato de
sodio) y se evaporé en vacio dando el compuesto del titulo como un sélido marrén. IEV-EM m/e 628 (MH™").

Intermedio 23

Acido 8-ciclohexil-1,12b-dihidro-11-metoxi-5-[[[[ (fenilmetil)amino [sulfonil Jamino Jcarbonil J-cicloprop[d]indolo
[2,1-a][2]benzazepina-1a(2H)-carboxilico, (+/-)-. El compuesto del titulo se preparé utilizando un procedimiento
similar al descrito para el 4cido cicloprop[d]indolo[2,1-a][2]benzazepina-1a(2H)-carboxilico, 4cido 8-ciclohexil-5-
[[[(metilamino)sulfonil]amino]carbonil]-1,12b-dihidro-11-metoxi-cicloprop[d]indolo[2,1-a][2]benzazepina- 1a(2H)-
carboxilico comenzando a partir del (+/-) dcido 8-ciclohexil-1,1a,2,12b-tetrahidro-11-metoxi-1a-(metoxicarbonil)-
cicloprop[d]indolo[2,1-a][2] benzazepina-5-carboxilico. IEV-EM m/e 613 (MH*), RMN de 'H (500 MHz, MeOD) &
ppm 1,22 - 2,20 (m, 13 H) 3,27 - 3,31 (m, 1 H) 3,47 (d, J = 14,95 Hz, 0,6 H) 3,92 (d, J = 2,44 Hz, 3 H) 4,04 (d, 0,4 H)
431(d,J=2,75Hz,2 H) 5,24 (d, 0,4 H) 5,48 (d, 0,6 H) 7,02 (d, 1 H) 7,17 (d,J = 2,75 Hz, 1 H) 7,19 - 7,35 (m, 5 H)
7,39 (t,J=7,48 Hz,2 H) 7,45 - 7,52 (m, 1 H) 7,80 (d, J = 1,53 Hz, 0,4 H) 7,85 (dd, J = 8,39, 6,87 Hz, 1 H) 8,22 (d, J
=1,53 Hz, 0,6 H).

Intermedio 24

Acido 8-ciclohexil-5-[[(ciclopropilsulfonil)amino Jcarbonil |- 1, 12b-dihidro- 1 I -metoxi-cicloprop[d]indolo[2,1-a]
[2]benzazepina-1a(2H)-carboxilico, (+/-)-. Se calentd una mezcla de (+/-) dcido 8-ciclohexil-1,1a,2,12b-tetrahidro-
11-metoxi-la-(metoxicarbonil)-cicloprop[d]indolo[2,1-a][2]benzazepina-5-carboxilico (1 equiv.) y carbonildiimidazol
(1,5 equiv.) en THF anhidro a 50°C durante 30 minutos y se dejé enfriar hasta ta. A continuacién se afladieron consecu-
tivamente 1 equiv. de ciclopropanosulfonamida y 1,8-diazabiciclo[5,4,0]Jundec-7-eno (2 equiv.). La mezcla resultante
se agit6 a ta durante la noche. Después de la reaccion acuosa 4cida, se purificé el producto bruto aislado por medio
de HPLC preparativa. A continuacién, se hidrolizé el éster intermedio utilizando NaOH 1N en THF-MeOH dando el
compuesto del titulo. CL/EM: tiempo de retencién: 2,030 min; m/e 549 (MH*"). RMN de 'H (400 MHz, CDCI;): Del
espectro de RMN de los compuestos, se observé que el producto existe como una mezcla de rotdmeros de intercon-
version.
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Compuesto 24

(+/-)-8-ciclohexil-N-(ciclopropilsulfonil)- 1,1a,2, 1 2b-tetrahidro- 1 I -metoxo- 1 a-(2-(4-(2-morfolino-2-oxoetil) )-ci-
cloprop[d]indolo[2,1-a][2 Jbenzazepina-5-carboxamida

