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DESCRIPCION
Métodos de sintesis de compuestos de espiro-oxindol
Campo de la invenciéon

La presente invencion esta dirigida a métodos mejorados de preparar determinados compuestos de espiro-oxindol, asi
como diversos productos intermedios implicados en los mismos. En particular, esta invencion se dirige a métodos de
preparar compuestos de espiro-oxindol, y sus sales farmacéuticamente aceptables, que son utiles en el tratamiento de
enfermedades o afecciones mediadas por el canal de sodio tal como dolor, asi como otras enfermedades y afecciones
asociadas con la mediacion de los canales de sodio.

Antecedentes de la invencion

Los canales de sodio juegan un conjunto diverso de papeles en el mantenimiento de los estados normales y
patoldgicos, incluyendo el papel reconocido desde hace tiempo que los canales de sodio dependientes del voltaje
desempefian en la generacién de actividad neuronal anormal y dolor neuropatico o patolégico. El dafio a los nervios
periféricos después de un traumatismo o enfermedad puede dar lugar a cambios en la actividad del canal de sodio y en
el desarrollo de la actividad anormal aferente, incluidas descargas ectépicas de los aferentes axotomizados y la actividad
espontanea de nociceptores intactos sensibilizados. Estos cambios pueden producir una hipersensibilidad anormal
duradera a estimulos normalmente inocuos, o alodinia. Los ejemplos de dolor neuropatico incluyen, pero no se limitan a
neuralgia post-herpética, neuralgia del trigémino, neuropatia diabética, dolor crénico de la zona lumbar, dolor del
miembro fantasma y dolor que resulta de cancer y quimioterapia, dolor pélvico crénico, sindrome de dolor regional
complejo y neuralgias relacionadas.

Ha habido algunos avances en el tratamiento de sintomas de dolor neuropatico mediante el uso de medicamentos tales
como gabapentina y, mas recientemente, pregabalina como tratamientos de primera linea a corto plazo. Sin embargo,
la farmacoterapia para el dolor neuropatico en general ha tenido un éxito limitado con poca respuesta a farmacos
reductores del dolor tales como los NSAIDs y los opiaceos. En consecuencia, todavia hay una necesidad considerable
para explorar nuevas modalidades de tratamiento.

Sigue habiendo un numero limitado de bloqueadores de los canales de sodio eficaces potentes con un minimo de
eventos adversos en la clinica. También hay una necesidad médica no satisfecha para tratar el dolor neuropatico y otros
estados patoldgicos asociados con el canal de sodio de manera eficaz y sin efectos secundarios adversos.

La Solicitud de Patente PCT Publicada N° WO 2006/110917, la Solicitud de Patente PCT Publicada N° WO
2010/45251 y la Solicitud de Patente PCT N° PCT/US2010/040187 describen determinados compuestos de espiro-
oxindol. Estos compuestos se describen en estos documentos como Utiles para el tratamiento de enfermedades
mediadas por el canal de sodio, preferiblemente enfermedades relacionadas con el dolor, afecciones del sistema
nervioso central tales como epilepsia, ansiedad, depresidon y enfermedad bipolar; afecciones cardiovasculares tales
como arritmias, fibrilacién atrial y fibrilacion ventricular; afecciones neuromusculares tales como el sindrome de piernas
inquietas; neuroprotecciéon contra la apoplejia, traumatismo neural y esclerosis multiple; y canalopatias tales como
eritromelalgia y el sindrome de dolor rectal familiar.

Métodos de preparacion de estos compuestos y composiciones farmacéuticas que los contienen también se describen
en la Solicitud de Patente PCT Publicada N° WO 2006/110917, la Solicitud de Patente PCT Publicada N° WO
2010/45251 y Solicitud de Patente PCT N° PCT/US2010/040187.

Existe, por lo tanto, una necesidad de métodos mejorados de preparar determinados compuestos espiro-oxindol.

Sircar et al., Bioorganic & Medicinal Chemistry 2002, 10, paginas 2051 a 2066, describen la sintesis de derivados de
bifenilalanina.

El documento US-A-2007/0049609 esta dirigido a antagonistas de los receptores P2X3 y P2X2/3.

Guillaumet et al., Tetrahedron Letters 1988, 29(22), paginas 2665 a 2666, describen la sintesis de analogos de
psoraleno.

El documento WO-A-2005/105753 se refiere a derivados de naftalimida y a su uso en el tratamiento de enfermedades
de proliferacion celular.

Compendio de la invencién

La presente invencion se dirige a métodos para preparar determinados compuestos de espiro-oxindol como
estereoisdmeros individuales o enantidmeros individuales, o mezclas de los mismos, o como sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos. Estos compuestos son utiles en el tratamiento de enfermedades y afecciones mediadas por
el canal de sodio tales como dolor.

El problema de la presente invencion se resuelve sobre la base de las reivindicaciones 1 a 8.
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Por consiguiente, en un aspecto, esta invencion esta dirigida a un método de preparar un compuesto de féormula (1):

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como un estereocisémero o enantiomero individual
0 una mezcla de los mismos;
5 en el que el método comprende:

tratar un compuesto de formula (7):

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, con una base bajo condiciones adecuadas para forma un

compuesto de formula (8):
o
O3
0 o]
N (8)

10 ;

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; y tratar un compuesto de formula (8):

o

O3
NO O
N~ @)

i
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, con un compuesto de formula (9):

Br -

"0,
\ / CF3
() ;
15 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en condiciones adecuadas para proporcionar el compuesto de

férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como un esterecisémero o enantidmero individual o una
mezcla de los mismos.

En otro aspecto, esta invencion esta dirigida a un método de preparar un compuesto de formula (I-S):

20 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un compuesto de férmula (I-R):
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que el método comprende

(-R)

resolver un compuesto de formula (1):

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como un estereoisdmero o enantidmero individual o una mezcla de
los mismos; bajo condiciones adecuadas para proporcionar un compuesto de férmula (I-S), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y un compuesto de férmula (I-R), o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

Descripcion detallada de la invenciéon
Definiciones

Tal como se utiliza en la memoria y las reivindicaciones adjuntas, a menos que se especifique lo contrario, los siguientes
términos tienen el significado indicado:

"Amino" se refiere al sustituyente -NHo.

"Ciano" se refiere al sustituyente -CN.

"Hidroxilo" se refiere al sustituyente -OH.

"Imino" se refiere al sustituyente =NH.

"Nitro" se refiere al sustituyente -NO-.

"Oxo" se refiere al sustituyente =O.

"Trifluorometilo” se refiere al sustituyente -CF3.

"Analgesia" se refiere a una ausencia de dolor en respuesta a un estimulo que normalmente es doloroso.

"Alodinia" se refiere a una afeccion en la que una sensacién normalmente inocua tal como presion o tacto ligero es
percibida como extremadamente dolorosa.

"Compuesto estable" y "estructura estable" pretenden indicar un compuesto que es suficientemente robusto para
sobrevivir al aislamiento hasta un grado util de pureza de una mezcla de reaccién, y formulacién en un agente
terapéutico eficaz.

"Mamifero" incluye seres humanos y tanto animales domésticos como animales de laboratorio y mascotas domésticas,
(p. €j., gatos, perros, cerdos, vacas, ovejas, cabras, caballos y conejos), y animales no domésticos tales como animales
salvajes.

"Sal farmacéuticamente aceptable” incluye las sales tanto por adiciéon de acidos como por adicion de bases.

"Sal por adicion de acidos farmacéuticamente aceptable" se refiere a las sales que conservan la eficacia y las
propiedades de las bases libres, que no son biolégicamente o de otro modo indeseables, y que se forman con acidos
inorganicos tales como acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido nitrico, acido fosférico, y acidos
organicos tales como acido acético, el acido 2,2-dicloroacético, acido adipico, acido alginico, acido ascoérbico, acido
aspartico, acido bencenosulfénico, acido benzoico, acido 4-acetamidobenzoico, acido canférico, acido canfo-10-
sulfénico, acido caprico, acido caproico, acido caprilico, acido carbonico, acido cinamico, acido citrico, acido ciclamico,
acido dodecilsulfurico, acido etano-1,2-disulféonico acido, acido etanosulfénico, acido 2-hidroxietanosulfénico, acido
férmico, acido fumarico, acido galactarico, acido gentisico, acido glucoheptonico, acido gluconico, acido glucurénico,

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2467 166 T3

acido glutamico, acido glutarico, acido 2-oxo-glutarico, acido glicerofosférico, acido glicdlico, acido hipurico, acido
isobutirico, acido lactico, acido lactobidnico, acido laurico, acido maleico, acido malico, acido maldénico, acido
mandélico, acido metanosulfénico, acido mucico, acido naftaleno-1,5-disulfénico, acido naftaleno-2-sulfénico, acido 1-
hidroxi-2-naftoico, acido nicotinico, acido oleico, acido orético, acido oxalico, acido palmitico, acido pamoico, acido
propiodnico, acido piroglutamico, acido pirdvico, acido salicilico, acido 4-aminosalicilico, acido sebacico, acido estearico,
acido succinico, acido tartarico, acido tiocianico, acido p-toluenosulfénico, acido trifluoroacético, acido undecilénico.

"Sal por adicidon de bases farmacéuticamente aceptable" se refiere a aquellas sales que conservan la eficacia biologica y
las propiedades de los acidos libres, que no son biolégicamente o de otra manera indeseables. Estas sales se preparan
por adicion de una base inorganica o una base organica al acido libre. Sales derivadas de bases inorganicas incluyen
las sales de sodio, potasio, litio, amonio, calcio, magnesio, hierro, zinc, cobre, manganeso, aluminio. Sales inorganicas
preferidas son las sales de amonio, sodio, potasio, calcio y magnesio. Sales derivadas de bases organicas incluyen
sales de aminas primarias, secundarias y terciarias, aminas sustituidas que incluyen aminas sustituidas que se producen
de forma natural, aminas ciclicas y resinas basicas de intercambio de iones, tales como amoniaco, isopropilamina,
trimetilamina, dietilamina, trietilamina, tripropilamina, dietanolamina, etanolamina, deanol, 2-dimetilaminoetanol, 2-
dietilaminoetanol, diciclohexilamina, lisina, arginina, histidina, cafeina, procaina, hidrabamina, colina, betaina,
benetamina, benzatina, etilendiamina, glucosamina, metilglucamina, teobromina, trietanolamina, trometamina, purinas,
piperazina, piperidina, N-etilpiperidina, resinas de poliamina y similares. Bases organicas particularmente preferidas son
isopropilamina, dietilamina, etanolamina, trimetilamina, diciclohexilamina, colina y cafeina.

