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DESCRIPCION
Antagonista de receptor de mineralocorticoides y procedimientos de uso

La presente invencion se refiere a compuestos triciclicos que son utiles como agentes terapéuticos, a composiciones
farmacéuticas que comprenden los compuestos, a usos de los compuestos para tratar trastornos fisiolégicos en
pacientes y a intermedios y a procedimientos utiles en la sintesis de compuestos.

Aldosterona, el mineralocorticoide enddgeno primario, promueve reabsorcion de sodio o agua y excrecion de potasio
tras interaccion con el receptor de mineralocorticoides (MR). Debido al papel de la aldosterona en mantener equilibrio
de electrolitos y de agua, se han usado antagonistas de MR para el tratamiento de numerosos trastornos psicolégicos
incluyendo hipertensién, hipocalemia, arritmias miocardicas, sindrome de Bartterr, asi como ftrastornos de
hiperaldosteronismo primario y secundario tales como sindrome de Conn. Mas recientemente,los antagonistas de MR
se han usado en el tratamiento de fallo cardiaco congestivo e infarto de miocardio agudo. Ademas, los antagonistas
de MR han demostrado también efectividad en modelos preclinicos de enfermedad renal y en combinacién con
terapia estandar para reducir proteinuria en pacientes que sufren de trastornos renales tales como erfermedad renal
cronica incluyendo nefropatia diabética.

Sin embargo, antagonistas de MR esteroideos existentes producen efectos concomitantes que limitan su seguridad
y/o efectividad. Por ejemplo, la espironolactona no es selectiva y reacciona de forma cruzada con otros receptores de
hormonas nucleares (por ejemplo el receptor de androgenos (AR), el receptor de progesterona (PR), o el receptor de
glucocorticoides (GR)) que median ambos procesos fisioldgicos. La terapia de espironolactona se ha asociado
también con hipercalemia asi como con disfuncion eréctil asociada con ginecomastia, libido reducida, menstruaciones
irregulares, asi como con alteracion gastrica. Eplerenona, aunque selectiva para M en relacion con los otros
receptores de hormonas nucleares, se ha asociado también con hipercalemia. Asi, permanece la necesidad en la
técnica de alternativas a la terapia con antagonistas de MR actual.

El objeto de la presente invencion es proporcionar una ligando de MR no esteroideo que posea actividad antagonista
de MR. Mas particularmente, es un objeto proporcionar un antagonista de MR no esteroideo que se una a MR con
mayor afinidad en relacion a AR, PR y GR. Como una realizaciéon mas particular, es un objeto de la presente invencion
proporcionar antagonista de MR no esteroideo que se una a MR con mayor afinidad con respecto a AR, PRy GRy
que posea actividad renoprotectora o cardioprotectora potente. Como una realizacion incluso mas particular, es un
objeto proporcionar un antagonista no esteroideo que una a MR con mayor afinidad relativa a AR, PR y GR y que
posea actividad reno-cardio-protectora potente, pero con una incidencia reducida o probabilidad reducida para
producir hipercalemia.

Ligandos de MR ftriciclicos son conocidos en la técnica. Por ejemplo los documentos WO 04/052847 y WO 05/066161
divulgan moduladores de receptores de hormonas esteroides triciclicos que son Utiles para tratar trastornos
susceptibles de modulacion de receptor de mineralocorticoides o modulacion de receptor de glucocorticoides. La
presente invencion se refiere a una dibenzooxepina particular, como se da por Compuesto (I) mas adelante, que tiene
un perfil de actividad in vitro e in vivo que indica que ello tiene utilidad en el tratamiento de prevencioén de trastornos
responsables de terapia antagonista de receptor de mineralocorticoides.

De acuerdo con lo anterior, la presente invencion proporciona un compuesto de la férmula
0
Q O i
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e N)—NH
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0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
Compuesto (I)

(5-((E)-(3-fluorodibenzo[b,e]oxepin-11(6H)-ilideno)metil)-1-((7R,8aR)-hexahidro-1H-pirrolo[2,1-c][1,4]oxazin-7-il)- 1H-
benzo[d]imidazol-2(3H)-ona)

Como una realizacién particular, la presente invencion proporciona Compuesto (I), o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo en forma cristalina.

En ofra realizacion, la presente invencion también proporciona Compuesto (1), o una sal farmacéuticamente aceptable
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de la misma, para usar en terapia. Adicionalmente, la presente invencion proporciona Compuesto (I), o una sal
farrmacéuticamente aceptable del mismo, para usar en el tratamiento o la prevencion de fallo cardiaco congestivo,
nefropatia diabética, enfermedad renal crénica, hipertension, hipocalemia, arritmia miocardica, sindrome de Bartter,
hiperaldosteronismo primario o secundario,0 sindrome de Conn. Mas particularmente, la invenciéon proporciona
Compuesto (l), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para usar en el tratamiento o prevencion de fallo
cardiaco congestivo, hipertension, nefropatia diabética, o enfermedad renal crénica.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona el uso de Compuesto (l), o una sal farrmacéuticamente
aceptable del mismo, para usar en el tratamiento o la prevencién de fallo cardiaco congestivo, nefropatia diabética,
enfermedad renal crénica, hipertension, hipocalemia, arritmia miocardica, sindrome de Bartter, hiperaldosteronismo
primario o secundario,o sindrome de Conn. Mas particularmente, la presente invenciéon proporciona el uso de
Compuesto (I), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para la elaboraciéon de un medicamento para el
tratamiento o prevencion de fallo cardiaco congestivo, hipertension, nefropatia diabética, o enfermedad renal cronica.

Ademas, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende Compuesto (l), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en combinacién con uno o mas vehiculos, diluyentes o excipientes
farmacéuticamente aceptables. Mas particularmente, la presente invencidn proporciona una composicion
farmacéutica para el tratamiento o prevencion de fallo cardiaco congestivo, hipertension, nefropatia diabética, o
enfermedad renal crénica que comprende Compuesto (I), o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en
combinacion con uno o mas vehiculos, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables. La presente invencion
también comprende intermedios novedosos y procedimientos Utiles para la sintesis del Compuesto (1):

La presente invencion se refiere a sales farmacéuticamente aceptables de Compuesto (I) asi como a solvatos de
Compuesto (l), o a sales farmacéuticamente aceptables del mismo. Como tal, cuando se usa en el presente
documento, el término "Compuesto (I)" incluye dentro de su significado cualquier solvato del compuesto. Ejemplos de
sales farmacéuticamente aceptables y de procedimientos para su preparacion estan dentro del conocimiento de los
expertos en la técnica. Véanse por ejemplo, P. Stahl et al., Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, Selection
and Use," VCHA/Wiley-VCH, (2002); Gould, P.L., "Salt selection for basic drugs," International Journal of
Pharmaceutics, 33: 201-217 (1986); y Bastin et al. "Salt Selection and Optimization Procedures for Pharmaceutical
New Chemical Entities," Organic Process Research and Development, 4: 427-435 (2000). Se hace mencién particular
de la sal tosilato de Compuesto (l), sin embargo, se entiende que la base libre de Compuesto (I) se prefiere.

Los términos "R" y "S" se usan en el presente documento como se usan cominmente en quimica organica para
designar las configuraciones especificas de un centro quiral. Los términos "(1)", "R/S" o "RS" se refirieron a una
configuracion racémica de un centro quiral. Una lista parcial de prioridades y una discusion de estereoquimica esta
contenida en "Nomenclature of Organic Compounds: Principles and Practice", (J.H. Fletcher, et al., eds., 1974). Como

se usa en el presente documento,la designacién " —==®8 " s¢ refiere a un enlace que se proyecta fuera del plano de

la pagina, mientras que la designacion " 1111l " se refiere a un enlace que sobresale hacia atras fuera del plano de
la pagina.

Como se apreciara por un experto en la técnica, las moléculas que contienen un doble enlace carbono-carbono o
carbono-nitrégeno pueden existir como isémeros geomeétricos. Se usan comunmente dos procedimientos para
designar los isdbmeros especificos, el procedimiento "cis-trans" y el procedimiento "E y Z" dependiendo de si los
grupos unidos a cada uno de los atomos enlazados por doble enlace son el mismo o diferentes. Una discusion de
isomeria geométrica y la nomenclatura de isdbmeros especificos se encuentra en el documento March, "Advanced
Organic Chemistry", John Wiley & Sons, 1992, Capitulo 4.