PICOOAG

sonicacién
Mo(H/1HE ¢

TMSCHN

Compuesto 24.2

1\,:0
\Tz N

CDn. DBy

Compuesto 24.5

T,

HBIY I

A una disolucién del dcido (1,9 g, 3,78 mmol) en DCM (10 ml) se le afadi6 cloruro de oxalilo (0,43 ml, 4,9 mmol)
gota a gota y DMF (0,03 ml) a -10°C. Después de agitar durante 1,5 horas a 0°C, la mezcla se concentré en vacio y
se obtuvo la mezcla azeotrdpica con tolueno (20 ml). El residuo marrén se disolvié en CH;CN/THF (14 ml, 1/1) y
se enfrié en un bafio a -45°C. Se afiadié una mezcla de TMSCHN, (2M/éter, 3,8 ml, 7,6 mmol) y Et;N (1,1 ml, 7,9
mmol) en CH;CN/THF (3 ml, 1/1). La mezcla se agit6 a 0°C durante 1,5 horas y se afiadi6 otra porcién de TMSCHN,
(2M/éter, 3,8 ml, 7,6 mmol). Tras agitar durante 2,5 horas, la mezcla de reaccion se diluyé con EtOAc y se lavd con
disolucién de 4cido citrico al 10% fria, NaHCO; saturado, salmuera, se secé6 (MgSO,), se eliminé el disolvente y
se purificé por medio de cromatografia de resolucion rdpida (EtOAc/hexano: 3% al 40%) dando el Compuesto 24-1
como una espuma amarilla péalida. (1,47 g, 74%). CL-EM tiempo de retencién: 3,916; EM m/z 526 (M+H). RMN de
'H (400 MHz, ppm 1,11 - 1,66 (m, 13 H), 1,66 - 1,83 (m, 3 H), 1,84 - 2,15 (m, 5 H), 2,50 (dd, J = 10,07, 7,05 Hz, 1
H), 2,69 - 2,82 (m, 1 H), 2,85 - 2,95 (m, 1 H), 3,68 (s, 1 H), 3,87 (s, 3 H), 4,03 - 4,15 (m, 1 H), 5,00 (d, J = 14,35 Hz,
1 H),5,35(, 1 H), 6,86 -6,93 (m, 1 H), 6,97 (d, J=2,77 Hz, 1 H), 7,26 (d, J = 8,56 Hz, 1 H), 7,70 (dd, J = 8,31, 1,26
Hz, 1 H), 7,78 - 7,85 (m, 1 H), 8,02 (s, 1 H).

Se sometié una mezcla del compuesto 24-2 (1,47 g, 2,8 mmol) y PhCOOAg (0,20 g, 0,86 mmol) en MeOH/THF (15
ml, 2/1) a ultrasonido durante 2,5 horas, se elimind el disolvente y el residuo se purificé por medio de cromatografia de
resolucion rapida (EtOAc/hexano: 3% hasta 30%), dando el Compuesto 24-2 (0,72 g, 50%) como una espuma blanca.
CL-EM, tiempo de retencion: 4,12; EM m/z 530 (M+H).

Una mezcla del compuesto 24-3 (0,52 g, 0,98 mmol) en TFA/DCM (4 ml, 1/1) se agité a temperatura ambiente
durante 2,5 horas, y se elimind el disolvente en vacio dando el Compuesto 24-3 como una espuma amarilla (0,465 g,
100%). CL-EM, tiempo de retencién: 3,593; EM m/z 474 (M+H).

Una mezcla del compuesto 24-3 (0,465 g, 0,98 mmol) y CDI (0,245 g, 1,57 mmol) en THF (2 ml) se calent6 a 50°C
durante 0,5 horas, se enfrié y se le afiadié N,N dimetilsulfamida (0,194 g, 157 mmol) y DBU (0,264 ml, 1,77 mmol).
La mezcla se agité durante la noche. Se afiadi6 otra porcién de DBU (0,13 ml, 0,9 mmol) y la mezcla se agit6 durante
otros 3 dias. La mezcla se diluyé con EtOAc, se lavé con HCI 1N frio, salmuera, se secd, se elimind el disolvente y se
purificé por medio de cromatografia de resolucién rapida dando el Compuesto 24-4 (0,52 g, 91%). CL-EM, tiempo de
retencion: 3,470; EM m/z 579 (M+H).