"Tratar" o "tratamiento", tal como se utiliza en esta memoria, cubre el tratamiento de la enfermedad o afeccion de interés
en un mamifero, preferiblemente un ser humano, que tiene la enfermedad o afeccion de interés, e incluye:

(i) prevenir que se produzca la enfermedad o afeccién en un mamifero, en particular, cuando dicho mamifero esta
predispuesto a la afeccidn, pero aun no se le ha diagnosticado que la tenga;

(ii) inhibir la enfermedad o afeccion, es decir, detener su desarrollo;
(iii) aliviar la enfermedad o afeccion, es decir, provocar la regresion de la enfermedad o afeccion; o

(iv) aliviar los sintomas resultantes de la enfermedad o afeccién, es decir, el alivio del dolor sin abordar la enfermedad o
afeccion subyacente.

Tal como se utiliza en esta memoria, los términos "enfermedad" y "afeccion" se pueden utilizar indistintamente, o
pueden ser diferentes, ya que la enfermedad o afeccidn particular puede no tener un agente causal conocido (de modo
que la etiologia aun no ha sido resuelta) y que aun no es, por tanto, reconocido como una enfermedad, sino sélo como
una afeccién o sindrome no deseado, en el que un conjunto mas o menos especifico de sintomas han sido
identificados por los médicos.

Los compuestos preparados en esta memoria pueden contener uno o mas centros asimétricos y, por lo tanto, pueden
dar lugar a enantidmeros que se pueden definir, en términos de estereoquimica absoluta, como (R)- o (S)-, o como (D)-
o (L)- para los aminoacidos. La presente invencion se entiende que incluye todos estos posibles enantiomeros, asi
como sus formas racémicas y Opticamente puras. Isémeros (+) y (-), (R)- y (S)- o (D)- y (L)- 6pticamente activos se
pueden preparar utilizando sintones quirales o reactivos quirales, o se pueden resolver utilizando técnicas
convencionales, por ejemplo cromatografia y cristalizacion fraccionada, o por las técnicas descritas en esta memoria.
Técnicas convencionales para la preparacion/aislamiento de enantiémeros individuales incluyen sintesis quiral a partir
de un precursor adecuado, 6pticamente puro, o resoluciéon del racemato (o del racemato de una sal o derivado)
utilizando, por ejemplo, cromatografia liquida de alta presién quiral (HPLC).

Un "estereoisdmero” se refiere a un compuesto formado por los mismos atomos unidos por los mismos enlaces, pero
que tienen diferentes estructuras tridimensionales, que no son intercambiables. La presente invencién contempla
diversos estereoisomeros y mezclas de los mismos e incluye "enantiémeros”, que se refiere a dos estereoisémeros
cuyas moléculas son imagenes especulares una de otra que no se pueden superponer.

Los diagramas de protocolo y estructura de denominacién quimica utilizados en esta memoria son una forma
modificada del sistema de nomenclatura de la I.U.P.A.C., utilizando el programa de software 9.07 de ACD/Name
version, en donde los compuestos de la invencidon se nombran en esta memoria como derivados de la estructura del
nucleo central, es decir, la estructura 2-oxindol. Para los nombres quimicos complejos empleados en esta memoria, un
grupo sustituyente se nombra antes que el grupo al que se une. Por ejemplo, ciclopropiletilo comprende una cadena
principal de etilo con sustituyente ciclopropilo. En los diagramas de estructura quimica, se identifican todos los enlaces,
a excepcion de algunos atomos de carbono, que se supone que estan unidos a atomos de hidrégeno suficientes para
completar la valencia.

Asi, por ejemplo, un compuesto de formula (l):
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se denomina en este documento 1'-{[5-(trifluorometil)-2-furil]Metil}espiro[furo[2,3-f][1.3-benzodioxol-7,3-indol]-2’(1’H)-
ona.

Realizaciones de la invencion

De los diversos aspectos de la invencion expuesta anteriormente en el Sumario de la Invencion, se prefieren
determinadas realizaciones de los métodos descritos en esta memoria.

Del método de preparacién de un compuesto de férmula (I) tal como se expone anteriormente en el Compendio de la
Invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como un estereocisémero o enantiémero individual o una
mezcla de los mismos, una forma de realizacion es un método que comprende, ademas, la preparacion del compuesto
de férmula (7), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde un compuesto de férmula (6):

HO HO

&

N~ O

L ®

OH

o
o

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, se trata en condiciones de reaccién de Mitsunobu estandar para
formar un compuesto de féormula (5), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

De esta realizacion, otra realizacion es un método que comprende, ademas, la preparacion del compuesto de formula
(6), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde un compuesto de formula (5):

HO Q Og
O (5)

N~ O
H

1
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, se trata con un aldehido bajo condiciones adecuadas para formar el
compuesto de férmula (6), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

De esta realizacion, otra realizacion es un método que comprende, ademas, la preparacion del compuesto de formula
(5), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde un compuesto de formula (4):

HO
N3

N oo O

H o @ ;

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, se trata en condiciones adecuadas para formar el compuesto de
férmula (5), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

De esta realizacion, otra realizacion es un método que comprende, ademas, la preparacion del compuesto de férmula
(4), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que un compuesto de férmula (2):

HO 0
T
0
(2)

6
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(2) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, se trata con un reactivo de Grignard de formula (3):

)\MgC|
(3)

bajo condiciones adecuadas para formar un producto intermedio; y el producto intermedio se hace reaccionar después

con un con pueStO de |0| |U|a ( |)
: N

H
L)

(1) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en condiciones adecuadas para formar el compuesto de férmula
(4), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Realizaciones especificas de los métodos de la invencién, incluyendo las condiciones adecuadas para cada una de las
etapas descritas anteriormente, se describen con mas detalle a continuacion en los Métodos de la Invencién.

Métodos de la invencion

Los métodos de la invencion se dirigen a métodos de preparacion de compuestos de férmulas (1) y (Il) y los compuestos
de férmulas (I-S), (I-R), (Il-S) y/o (II-R) tal como se describe en esta memoria, o sales farmacéuticamente aceptables de
los mismos.

En general, los componentes de partida se pueden obtener a partir de fuentes tales como Sigma Aldrich, Lancaster
Synthesis, Inc., Maybridge, Matrix Scientific, TCI, y Fluorochem USA, etc. o se pueden sintetizar de acuerdo con fuentes
conocidas por los expertos en la técnica (véase, p. ej., Smith, M.B. y J. March, Advanced Organic Chemistry:
Reactions, Mechanisms and Structure, 52 edicion (Wiley, diciembre de 2000)) o se pueden preparar tal como se
describe en esta memoria 0 mediante los métodos descritos en la Solicitud de Patente PCT Publicada N° WO
2006/110917, la Solicitud de Patente PCT Publicada N° WO 2010/45251 y la Solicitud de Patente PCT N°
PCT/US2010/040187.

Preparacion de los Compuestos de Férmulas (1), (I-S) y (I-R)

Compuestos de férmulas (1), (I-S) y (I-R) se preparan tal como se describe a continuacion en el Esquema de Reaccién
1:
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ESQUEMA DE REACCION 1
D
| 0
0 0 HO HO Q g
LIy &
0 > —
o) O (5)

H /LMgCI H @ N
Ho-HO
O
NOo ©
L ®

OH

O
e O
base
o) 0)
| N (8)

SMB

(I-S) (-R)

Compuestos de formula (1), formula (2), formula (3) y formula (9) se encuentran comercialmente disponibles, o se
pueden preparar por métodos conocidos por un experto en la técnica.

En general, los compuestos de férmula (1), (I-S) y (I-R) se preparan por el método descrito anteriormente en el Esquema
de Reaccion 1, haciendo reaccionar primero un compuesto de férmula (2) con un reactivo de Grignard adecuado (tal
como el de féormula (3)) en condiciones adecuadas tales como a una temperatura de entre aproximadamente -25°C y
aproximadamente 25 °C, preferiblemente a aproximadamente 0°C, para permitir la formacion de un producto intermedio
de haluro de magnesio. Este producto intermedio sufre una adicidon nucledfila con el grupo ceto-carbonilo del
compuesto de isatina de férmula (1) en condiciones adecuadas tales como en un disolvente, preferiblemente
tetrahidrofurano o diclorometano, para proporcionar el compuesto de oxindol de férmula (4).

La separacién del grupo hidroxilo en la posicién C-3 del anillo de oxindol en el compuesto de formula (4) se consigue
por tratamiento del compuesto de féormula (4) en condiciones adecuadas, tal como tratamiento con un reactivo de
silano, tal como trietilsilano, en presencia de un acido tal como acido trifluoroacético, para proporcionar el compuesto de
férmula (5). La separacion del grupo hidroxilo también se puede lograr por tratamiento del compuesto de férmula (4) en
condiciones adecuadas tales como el tratamiento con SOCI,/NEts, seguido de la reduccion del compuesto intermedio
resultante con polvo de Zn, para dar el compuesto de férmula (5). Alternativamente, la separacién se puede lograr por
tratamiento del compuesto de formula (4) con acido yodhidrico para dar el compuesto de formula (5).
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El compuesto de féormula (5) se trata a continuacion, en condiciones adecuadas tales como el tratamiento con una
base, preferiblemente diisopropilamina, diisopropiletilamina, diisopropilamida de litio, hidréxido de litio o hidréxido de
sodio, seguido de reaccion con formaldehido o paraformaldehido, para proporcionar el compuesto intermedio
hidroximetilo de férmula (6).

La ciclacion intramolecular del compuesto de formula (6) para proporcionar el compuesto de féormula (7) se logra por
tratamiento del compuesto de férmula (6) en condiciones de reaccion de Mitsunobu estandares tales como el empleo
de un reactivo de fosfina, preferiblemente trifenilfosfina o tributilfosfina, y un reactivo azo, preferiblemente
azodicarboxilato de dietilo, azodicarboxilato de diisopropilo, azodicarboxilato de di-terc.-butilo o tetrametil-
diazenodicarboxamida, en un disolvente, preferiblemente tetrahidrofurano, diclorometano o acetato de etilo. El
compuesto resultante de formula (7) se puede aislar de la mezcla de reaccién por técnicas estandar de aislamiento o se
puede utilizar directamente en la siguiente etapa sin ser aislado de la mezcla de reaccion.

Alternativamente, la ciclacion intramolecular se logra por tratamiento del compuesto de férmula (6) con un bis-electréfilo
adecuado tal como, pero no limitado a

cloroyodometano en presencia de una base tal como, pero no limitados a carbonato de cesio, en un disolvente
adecuado tal como N,N-dimetilformamida o metil-etil-cetona, para proporcionar un compuesto de férmula (8).