El Compuesto (l) se puede formular como parte de una composicion farmacéutica. Como tal, una composicion
farmacéutica que comprende Compuesto (l), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en combinacién con
un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable es una realizacién importante de la invencion.
Ejemplos de composiciones farmacéuticas y procedimientos para su preparacion se conocen bien en la técnica.
Véase, p. €j., REMINGTON: THE SCIENCE AND PRACTICE OF PHARMACY (A. Gennaro et al., eds., 19? ed., Mack
Publishing , (1995)). Las composiciones ilustrativas que comprenden Compuesto () incluyen, por ejemplo:
Compuesto (1) en suspension con carboximetilcelulosa al 0,5 %, Polisorbato 80 al 0,25 % y NaCl al 2,7 %; o
Compuesto (I) en suspension con carboximetilcelulosa al 1 % y Polisorbato 80 al 0,25 %; Compuesto (I) en
suspension con carboximetilcelulosa al 1 %, Polisorbato 80 al 0,25 % y Antiespumante 1510™ al 0,05 % en agua
purificada; Compuesto (I) (molido con molinos de chorro) en suspensién con carboximetilcelulosa de chorro al 1 %,
Polisorbato 80 al 0,25 % y Antiespumante 1510™ al 0,05 % en agua purificada; Compuesto (I) (molido con molinos de
chorro) en suspensién con hidroxietilcelulosa al 1 % , vitamina E TPGS (d-alfa-tocoferilpolietilenglicol 1000 succinato)
al 10 % y Antiespumante 1510™ al 0,05 % en agua purificada; Compuesto (l) (molido con molinos de chorro) en
suspension con Vitamina E TPGS al 10 % y Antiespumante 1510™ al 0,05 % en agua purificada; y Compuesto (I) en
solucién (15 mg/ml) con Captisol® al 20 %, tampon fosfato 25 mM (pH ~2) y 1 eq. de HCI. Se entendera, sin embargo,
que una composicion preferida de la presente invencién comprende Compuesto (I), o una sal farmacéuticamente del
mismo, formulado en una capsula o comprimido.

El Compuesto (l), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o una composicion que comprende Compuesto
(I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, se pueden administrar por cualquier via que hace al compuesto
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biodisponible, incluyendo vias oral y parenteral. Se entendera, sin embargo, que se prefiere la administracion oral.

Un experto en la técnica apreciara que el tamafio de particula puede afectar la disolucién in vivo de un agente
farmacéutico que, en cambio, puede afectar la absorcion del agente. "Tamafio de particula” como se usa en el
presente documento, se refiere al diametro de una particula de un agente farmacéutico segun se determina por
técnicas convencionales tales como dispersion de luz laser, difraccion de laser, dispersion de Mie, fraccionamiento de
flujp de campo de sedimentacidon, espectroscopia de correlacion fotdnica y similares. Donde los agentes
farmacéuticos tienen solubilidad pobre, tamafios de particulas pequefios o reducidos pueden ayudar a disolucién y
asi, incrementar absorcion del agente. Amidon et al., Pharm.Research, 12; 413-420 (1995). Procedimientos para
reducir o controlar el tamafio de las particulas (micronizacidon) son convencionales e incluyen molienda con bolas,
molienda de martillos, molienda con molinos de chorro, amolado humedo y similares. Otro procedimiento para
controlar tamafio de particulas implica preparar el agente farmacéutico en una nanosuspension. Una realizacion
particular de la presente invencion comprende Compuesto (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del Compuesto
(I), o una composiciéon farmacéutica que comprende Compuesto (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, en el que dicho compuesto o sal tiene un tamario de particula de d90 (es decir el tamafo respecto del que el
90 % de las particulas son mas pequefas o son iguales) de menos de aproximadamente 10 pm.

Se apreciara por un experto en la técnica que es deseable para un agente terapéutico poseer ciertas caracteristicas
fisicas. En particular se desean solidos cristalinos, agentes que son estables, ya que son particularmente adecuados
para paradigmas convencionales de sintesis quimica, purificacion, almacenamiento y formulacion o desarrollo de
forma de dosificacion. "Forma cristalina" o "forma de cristal" como se usa en el presente documento se refiere a una
preparacion cristalina de una especie quimica.

Una forma de cristal particular se puede caracterizar y asi distinguir de otras formas soélidas de la misma especie
quimica usando técnicas convencionales, incluyendo difraccion en polvo de rayos X (XRPD), procedimientos
espectroscopicos (por ejemplo espectroscopia de infrarrojos (IR) o de resonancia magnética nuclear (RMN) y técnicas
térmicas (por ejemplo calorimetria diferencial de barrido (DSC), analisis gravimétrico térmico (TGA), o analisis térmico
diferencial (DTA)). Mientras XRPD es un medio particularmente util para caracterizar formas cristalinas de una
especie quimica, se apreciara que las intensidades de pico reales en el patron de rayos X varian de analisis a analisis
del mismo cristal dependiendo de la muestra analizada y del instrumento, disolvente, o procedimientos empleados.
Ademas, se entendera que mientras las localizaciones de pico exactas obtenidas a partir de analisis de una forma
cristalina dada, segun se mide en °26, pueden variar de analisis a analisis (por ejemplo + 0,1°), el patron relativo de
localizaciones de pico permanecera esencialmente el mismo entre espectros.

La presente invencion proporciona Compuesto (I) en forma cristalina. Mas particularmente, la presente invencion
proporciona la base libre de Compuesto (I) en forma cristalina que tiene picos caracteristicos a °26 de
aproximadamente 10,5, 13.0, 15,5y 19,7 (Forma | de base libre en los Ejemplos en el presente documento). Ademas,
la presente invencién proporciona la base libre de Compuesto (I) en forma cristalina que tiene picos caracteristicos a
°20 de aproximadamente 11,3, 12.1, 18,8 y 21,0 (Forma Il de base libre en los Ejemplos en el presente documento).

Como se usa en el presente documento el término "paciente" se refiere a un mamifero humano o no humano tal como
un perro, gato, vaca, mono, caballo, o oveja. Mas particularmente, el término "paciente" se refiere a un ser humano. El
termino "tratando" (o "tratar o "tratamiento") como se usa en el presente documento incluye prohibir, evitar, restringir,
ralentizar, detener, o revertir la progresion o gravedad de un sintoma o trastorno existente. El término "evitando" (o
"evitar" o "prevencion") significa prohibir, restringir, o inhibir la incidencia o aparicion de un sintoma o trastorno. Como
se aprecia por un experto en la técnica, se pueden presentar trastornos psicoldégicos como una afeccion "crénica”, o
como un episodio "agudo". Asi, el tratamiento de trastornos contempla tanto eventos agudos como afecciones
cronicas. En un evento agudo, el compuesto se administra a la aparicion de los sintomas y es discontinuo cuando los
sintomas desaparecen, mientras que una afeccion cronica se trata a lo largo del curso de la enfermedad.

Como se usa en el presente documento el término "cantidad efectiva” se refiere la cantidad o dosis de Compuesto (1),
o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo que, tras administracién de dosis individual o multiple al
paciente, proporciona el efecto deseado en el paciente sometido a diagndstico o tratamiento. Una cantidad efectiva se
puede determinar faciimente por el diagnosticador encargado del caso, como un experto en la técnica, considerando
un numero de factores tales como la especie de mamifero, su tamafio, edad y salud general; la enfermedad especifica
implicada, el grado de gravedad de la enfermedad, la respuesta del paciente individual; el compuesto particular
administrado; el modo de administracion; las caracteristicas de biodisponibilidad de la preparaciéon administrada, el
régimen de dosificacion seleccionado; y el uso de cualesquiera medicaciones concomitantes.

Cuando se usan en conjunto con los usos de la presente invencion, el compuesto y las composiciones de la presente
invencion se pueden administrar bien solas, o bien en combinacion con agentes terapéuticos convencionales usados
para tratar el trastorno o afeccion en particular. Por ejemplo, el Compuesto (), o una composicion que comprende
Compuesto (I) se puede administrar en combinaciéon con agentes convencionales para el tratamiento de hipertension,
nefropatia diabética o enfermedad renal cronica tales como inhibidores de enzima conversora de angiotensina (ACE)
o blogueantes de receptor de angiotensina (farmacos ARB). Donde el compuesto o composicion de la presente
invencion se usa como parte de una combinacion, el Compuesto (I), o una composicion que comprende Compuesto
(I) se puede administrar bien separadamente o bien como parte de una formulaciéon que comprende el agente
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terapéutico con el que se combina.

Determinacion de Actividad Biolégica

Como se usa en el presente documento, "Kq" se refiere a la constante de disociacion en el equilibrio para un complejo
receptor-ligando; "Ki" se refiere a la constante de disociacion en el equilibrio para el complejo receptor de farmacos y
es una indicacién de la concentracion de farmaco que se unira a la mitad de los sitios de unién en el equilibrio; "Ky" se
refiere a la constante de disociacion en el equilibrio para un complejo de antagonista-receptor; "CI50" se refiere a la
concentracion de un agente que produce el 50 % de la respuesta inhibidora maxima posible para ese agente o,
alternativamente, a la concentracion de un agente que produce desplazamiento del 50 % de union de ligando al
receptor; "CE50" se refiere a la concentracion de un agente que produce el 50 % de la respuesta maxima posible para
ese agente y "DE50" se refiere a la dosis de un agente terapéutico administrado que produce el 50 % de la respuesta
maxima de ese agente.

A. Ensayo de Unién a Receptor de Hormonas Nucleares Esteroideas:

Los lisados celulares de células HEK293 de rifion embrionario humano que sobreexpresan MR humano (receptor de
mineralocorticoides), GR (receptor de glucocorticoides), AR (receptor de andrégenos), o PR (receptor de
progesterona) se usan para ensayos de unioén de competicion receptor-ligando para determinar valores de K.