Se agit6 una mezcla del compuesto 24-4 (0,40 g 0,69 mmol) en THF (8 ml) MeOH (4 ml) y NaOH (1IN, 4 ml, 4
mmol) a temperatura ambiente durante 3 horas, se eliminé el disolvente y el residuo se disolvié en EtOAc y se lavd
con HCI 1N frio, salmuera, se sec6 (MgSQ,), se elimind el disolvente dando el Compuesto 24-5 como una espuma
amarilla palida (0,372 g, 96%). RMN de 'H (400 MHz, ppm 1,02 (t, J = 5,04 Hz, 1 H), 1,26 (dd, J = 8,81, 5,29 Hz, 1
H), 1,30 - 2,19 (m, 11 H), 2,51 (d, J = 14,86 Hz, 1 H), 2,88 - 2,97 (m, 1 H), 2,99 (s, 6 H), 3,43 (d, J = 15,11 Hz, 1 H),
3,87 (s, 3 H), 5,21 (d, /= 15,11 Hz, 1 H), 6,92 (dd, J = 8,44, 2,64 Hz, 1 H), 7,08 (d, J = 2,27 Hz, 1 H), 7,27 (d, J =
8,56 Hz, 1 H), 7,61 (dd, J = 8,44, 1,39 Hz, 1 H), 7,89 (d, J = 8,56 Hz, 1 H), 8,20 (s, 1 H), 9,64 (s, 1 H).
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El Compuesto 24 se prepardé en un procedimiento similar a partir del dcido 24-5 (0,056 g, 0,11 mmol), en un
procedimiento similar al descrito en 1-1 (0,0394 g, 63%). CL-EM tiempo de retencion: 3,338; EM m/z 635 (M+H).
RMN de 'H (400 MHz, CLOROFORMO-D) § ppm 1,09 (t, J = 5,16 Hz, 1 H), 1,15 (dd, J = 8,94, 5,41 Hz, 1 H), 1,20
- 2,14 (m, 12 H), 2,50 (d, J = 16,12 Hz, 1 H), 2,89 - 2,98 (m, 2 H), 3,05 (s, 6 H), 3,28 - 3,53 (m, 4 H), 3,66 - 3,74 (m,
4 H), 3,87 (s, 3 H), 4,97 (d, J = 15,11 Hz, 1 H), 6,91 (dd, J = 8,56, 2,52 Hz, 1 H), 7,08 (d, J = 2,01 Hz, 1 H), 7,22 -
7,27 (m, 1 H), 7,47 (dd, J = 8,44, 1,38 Hz, 1 H), 7,87 (d, J/ = 8,56 Hz, 1 H), 8,02 (s, 1 H), 9,00 (s, 1 H).

Compuesto 25

(+/-)-8-ciclohexil-N-(ciclopropilsulfonil)- 1, 1a,2, 12b-tetrahidro-1 I-metoxi-1a-(2-(4-(2-((2S,6R)-2,6-dimetilmorfo-
lino)-2-oxoetil))-cicloprop[d]indolo[2, 1-a][2 |benzazepina-5-carboxamida

HBIU ELN DCM

Compuesto 24-5

Compuesto 2

El Compuesto 25 se prepardé en un procedimiento similar a partir del acido 24-5 (0,056g, 0,11 mmol), en un
procedimiento similar al descrito en 1-1 (0,0394 g, 63%). CL-EM tiempo de retencion: 3,436; EM m/z 663 (M+H).
RMN de 'H (400 MHz, CLOROFORMO-D) 6 ppm 0,89 - 1,56 (m, 9 H), 1,65 - 2,15 (m, 9 H), 2,24 - 2,58 (m, 3 H),
2,62 - 3,24 (m, 5 H), 3,03 - 3,07 (m, 6 H), 3,31 - 3,64 (m, 2 H), 3,87 (s, 3 H), 4,40 - 4,49 (m, 1 H), 5,03 (t, J = 14,10
Hz, 1 H), 6,91 (dd, J = 8,44, 2,64 Hz, 1 H), 7,08 (s, 1 H), 7,22 - 7,31 (m, 1 H), 7,43 - 7,57 (m, 1 H), 7,87 (d, J = 8,31
Hz, 1 H), 7,93 - 8,20 (m, 1 H).