La separacion del grupo hidroximetilo en el nitrdgeno del compuesto de férmula (7) se logra por tratamiento del
compuesto de féormula (7) con una base, preferiblemente hidroxido de sodio, hidroxido de litio o hidroxido de amonio,
bajo condiciones adecuadas para proporcionar un compuesto de férmula (8), que puede ser aislado de la mezcla de
reaccion por técnicas estandar de aislamiento.

El compuesto de formula (8) se hace reaccionar después con un electréfilo de formula (9) en condiciones adecuadas
tales como en presencia de una base, preferiblemente hidruro de sodio, carbonato de cesio o hidréxido de sodio, en un
disolvente, preferiblemente N,N-dimetilformamida, acetonitrilo, tetrahidrofurano o acetona, para producir el compuesto
de férmula (1), que puede ser aislado de la mezcla de reaccion por técnicas estandar de aislamiento.

El compuesto de féormula (l) se puede resolver en el enantiémero (S) (es decir, el compuesto de formula (I-S)) y el
correspondiente enantiémero (R) (es decir, el compuesto de formula (I-R)) en condiciones adecuadas, por ejemplo por
separacion cromatografica quiral tal como cromatografia de lecho mévil simulado o HPLC quiral.

Todos los compuestos descritos anteriormente como preparados que pueden existir en forma de base libre o de acido
se pueden convertir en sus sales farmacéuticamente aceptables por tratamiento con la base o acido inorganico u
organico apropiado. Sales de los compuestos preparados anteriormente se pueden convertir en su forma de base o
acido libre mediante técnicas estandar. Se entiende que todos los polimorfos, formas amorfas, anhidratos, hidratos,
solvatos y sales de los compuestos de formula (l) pretenden estar dentro del alcance de la invencion. Ademas de ello,
todos los compuestos de féormula (I) que contienen un grupo acido o un grupo éster se pueden convertir en el éster o
acido correspondiente, respectivamente, por métodos conocidos para un experto en la técnica o por métodos descritos
en este documento.

Las siguientes Preparaciones Sintéticas especificas (para la preparacion de materiales de partida y compuestos
intermedios) y los Ejemplos de Sintesis (para la preparaciéon de los compuestos de férmula (1) por los métodos de la
invencion) se proporcionan como una guia para ayudar en la practica de la invencion. En los casos en los que se dan
uno o mas RMNs para un compuesto particular, cada uno de los RMNs puede representar un unico estereoisémero,
una mezcla no racémica de estereoisémeros o una mezcla racémica de los estereoisémeros del compuesto.

Preparacion sintética 1
Sintesis de 3-hidroxi-3-(6-hidroxi-1,3-benzodioxol-5-il)-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona

Compuesto de formula (4)
HO
Ho I C))
O
N~ O
H

Un reactor de 630 L se cargd con sesamol (42,6 kg, 299 mol). Se afiadié tetrahidrofurano (400 kg) y la disolucion
resultante se enfrié a 1°C a lo largo de 42 minutos. Cloruro de isopropilmagnesio (disoluciéon 2 M en tetrahidrofurano,
173 kg, 337 mol) se afiadi6 a lo largo de 2 h de modo que la temperatura interna se mantuvo entre 0 y 4 °C. Una vez
que se completd la adicion, la temperatura interna se redujo a -5 °C y se afadid isatina (37,9 kg, 250 mol) en cuatro
porciones. La mezcla de reaccién se agitd durante 2,75 h a 1 a 3 °C. Un reactor de 1000 L se cargé con cloruro de
amonio (72 kg), seguido de agua desionizada (356 kg). La mezcla se agité a 15 °C hasta que el sélido se habia disuelto
por completo y la disolucidn resultante se enfrio a 1°C a lo largo de 1 h. El contenido del reactor de 630 L se transfirié al
reactor de 1000 L a lo largo de 1 h de manera que la temperatura interna se mantuvo entre 3 y 4°C. El reactor de 630 L
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se aclar6 con tolueno (133 kg) y la disolucién de lavado se afiadio al reactor de 1000 L. El contenido del reactor de
1000 L se dejo calentar a 20-25 °C a lo largo de 29 minutos y se agité durante otros 15 minutos. Se detuvo la agitacion
y los contenidos del reactor se mantuvieron a 25 °C durante 15 minutos, permitiendo que se separaran las fases. La
fase acuosa se retird y una disolucion de cloruro de sodio (42 kg) en agua desionizada (218 kg) se afiadié a lo largo de
25 minutos a una temperatura interna de 22-24 °C. La agitacion se detuvo y la mezcla se mantuvo a 25 °C durante 1 h,
permitiendo que se separaran las fases. La fase organica se desgasificé durante 0,5 h con nitrégeno y se afiadié
tolueno (89 kg). Se aplicd un vacio de 300 mbar al reactor y la temperatura externa del reactor se ajustd a 50-60 °C.
Los componentes volatiles de la mezcla se separaron por destilacion a lo largo de un periodo de 12 h de tal manera que
se recogieron 670 L de destilado. La temperatura externa del reactor se ajust6 a 20-25 °C. Se depositd un precipitado
de color naranja tras el enfriamiento. Se afiadio tolueno (114 kg) y la suspensién se agité durante 10 minutos. El sélido
se recogio por filtracion, se lavo con terc.-butil-metil-éter (171 kg) y heptano (85 kg) y se sec6 a 55-60 °C bajo una
presion reducida de 170 a 4 mbar a lo largo de un periodo de 10,5 h para proporcionar 3-hidroxi-3-(6-hidroxi-1,3-
benzodioxol-5-il)-1,3-dihidro-2H- indol-2-ona (73,5 kg, rendimiento cuantitativo) en forma de un sdlido rosa palido:
pureza (HPLC-UV a 300 nm) 99,3% a/a; 'H-RMN (300 MHz, DMSO-dG? 0 10,18 (s, 1 H), 9,08 (s, 1 H), 7,21-7,07 (m,
2H), 6,88-6,74 (m, 3H), 6,38 (s ancho, 1H), 6,23 (s, 1 H), 5,92 (s, 2H); '°C-RMN (75 MHz, DMSO-ds) 5 178,4, 148 4,
146,6, 143,0, 139,4, 133,2, 128,6, 123,8, 121,1, 120,1, 109,0, 106,8, 100,8, 97,4, 75,1.

Preparacion sintética 2
Sintesis de 3-(6-hidroxi-1,3-benzodioxol-5-il)-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona

Compuesto de formula (5)

Un reactor de 1600 L se cargd con 3-hidroxi-3-(6-hidroxi-1,3-benzodioxol-5-il)-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (113,1 kg, 396
moles), se hizo el vacio y se llené con nitrogeno. Se afiadié acido trifluoroacético (679 kg) en dos porciones a lo largo
de 20 minutos y la temperatura interna se redujo a 10 °C a lo largo de 1 h. Se afiadio trietilsilano (69,2 kg, 595 mol) a lo
largo de 2 h 05 min a 10-11 °C y la mezcla se agité6 durante 0,5 h adicionales a 10-11 °C. Un reactor de 1000 L se
cargo con heptano (524 kg) y terc.-butil-metil-éter (63 kg). El contenido del reactor de 1000 L se transfiri6 al reactor de
1600 L a lo largo de 13 minutos a una temperatura interna de 10-11 °C. La suspension de color amarillo-naranja
resultante se dejé calentar a 23 °C durante 1 h. El sélido se recogio por filtracion, se lavé con heptano (464 kg) seguido
de terc.-butil-metil-éter (57 kg) y se secé a 50 °C bajo una presion reducida de 58 hasta 7 mbar a lo largo de un periodo
de 25 h para proporcionar 3-(6-hidroxi-1,3-benzodioxol-5-il)-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (82,8 kg, 75%) en forma de un
sélido de color blanco: pureza (HPLC-UV a 300 nm) 98,0% a/a; "H-RMN (300 MHz, DMSO-de) 6 10,40 (s, 1H), 9,25 (s,
1H), 7,17-7,10 (m, 1H), 6,95-6,81 (m, 3H), 6,55 (s, 1H), 6,43 (s, 1H), 5,92-5,85 (m, 2H), 4,66 (s, 1H); ">C-RMN (75
MHz, DMSO-dg) 6 177,9, 150,1, 146,6, 142,7, 139,6, 130,9, 127,4, 123,8, 121,2, 115,9, 109,5, 109,0, 100,7, 97,8,
55,0.

Preparacion sintética 3
Sintesis de 3-(6-hidroxi-1,3-benzodioxol-5-il)-1,3-bis(hidroximetil)-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona

Compuesto de formula (6)
Ho-HO
O3
(0]
,Tl\ (6]

OH

Un reactor de 1000 L se cargd con 3-(6-hidroxi-1,3-benzodioxol-5-il)-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (56,3 kg, 209 mol),
seguido de paraformaldehido (25,4 kg, 847 mol) y agua desionizada (285 kg). La mezcla de reaccion se enfrid a una
temperatura interna de 5°C a lo largo de 25 minutos y una disolucién acuosa de hidroxido de sodio (113 kg, 847 mol) al
30% en peso se afiadié a 5 °C a lo largo de 40 minutos. La mezcla de reaccion se agit6 durante 1 h a 5°C. Un segundo
reactor de 1000 L se cargd con agua desionizada (260 kg) y &cido clorhidrico al 32% (124 kg). El contenido del primer
reactor se afiadi6 al contenido del segundo reactor a 1 °C a lo largo de 80 minutos. El primer reactor se aclaré con agua
desionizada (35 kg) y la disolucién de aclarado se transfiri6 al segundo reactor. La suspension resultante se agité a 1 °C
durante 1 h y el sélido se recogi6 por filtracion, se lavé con una mezcla de acido clorhidrico concentrado (11 kg) y agua
(20 kg) y se seco a 55-60 °C bajo una presién reducida de 50 a 6 mbar a lo largo de un periodo de 24 horas para
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proporcionar 3-(6-hidroxi-1,3-benzodioxol-5-il)-1,3-bis(hidroximetil)-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (69,8 kg, 99%) en forma
de un solido de color pardo palido: pureza (HPLC-UV a 230 nm) 95,4% ala; 'H-RMN (DMSO-de, 300 MHZz) 9,06 (s,
1H), 7,17-6,84 (m, 5H), 6,19-6,10 (m, 2H), 5,86 (s, 2H), 5,12-4,92 (m, 3H), 4,11-4,06 (m, 1H), 3,79-3,73 (m, 1H), "°C-
RMN (DMSO-ds, 75 MHz) 6 179,0, 150,5, 146,7, 143,9, 139,9, 132,6, 127,4, 124,0, 121,9, 118,2, 108,7, 108,6, 101,1,
98,0, 65,4, 63,2, 56,2.