Brevemente, los ensayos de unidon de competicion de receptor de esteroides se hacen funcionar en un tampén que
contiene tampén de HEPES 20 mM (pH = 7,6), EDTA 0,2 mM, NaCl 75 mM, MgCl; 1,5 mM, glicerol al 20 %, molibdato
de sodio 20 mM, DTT (ditiotreitol) 0,2 mM, 20 pg/ml de aprotinina y 20 ug/ml de leupeptina (tampon de ensayo).
Tlplcamente los ensayos de union de receptor de esteroides incluyen Ilgandos radlomarcados tales como
[ H]-aldosterona 0, 25 nM para unién a MR, [ H]-dexametasona 0,7 nM para unién a GR, [ H]-metiltrienolona 0,36 nM
para uniéon a AR y [ H]-metiltrienolona 0.29 nM para unién a PR y bien 20 ug de lisado 293-MR, bien 20 ug de lisado
293-GR, bien 22 ug de lisado 293-AR, o bien 40 ug de lisado 293-PR por pocillo. Los ensayos funcionan tipicamente
en formato de 96 pocillos. Los compuestos de prueba de competicion se afiaden a diversas concentraciones que
varian desde aproximadamente 0,01 mM hasta 10 yM. La unién no especifica se determina en presencia de
aldosterona 500 nM para unién a MR, dexametasona 500 nM para unién a GR, o metiltrienolona 500 nM para unién a
ARy PR. Las reacciones de unién (140 pl) se incuban durante toda una noche a 4 °C, después 70 pl de tampén de
carbon activo-dextrano (conteniendo por 50 ml de tampoén de ensayo, 0,75 g de carbdn activado y 0,25 g de dextrano)
se afiaden a cada reaccion. Las placas se mezclaron durante 8 minutos en un agitador orbital a 4 °C. Las placas se
centrifugaron después a 3.000 rpm a 4 °C durante 10 minutos. Una alicuota de 120 pl de la mezcla de reaccion de
unioén se transfiere después a otra placa de 96 pocillos y se afiaden a cada pocillo 175 ul de Wallac Optiphase Hisafe
3™, Las placas se sellaron y se agitaron vigorosamente en un agitador orbital. Después de una incubacion de 2 horas,
las placas se leen en un contador Microbeta de Wallac.

Los datos se usaron para calcular una CI50 estimada y la inhibicion en porcentaje a 10 pM. La Ky para
[ H]-aldosterona para unién a MR, [ H]-dexametasona para unién a GR, [ H]-metiltrienolona para unién a AR, o
[ H]-metiltrienolona para unién a PR, se determina por unién de saturacion. Los valores de CI50 para compuestos se
convierten a K; usando la ecuacion de Cheng-Prusoff.

Siguiendo un protocolo esencialmente como se describe anteriormente, el Compuesto (l) presenta una K en el
ensayo de union de aproximadamente 0,40 nM, demostrando asi que el Compuesto (1) es un potente ligando de MR
humano. Ademas, el Compuesto (l) presentaba una K; a los ensayos de unién a AR, GR y PR de aproximadamente
1170 nM, 669 nM y 478 nM respectivamente, demostrando asi que el Compuesto (l) es un ligando selectivo para MR.

B. Ensayos Funcionales de Modulacién de Receptores de Hormonas Nucleares Esteroideas:

La aldosterona ejerce sus efectos fisiolégicos por interaccion con el receptor de mineralocorticoides. Tras la union
citoplasmica de aldosterona a PR, el complejo receptor de ligando se transloca al nucleo celular donde ello se une a
elementos de respuesta a hormonas en ADN para iniciar la expresion de genes diana. Para demostrar la capacidad
de compuestos de la presente invencion para modular la actividad de receptores de hormonas esteroideas (es decir
bien agonizan, bien agonizan parcialmente, o bien antagonizan), se llevan a cabo bioensayos que detectan
modulacién funcional de expresion de genes objetivo en células transfectadas transitoriamente con una proteina de
receptor nuclear y una construccion génica comunicadora de elemento de respuesta a hormonas. Los disolventes,
reactivos y ligandos empleados en el ensayo funcional estan facilmente disponibles a partir de fuentes comerciales, o
se pueden preparar por un experto en la técnica.

1. Pantalla de Panel de Receptor de Hormonas Nucleares

Las células HEK293 de rifidn embrionario humano se transfectan con plasmidos de genes de receptor de hormonas
esteroides y plasmidos de genes comunicadores usando un reactivo de transfeccion adecuado tal como Fugene™.
Brevemente, el plasmido comunicador que contiene dos copias de promotor de probasina ARE y de TK (timidina
cinasa) aguas arriba del ADNc del comunicador luciferasa, se transfecta dentro de las células o HEK293 con un
plasmido que expresa constitutivamente receptor androgénico humano (AR) usando promotor de CMV
(citomegalovirus) virico. El plasmido comunicador que contiene dos copias de GRE y promotor de TK del ADNc
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comunicador de luciferasa se transfecta con un plasmido que expresa constitutivamente bien receptor de
glucocorticoides humano (GR), bien receptor de mineralocorticoides humano (MR), o bien receptor de progesterona
humano (PR) usando promotor de CMV virico. Las células se transfectaron en matraces T150 cm en medios DMEM
con suero fetal bovino (FBS) purificado con carbon activo al 5 %. Después de una incubacion durante toda una noche,
las células transfectadas se tripsinizaron, se plaquearon en placas de 96 pocillos en medios DMEM conteniendo FBS
purificado con carbén activo al 5 %, se incubaron durante 4 horas y después se expusieron a diversas
concentraciones de compuestos de prueba que varian desde aproximadamente 0,01 nM hasta 10 mM. En el modo
antagonista para los ensayos, se afiaden concentraciones bajas de agonista para cada receptor respectivo a los
medios (aldosterona 0,08 nM para MR, dexametazona para GR, 0,66 nM de metiltrienolona para AR y 0,08 nM de
promefestona para PR). Después de incubacion de 24 horas con compuestos de prueba, las células se lisaron y la
actividad de luciferasa se determino usando técnicas estandar.

Los datos se ajustan a una curva logistica de cuatro parametros para determinar valores de CE50. La eficacia en
porcentaje (compuestos con respuestas maximas saturadas) o la estimulaciéon maxima en porcentaje (compuestos
con respuestas maximas que no saturan) se determinan en relacion estimulacion maxima obtenida con los siguientes
agonistas de referencia: Aldosterona 30 nM para ensayo de MR, metiltrenolona 100 nM para ensayo de AR,
promegestona 30 nM para ensayo de PR y con dexametasona 100 nM para ensayo de GR. Los valores de CI50 se
determinan de forma similar usando datos de ensayo de modo antagonista. En el modo antagonista, las inhibiciones
en porcentaje se determinaron comparando actividad de compuesto de prueba en presencia de concentracion baja de
agonista (aldosterona 0,08 nM para MR, 0,25 nM de dexametasona para GR, 0,66 nM de metiltrienolona para AR y
0,08 nM de promegestrona para PR) para la respuesta producida por la misma concentraciéon baja de agonista en
ausencia del compuesto de prueba.

Siguiendo un protocolo esencialmente como se describe anteriormente, el Compuesto (l) presento valores de CI50 de
aproximadamente 21 nM, 924 nM, > 10000 nM y > 10000 nM en los ensayos de MR, PR, GR y AR (modo
antagonista), respectivamente y una CE50 de > 10000 nM para cada uno de MR, PR, GR y AR en el modo agonista.
Asi, el Compuesto (I) es un antagonista funcional selectivo de hMR.

2. Ensayo de Antagonista Competitivo de hMR:

Células HEK293 de rifién embrionario humano se transfectaron con MR humano usando los mismos reactivos de
transfeccion, plasmidos, promotores, construcciones comunicadoras, tampones y procedimientos como se describen
anteriormente para la Pantalla de Panel de Receptor de Hormonas Nucleares. Las células transfectadas se
tripsinizaron, se plaquearon en placas de 96 pocillos en medios DMEM conteniendo FBS purificado con carbén activo
al 5 %, se incubaron durante 4 horas y después se expusieron a diversas concentraciones (10 diluciones) de
aldosterona (que varian desde aproximadamente 0,001 nM hasta 0,03 pM). La capacidad de aldosterona para
agonizar la hMR se determina en la ausencia y presencia de concentraciones fijas de compuesto de prueba y se
monitorizan midiendo actividad luciferasa usando técnicas estandar. El compuesto de ensayo K, se puede determinar
usando un trazado logaritmico de analisis de Schild (proporcién de dosis - 1) frente a logaritmo de concentracion de
antagonistas usando la ecuacion: Log (DR-1) = Log [Antagonista] - Log K, donde la proporcién de dosis (DR)
representa la proporcion de CE50 de aldosterona en presencia de compuesto de ensayo frente a la CE50 de
aldosterona en ausencia de compuesto de ensayo).

Siguiendo un protocolo esencialmente como se describe anteriormente, el Compuesto (l) presenta una K en el
ensayo antagonista competitivo de MR de aproximadamente 5,1 nM, demostrando asi que el Compuesto (I) es un
potente ligando de MR humano.