Compuesto 26

(+/-)-8-ciclohexil-N-(ciclopropilsulfonil)-1,1a,2, 12b-tetrahidro- 1 I -metoxi- 1 a-(N-metil-2-(4-(2-(3-metil-3,8-diaza-
biciclo[3,2,1 ]Joctan-8-il)-2-oxoetil) )-cicloprop[d]indolo[2,1-a][2 Jbenzazepina-5-carboxamida

2HO HBTU, E;N, DCM

Compuesto 24-5 Compuesto 26

Se preparé una sal del Compuesto 26 con TFA en un procedimiento similar a partir del a4cido 24-5 (0,056 g, 0,11
mmol), en un procedimiento similar al descrito en 1-1 (0,0394 g, 63%). CL-EM tiempo de retencién: 3,116; EM m/z
674 (M+H). RMN de 'H (400 MHz, CLOROFORMO-D) 6 ppm 1,02 - 1,61 (m, 6 H), 1,64 - 1,85 (m, 3 H), 1,86 - 2,22
(m, 7 H), 2,36 (d, / = 11,08 Hz, 1 H), 2,48 (d, J = 17,37 Hz, 1 H), 2,86 (s, 3 H), 2,91 - 3,07 (m, 1 H), 3,00 (s, 6 H),
3,40 - 3,56 (m, 2 H), 3,59 - 3,71 (m, 1 H), 3,88 (s, 3 H), 4,15 - 5,57 (m, 4 H), 4,99 (d, J = 6,04 Hz, 1 H), 5,10 (d, J =
15,11 Hz, 1 H), 6,93 (dd, J = 8,56, 2,52 Hz, 1 H), 7,10 (d, / = 2,27 Hz, 1 H), 7,27 (d, J = 8,56 Hz, 1 H), 7,32 (d, J =
8,31 Hz, 1 H), 7,89 (d, J = 8,56 Hz, 1 H), 7,98 (s, 1 H).
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Procedimiento general para la preparacion de alcoholes ciclopropilicos 9 y los correspondientes cloruros de ciclo-
propilo 10

Osx_OMe

<
O N 1. CDI, THF, 50 °C
Y, Q OMe —_—

2. R'SO;NH,. DBU. ta

HO,C

Intermedio 19

Etapa 3

Preparacion de acilsulfamidas y acilsulfonamidas 8

Como se muestra en el en esquema 2, se calenté una mezcla del 4cido 7 (1 equiv.) y carbonildiimidazol (1,5 equiv.)
en THF an. a 50°C durante 30 minutos y se dej6 enfriar hasta ta. A continuacién se afiadié 1 equiv. de sulfamida (R' =
NR,) o sulfonamida (R' = alquilo o arilo) y DBU (2 equiv.) de manera consecutiva. La mezcla resultante se agit6 a ta
durante la noche. Tras la reaccién acuosa dcida, el producto bruto aislado se purificé por medio de HPLC preparativa
dando los compuestos 8.

Etapa 4

Reduccion del grupo metiléster de 8 al correspondiente alcohol 9

Se afiadié una disolucién de hidruro de diisobutil aluminio (disolucién en tolueno al 20% en peso, 5 a 10 equiv.)
a una disolucién fria (-78°C) agitada del compuesto 8§ en DCM an. bajo nitrégeno. La mezcla de reaccién se dejé
calentar hasta ta y se mantuvo durante 3 horas. La reaccién se extinguié con NaOH 1N y se acidificé con HCI 1IN, a
continuacién se extrajo con DCM. El producto bruto aislado se purificé por medio de cromatografia en columna de
resolucién rapida dando el alcohol 9 deseado puro.

Etapa 5

Conversion de alcoholes 9 a los correspondientes cloruros 10

Se trat6 una disolucién de alcohol 5 (1 equiv.) en cloroformo con cloruro de tionilo (5-10 equiv.) a ta durante 2-
3 horas. La evaporacion del exceso de cloruro de tionilo y cloroformo proporcioné los cloruros 6 deseados, que se
usaron sin otra purificacion.