Preparacion sintética 4
Sintesis de espiro[furo[2,3-f] [1,3]benzodioxol-7,3"-indol]-2'(1'H)-ona

Compuesto de formula (8)
o)
Ol
N o ©
H

Un reactor de 1000 L se cargd con 3-(6-hidroxi-1,3-benzodioxol-5-il)-1,3-bis (hidroximetil)-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona
(65,0 kg, 197 mol), seguido de tetrahidrofurano (586 kg). La disolucion resultante se enfrié a -4°C a lo largo de 20
minutos y se afiadio tri-n-butilfosfina (40,0 kg, 197 mol) a lo largo 6 minutos, seguido de una disolucion de
azodicarboxilato de diisopropilo (44,8 kg, 197 mol) en tetrahidrofurano (75 kg) a lo largo de 125 minutos de modo que la
temperatura interna permanecié por debajo de 0 °C. La mezcla de reaccién se agité a -3 °C a lo largo de otros 25
minutos y el contenido del reactor se transfiri6 a un reactor de 2500 L. El reactor de 1000 L se aclaré con
tetrahidrofurano (16 kg) y la disolucion de aclarado se afadio al reactor de 2500 L. Se afadié una disolucion de
amoniaco al 25% en peso en agua (118 kg) a -3 a -2°C a lo largo de 30 minutos. La mezcla de reaccion se dejo
calentar a 25°C a lo largo de 1,25 h y se agit6 durante 2 h adicionales. Se afiadié agua desionizada (650 kg) y acetato
de etilo (585 kg) y la mezcla se calenté a 40 °C a lo largo de 40 minutos. Después de agitar durante 15 minutos
adicionales, se detuvo la agitacion y se dejo que las fases se separaran durante 1 h. La fase acuosa se separo y se
afadi6é agua desionizada (650 kg). La mezcla se agitd durante 15 minutos a 40 °C. La agitacion se detuvo y se dejo que
las fases se separaran durante 1 h. La fase acuosa se separd y se afiadié agua desionizada (325 kg). La mezcla se
concentré parcialmente por destilacion bajo presion reducida a una temperatura interna de 21-39 °C y una presion de
382 a 98 mbar hasta haber recogido 950 L de destilado a lo largo de un periodo de 4,5 h. Se afiadié metanol (1600 kg)
y la mezcla se calent6 a 60 °C a lo largo de 35 minutos. La mezcla se concentré parcialmente por destilacion bajo
presién reducida a una temperatura interna de 32-58 °C y una presion de 530 a 170 mbar hasta haber recogido 1260 L
de destilado a lo largo de un periodo de 9,33 h. La suspension resultante se dejo enfriar a 22 °C durante 2 h y se agité
durante 6 h adicionales. El sdlido se recogié por filtracion, se lavd con una mezcla de metanol (34 kg) y agua
desionizada (17 kg) y se sec6 a 55-60 °C bajo una presion reducida de 50 a 3 mbar a lo largo de un periodo de 31 h
para proporcionar 35,8 kg de un solido de color pardo, que se transfirié a un reactor de 400 L. Se afiadié metanol (163
kg) y la suspension resultante se agité durante 0,5 h. La mezcla se calenté a reflujo a lo largo de un periodo de 35
minutos y se calentd a reflujo durante 15 minutos adicionales. Se afiadié6 agua desionizada (33 kg) y la mezcla se
calent6 a reflujo durante 155 minutos. La suspension se filtrd mientras estaba caliente y la torta del filtro se lavé con una
mezcla de metanol (22 kg) y agua desionizada (11 kg) y se seco a 55-60 °C bajo una presién reducida de 50 a 4 mbar
a lo largo de un periodo de 8 h para proporcionar espiro[furo[2,3-f][1,3]benzodioxol-7,3'-indol]-2'(1'H)-ona (30,44 kg,
49%) en forma de un sélido de color pardo pélido: pureza (HPLC-UV a 230 nm) 89,4%; EM (ES+) m/z 282,3 (M + 1);
'H-RMN (400 MHz, CDCl3) 610,56 (s, 1 H), 7,27-6,92 (m, 4H), 6,67 (s, 1H), 6,26 (s, 1H), 5,93 (s, 2H), 4,79-4,64 (m,
2H).

Preparacion sintética 5
Sintesis de 2,3-dihidro-1,4-benzodioxina-6-carbaldehido
Compuesto de formula (11)

o)
0
)

(0]
Un reactor de 2000 L se cargd con acetona (404,5 kg), seguido de carbonato de potasio (256 kg, 1852 moles) y 1,2-
dibromoetano (241,5 kg, 1298 mol). La mezcla se calent6 a reflujo. Un reactor de 500 L se cargd con acetona (606 kg)
y 3,4-dihidroxibenzaldehido (128 kg, 926 mol). El contenido del reactor de 500 L se afiadio al reactor de 2000 L a una
tasa de 150-180 kg/h al tiempo que la temperatura de reaccion se mantuvo a 50-60 °C. La mezcla de reaccion se agitd
a 54-60 °C durante 12 h, se enfrié a 20 °C y se filtr6 a través de un filtro de Buchner de 500 L. La torta del filtro se lavé

con acetona (2 x 202 kg). Los liquidos de lavado del filtrado y de acetona se combinaron en un reactor de 2000 L y la
disolucién resultante se concentrd a sequedad bajo presion reducida a una temperatura < 40°C. Al residuo se afadié
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acetato de etilo (683 kg) y la disolucion resultante se lavo con disoluciéon acuosa de carbonato de potasio al 5% en peso
(256 kg). La mezcla se agité durante 0,5 h, se dejé sedimentar durante 0,5 h y se separo la fase acuosa. Este proceso
de lavado se repitio tres veces en total. La fase organica se dej6é temporalmente a un lado en tambores. Un reactor de
2000 L se cargo con los liquidos de lavado acuosos reunidos, seguido de acetato de etilo (113,9 kg). La mezcla se
agitd durante 0,5 h, se dejo sedimentar durante 0,5 h y se separ6 la fase acuosa. Se afiadi6 la fase organica de los
tambores al reactor, seguido por una disolucién acuosa de cloruro de sodio al 28% en peso (192 kg). La mezcla se
agitdé durante 0,5 h, se dejo sedimentar durante 0,5 h y se separ¢ la fase acuosa. La fase organica se concentr6 a
presion reducida a una temperatura < 45 °C hasta que el contenido en acetato de etilo de la mezcla estaba por debajo
de 10% (segun se determina por cromatografia de gases). Se afiadio éter de petrdleo (268,8 kg) al residuo a una tasa
de 80-90 kg/h al tiempo que la mezcla se mantuvo a una temperatura de 35-45 °C. La mezcla se enfrid a 5 °C a lo largo
de 3 h y se mantuvo a esta temperatura durante una 1 h mas, tiempo durante el cual se deposité un precipitado. La
suspension resultante se filtré a través de un filtro de centrifuga y se secd para proporcionar 2,3-dihidro-1,4-
benzodioxina-6-carbaldehido (111,4 kg, 73%) en forma de un solido de blancuzco: pureza (HPLC-UV a 230 nm)
99,3%.

Preparacion sintética 6
Sintesis de 2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-ol

Compuesto de formula (12)

RO®

0]

Un reactor de 2000 L se carg6 con diclorometano (1303,4 kg) seguido de 2,3-dihidro-1 ,4-benzodioxina-6-carbaldehido
(98,0 kg, 597 mol) y se agitdé hasta que se obtuvo una disolucion homogénea. Se afiadié acido 3-cloroperoxibenzoico
(144,3 kg, 836 mol). La mezcla se calent6 a reflujo a una tasa de 8-10 °C/h, se calent6 a reflujo durante 6 h adicionales
y se dejo enfriar a 20 °C. La suspension resultante se filtr6 a través de un filtro de Buchner de 500 L y la torta del filtro se
lavé con diclorometano (391 kg). El filtrado y la disolucion de lavado se transfirieron a un reactor de 2000 L. Se afiadio
una disolucion acuosa al 7% en peso de bicarbonato de sodio (212,7 kg) y la mezcla se agitdé durante 0,5 h. La
agitacion se detuvo y las fases se dejaron separar a lo largo de 0,5 h. Se separé la capa acuosa. El proceso de lavado
de bicarbonato de sodio acuoso se repitié tres veces en total. La fase organica se concentré a sequedad bajo presion
reducida a una temperatura < 30°C. Se afnadié6 metanol (116,1 kg) y la mezcla resultante se enfrio a 0 °C. Se afiadié
una disolucion acuosa de hidroxido de sodio al 15,5% en peso (234,3 kg) a una tasa de 30 - 40 kg/h de modo que la
temperatura de la mezcla se mantuvo entre 0-10 °C. La mezcla se agit6 a esta temperatura durante 2,25 h adicionales y
el pH de la mezcla se ajusté a 6-7 mediante la adicion de acido clorhidrico 4 N (266,5 kg) de modo que la temperatura
de la mezcla se mantuvo entre 0-10 °C. La mezcla se dejo calentar a temperatura ambiente y se extrajo tres veces en
total con metil-terc.-butil-éter (145 kg para cada una de las extracciones) agitando durante 0,5 h, deteniendo la agitacion
y permitiendo que se separen las fases durante 0,5 h. Los extractos organicos reunidos se lavaron tres veces en total
con una disolucion acuosa al 7% de bicarbonato de sodio (212,7 kg para cada uno de los liquidos de lavado) agitando
durante 0,5 h, deteniendo la agitacion, permitiendo que las fases se separaran durante 0,5 h y separando la fase
acuosa. Después, la fase organica se lavoé con una disolucion acuosa al 30% en peso de cloruro de sodio (212,7 kg)
agitando durante 0,5 h, deteniendo la agitacion, permitiendo que las fases se separaran durante 0,5 h y separando la
fase acuosa. La fase organica se concentré a sequedad bajo presion reducida a una temperatura < 45°C. Se afiadio
tetrahidrofurano (170 kg) y la disolucion resultante se concentré a sequedad bajo presion reducida a una temperatura <
45 °C. Se afadié tetrahidrofurano adicional (17,1 kg) y la disolucién resultante se concentré a sequedad bajo presion
reducida a una temperatura < 45°C. Se afiadié tetrahidrofurano (122,5 kg) para proporcionar una disolucion de color
pardo-rojo de 2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-ol (86,3 kg, 95%) en tetrahidrofurano que se llevé adelante sin purificacion
adicional: pureza (HPLC-UV a 220 nm) 95,7%.