C. Modelo In vivo de Enfermedad Renal Mediada por Aldosterona

Ratas Sprague Dawley macho (240-280 g) uni-nefrectomizadas se albergaron individualmente con agua a demanda'y
dieta rodent 5001 durante una semana. Después de aclimatacion, se recogieron muestras de orina a las 24 horas de
linea base y se analizaron para proteina de orina total y creatinina. Los animales se distribuyeron al azar por medio de
peso corporal y proteina urinaria de linea base en grupos de estudio. Los sueros de linea base se toman por corte de
la cola y se analizaron con respecto a nitrdgeno de urea en la sangre (BUN), creatinina y electrolitos. Después de que
se tomen muestras de linea base, todas las ratas con la excepcion del grupo control se mantienen en una dieta
conteniendo sal al 6 % y bebiendo agua conteniendo KCI al 0,3 % a lo largo de la duracién del estudio. Los animales
control se mantuvieron en dieta 5001 y agua potable a lo largo de la duracién del estudio y no recibieron aldosterona.
Mini-bombas Alza para administrar 2,5 pl/hora X 28 dias de d-aldosterona en DMSO al 0,01 % a 0,75 ug/h, se
implantaron subcutaneamente en animales no de control (por ejemplo grupo de Compuesto de Prueba y grupo de
solo Vehiculo) en anestesia de isoflurano. El compuesto de ensayo, en un vehiculo que comprende
carboximetilcelulosa al 1 % (CMC)/polisorbato 80 al 0,25 %, o solo vehiculo, se administra después por sonda oral
diariamente una vez (10 ml/kg) comenzando el dia después de implantacion de aldosterona. Se recogen muestras de
orina repetidas después de 2 y 4 semanas de administraciéon de compuesto o vehiculo solo y se analizaron con
respecto a proteinas en la orina totales y creatinina. A la terminacion del estudio, las muestras farmacocinéticas se
obtienen en 8 puntos temporales (0,5, 1, 2, 3, 6, 8, 12 y 24 horas). Ademas, se retiraron corazones y rifiones y se
fijaron en formalina tamponada al 10 % corazones y rifiones para hematoxilina y eosina (H&E) y tincién tricromica de
Masson para detectar dafio estructural en tejidos cardiacos y en tejidos renales. El suero se puede tomar también por
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puncién cardiaca en la finalizacion del estudio para analisis adicional de suero BUN, creatinina y electrolitos.

Tras un protocolo estandar como se describe anteriormente, el Compuesto (I), cuando se administra a 10 mg/kg/dia X
28 dias, la excrecion de proteina urinaria se redujo en comparacion con los animales tratados con vehiculo en
aproximadamente el 60 %, demostrando asi que el Compuesto (l) tiene actividad reno-protectora in vivo.

Con el fin de demostrar que un compuesto tiene efectos antihipertersion, se pueden emplear el siguiente modelo.

D. Modelo In vivo de Hipertension Mediada por Aldosterona

Ratas Sprague Dawley macho (240-280 g) uni-nefrectomizadas se albergaron individualmente con agua a demanda'y
dieta rodent 5001 durante una semana. Después de aclimatacion, los animales se implantaron con bombas de Alzet
para administrar subcutaneamente 0,25 pg/h de aldosterona a 2,5 pl/h durante hasta 28 dias y se mantuvieron a una
dieta conteniendo NaCl al 6 % y bebiendo agua que contenia KCl al 0,3 % a lo largo de la duracién del estudio. Los
dispositivos de radiotelemetria se implantaron para monitorizar presiéon sanguinea arterial. Por ejemplo, las sefiales
de cada animal se muestrearon cada 10 minutos a lo largo del estudio. El promedio (+ 6) de todos los valores
recogidos a lo largo de un periodo de 24 horas representa la presion arterial media diaria para cada animal. En el dia
después de la implantaciéon de la bomba, el compuesto de prueba en un vehiculo que comprende carboximetilcelulosa
de sodio de viscosidad del medio al 1 %/polisorbato 80 al 0,25 %/antiespumante 1510™ al 0,05 %, o vehiculo solo, se
administré después por sonda oral diariamente (10 mi/kg).

Siguiendo un protocolo esencialmente como se describe anteriormente, el Compuesto (l), cuando se administra
oralmente una vez al dia (1-30 mg/kg/dia) X 14 dias, redujo de forma dependiente de dosis los efectos hipertensivos
de aldosterona en presencia de sal comparado con el vehiculo, demostrando asi que el Compuesto (I) tiene efectos
antihipertension.

Con el fin de demostrar que un compuesto tiene una incidencia reducida o una probabilidad reducida de producir
hipercalemia, se puede emplear el siguiente modelo.

E. Ensayo In vivo de Modulacién Electrolitica

Las ratas Sprague Dawley macho (240-280 g) se adrenalectomizan a continuacion se mantienen a pienso de
roedores 5001 y solucion de bebida de NaCl al 1 % durante 6 dias después de la cirugia. Los animales se someten a
ayuno durante toda una noche y el agua de bebida salina al 1 % se sustituye con agua potable a demanda. La mafana
del estudio, los animales sometidos a ayuno se distribuyen al azar en base al peso corporal tras el ayuno. A los
animales control (por ejemplo aquellos que no reciben nada de aldosterona o de compuesto de prueba) se da 10 ml/kg
de vehiculo del compuesto de prueba comprendiendo CMC al 0,5 %/polisorbato 80 al 0,25 %/NaCl al 2,7 % por sonda
oral y 1 ml/kg de vehiculo de aldosterona (DMSO al 0,01 %/agua) por inyeccion subcutanea. A los animales de
vehiculo se les da el mismo vehiculo del compuesto de prueba por sonda oral y aldosterona 3 ug/kg, s.c. Las
sustancias de prueba estan suspendidas en el vehiculo de carboximetilcelulosa/NaCl. Los grupos de tratamiento del
compuesto de prueba reciben sustancia de prueba suspendida en el vehiculo de carboximetilcelulosa/NaCl y en
aldosterona 3 pg/kg s.c. Inmediatamente después de dosificacion, los animales se sitian en estantes metabdlicos con
acceso a agua potable a demanda. Se recogen muestras de orina 5 horas después de administracion de dosis y se
somete a ensayos la excrecion electrolitica. Los datos se presentan como proporcion de excrecion de log Na/K o
como % de proporcion de Na/K con respecto a animales tratados con vehiculo adrenalectomizado. El compuesto | se
puede poner a prueba a diversas dosis para determinar en qué grado los compuestos inducen un incremento en la
proporcion Na/K urinaria (un indice de concentracion de potasio en suero incrementado).

Siguiendo un protocolo esencialmente como se describe anteriormente, el Compuesto (I),cuando se administra a 30
mg/kg por via oral, se incrementd la proporcion de excrecion de Na/K urinario en solo aproximadamente el 39 %
comparado con los animales tratados con vehiculo demostrando que el Compuesto (I) puede tener una incidencia
reducida o una probabilidad reducida de producir hipercalemia.

Sin elaboracién adicional, se cree que un experto en la técnica podra, usando la descripcidon precedente poner en
practica la presente invencion en su extension mas plena. Los siguientes Preparaciones y Ejemplos se proporcionan
para ilustrar la invenciéon en detalle adicional y representan la sintesis tipica del Compuesto de Férmula (I). Los
reactivos y materiales de partida estan facilmente disponibles para, o pueden sintetizarse facilmente por, un experto
en la técnica. Los expertos en la técnica reconoceran apropiadamente variaciones de los procedimientos descritos en
los ejemplos. Los nombres de los compuestos de la presente invencion se proporcionan generalmente por ChemDraw
Ultra® version 10.0.

Tal como se usa en el presente documento, los siguientes términos tienen los significados indicados: "DMSQO" se
refiere a dimetilsulfoxido; "DMAC" se refiere a N,N-dimetilacetamida; "tBOC" o "boc" se refiere a terc-butoxicarbonilo;
y "TLC" se refiere a cromatografia en capa fina.

Preparacion 1

1-bromo-4-fluoro-2-(2-iodo-benciloxi)-benzeno
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sques

Agitar una mezcla de bromuro de 2-yodobencilo (90 g, 0,29 mol), 2-bromo-5-fluorofenol (57,9 g, 0,29 mol) y carbonato
de potasio (63 g, 0,46 mol) en N,N-dimetilformamida (750 ml) a temperatura ambiente durante 16 horas. Afadir agua
(1 1), agitar la mezcla resultante durante una hora, eliminar por filtrado los sdlidos, aclarar con agua y secar en un
horno al vacio (2666,44 pascales (20 mm de Hg)/60 °C) para obtener el compuesto del titulo (121 g, > 100 %).RMN de
'H (400 MHz, DMSO-dg) 8 5,11 (s, 2H), 6,81 (t, 1H), 7,13 (t, 1H), 7,19 (dd, 1H), 7,46 (t, 1H), 7,59 (d, 1H), 7,62 (t, 1H),
7,93 (d, 1H).