Todos los compuestos se analizaron por medio del siguiente procedimiento:

Condiciones del analisis:

Columna: PHENOMENNEX-LUNA S10, 3,0 x 50 mm
Fase movil: (A) metanol-agua 10:90; (B) metanol-agua 90:10
Tampon: TFA al 0,1%
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Intervalo del gradiente: B al 0-100%

Tiempo del gradiente: 2 minutos

Caudal: 4 ml/min

Tiempo de andlisis: 3 min
Deteccidn:

Detector 1: UV a 220 nm

Detector 2: EM (IEV+)

(+/-) 8-Ciclohexil-N-(dimetilaminosulfonil)-1,1a,2, 12b-tetrahidro- 1 1-metoxi- 1a-(hidroximetil)-cicloprop[d]indo-
lo[2,1-a][2 ]benzazepina-5-carboxamida (9a)

El compuesto 9a se purificé por medio de HPLC preparativa y se aislé como un sélido blancuzco. CL/EM: Tiempo
de retencion: 3,276 min; m/e 538 (MH"). Por medio de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) se observé que el compuesto
9a existe como rotdmeros de interconversién. RMN de 'H (400 MHz, CDCl;): 6 ppm 0,12 (t, J = 5,67 Hz, 0,2 H) 0,64
(dd, J=9,57, 6,04 Hz, 0,2 H) 0,91 - 1,00 (m, 0,8 H) 1,19 (dd, J = 9,06, 4,78 Hz, 1 H) 1,23 - 1,85 (m, 4 H) 1,86 - 2,13
(m, 6 H) 2,77 - 2,96 (m, 2 H) 3,07 (s, 6 H) 3,36 (d, J = 14,60 Hz, 0,8 H) 3,52 (dd, /= 11,21, 1,13 Hz, 0,8 H) 3,60 (d,
J=11,33Hz, 0,2 H) 3,80 (d, /= 11,33 Hz, 0,2 H) 3,88, 3,88 (2s, 3 H) 4,05 (d, J = 14,86 Hz, 0,2 H) 4,82 (d, J = 14,60
Hz, 0,2 H) 5,02 (d, J = 14,86 Hz, 0,8 H) 6,86 (dd, J = 8,44, 2,64 Hz, 0,2 H) 6,91 (dd, J = 8,44, 2,64 Hz, 0,8 H) 6,98
(d,J=2,01Hz,0,2H) 7,11 (d,J=2,01 Hz, 0,8 H) 7,21 - 7,29 (m, 1 H) 7,37 - 7,45 (m, 1 H) 7,83 - 7,90 (m, 1 H) 7,98
(d,J=1,51Hz, 0,2 H) 8,04 (d, /= 1,51 Hz, 0,8 H) 8,67 (s, 0,2 H) 8,79 (s, 0,8 H).

(+/-) 8-Ciclohexil-N-(dimetilaminosulfonil)-1,1a,2, 12b-tetrahidro-1 1-metoxi- 1a-(clorometil)-cicloprop[d]indolo
[2,1-a][2]benzazepina-5-carboxamida (10a)

El Compuesto 10a se purificé por medio de cromatografia en columna de resolucién rapida y se aislé6 como un
sélido de color beis. CL/EM: tiempo de retencién: 3,427 min; m/e 556 (MH*). RMN de 'H (400 MHz, CDCl;): Se
observo que el Compuesto 10a existe como rotdmeros de interconversion.
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Los andlogos de carbamato 11 se prepararon como se muestra en el Esquema 3 por desprotonacién del grupo
alcohol de 9 con NaH seguida por la adicién del cloruro de dialquilaminocarbonilo correspondiente.
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(+/-) 8-Ciclohexil-N-(dimetilaminosulfonil)-1,1a,2, 12b-tetrahidro- 1 1 -metoxi- 1 a-[morfolin-4-carboniloxi)metil |-

1.NaH, THF,0°C
-
OMe 2. RR3NCOCl ta

cicloprop[d]Jindolo[2,1-a][2 [benzazepina-5-carboxamida (11a)

El Compuesto 11a se purificé por medio de cromatografia en columna de resolucién rapida y se aislé6 como un
sélido de color beis. CL/EM: Tiempo de retencién: 2,098 min; m/e 651 (MH*). RMN de 'H (400 MHz, CLOROFOR-
MO-D) 6 ppm 0,97 (t, J=4,78 Hz, 1 H) 1,17 - 2,16 (m, 11 H) 2,86 - 2,97 (m, 1 H) 3,01 - 3,73 (m, 11 H) 3,05 (s, 6 H)
3,88 (s,3H) 4,23 (d, J=12,09 Hz, 1 H) 4,84 (d, /= 15,36 Hz, 1 H) 6,92 (dd, J = 8,56, 2,77 Hz, 1 H) 7,11 (d, J = 2,27
Hz, 1 H) 7,23 - 7,31 (m, 1 H) 7,52 (dd, J = 8,44, 1,38 Hz, 1 H) 7,87 (d, J = 8,56 Hz, 1 H) 8,03 (d, J = 1,26 Hz, 1 H)
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9,41 (s, 1 H).