Preparacion sintética 7

Sintesis de 3-hidroxi-3-(7-hidroxi-2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-il)-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona

HO O
w0 L)
(s °

o

Compuesto de formula (13)

N
H

Un reactor de 1000 L se cargd con tetrahidrofurano (296,8 kg). El tetrahidrofurano se calenté a reflujo durante 1 h 'y se

dejé enfriar a la temperatura ambiente. Se afiadieron magnesio (15,0 kg, 625 mol), yodo (19,5 g, cantidad catalitica) y
bromoetano (147,0 g, cantidad catalitica) a una temperatura de 15-30 °C. La mezcla resultante se calentd a 50-55 °C
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durante 0,5 h y se afiadid 2-cloropropano (4,5 kg, 57 mol), seguido de una disolucién 2 M de cloruro de
isopropilmagnesio en tetrahidrofurano (7,6 kg, cantidad catalitica). 2-cloropropano (39,2 kg, 500 mol) se afiadié a una
tasa de 8-10 kg/h de modo que la temperatura de la mezcla de reaccidon se mantuvo entre 55-70 °C. La mezcla de
reaccion se calent6 a 58-68 °C durante 3 h, se dejo enfriar a temperatura ambiente y se agitdé durante 4 h adicionales.
Un reactor de 2000 L se cargdé con una disolucion de 2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-ol (86,3 kg, 567 mol) en
tetrahidrofurano (122,5 kg), seguido de tetrahidrofurano adicional (804,1 kg). La disolucién resultante se enfrio a0 °C y
el contenido del reactor de 1000 L se afiadi6é al reactor de 2000 L a una tasa de 30-50 kg/h de modo que la
temperatura de la mezcla de reaccion se mantuvo entre 0-5 °C. El reactor de 1000 L se aclaré tres veces con
tetrahidrofurano (5 kg para cada uno de los aclarados) y las disoluciones de aclarado se afiadieron al reactor de 2000 L.
La mezcla de reaccioén se agit6é a 7-13 °C durante 1 h y se enfrié a -5°C. Se afiadi¢ isatina (69,5 kg, 472,5 mol) en tres
porciones iguales a lo largo de 0,5 h y la mezcla se agitdé durante 0,5 h a -5-0 °C. La mezcla de reaccién se calenté a
50-55 °C durante 7,5 h y se dejo enfriar a temperatura ambiente. Un reactor de 5000 L se cargo con agua (576,9 kg) y
cloruro de amonio (118,2 kg). La disolucién resultante se enfrié a 0-5 °C. El contenido del reactor de 2000 L se afiadio
al reactor de 5000 L a una tasa de 300-500 kg/h de modo que la temperatura de la mezcla se mantuvo entre 0-5°C. La
mezcla se agité a 15-25 °C durante 0,5 h y se detuvo la agitacion. Las fases se dejaron separar durante 1 h y se separé
la fase acuosa. Se afiadié una disolucién acuosa al 27% en peso de cloruro de sodio (69,6 kg) y la mezcla se agitd
durante 0,5 h. Se detuvo la agitacién, se dejoé que las fases se separaran durante 1 h y se retiré la capa acuosa. El
proceso de lavado con cloruro de sodio acuoso se repitié dos veces en total. La fase organica se transfirié a un reactor
de 2000 L y se concentro a presion reducida a una temperatura de 45-55 °C. Se afiadio tolueno (302,3 kg) al residuo a
una tasa de 90 - 130 kg/h y a una temperatura de 45-50 °C. La mezcla resultante se enfri6 a 15 °C a una tasa de 8-10
°C/h y se agité durante a 10-15 °C durante 1 h adicional. La suspension resultante se filtr6 a través de un filtro
centrifugo y la torta del filtro se lavé con agua (69,5 kg) y se secé a 45-50 °C para proporcionar 3-hidroxi-3-(7-hidroxi-
2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-il)-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (130,8 kg, 93%) en forma de un sélido blancuzco: pureza
(HPLC-UV a 210 nm) 99,7%.

Preparacion sintética 8

Sintesis de 3-(7-hidroxi-2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-il)-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona

O

N
H

Compuesto de formula (14)

Un reactor de 2000 L se cargdé con diclorometano (489,4 kg), seguido de 3-hidroxi-3-(7-hidroxi-2,3-dihidro-1,4-
benzodioxin-6-il)-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (92,0 kg, 307 mol) en cuatro porciones de 23 kg a lo largo de 1 h. La
disolucién resultante se agité a temperatura ambiente durante 1 h y se afadié trietilsilano (107,2 kg, 921 mol). La
mezcla se enfri6 a -5 °C y se afiadié acido trifluoroacético (105,1 kg, 921 mol) a una tasa de 25-30 kg/h de modo que la
temperatura de la mezcla de reaccién se mantuvo por debajo de 0 °C. La mezcla se agit6 a -5-0 °C durante 2,5 h, se
calenté a 18-20 °C, se agit6 durante otras 6,5 h y se concentr6 a sequedad bajo presion reducida a una temperatura <
30°C. Se afnadié metil-terc.-butil-éter (139,8 kg) al residuo a 15-20 °C y la mezcla se concentré hasta casi sequedad
bajo presion reducida a una temperatura < 35°C. La mezcla se filtr6 en un filtro centrifugo y un reactor de 2000 L se
cargd con la torta de filtracion, seguido de metanol (72,7 kg). La mezcla se agité a 10-15 °C durante 0,5 h y se filtré en
un filtro centrifugo. La torta del filtro se seco a presion reducida a 40-50°C para proporcionar 3-(7-hidroxi-2,3-dihidro-
1,4-benzodioxin-6-il)-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (68,0 kg, 78%) en forma de un sélido incoloro: pureza (HPLC-UV a 254
nm) 99,3%.

Preparacion sintética 9
Sintesis de 2,3-dihidroespiro[furo[2,3-g][1,4]benzodioxina-8,3'-indol]-2'(1'H)-ona

Compuesto de formula (15)

Un cristalizador de acero inoxidable de 2000 L se cargd N,N-dimetilformamida (113,7 kg) y tetrahidrofurano (1070,9 kg).
El contenido se enfrié a 0-5°C y se afiadié 3-(7-hidroxi-2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-il)-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (12,0
kg, 42,4 mol), seguido de carbonato de cesio (30,4 kg, 93,3 mol). Se afiadié una disolucion de cloroyodometano (9,4
kg, 53,7 mol) en N,N-dimetilformamida (16,9 kg) a una tasa de 39,5 kg/h de modo que se mantuvo la temperatura de la
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mezcla de reaccion entre 0 y 5 °C. La mezcla de reaccion se agité a 0-5 °C durante 2 h y se calenté a 20-25 °C durante
18,5 h. La mezcla se filtrd y la torta del filtro se suspendio en tetrahidrofurano (26,4 kg) y se filtré de nuevo. Los filtrados
reunidos se combinaron y se concentraron hasta un volumen de 110 L a presion reducida a una temperatura < 60°C.
La mezcla se enfrié a 20-25 °C y agua purificada (1200,8 kg) se afiadié a una tasa de 343,1 kg / h. La mezcla se enfrio
a 0-5 °C y se filtr6. La torta del filtro se suspendié en agua (310,5 kg), se filtré y se secé a una temperatura < 60 °C
hasta que el contenido de agua era de 10,6% en peso mediante titulacion de Karl-Fisher. Un reactor de 200 L se cargd
con tetrahidrofurano (98,0 kg). La torta del filtro, parcialmente secada (~ 11,0 kg) se afiadio al reactor de 200 L por
medio de un embudo de adicién de sélidos. La mezcla se calent6 a reflujo durante 4,5 h, se enfrié a 10-15 °C y se agité
durante 3,5 h a 10-15 °C. La mezcla se filtr6 y la torta del filtro se lavé con agua fria (0-5 °C), tetrahidrofurano (2 x 0,7
kg) y se secé en un secador de bandeja a una temperatura < 55 °C para proporcionar 2,3-dihidroespiro[furo[2,3-
gl[1,4]benzodioxina-8,3"-indol]-2'(1'H)-ona (6,88 kg, 63%) en forma de un sdlido amarillo pélido: pureza (HPLC-UV a
210 nm) 98,3%; p.f. > 250°C; "H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & 10,58 (s ancho, 1H), 7,26-7,19 (m, 1 H), 7,09 (d, J = 7,2
Hz, 1H), 6,99-6,90 (m, 2H), 6,47 (s, 1H), 6,16 (s, 1H), 4,74, 4,60 (ABq, Jas = 9,2 Hz, 2H), 4,20-4,07 (m, 4H); "°C-RMN
(75 MHz, DMSO-de) 6 178,4, 154,7, 144,0, 141,8, 137,8, 132,6, 128,7, 123,8, 122,3, 121,5, 111,1, 109,8, 98,7, 79,5,
64,2, 63,6, 57,7; EM (ES +) m/z295,9 (M + 1).

Ejemplo de sintesis 1
Sintesis de 1'-{[5-(trifluorometil)-2-furiljmetil}espiro[furo[2,3-f][1,3]benzodioxol-7,3'-indol]- -2'(1'H)-ona

Compuesto de férmula (1)