Preparacion 2

Ester etilico del 4cido 3-[2-(2-bromo-5-fluoro-fenoximetil)-fenil]-acrilico

OU F
Br
OEt

Q

A una mezcla de 1-bromo-4-fluoro-2-(2-yodo-benciloxi)-benceno (117,4 g, 0,29 mol), acetato de sodio (36,1 g, 0,44
mol), bromuro de tetra-n-butilamonio (90,3 g, 0,29 mol), acetato de paladio (Il) (1,8 g, 8 mmol, 3 % mol) y
N-metilpirrolidinona (900 ml) a 55-60 °C, afiadir gota a gota una solucién de acrilato de etilo (34,3 ml, 0,32 mol) en
N-metilpirrolidinona (200 ml). Enfriar la mezcla de reaccion a temperatura ambiente y tratar con agua (2 1) y éter
metilterc-butilico (2 I). Hacer pasar la reaccion a través de tierra de diatomeas, afiadir acetato de etilo (1 1), separar las
capas y lavar con agua (2 1). Secar los productos organicos combinados sobre sulfato de sodio anhidro, filtrar y
concentrar. Suspender el sélido resultante en hexanos (1 ), refrigerar durante 2 h, filtrar y lavar con hexanos frios (500
ml). Secar en un horno de vacio (50 °C/2666,44 pascales (20 mm de Hg)) para obtener el compuesto del titulo como
un sélido amarillo palido (104,4 g, al 95%). CL-EM m/z 381,0 [M+H]*

Procedimiento alternativo:

A un reactor de 378,54 litros (100 galones) limpio, seco con agitacion en nitrogeno afiadir N-metilpirrolidinona (72 1),
acetato de sodio (2721 g, 33,17 mol), 1-bromo-4-fluoro-2-(2-iodo-benciloxi)-benceno (9000 g, 22,11 mol) y bromuro
de tetrabutilamonio (7128 g, 22,11 mol) recién preparados. Iniciar agitacion y desgasificar la mezcla de reaccion en el
vacio total durante 30 minutos, purgar con nitrdgeno. Permitir al reactor retornar a a presion ambiente en nitrégeno y
repetir el procedimiento de desgasificacion. Afiadir acetato de paladio (Il) (180 g, peso al 2 %) a la mezch de reaccion
y calentar a 60 °C. A 60 °C, afadir lentamente acrilato de etilo (2258 g, 22,55 mol) como una soluciéon en
N-metilpirrolidinona (18 I) a la mezcla de reaccién por medio del embudo de adicién. Tras finalizacién de la adicion,
calentar la mezcla de reaccion a 70 °C. Continuar agitando durante un minimo de 2 horas a 70 °C. Ajustar la
temperatura interna de la mezcla de reaccion a 5-10 °C. En un reactor aparte, limpio, dotado de un tamafio apropiado,
cargar agua (225 1), iniciar agitacion vigorosa y enfriar a una temperatura interna de < 5 °C. Transferir la mezcla de
reaccion al agua con agitacion vigorosa durante un minimo de una hora. Agitar la suspension resultante durante 30
minutos a una hora a temperatura ambiente. Filtrar a través de un lecho corto de filtro de polipropileno para recoger los
solidos violeta claro. Lavar la torta del filtro con agua (25 I) y poner a secar sobre el filtro usando un dique de goma.
Recargar los solidos a la reaccidon con agua (45 1) y agitar la suspensién durante 30 minutos a una hora. Re-filtrar los
solidos sobre un lecho corto de filtro de polipropileno, lavar la torta del filtro con agua (25 I). Poner a secar sobre el fltro
usando un dique de goma. Transferir el material violeta claro a bandejas de secado y secarla aire en una vitrina
extractora durante un minimo de 24 horas. Secar los solidos en horno al vacio a < 50 °C para obtener el compuesto
del titulo (8,4 kg, al 100 %).

Preparacion 3

Ester etilico del 4cido (E)-(3-fluoro-6H-dibenzo[b,e]oxepin-11-ilideno)-acético
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Calentar una mezcla de éster etilico del acido 3-[2-(2-bromo-5-fluoro-fenoximetil)-fenill-acrilico (94 g, 0,25 mol),
acetato de sodio (30 g, 0,37 mol), bromuro de tetra-n-butilamonio (81 g, 0,25 mol) y acetato de paladio (Il) (1,7 g, 7
mmol, 3 % mol) en N-metilpirrolidinona (850 ml) a 100-110 °C durante 6 h. Enfriar a temperatura ambiente, diluir con
agua (1 1), filtrar a través de tierra de diatomeas y lavar con acetato de etilo (2 I). Transferir el filirado a un embudo
separador, afiadir agua (500 ml) y separar las capas. Lavar la fase organica con agua (2 X 1,5 1), secar sobre sulfato
de sodio anhidro, filtrar a través de un lecho corto de silice, lavar con acetato de etilo (1,5 I) y concentrar hasta
sequedad. Al solido residual afadir hexanos (1 1), refrigerar durante 2 horas, filtrar, aclarar con hexanos (500 ml) y
secar a 50 °C/2666,44 pascales (20 mm de Hg) para obtener el compuesto del titulo (64,3 g, al 87 %). CL-EM m/z
299,0 [M+H] *

Procedimiento alternativo:

A un reactor de 378,54 litros (100 galones) limpio, seco con agitacion en nitrogeno afadir N-metilpirrolidinona (83,4 1),
acetato de sodio (2,706 kg, 32,98 mol), éster etilico del acido 3-[2-(2-bromo-5-fluoro-fenoximetil)-fenil]-acrilico (9,256
kg, 21,99 mol) y bromuro de tetrabutilamonio (7,088 kg, 21,99). Iniciar agitacion y desgasificar la mezcla de reaccion
en el vacio total durante 30 minutos, purgar con nitrégeno. Permitir al reactor retornar a a presion ambiente en
nitrégeno y repetir el procedimiento de desgasificacion. Afadir acetato de paladio (1) (167 g, al 2 % en peso) a la
mezcla de reaccion. Calentar la reaccion a entre 100 °C y 125 °C, agitar durante un minimo de 3 a 5 horas. Ahadir
acetato de etilo (100 1) y agitar 30 min. Afiadir agua (100 |) y agitar 30 minutos. Realizar agitacion discontinua y permitir
a las capas separarse durante un minimo de una hora. Recoger la fase organica y extraer la fase acuosa con acetato
de etilo (50 |, después 25 I). Combinar las partes organicas y lavar con agua (40 1), una solucién de clowro de sodio
acuoso al 20 % (2 X 20 1), agitar durante un minimo de 30 minutos cada uno y permitir al menos 30 minutos para
separacion de capas. Secar la solucidn organica con sulfato de magnesio (8,0 kg) y afiadir carbon activo (2,0 kg) y gel
de silice 60 (2,0 kg), durante un minimo de una hora. Filtrar para retirar los solidos. Concentrar el filtrado a sequedad
al vacio a < 35 °C. Afadir metanol (20 ) al residuo solido y calentar la mezcla hasta una solucion transparente a 5660
°C. Anadir heptano (40 I) y enfriar a entre 20 °C y 25 °C. Continuar hasta enfriar adicionalmente la mezcla de reaccion
a -10 °C durante un minimo de 3 h. Agitar a-10 °C durante un minimo de 12 horas. Filtrar para recoger el producto
solido resultante, lavar con una mezcla de heptano:metanol, (75:25) (2 X 20 1). Secar los sélidos al vacio a <40 °C a un
peso constante para obtener el compuesto del titulo (3,7 kg, al 64 %).

Procedimiento alternativo 2:

Calentar 1-bromo-4-fluoro-2-(2-yodo-benciloxi)-benceno (50 g, 0,123 mol), acetato de sodio (30,2 g, 0,369 mol),
bromuro de tetrabutilamonio (39,6 g, 0,123 mol) y acetato de paladio (1 g) en N-metilpirrolidina (250 ml) a 60 °C.
Anadir acetato de etilo (12,91 g, 0,129 mol) en N-metilpirrolidina (50 ml) gota a gota durante 20 minutos. Después de
que la adicién se completa, calentar la mezcla de reaccion a 145 °C durante 3 horas. Enfriar la mezcla de reaccion a
temperatura ambiente, filtrar a través de tierra de diatomeas y lavar los sdlidos con éter metit-butilico (2 X 150 ml).
Diluir el filtrado con éter metil-t-butilico (0,51) y lavar con agua (0,5 I). Separar la fase organicay extraer la fase acuosa
con éter metil-t-butilico (2 X 300 ml). Lavar las fases organicas combinadas con agua (2 X 200 ml). Secar la parte
organica sobre sulfato de magnesio, tratar con carboén activo, filtrar, lavar los sélidos con éter metikt-butilico (100 ml) y
concentrar. Suspender el residuo en isopropanol (20 ml) en un matraz de Buchi a 55 °C con agitacion. Afadir
heptanos (100 ml) con agitacion. Situar la suspensién oscura en una camara fria durante toda una noche. Filtrar los
solidos, aclarar con heptano/isopropanol (9:1, 2 X 100 ml) fria, después con heptano (50 ml) y secar a un peso
constante en un horno al vacio a 35 °C para obtener el compuesto del titulo como un polvo canela (22,25 g, al 61 %).