(Esquema pasa a pagina siguiente)

38



ES 2357076 T3

Los anédlogos de aminometilo 12 se prepararon como se muestra en el Esquema 4 calentando el compuesto 10 con
la amina correspondiente en presencia de trietilamina en DMF.

5 Esquema 4

R2R3NH, Et;N
_—>
OMe DMF, 60-100 °C

20 10

25 R'COCLELN 023°C ;@
> P
o

(R®=H)

30

35

(+/-) 8-Ciclohexil-N-(dimetilaminosulfonil)-1,1a,2, 12b-tetrahidro- 1 I -metoxi- 1a-(morfolinometil )-cicloprop[d]in-
dolo[2,1-a][2]benzazepina-5-carboxamida (12a/)

40

45

50

55

El Compuesto 12a se purificé por medio de HPLC preparativa y se aislé como un sélido blanco. CL/EM: Tiempo
de retencién: 1,795 min; m/e 607 (MH*). RMN de 'H (400 MHz, CDCl;): se observé que el Compuesto 12a existe
60  como rotameros de interconversion.
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(+/-) 8-Ciclohexil-N-(dimetilaminosulfonil)-1,1a,2, 12b-tetrahidro- 1 I-metoxi-la-[(3-metil-3,8-diazabiciclo[3,2,1]
octan-8-il)metil |-cicloprop[d]indolo[2,1-a][2 Jbenzazepina-5-carboxamida (12b/)
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El Compuesto 12b se purificé por medio de HPLC preparativa y se aislé como un sélido blanco. CL/EM: Tiempo
de retencién: 1,903 min; m/e 646 (MH*). RMN de 'H (400 MHz, CDCl;): se observé que el Compuesto 12b existe

como rotameros de interconversion.

(+/-) 8-Ciclohexil-N-(dimetilaminosulfonil)-1,1a,2, 12b-tetrahidro- 1 I -metoxi- 1a-[(N-etilacetamido )metil |-ciclo-

/
N
o=
N
N/P ‘
\I/S\N N
Zaesey

prop[d]Jindolo[2,1-a][2 |benzazepina-5-carboxamida (13a/)

El Compuesto 13a se purificé por medio de HPLC preparativa y se aislé como un sélido beis. CL/EM: Tiempo de
retencién: 2,590 min; m/e 607 (MH*). RMN de 'H (400 MHz, CDCI;): se observé que el Compuesto 13a existe como

rotameros de interconversion.

40



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2357076 T3

REIVINDICACIONES
1. Un compuesto de férmula I
RZ
R! N
Y@\
R R?
I

en la que:
R' es CO,R’ 0 CONR‘R’;
R? es hidroxi, alcoxi, CO,R'?, CON(R"*)(R'*), OCON(R")(R'*) o N(R®)(R'®); 0

R? es azetidinilo, pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo, N-(alquil)piperazinilo, morfolinilo, tiomorfolinilo, ho-
mopiperidinilo u homomorfolinilo y esta sustituido con 0 a 3 sustituyentes alquilo; o

R?es
/\KN‘RB ‘/N\I/\ Q /\'/N\RB * N\I/\
N V\N’Ra ./U\N T V\N,RB
b b b 3
o] /\I/N\RB /O N\./\
t\o/U\N < V\N’Ra
(o)
’0 ]

R? es hidrégeno, halo, alquilo, alquenilo, hidroxi, benciloxi o alcoxi;

R* es cicloalquilo;

R’ es hidrégeno o alquilo;

R® es hidrégeno, alquilo, alquilSO,, cicloalquilSO,, haloalquilSO,, (R*)(R!*)NSO, o (R')SO,;
R’ es hidrégeno o alquilo;