Un reactor de 100 L se carg6 con espiro[furo[2,3-f][1,3]benzodioxol-7,3'-indol]-2'(1'H)-ona (6,03 kg, 19,5 mol), seguido
de carbonato de cesio (16,02 kg, 48,7 mol). Se afiadi6 acetona (48,8 kg) y la suspension resultante se calento a reflujo
durante 1 h. 2-bromometil-5-(trifluorometil) furano (4,92 kg, 21,2 mol) se afiadié por medio de un embudo de adicion a
lo largo de un periodo de 2 h al tiempo que la mezcla de reaccién se mantuvo a reflujo. La mezcla de reaccion se agité
a reflujo durante 2 h adicionales y la acetona se separd por destilacion a presion atmosférica hasta que se habian
recogido 37 L de destilado. Se afiadio tolueno (48,8 kg) y se continud la destilacion, primero a presiéon atmosférica y
luego a presién reducida hasta que se habian recogido 37 L de destilado. Se afiadi6 tolueno (36,9 kg) y la destilacion se
continu6 a 54-55 °C y una presion de 150-180 mbar hasta se habian recogido 37 L de destilado. El contenido del
reactor de 100 L se dejo enfriar a 25 °C y se afiadio tolueno (40,9 kg). El contenido del reactor de 100 L se transfirié a
un reactor de 200 L y se afiadié agua desionizada (48,8 kg). La mezcla agitada se calent6 a 39 °C, se detuvo la
agitacion y se dejo que las fases se separaran durante 11 h. La fase inferior se separ6 y la fase en tolueno remanente
se sometié a destilacion a 55-64 °C bajo una presion reducida de 100 mbar hasta que se habia recogido 18 L de
destilado. La disolucion resultante se diluyd con tolueno hasta un volumen total de 98 L. El contenido del reactor de 200
L se hizo pasar a través de una columna de cromatografia empaquetada con gel de silice (20 kg) y tolueno (40 kg). La
columna se eluyé con tolueno de tal manera que se recogieron diez fracciones de 30 kg. La columna se lavé con
acetona (100 kg). Las fracciones 2 a 10 se transfirieron sucesivamente a un reactor de 200 L a medida que proseguia
una destilacion a presion reducida. Los contenidos del reactor se ajustaron con tolueno hasta un volumen de 50 L y la
disolucién se calenté a 79 °C. Heptano (85 kg) se afiadié a lo largo de 15 minutos y la mezcla se enfrid a 10 °C a lo
largo de un periodo de 3 h. La cristalizacién se inicid a una temperatura interna de 56 °C. El sodlido se recogi6é por
filtracion, se lavd con una mezcla de heptano (10,2 kg) y tolueno (5,1 kg) y se secé a 45-50 °C bajo una presion
reducida de 50 mbar a lo largo de un periodo de 15 h para proporcionar 1'-{[5-(trifluorometil)-2-furillmetil}espiro[furo[2,3-
fll1,3]benzodioxol-7,3'-indol]-2'(1’H)-ona (6,08 kg , 73%) en forma de un sélido incoloro: pureza (HPLC-UV a 230 nm)
99,6%; p.f. 139-141 °C; "H-RMN (300 MHz, CDCl3) & 7,32-6,97 (m, 5H), 6,72 (d, J = 3,3 Hz, 1H), 6,66 (s, 1H), 6,07 g s,
1H), 5,90-5,88 (m, 2H), 5,05, 4,86 (ABq, J as = 16,1 Hz, 2H), 4,91 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 4,66 (d, J = 9,0 Hz, 1H); "°C-
RMN (75 MHz, CDCls) & 176,9, 155,7, 153,5, 148,8, 142,2, 141,9, 140,8, 140,2, 139,7, 139,1, 132,1, 129,2, 1247,
1241, 123,7, 121,1, 120,1, 117,6, 114,5, 114,4, 110,3, 109,7, 103,0, 101,9, 93,8, 80,0, 57,8, 36,9; EM (ES+) m/z
430,2 (M + 1), 452,2 (M + 23); calculado para C22H14F30s: C, 61,54%; H, 3,29%; N, 3,26%; encontrado: C, 61,51%; H,
3,29%; N, 3,26%.

Ejemplo de sintesis 2
Resolucion del compuesto de férmula (1) mediante HPLC quiral

El compuesto de férmula (I) se resolvié en el compuesto de formula (I-S) y el compuesto de féormula (I-R) por HPLC
quiral en las siguientes condiciones:

Columna: Chiralcel® OJ-RH; 20 mm D.l. x 250 mm, 5 mic; lote: OJRH CJ-EH001 (Daicel Chemical
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Industries, Ltd)
Eluyente: Acetonitrilo/agua (60/40, v/v, isocratica)
Caudal: 10 mL / min
Tiempo de ejecucion: 60 min
Carga: 100 mg de compuesto de formula (I) en 1 mL de acetonitrilo

Temperatura: Ambiente

Bajo las condiciones de HPLC quiral anteriores, el compuesto de férmula (I-R), es decir, (R)-1'-{[5-(trifluorometil)furan-2-
illmetil}espiro[furo[2,3-f][1,3]-benzodioxol-7,3'-indol]-2 '(1' H)-ona, se aisl6 como la primera fraccién en forma de un
solido blanco; ee (exceso enantiomérico) > 99% (OJ-RH analitica, acetonitrilo al 55% en agua); p.f. 103-105 °C; 'H-
RMN (300 MHz, DMSO-ds) & 7,32-6,99 (m, 5H), 6,71 (d, J = 3,4 Hz, 1H), 6,67 (s, 1H), 6,05 (s, 1H), 5,89 (d, J = 6,2 Hz,
2H), 5,13, 5,02 (ABq, Jag = 16,4 Hz, 2H), 4,82, 4,72 (ABq, Jag = 9,4 Hz, 2H); ">C-RMN (75 MHz, CDCl3) & 177,2,
155,9, 152,0, 149,0, 142,4, 142,0, 141,3, 132,0, 129,1, 123,9, 120,6, 119,2, 117,0, 112,6, 109,3, 108,9, 103,0, 101,6,
93,5, 80,3, 58,2, 36,9; EM (ES+) m/z430,2 (M + 1), [a]p -17,46 ° (c 0,99, DMSO). El compuesto de la formula (I-S), es
decir, (S)-1'-{[5-(trifluorometil)furan-2-iljmetil}espiro[furo[2,3-f][1,3]benzodioxol-7,3'-indol]-2'(1'H)-ona, se aisl6 como la
segunda fraccion en forma de un sélido blanco; ee > 99% (OJ-RH analitica, acetonitrilo al 55% en agua); p.f. 100-102
°C; "H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & 7,32-6,99 (m, 5H), 6,71 (d, J = 3,4 Hz, 1H), 6,67 (s, 1H), 6,05 (s, 1H), 5,89 (d, J =
6,3 Hz, 2H), 5,12, 5,02 (ABq, Jag = 16,4 Hz, 2H), 4,82, 4,72 (ABq, Jag = 9,4 Hz, 2H); ®*C-RMN (75 MHz, CDCls) &
177,2, 155,9, 152,0, 149,0, 142,4, 142,0, 141,3, 132,0, 129,1, 123,9, 120,6, 119,2, 117,0, 112,6, 109,3, 108,9, 103,0,
101,6, 93,5, 80,3, 58,2, 36,9; EM(ES+) m/z430,2 (M + 1), [a]p +14,04° (c 0,99, DMSO).

Ejemplo de sintesis 3
Resolucion del compuesto de formula (1) mediante cromatografia SMB

El compuesto de férmula (I) se resolvid en el compuesto de férmula (I-S) y el compuesto de férmula (I-R) por
cromatografia SMB en las siguientes condiciones:

Extracto: 147.05 mL/min
Refinado: 86,13 mL/min
Eluyente: 183,18 mL/min
Alimentacion: 50 mL/min
Reciclaje: 407.88 mL/min
Tiempo de ejecucion: 0,57 min
Temperatura: 25°C

Presion: 55 bar

La disolucién de alimentacion (25 g de compuesto de férmula (1) en 1,0 L de fase movil (25:75 (v:v) de acetonitrilo /
metanol)) se inyectd continuamente en el sistema SMB (Unidad de Laboratorio de Novasep Licosep), que estaba
equipado con ocho columnas idénticos en configuracion 2-2-2-2 que contiene 110 g (por columna, 9,6 cm, 4,8 cm D.l.)
de Chiralpak-AD como fase estacionaria. El primer enantidmero de elucién (el compuesto de férmula (I-R)) estaba
contenido en la corriente de refinado y el segundo enantidmero de elucion (el compuesto de formula (I-S)) estaba
contenido en la corriente de extracto. Los datos de caracterizacion del compuesto de férmula (I-R) y el compuesto de
férmula (I-S) obtenidos a partir de la resolucion de SMB eran idénticos a los obtenidos por encima de la utilizacién de
HPLC quiral.

El compuesto de féormula (1) se resolvio en el compuesto de formula (I-R) y el compuesto de férmula (I-S) en un sistema
de autopurificacion de LCMS preparativa Waters. El enantidmero que eluye primero de la columna quiral fue bromado
(en un sitio bien separado del centro estereogénico) para dar el derivado 5'-bromo correspondiente, que se cristalizé
subsiguientemente para generar un solo cristal adecuado para cristalografia de rayos X. Se obtuvo la estructura
cristalina de este derivado bromado del enantidmero que eluye primero y se encontrd que su configuracion absoluta era
la misma que la del compuesto de férmula (1-R). Por lo tanto, el enantiomero que eluye en segundo lugar de la columna
quiral es el compuesto de féormula (1-S). Por otra parte, el material obtenido a partir de la corriente de extracto de la
resolucion de SMB tenia una rotacion optica especifica del mismo signo (positivo, es decir, dextrégiro) que la del
material obtenido a partir de la resolucién LC antes mencionada.

Ejemplo de sintesis 4

Sintesis de 1'-{[3-(trifluorometil)piridin-2-ijmetil}-2,3-dihidroespiro[furo[2,3-g][1,4]benzodioxina-8,3'-indol]-2'(1'H)-ona
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Compuesto de férmula (II)

\

Un reactor de 160 L se carg6 con 1,4-dioxano (43 L) a temperatura ambiente seguido de 2,3-dihidroespiro[furo[2,3-
gl[1,4]benzodioxina-8,3'-indol]-2 (1 H)-ona (6,80 kg, 23 mol). A la suspension resultante se afiadié carbonato de cesio
(18,7 kg, 58 mol) y la mezcla se calenté a 82 °C a lo largo de 72 minutos. Un recipiente se aclar6 con 1,4-diozano (7 L)
y se utilizd para la adicion de hidrocloruro de 2-(clorometil)-3-(trifluorometil)piridina (5,88 kg, 25 mol) en porciones a lo
largo de 35 minutos. La temperatura de la mezcla de reacciéon se aument6 a 100 °C a lo largo de 43 minutos y la
mezcla se agitdé a 100 °C durante 3 h, se enfrid a 20 °C a lo largo de 90 minutos y se agité durante 16 h adicionales. Se
afadié agua desionizada (40 L) y diclorometano (40 L) y la mezcla resultante se agité a 22 °C durante 12 minutos. La
agitacion se detuvo y se dejo que las fases se separaran durante 21 minutos. Las fases acuosa y organica se separaron
en tambores. Un reactor de 160 L se carg6 con la fase acuosa y se afiadio diclorometano (41 L). La mezcla se agit6 a
19 °C durante 10 minutos, se detuvo la agitacion y se dejé que las fases se separaran durante 10 minutos. La fase
acuosa se separo y la fase organica de la etapa anterior se transfirié del tambor al reactor. Se afiadié agua desionizada
(40 L) y la mezcla se agité a 22 °C durante 10 minutos. La agitacion se detuvo y se dejo que las fases se separaran
durante 43 minutos. La fase acuosa se separo y la fase organica se concentr6 a sequedad bajo una presion reducida
de 712-97 mbar a 19-38 °C. Al residuo se afiadié metanol (56 L) a lo largo de 19 minutos. La suspension resultante se
enfrid a 3°C a lo largo de 64 minutos y se agité durante 98 minutos. La mezcla se filtr6 y la torta del filtro se lavé con
metanol frio (0°C) (14 L) y se seco bajo una presion reducida de 90-9 mbar a 21-46 °C durante 10,5 h para obtener 1'-
{[3-(trif|uorometi|)piridin-2-i|]meti|}-2,3-dihidroespiro[furo[2,3-g][1 ,4]benzodioxina-8,3'-indol]-2 (1'H)-ona (8,00 kg, 81%) en
forma de un sdélido blancuzco: pureza (HPLC-UV) 99,8%; H-RMN (300 MHz, CDClz) & 8,67-8,63 (m, 1H), 8,01-7,96 (
m, 1H), 7,35-7,28 (m, 1H), 7,22-7,13 (m, 2H), 7,05-6,98 (m, 1H), 6,63 (s, 1H), 6,62-6,58 (m, 1H), 6,49 (s, 1H), 5,42,
5,14 (ABq, Jag = 17,3 Hz, 2H), 5,00, 4,74 (ABq, Jag = 8,9 Hz, 2H), 4,22-4,10 (m, 4H); ">C-RMN (75 MHz, CDCl3) &
178,3, 155,3, 152,5, 144,6, 142,4, 138,4, 134,3 (q, *Jer = 5,2 Hz), 132,8, 128,7, 124,4, (q, 2Jcr = 32,6 Hz), 123,9 (q,
“er = 273,3 Hz), 123,8, 123,4, 122,2, 121,7, 112,6, 108,6, 99,2, 80,2, 64,6, 64,0, 58,3, 42,3 (q, *Jor = 3,3 Hz);
EM(ES+) m/z 454,8 (M + 1)