Preparacion 4

(E)-11-bromometileno-3-fluoro-6,11-dihidro-dibenzo[b,e]oxepina
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A una suspension de éster etilico del acido (3-fluoro-6H-dibenzo[b,e]oxepin-11-ilideno)-acético (69,5 g, 0,23 mol) en
isopropanol (725 ml) afadir una solucién de hidroxido de litio (12,0 g, 0,53 mol) en agua (125 ml) y calentar a 70 °C
durante 4 h. Permitir a la mezcla enfriarse a 40 °C y después tratar con acido acético glacial (0,44 mol, 25 ml).
Después de agitar durante 15 minutos, afiadir N-bromosuccinimida (0,25 mol, 44 g). Tiene lugar burbujeo, la
temperatura se eleva a 45 °C y se forman solidos después de unos pocos minutos. Agitar la mezcla a 4045 °C
durante una hora y enfriar a temperatura ambiente. Afadir bisulfito de sodio (4,5 g) en agua (150 ml), bicarbonato de
sodio acuoso saturada (150 ml) y agua (450 ml). Filtrar la suspension resultante y aclarar con isopropanol/agua 1:1
fria (300 ml). Secar el sélido a 60 °C/2666,44 1pascales (20 mm de Hg) durante toda una noche para obgner el
compuesto del titulo (65,8 g, al 93 %). RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6 4,9-5,4 (d a, 2H), 6,63 (dd, 1H), 6,77 (dt,
1H), 7,13 (s, 1H), 7,32-7,46 (m, 4H), 7,52 (dd, 1H).

Procedimiento alternativo:

A un reactor de 378,54 | (100 galones) limpio, seco con agitacién en nitrodgeno, se cargaron isopropanol (125 1), éster
etilico del acido (E)-(3-fluoro-6H-dibenzo[b,e]oxepin-11-ilideno)-acético (13,857 kg, 46,42 mol) y una soluciéon de
hidroxido de litio (3,896 kg, 92,84 mol) en agua (54 ). Calentar la mezclade reaccion a 80 °C y agitar durante 2 horas.
Enfriar la mezcla de reaccion 40 °C y afiadir acido acético (5,575 kg, 92,84 mol) durante 20 minutos entre 40 °C y 45
°C. Anhadir N-bromosuccinimida (48,74 mol, 8,676 kg) parte a parte durante 30 minutos a < 45°C. Enfriar la reaccién a
temperatura ambiente y agitar durante un minimo de 12 h. Afadir una solucién acuosa de bicarbonato de sodio (~37,7
1) y agitar 15 minutos. Afiadir una solucion acuosa de bicarbonato de sodio (~37,7 1) y agitar 15 min. Afadir agua (129
1) y agitar 30 minutos. Filtrar para recoger los solidos resultante, lavar con isopropanol:agua (1:1, 2 X 20 I). Secar los
solidos al vacio a < 32 °C a un peso constante para obtener el compuesto del titulo (13,8 kg, al 97%).

Preparacion 5

(E)-2-((3-fluorodibenzol[b,e]oxepin-11(6H)-ilideno)metil)-4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolano

A una mezcla agitada de (E)-11-(bromometileno)-3-fluoro-6,11-dihidrodibenzo[b,eloxepina (15 g, 49 mmol) y
bis(pinacolato)diboro (16 g, 64 mmol) en 1,4-dioxano (250 ml) afiadir acetato de potasio (15 g, 150 mmol). Lavar la
mezcla con nitrégeno, afadir aducto de diclorometano dicloro[1,1’-bis(difenilfosfino)-ferroceno]paladio (ll1) (1,80 g,
2,46 mmol) y calentar a 65 °C durante toda una noche. Enfriar a temperatura ambiente, filtrar a través de tierra de
diatomeas, lavar con acetato de etilo y concentrar el filtrado al vacio. Aiadir metanol (200 ml) y rotar la muestra
durante una hora en un evaporador rotatorio sin vacio, causando que se forme un sélido marréon. Recoger los cristales
marrones por filtracion y secar al vacio durante toda una noche para obtener el compuesto del titulo (7,289, al 42 %).
Concentrar el filtrado y purificar por cromatografia en columna eluyendo con acetato de etilo al 0 % hasta el 16 % en
hexanos para obtener el compuesto del titulo como un soélido amarillo (3,46 g, al 20 %). El rendimiento total de la
reaccion es 10,7 g (al 62 %). RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) & 7,36 (dd, J = 8,8, 6,8 Hz, 1H), 7,32-7,27 (m, 4H),
6,64-6,57 (m, 1H), 6,48 (dd, J = 10,3, 2,6 Hz, 1H), 5,98 (s, 1H), 5,20 (s a, 1H), 1,15 (s, 12H).

Procedimiento alternativo:

Equipar un matraz de fondo redondo de tres cuellos con un agitador mecanico, par termoeléctrico, entrada de
nitrégeno y condensador de reflujo. Situar en una manta calefactora. Cargar el matraz con dioxano (13,5 1),
(E)-11-bromometileno-3-fluoro-6,11-dihidro-dibenzo[b,e]oxepina (1,600 kg, 5,24 mol), bis(pinacolato)diboro (1,731
kg, 6,82 mol), acetato de potasio (823 g, 8,38 mol), agua (20 ml), triciclohexilfosfina (29,5 g, 0,105 mol) y
tris(dibencilideno acetona)di-paladio (48 g, 0,052 mol). Calentar la mezcla de reaccion a 80-85 °C. Mantener la
reaccion a 85-90 °C durante un minimo de 6 horas. Enfriar a temperatura ambiente. Filtrar la mezcla de reaccion a
través de un lecho corto de tierra de diatomeas (2,54 centimetros (2-3 pulgadas)). Lavar el filtrado con acetato de etilo
(2 X 3,51). Concentrar el filtrado en un evaporador rotatorio a 50-55 °C . Co-evaporar con heptanos (2 X 3,5 I) para
formar una suspension. Ahadir metanol (2,5 1) a la suspensién a 50 °C. Agitar a 10-15 minutos. Enfriar la suspension a
-10 - 0 °C durante 20-30 min. Filtrar el solido. Lavar los soélidos recogidos con metanol (2 X 1,5 L) frio (-10 °C) (seguido
por heptanos (2 X 1,5 1)). Secar los sdlidos al vacio a temperatura ambiente para proporcionar el compuesto del titulo
como un solido blanquecino (1,408 kg, al 76 %).

Preparacion 6
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Clorhidrato de acido (2R, 4R)-4-hidroxi-pirrolidina-2-carboxilico

HO,
{ ). OH
N
H )
HCI

Tras un procedimiento esencialmente como se describe en Tetrahedron: Asymmetry, 14, (2003) 31413152, a una
mezcla de anhidrido acético (1,437 kg, 5,65 equivalentes) y acido acético (4,225 1) a 50 °C anadir
trans-4-hidroxi-L-prolina (331 g, 2,49 mol) en porciones durante 30 minutos. Calentar la mezcla de reaccion durante
5,5 horas a 90 °C después dejar enfriar a temperatura ambiente. Agitar la reaccion a temperatura ambiente durante
toda una noche y después concentrar. Disolver el residuo en acido clorhidrico 2 N (4,57 |) y someter a reflujo durante
3 horas. Enfriar la mezcla de reaccién a temperatura ambiente, filtrar a través de tierra de diatomeas y concentrar al
vacio a 70 °C a aproximadamente 700 ml. Permitir al material enfriarse a temperatura ambiente y dejar reposar
durante toda una noche. Diluir la suspension resultante con éter (1 1), filtrar los cristales, lavar con éter y secar al vaco
para obtener el compuesto del titulo (340 g). Disolver el sélido en etanol caliente (2,5 1), enfriar, agitar lentamente a 35
°C y anadir éter etilico (2,5 ) lentamente por partes durante una hora. Agitar durante 2 horas, filtrar el sélido blanco
resultante y secar durante toda una noche en un horno al vacio para obtener el compuesto del titulo (270,6 g, al 65 %).
[a]o™ + 12,0 (c = 1,0 en metanol). RVMN de "H (400 MHz, D20), & 2,34-2,39 (m, 1H), 2,45-2,53 (m, 1H), 3,38 (dd, 1H),
3,45 (d, 1H), 4,50 (dd, 1H), 4,58 (s a, 1H).