R?® es hidrégeno, alquilo, cicloalquilo, (cicloalquil)alquilo, alquilcarbonilo, alcoxicarbonilo, bencilo, benciloxicar-
bonilo o piridinilo;

R? es hidrégeno o alquilo;
R' es hidrégeno o alquilo;

R!! es azetidinilo, pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo, N-(alquil)piperazinilo, morfolinilo, tiomorfolinilo, ho-
mopiperidinilo u homomorfolinilo y estd sustituido con 0 a 3 sustituyentes alquilo;
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R'? es hidrégeno o alquilo;
R" es hidrégeno o alquilo;
R!* es hidrégeno o alquilo; o

N(R"¥)(R') tomado junto es azetidinilo, pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo, N-(alquil)piperazinilo, morfolini-
lo, tiomorfolinilo, homopiperidinilo u homomorfolinilo y estd sustituido con 0 a 3 sustituyentes alquilo;

R" es hidrégeno, alquilo o alquilCO;

R!® es hidrégeno o alquilo;

en los que

“alquilo” significa un grupo alquilo lineal o ramificado compuesto de 1 a 6 &tomos de carbono;

“alquenilo” significa un grupo alquilo lineal o ramificado compuesto de 2 a 6 &tomos de carbono con al menos un
enlace doble;

“cicloalquilo” significa un sistema de anillo monociclico compuesto de 3 a 7 &tomos de carbono;

59 ¢

“hidroxialquilo”, “alcoxi” y otros términos con un resto alquilo sustituido incluyen isémeros lineales y ramificados
compuestos de 1 a 6 dtomos de carbono para el resto alquilo;

“haloalquilo” y “haloalcoxi” incluyen todos los isémeros halogenados de alquilos monohalo sustituidos a alquilos
perhalo sustituidos;

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

2. Un compuesto de la reivindicacion 1, en el que R' es CONRPR’; R® es alquilSO,, cicloalquilSO,, haloalquilSO,,
(R®)(R'NSO,, o (R')SO,; y R es hidrégeno.

3. Un compuesto de la reivindicacién 1, en el que R? es hidrégeno.

4. Un compuesto de la reivindicacion 1, en el que R? es metoxi.

5. Un compuesto de la reivindicacién 1, en el que R* es ciclohexilo.

6. Un compuesto de la reivindicacién 1, en el que R® es (R%)(R!*)NSO, o (R')SO,.

7. Un compuesto de la reivindicacion 1 segtin la siguiente estereoquimica.

RZ
R N
)~ )
\\3
R4 R

K
R? N
) \
\\3
R4 R
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9. Un compuesto de la reivindicacién 1 seleccionado del grupo que consiste en

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

10. Una composicién que comprende un compuesto de la reivindicacién 1, o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

11. La composicién de la reivindicacién 10, que ademds comprende al menos un compuesto adicional que tiene
beneficios terapéuticos para el VHC, en la que el compuesto se selecciona del grupo que consiste en interferones,
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ciclosporinas, interleucinas, inhibidores de metaloproteasas de VHC, inhibidores de serina proteasas, inhibidores de
polimerasa de VHC, inhibidores de helicasa de VHC, inhibidores de la proteina NS4B de VHC, inhibidores de entrada
de VHC, inhibidores de ensamblaje de VHC, inhibidores de salida de VHC, inhibidores de la proteina NS5A de VHC,
inhibidores de la proteina NS5B de VHC e inhibidores de replicon de VHC.

12. Un compuesto segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para uso en un procedimiento para tratar la
infeccion de hepatitis C.

13. El compuesto segtin la reivindicacién 12, que ademds comprende el uso de al menos un compuesto adicional
que tiene beneficios terapéuticos para el VHC en el que el compuesto se selecciona del grupo que consiste en interfero-
nes, ciclosporinas, interleucinas, inhibidores de metaloproteasas de VHC, inhibidores de serina proteasas, inhibidores
de polimerasa de VHC, inhibidores de helicasa de VHC, inhibidores de la proteina NS4B de VHC, inhibidores de
entrada de VHC, inhibidores de ensamblaje de VHC, inhibidores de salida de VHC, inhibidores de la proteina NSS5A
de VHC, inhibidores de la proteina NS5B de VHC e inhibidores de replicén de VHC.
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