Ejemplo de sintesis 3
Resolucion del compuesto de formula (1) mediante cromatografia SMB

El compuesto de formula (Il) se resolvio en el compuesto de férmula (II-S) y el compuesto de formula (lI-R) por
cromatografia SMB en las siguientes condiciones:

Extracto: 182,67 mL/min
Refinado: 67,44 mL/min
Eluyente: 224,11 mL/min
Alimentacion: 26,0 mL/min
Reciclaje: 420 mL/min
Tiempo de ejecucion: 1,05 min
Temperatura: 25°C

Presion: 50-55 bar

La disolucién de alimentacion (68,4 g de compuesto de férmula (Il) en 1,0 L de fase movil (97:3 (v:v) mezcla de
diclorometano / acetona)) se inyecté continuamente en el sistema SMB (Unidad de Laboratorio de Novasep Licosep),
que estaba equipado con ocho columnas idénticas en configuracion 2-2-2-2 que contiene 110 g (por columna, 10,0
cm, 4,8 cm D.l.) de Chiralpak®-IC como fase estacionaria. EI compuesto de formula (lI-R) estaba contenido en la
corriente de refinado y el compuesto de formula (lI-S) estaba contenido en la corriente de extracto.

Un total de 10,62 kg del compuesto de formula (ll) se proces6 por cromatografia SMB utilizando las condiciones
anteriores. Todas las fracciones del extracto con una pureza quiral (HPLC) > 99,0 a/a se combinaron, se concentraron
hasta un volumen de 26 L a presion reducida y se transfirieron a un reactor de 100 L. La disolucion se concentrd
adicionalmente bajo una presion reducida de 700-590 mbar a 26-37 °C hasta que se habia recogidon 13 L de
destilado. Se afiadié metanol (25 L) y la mezcla se concentré a una presion reducida de 650-360 mbar a 30-38 °C
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hasta que se habia recogido 15 L de destilado. La mezcla se enfrié a 20 °C y se afiadié metanol (15 L). La mezcla se
concentré a una presién reducida de 650-320 mbar a 20-39 °C hasta que se habian recogido 15 L de destilado y se
enfrié a 1°C a lo largo de 53 minutos y se agitdé durante 70 minutos adicionales. La suspension se filtrd y la torta del filtro
se lavé con metanol frio (0 °C) (9 L) y se secd a temperatura ambiente bajo un flujo de gas nitrégeno durante 15,5 h. El
sélido se secd adicionalmente a una presion reducida de 40-1 mbar a 50 °C durante 195 minutos para dar el
compuesto de férmula (I-S), es decir, (S)-1'-{[3-(trifluorometil)piridin-2-iljmetil}-2,3- d|h|droesp|ro[furo[2 3-
gl[1,4]benzodioxina-8,3’-indol]-2'(1" H)-ona (3,62 kg) en forma de un sdlido incoloro: pureza (HPLC-UV) 100%; 'H-RMN
(300 MHz, CDCls) 8,67-8,63 (m, 1H), 8,01-7,96 (m, 1H), 7,35-7,28 (m, 1H), 7,22-7,13 (m, 2H), 7,05-6,98 (m, 1H), 6,63
(s, 1H), 6,62- 658 (m, 1H), 6,49 (s, 1H), 5,42, 5,14 (ABq, Jas = 17,3 Hz, 2H), 5,00, 4,74 (ABaq, JAB = 8,9 Hz, 2H), 4,22-
4,10 (m, 4H); °C- RMN (75 MHz, CDCl) 1783 155,3, 152,5, 144,6, 142,4, 138,4, 134,3 (q, *Jer = 5,2 Hz), 132,8,
128,7, 1244, (q, *Jcr = 326 Hz), 123,9 (g, 'Jcr = 273,3 Hz), 123,8, 1234, 122,2, 121,7, 112,6, 108,6, 99,2, 80,2,
64,6, 64,0, 58,3, 42,3 (q, “Jc.F = 3,3 Hz); EM (ES +) m/z 454,8 (M + 1); [a]o +45,1° (c 2,02, DMSO); ee (CHIRALPAK
IC, diclorometano / acetona 97/3 (v / v)) 100%.

El compuesto de férmula (I-R), es decir, (R)-1'-{[3-(trifluorometil)piridin-2-ijmetil}-2,3-dihidroespiro[furo[2,3-g][1,4]
benzodioxina-8,3'-indol]-2'(1'H)-ona, se aislé a partir del refinado por procesos estandares.

Ensayos bioldgicos

Con el fin de que la invencidon descrita en este documento puede ser entendida mas completamente, se recoge el
siguiente ensayo bioldgico para demostrar la utilidad de los compuestos preparados en esta memoria. Debe entenderse
que este ejemplo es solo para fines ilustrativos y no debe interpretarse como limitante de esta invencion de ninguna
manera.

Ejemplo bioldgico 1
Ensayo de Afluencia de Guanidina (ensayo in vitro)

Este ejemplo describe un ensayo in vitro para el ensayo y el perfilado de agentes de ensayo frente a los canales de
sodio dependientes de voltaje humano o de rata establemente expresados en células ya sea de origen endégeno o
expresado de forma heterdloga. El ensayo también es util para determinar la Clso de un compuesto de modulacién del
canal de sodio dependiente de voltaje (preferiblemente de bloqueo). El ensayo se basa en el ensayo de afluencia de
guanidina descrito por Reddy, N.L., et al., J. Med. Chem. (1998), 41 (17): 3298-302.

El ensayo de afluencia de guanidina es un ensayo de flujo radiotrazador, utilizado para determinar la actividad de flujo
de iones de canales de sodio dependlentes de voltaje en un formato basado en microplacas de alto rendimiento. El
ensayo utiliza hidrocloruor de Ye- -guanidina en combinacion con diversos moduladores del canal de sodio
dependientes de voltaje conocidos que producen una afluencia mantenida, para ensayar la potencia de los agentes de
ensayo. La potencia se determina mediante un célculo de Clso. La selectividad se determina comparando la potencia del
compuesto para el canal de sodio dependiente de voltaje de interés con su potencia frente a otros canales de sodio
dependientes de voltaje (también llamado ‘perfilado de selectividad').

Cada uno de los agentes de ensayo se ensaya contra las células que expresan los canales de sodio dependientes de
voltaje de interés. Canales de sodio dependientes de voltaje se caracterizan como TTX sensibles o insensibles. Esta
propiedad es util en la evaluacion de las actividades de un canal de sodio dependiente de voltaje de interés cuando
reside en una poblacién mixta con otros canales de sodio dependientes de voltaje. La siguiente Tabla 1 resume las
lineas celulares utiles en la deteccion de una cierta actividad del canal de sodio dependiente de voltaje en presencia o
ausencia de TTX.
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TABLA 1

LINEA CELULAR

Expresion de ARNm

Caracterizacion Funcional

CHO-K1 (ovario de hamster
chino; linea celular
hospedante recomendada)

Numero de acceso ATTC
CCL-61

* la expresion de Na,1.4 ha sido
mostrada por RT-PCR

* no se ha detectado otra
expresion de Nay

* El incremento de 18 a 20 veces en la
afluencia de [14C]guanidina se bloqueaba por
completo utilizando TTX (Na,1.4 es un canal
sensible a TTX)

L6 (célula de mioblasto de
rata) Numero de acceso
ATTC CRL-1458

* Expresiéon de Nay1.4 y Na,1.5

* El incremento de 10 a 15 veces en la
afluencia de [14C]guanidina se bloqueaba sélo
parcialmente por parte de TTX a 100 nM
(Nay1.5 es resistente a TTX)

SH-SY5Y (neuroblastoma
humano) Numero de acceso
ATTC CRL-2266

* Expresion Publicada de Na,1.9 y
Nay1.7 (Blum et al.)

* El incremento de 10 a 16 veces en la
afluencia de [14C]guanidina por encima del
fondo se bloqueaba sélo parcialmente por
parte de TTX (Nay1.9 es resistente a TTX)

SK-N-BE2C (una linea celular
de neuroblastoma humano,
Numero de acceso ATTC
CRL-2268)

» Expresién de Na,1.8

+ La estimulacion de células BE2C con
piretroides resulta en un incremento de 6
veces en la afluencia de [14C]guanidina por
encima del fondo

* TTX blogueaba parcialmente la afluencia
(Na,1.8 es resistente a TTX)

PC12 (feocromocitoma a de
rata) Numero ATTC CRL-
1721

* Expresiéon de Nay1.2 y Nay1.7

* El incremento de 8 a 12 veces en la
afluencia de [14C]guanidina se bloqueaba por
completo utilizando TTX (Nay1.2 y Na,1.7 son
canales sensibles a TTX)

HEK293 (rifdn embrionario
humano) Niumero ATTC CRL-
1573

» Expresion de hNay1.7

* Na,1.7 es un canal sensible a TTX. La Clsg
de TTX en el ensayo de guanidio funcional es
8 nM.