Preparacion 7

Ester 1-terc-butilico éster 2-metilico del 4cido (2R, 4R)-4-hidroxi-pirrolidina-1,2-dicarboxilico

HO,‘
/ \ OCH,
N
Boc O

Afadir cloruro de tionilo (233 ml, 3,10 mol) gota a gota a una solucion de clorhidrato de (2R,
4R)-4-hidroxi-pirrolidina-2-carboxilico (355 g, 2,12 mol) en metanol seco (3,5 1) a 0 °C en una atmosfera de nitrégeno.
Tras la adicion completa, calentar la mezcla de reaccién a temperatura ambiente y agitar durante 6 horas. Concentrar
la mezcla de reaccion a presion reducida para obtener el clorhidrato de éster metilico correspondiente como un soélido
céreo. Suspender el solido en diclorometano seco (3,5 1) a 0 °C y afadir trietilamina (640 ml, 4,66 mol) con precaucion
durante 30 minutos y agitar durante 30 minutos adicionales. Afiadir N,N-dimetilaminopiridina (39 g, 0,32 mol) y
bicarbonato de di-terc-butilo (500 g, 2,25 mol) de forma consecutiva. Calentar la mezcla de reaccion a temperatura
ambiente y agitar durante 18 horas. Extraer la solucion con agua (4 |), bicarbonato de sodio saturado (4 1) y salmuera
(4 I). Tratar la fase organica con etilendiamina (8 ml), agitar durante 15 minutos y retroextraer con acido citrico acuoso
al 10 % (4 1). Secar la fase organica sobre sulfato de sodio anhidro, filtrar y concentrar al vacio para obtener un aceite
amarillo (484 g), que solidifica durante toda una noche. Disolver en éter metitt-butilico (1 1) y concentrar a volumen
bajo. Afadir hexanos (2 I) y permitir a la mezcla reposar durante una hora. Filtrar los soélidos blancos y lavar con
hexanos. Secar el sélido blanco (2666,44 pascales (20 mm de Hg)/60 °C) durante toda una noche para obtener el
compuesto del titulo (354 g, al 68 %). [a]o™ + 56,3 (¢ = 1,0 en metanol). RMN de "H (400 MHz, CDCl3) & 1,43 (s, 9H),
1,46 (s, 9 H), 2,05-2,10 (m, 2H), 2,26-2,35 (m, 2H), 3.48-3,56 (m, 2H), 3,58-3,61 (m, 1H), 3,64-3,70 (m, 2H), 3,77 (s,
3H), 3,79 (s, 3H), 4,27-4,29 (m, 1H), 4,34-4,38 (m, 2H).

Preparacion 8

Ester 1-terc-butilico éster 2-metilico del 4cido (2R, 4R)-4-bromo-pirrolidina-1,2-dicarboxilico

Br

z S OCH,
g
Boc

A una solucion de éster 1-terc-butilico éster 2-metilico del acido (2R, 4R)-4-hidroxi-pirrolidina-1,2-dicarboxilico (320 g,
1,30 mol) y tetrabromuro de carbono (540 g, 1,94 mol) en diclorometano (3,2 I) a 0-5 °C (bafio de huelo
seco/diclorometano) afiadir trifenilfosfina (1,95 mol, 514 g) en partes durante 30 minutos y agitar a temperatura
ambiente durante 4 h. Afiadir etanol (3,2 |) y agotar durante 2 horas adicionales. Transferir la reaccion a una garrafa de
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boca ancha de 18 | y afiadir éter (8 I) hasta que tiene lugar la precipitacion. Agitar la mezcla durante la noche. Eliminar
por filtracion los sélidos y concentrar la fase de éter. Disolver el residuo aceitoso en diclorometano y filtrar a través de
un tapon de silice eluyendo con diclorometano hasta que no se pueda detectar mas producto. Concentrar la capa de
diclorometano y tratar con acetato de etilo al 5 % en hexanos (4 I) causando que se forme un sdlido blanco. Hacer
pasar la mezcla a través de un tapon de “silice eluyendo con acetato de etilo al 5 % en hexanos y recoger solo las
fracciones que contienen el producto deseado. Concentrar la solucion, disolver en acetato de etilo al 5 % en hexanos
(21) y purificar a través de un lecho corto de gel de silice de 1 kg eluyendo con acetato de etilo al 5 % en hexanos para
obtener el compuesto del titulo como un aceite amarillento (372,4 g, al 93 %). [o]o*® + 53,6 (¢ = 1,0 en metanol). RMN
de "H (400 MHz, DMSO-dg) & 1,33 y 1,39 (dos s, 9H), 2,40 (m, 1H), 2,53 (m, 1H), 3,35 (m, 1H), 3,66 (s, 3H), 3,80 (m,
1H), 4,35 (c, 1H), 4,73 (m, 1H).

Preparacion 9

Ester 1-terc-butilico éster 2-metilico del 4cido (2R, 4R)-4-azido-pirrolidina-1,2-dicarboxilico

N3f,

{ 5 OCHS
N L
Boc Q

Afadir azida de sodio (157 g, 2,39 mol) a éster 1-ferc-butilico éster 2-metilico del acido (2R,
4S)-4-bromo-pirrolidina-1,2-dicarboxilico (370 g, 1,20 mol) en N,N-dimetilformamida (2,5 1) y calentar a 70-75 °C
durante 16 horas en nitrégeno. Enfriar a temperatura ambiente, diluir con agua (5 ) y extraer con acetato de etilo (3I).
Lavar con salmuera (2 |). Extraer la capa de salmuera con acetato de etilo (3 I), combinar las fases organicas, secar
sobre sulfato de sodio, filtrar y concentrar para obtener un aceite (324,5 g). Disolver el material en éter (2 1), lavar con
agua (2 X 2 1), secar sobre sulfato de sodio, filtrar y concentrar para obtener 261,2 g de un aceite amarillo oscuro.
Retroextraer la fase acuosa con éter (2 X 2 1), secar sobre sulfato de sodio, filtrar y concentrar para obtener 7,3 g
adicionales de producto. Rendimiento general 268,5 g (al 83 %). [a]o™ + 39,5 (¢ = 1,0 en metanol). RMN de "H (400
MHz, CDCls) 6 1,40-1,41 (s, 9H), 2,09-2,13 (m, 1H), 2,40-2,44 (m, 1H), 3,37-3,45 (m, 1H), 3,61-3,65 (m, 1H), 3,67-3,69
(s, 3H), 4,09-4,15 (m, 1H), 4,25-4,38 (m, 1H).

Preparacion 10

Ester terc-butilico del 4cido (2R, 4R)-4-azido-2-hidroximetil-pirrolidina-1-carboxilico

Anadir borohidruro de litio (8,50 g, 351 mmol) a una solucion de éster 1-terc-butilico éster 2-metilico del acido (2R,
4R)-4-azido-pirrolidina-1,2-dicarboxilico (95 g, 351 mmol) en éter (1 1) a-30 °C en nitrogeno. Permitir a la temperatura
elevarse a 0 °C durante 1,5 horas y agitar durante 2 horas adicionales. Enfriar a-70 °C y afadir bicarbonato de sodio
acuoso saturado (11) gota a gota. Permitir calentar a temperatura ambiente, separar las capas y extraer la fase acuosa
con éter (1 1). Combinar las capas de éter, secar sobre sulfato de sodio y concentrar. Secar el material resultante para
obtener un aceite amarillo (82 g, al 96 %). [a]p”® + 20,3 (c = 1,0 en metanol). RMN de 'RMN (400 MHz, DMSO-ds) &
1,38 (s, 9H), 1.99 (s a, 1H, OH), 2,20 (m, 1H), 3,34 (m, 1H), 3,50-3,78 (m, 1H), 4,29 (m, 1H), 4,78 (m, 1H).

Preparacion 11
Ester terc-butilico del 4cido (2R, 4R)-4-amino-2-hidroximetil-pirrolidina-1-carboxilico

H,N

-

éoc OH

Hidrogenar una mezcla de éster terc-butilico del acido (2R, 4R)-4-azido-2-hidroximetil-pirrolidina-1-carboxilico (225 g,
0,93 mol) y paladio al 10 % sobre carbono (22,5 g, pre-humedecido con tolueno) en metanol (2,3 I) a 103421,39
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pascales (15 psi) de hidrégeno a temperatura ambiente durante 16 h. Eliminar por f||traC|on el catalizador y concentrar
el filtrado para obtener el compuesto del titulo como un aceite (198 g, al 92 %). RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) &
1,38 (s, 9H), 1,58 (m, 1H), 2,16 (m, 1H), 2,95 (m, 1H), 3,20-3,58 (m, 6H), 3,61 (m, 1H), 3,65 (s a, 1H).

Preparacion 12

Ester terc-butilico del 4cido (2R, 4R)-4-(4-bromo-2-nitro-fenilamino)-2-hidroxietil-pirrolidina-1-carboxilico

Boc
HO
L
H

Someter a reflujo una mezcla de éster terc-butilico del acido (2R, 4R)-4-amino-2-hidroximetil-pirrolidina-1-carboxilico
(198 g, 0,92 mol), 5-bromo-fluoronitrobenceno (224 g, 0,98 mol), trietilamina (273 ml, 1,96 mol) en acetato de etilo (21)
durante 16 horas en nitrdgeno con agitacion vigorosa. Enfriar a temperatura ambiente y lavar con salmuera.
Retroextraer la fase de salmuera con acetato de etilo (1 I), combinar las fases organicas, secar sobre sulfato de
magnesio, filtrar y concentrar. Disolver el sdlido resultante en acetato de etilo caliente (2 1), concentrar a
aproximadamente 500 ml y permitir a los cristales comenzar a formarse. Tratar la solucion lentamente con hexanos (2
1) y permitir a la mezcla permanecer a temperatura ambiente durante 2 horas. Recoger el sélido amarillo por filtracion,
lavar con hexanos y secar a 40 °C/2666,44 pascales (20 mm de Hg) para obtener 227 g de producto deseado. El
filtrado se concentra a presion reducida y el residuo se purifica por cromatografia en columna de gel desilice (acetato
de etilo/diclorometano/heptano 2:3:5 que se incrementa gradualmente a acetato de etilo/heptano 2:3) para obtener 54
g adicionales de producto deseado. Rendimiento General: 281 g (70%). [ab™° + -81 (c = 1,0 en metanol). RMN de 'H
(400 MHz, DMSO-ds) 6 1,40 (s, 9H), 1,90 (m, 1H), 2,48 (s a, 1H), 3,14 (m, 1H), 3,45 (m, 1H), 3,63 (m, 1H), 3,81 (m,
2H), 4,29 (m, 1H), 5,12 (m, 1H), 7,08 (d, 1H), 7,65 (dd, 1H), 8,15 (d, 1H), 8,57 (d a, 1H, NH).