También es posible emplear lineas celulares inmortalizadas que expresan de manera heteréloga canales de sodio
dependientes de voltaje. La clonacion, la transfeccién estable y la propagacion de tales lineas celulares son conocidas
por los expertos en la técnica (véase, por ejemplo, Klugbauer, N, et al., EMBO J. (1995), 14(6): 1084-1090; y Lossin,
C., et al., Neuron (2002), 34, pags. 877-884).

Las células que expresan el canal de sodio dependiente de voltaje de interés se cultivan de acuerdo con el proveedor o,
en el caso de una célula recombinante, en presencia de medios de crecimiento selectivos tales como G418
(Gibco/Invitrogen). Las células se disocian de las placas de cultivo con una disoluciéon enzimatica (1X) Tripsina / EDTA
(Gibco/Invitrogen) y se analizan en cuanto a la densidad y la viabilidad utilizando un hemocitémetro (Neubauer). Las
células disociadas se lavan y se resuspenden en su medio de cultivo después se extender en placas Scintiplates
recubiertas con Poli-D-Lisina (Perkin EImer) (aproximadamente 100.000 células / pocillo) y se incuban a 37 °C / 5% de
CO, durante 20-24 horas. Después de un extenso lavado con disolucidon salina tamponada con HEPES con bajo
contenido en sodio (LNHBSS) (Cloruro de Colina 150 mM, HEPES 20 nM (Sigma), Cloruro de Calcio 1 mM, Cloruro de
Potasio 5 mM, Cloruro de Magnesio 1 mM, glucosa 10 mM) los agentes de ensayo se diluyen con LNHBSS y después
se afiadieron a cada pocillo a la concentracion deseada. (Se pueden utilizar concentraciones variables de agente de
ensayo). La mezcla de activacion/radiomarcaje contiene un alcaloide, tales como veratridina o Aconitina (Sigma) o un
piretroide tal como deltametrina, veneno del escorpion Leiurus quinquestriatus hebraeus (Sigma) y "C-hidrocloruro de
guanidina (ARC) para medir el flujo a través de los canales de sodio dependientes de voltaje.

Después de cargar las células con el agente de ensayo y con la mezcla de activacién/radiomarcaje, las Scintiplates de
Poli-D-Lisina recubiertas se incuban a la temperatura ambiente. Después de la incubacion, las Scintplates de Poli-D-
Lisina recubiertas se lavan ampliamente con LNHBSS suplementado con guanidina (Sigma). Las Scintiplates
recubiertas de Poli-D-Lisina se secan y luego se hace el recuento utilizando un Wallac MicroBeta TriLux (Perkin-Elmer
Life Sciences). La capacidad del agente de ensayo de bloquear la actividad del canal de sodio dependiente de voltaje se
determina mediante la comparacion de la cantidad de 14C-guanidina presente dentro de las células que expresan los
diferentes canales de sodio dependientes de voltaje. Basandose en estos datos, se puede utilizar una diversidad de
célculos, tal como se establecen en esta memoria en otro lugar, para determinar si un agente de ensayo es selectivo
para un canal de sodio dependiente de voltaje en particular.

El valor Clsg de un agente de ensayo para un canal de sodio dependiente de voltaje especifico se puede determinar
utilizando el método general anterior. La Clsg se puede determinar utilizando una curva de 3, 8, 10, 12 6 16 puntos por
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duplicado o triplicado con una concentracion de partida de 1, 5 6 10 uM, diluida en serie con una concentracion final
que alcanza los intervalos sub-nanomolar, nanomolar y micromolar bajo. Tipicamente, la concentraciéon de punto medio
de agente de ensayo se fija en 1 uM, y se aplican las concentraciones secuenciales de semi-diluciones mayores o
menores (p. €j., 0,5 yM; 5 pM y 0,25 pM; 10 uM y 0,125 uM; 20 uM, etc.). La curva de la Clsg se calcula utilizando la
férmula del Modelo Logistico de 4 Parametros o Dosis-Respuesta Sigmoidal (ajuste = (A + ((B-A)/(1 + ((C / x) * D)))).

La veces de selectividad, factor de selectividad o multiple de selectividad se calculan dividiendo el valor de Clso del canal
de sodio dependiente de voltaje de ensayo por el canal de sodio dependiente de voltaje de referencia, por ejemplo,
Nay1.5.

De acuerdo con ello, los compuestos preparados por los métodos descritos en esta memoria demostraron la actividad
de bloqueo del canal de sodio dependiente de voltaje frente a hNa,1.7 tal como se recoge a continuacién en la Tabla 2:

TABLA 2

Compuesto Nombre Quimico Clso (UM)

() 1'-{[5-(trifluorometil)furan-2-iljmetil}espiro[furo[2,3-7][1,3]benzodioxol-7,3'- 0,007
indol]-2'(1'H)-ona

(-FR) (R)-1"-{[5-(trifluorometil)furan-2-iljmetil}espiro[furo[2,3-][1,3]benzodioxol-7,3'- | 4,200
indol]-2'(1'H)-ona

(I-S) (S)-1'{[5-(trifluorometil)furan-2-iljmetil}espiro[furo[2,3-f][1,3]benzodioxol-7,3'- | 0,003
indol]-2'(1'H)-ona

(1 1'-{[3-(trifluorometil)piridin-2-iljmetil}espiro[furo[2,3-g][1,4]benzodioxina-8,3'- 0,015
indol]-2'(1'H)-ona

(-S) (S)-1'{[3-(trifluorometil)piridin-2-ilimetil}espiro[furo[2,3-g][1,4]benzodioxina- 0,005
8,3'-indol]-2'(1'H)-ona
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REIVINDICACIONES

1. Un método de preparar un compuesto de férmula (1):

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como un estereoisdmero o enantiémero individual o una mezcla de
los mismos;

en el que el método comprende:

a) tratar un compuesto de formula (7):

O
0
O
L ™

OH

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, con una base bajo condiciones adecuadas para forma un

compuesto de formula (8):
O
O
0 O
N @

*

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; y

(0]
. § .— 0
t'. © (B)O).

*

b) tratar el compuesto de férmula (8):

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, con un compuesto de formula (9):

Br -
\_-O
(9) .

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en condiciones adecuadas para proporcionar el compuesto de
férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como un estereoisémero o enantidmero individual o una
mezcla de los mismos.

2. El método de la reivindicacion 1, que comprende, ademas, una preparacion del compuesto de formula (7), en el que
el método comprende tratar un compuesto de formula (6):
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en condiciones de reaccién de Mitsunobu estandar para formar el
compuesto de férmula (7), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

3. El método de la reivindicacién 2, que comprende, ademas, una preparacion del compuesto de férmula (6), en el que
el método comprende tratar un compuesto de formula (5):

o
HO y
0
O NS0 (5)
H

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, con un aldehido bajo condiciones adecuadas para formar el
compuesto de formula (6), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

4. El método de la reivindicacion 3, que comprende, ademas, una preparacion del compuesto de formula (5), en el que
el método comprende tratar un compuesto de formula (4):

HO

TS
N oo O
H ()

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en condiciones adecuadas para formar el compuesto de formula (5),
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

H

5. El método de la reivindicacién 4, que comprende, ademas, una preparacion del compuesto de férmula (4), en el que
el método comprende:

a) hacer reaccionar un compuesto de formula (2):

HO (o)
T
0
(2)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, con un reactivo de Grignard de férmula (3):

)\MgC|
(3)

bajo condiciones adecuadas para formar un producto intermedio; y

b) hacer reaccionar el producto intermedio de a) con un compuesto de formula (1):
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O

o
N
H

M)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en condiciones adecuadas para formar el compuesto de formula (4),
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

+

6. El método de la reivindicacion 1, que comprende, ademas, resolver el compuesto de féormula () o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en forma de una mezcla de enantidmeros, en condiciones adecuadas para
proporcionar un compuesto de férmula (I-S):

o)

)

o
o (1-S)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un compuesto de férmula (I-R):

0 o
L
(¢
N__O. _CF,
\\<\J’

7. Un método para preparar un compuesto de formula (1):

(-R)

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como un estereoisémero o enantiémero individual o una mezcla de
los mismos, en el que el método comprende:

a) hacer reaccionar un compuesto de féormula (2):
O
2

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, con un reactivo de Grignard de férmula (3):

3

MgCl
1) B

¥

bajo condiciones adecuadas para formar un producto intermedio; y

b) hacer reaccionar el producto intermedio de a) con un compuesto de formula (1):
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O
(o
N
H
1)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en condiciones adecuadas para formar un compuesto de férmula

(4):
L0
. Ztg
N oo O
H

4)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como un estereoisomero o enantiémero individual o una mezcla de
los mismos;

H

c) tratar el compuesto de féormula (4), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como un
estereoisdmero o enantiémero individual o una mezcla de los mismos bajo condiciones adecuadas para formar un

compuesto de formula (5):
O
HO b
0
]
N~ O
H .

1

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como un estereoisémero o enantiémero individual o una mezcla de
los mismos;

d) tratar el compuesto de féormula (5), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como un
estereoisdbmero o enantiémero individual o una mezcla de los mismos, con un aldehido bajo condiciones adecuadas

para formar un compuesto de férmula (6):
Ho-_HO
O
NoOo O
L ®

OH :

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como un estereoisomero o enantiémero individual o una mezcla de
los mismos;

e) tratar el compuesto de férmula (6), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como un
estereoisdmero o enantiomero individual o una mezcla de los mismos, bajo condiciones de reaccion de Mitsunobu
estandar para formar un compuesto de férmula (7):

O
0]
O
L o

OH

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como un estereoisdmero o enantiémero individual o0 una mezcla de
los mismos;
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f) tratar el compuesto de férmula (7), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como un
estereoisdmero o enantiémero individual o una mezcla de los mismos, con una base bajo condiciones adecuadas para
forma un compuesto de férmula (8):

N T ®

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como un estereoisomero o enantiémero individual o una mezcla de
los mismos;

g) tratar el compuesto de férmula (8):

O 0
ﬂ N

*

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como un estereoisomero o enantidémero individual o una mezcla de
los mismos, con un compuesto de férmula (9):

Br -
O
\ / CF3

(9) -
]

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en condiciones adecuadas para proporcionar el compuesto de
férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como un estereoisémero o enantiémero individual o una
mezcla de los mismos.

8. El método de la reivindicacion 7, que comprende, ademas, resolver el compuesto de féormula () o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en forma de una mezcla de enantidmeros, en condiciones adecuadas para
proporcionar un compuesto de férmula (I-S):

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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