Preparacion 13

(2R, 4R)-[4-(4-bromo-2-nitro-fenilamino)-pirrolidin-2-ill-metanol, clorhidrato

H
HO
\Ilu{j Br
f‘N
H' No,

A una solucion de éster terc-butilico del acido (2R,
4R)-4-(4-bromo-2-nitro-fenilamino)-2-hidroximetil-pirrolidina-1-carboxilico (125,5 g, 0,301 mol) en diclorometano (400
ml) afadir acido clorhidrico 4 N en dioxano (800 ml) y agitar durante 4 horas a temperatura ambiente. Recoger el
precipitado por filtracion, lavar con éter y secar a 2666,44 pascales (20 mm de Hg)/60 °C para obtener el compuesto
del titulo (105,2 g, al 99 %). [a]o*® +-89,6 (c = 1,0 en metanol). RMN de "H (400 MHz, DMSO-ds) 5 1,80-1,85 (m, 1H),
2,54-2,59 (m, 1H), 3,43-3,51 (m, 3H), 3,56-3,63 (m, 1H), 3,69-3,72 (m, 2 H), 4,50 - 4,51(m, 1H), 5,60 (s a, 1H), 7,10 (d,
1H), 7,65 (dd, 1H), 8,14 (d, 1H), 8,95 (s a, 1H), 9,91 (s a, 1H).

Preparacion 14

(7R, 8aR)-7-(4-bromo-2-nitro-fenilamino)-tetrahidro-pirrolo[2,1-c][1,4]oxazin-4-ona

O
o X
\--.'C] Br
"N
H

NO,

A una solucién en agitacion de (2R, 4R)-[4-(4-bromo-2-nitro-fenilamino)-pirrolidin-2-il]-metanol, clorhidrato (54.5 g,
155 mmol) en tetrahidrofurano (375 ml) y agua (376 ml) afiadir hidroxido de sodio 5 N gota a gota hasta que el pH es
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10-12. Afadir cloruro de cloroacetilo (27,3 ml, 337 mmol) a través de un embudo de goteo gota a gota durante 30 min.
Usando otro embudo de goteo, afiadir hidroxido de sodio 5 N durante la adicién de cloruro acido a una velocidad tal
como para mantener el pH interno a 8-12. Agitar durante 6 horas, recoger el sélido que se ha formado por filtracion y
lavar con agua. Retirar el componente organico del filtrado a presién reducida y recoger los sdlidos por filtracion.
Combinar los lotes sdlidos y secar a 60 °C/2666,44 pascales (20 mm de Hg) para obtener 51,4 g. Suspender el sélido
en metanol al 2 % en diclorometano (1,5 1) y rotar en un evaporador rotatorio a 40 °C durante una hora. Recoger el
precipitado por filtracion (11 g) y descartar. Hacer pasar el filtrado a través de un tapon de gel de silice eluyendo con
diclorometano y concentrar el eluyente para obtener el compuesto del titulo como un sélido naranja amarillento (32,8
g, al 60 %). RMN de 1H (400 MHz, DMSO-dg) & 1,68 (d, 1H); 2,42 (d, 1H); 3,37 (m, 1H); 3,49 (d, 1H); 3,75-3,91 (m,
3H); 4,10 (m, 1H); 4,48 (d, 1H); 7,18 (d, 1H); 7,64 (d, 1H); 7,93 (m, 1H); 8,19 (s, 2H).

Preparacion 15

(7R, 8aR)-(4-bromo-2-nitro-fenil)-(hexahidro-pirrolo[2,1-c][1,4]oxazin-7-il)-amina

an
oo
!’H
NO,

Anadir (7R, 8aR)-7-(4-bromo-2-nitro-fenilamino)-tetrahidro-pirrolo[2,1-c][1,4]oxazin-4-ona (32,1 g, 90,1 mmol) a
tetrahidrofurano anhidro (450 ml) y enfriar a 0 a 5 °C. Afiadir complejo borano-dimetilsulfuro (26 ml, 0,279 mol) durante
10 min. Calentar la mezcla de reaccion a reflujo durante 3 horas. Enfriar la mezcla de reaccion en un bafio de hielo y
afadir con precaucion metanol (450 ml) gota a gota. Afadir acido clorhidrico 4 N (450 ml) y someter a reflujo durante
2 horas. Enfriar a aproximadamente 40 °C y ajustar el pH a 10-12 con adicidn gota a gota con precaucion de hidréxido
de sodio 5 N. Retirar el disolvente organico a presion reducida. Diluir la fase acuosa con agua (1,2 1) y extraer con
diclorometano (1,21). Secar la fase organica sobre sulfato de sodio, filtrar y concentrar para obtener un aceite. En este
punto combinar el aceite con la materia prima a partir de una preparacion idéntica anterior (empezando con 30,2 g de
material de partida de amida). Hacer pasar el aceite a través de un tapon de gel de silice con cloruro de metileno para
retirar un componente de Rf superior. Eluir con metanol al 1 % en diclorometano y concentrar para obtener un sélido
(57,8 g). Suspender el sdlido en éter (1 1) y permitir reposar durante toda una noche. Recoger el sdlido por filtracion y
lavar con una cantidad pequefia de éter para obtener 47,5 g. Concentrar el filtrado, suspender en éter (100 ml) y
permitir reposar a temperatura ambiente durante 2 horas. Recoger 3,1 g adicionales de producto deseado por
filtracion. Concentrar el filtrado y purificar el residuo por filtracion de tapén de silice para obtener 2,9 g ad|C|onaIes de
un sdlido naranja. Comblnar todos los solidos para obtener el compuesto del titulo (53,5 g, al 89 %). o> -36 (¢ = 1,0
en DMSO). RMN de "H (400 MHz, DMSO-ds) & 1,21 (m, 1H), 2,06 (m, 1H), 2,18 (m, 1H), 2,42 (m, 2H), 2,87 (d, 1H),

2,95 (d, 1H), 3,18 (t, 1H), 3,42 (t, 1H), 3,73 (d, 1H), 3,85 (d, 1H), 4,19 (m, 1H), 7,03 (d, 1H), 7,66 (dd, 1H), 8,01 (d, 1H)

8,18 (s, 1H). CL-EM m/z 342,0, 344,0 (proporcion isotopica 1:1) [M+HT.

Preparacion 16

(E)-[4-(3-fluoro-6H-dibenzo[b,e]Joxepin-11-ilidenometil)-2-nitro-fenil]-((7 R,

8aR)-hexahidro-pirrolo[2,1-c][1,4]oxazin-7~il)}-amina
O
S by

2

Cargar un matraz con (7R, 8aR)-(4-bromo-2-nitro-fenil)-(hexahidro-pirrolo[2,1-c][1,4]oxazin-7-il)-amina (50,9 g, 0,149
mol), (E)-2-((3-fluorodibenzo[b,eloxepin-11(6H)-ilidena)metil)-4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolano (57,5 g, 0,163
mol), trifenilfosfina (10,1 g, 39 mmol) y metodxido de sodio (19,7 g, 0,346 mol) en tetrahidrofurano (1 1) y metanol (500
ml). Hacer burbujear nitrégeno a través e la mezcla durante 30 minutos. Afiadir acetato de paladio (Il) (3,00 g, 13 mmol)
y hacer burbujear nitrégeno a través de la mezcla durante 30 minutos adicionales. Calentar a reflujo (60 °C) en
nitrégeno durante 16 horas. Enfriar a temperatura ambiente, filtrar a través de tierra de diatomeas y concentrar al vacio
para obtener un solido. Disolver en acetato de etilo/salmuera 1:1 (2 I) y hacer pasara través de un lecho de tierra de
diatomeas. Lavar el lecho con acetato de etilo/salmuera 1:1 (2 X 1 |) y después con metanol al 10 % en diclorometano
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(4 X 11). Separar las capas y combinar las fases organicas. Secar la fase organica sobre sulfato de sodo, filtrar y
concentrar para obtener un aceite. Disolver el aceite en diclorometano y hacerlo pasar a través de un lecho corto de gel
de silice. Aclarar el lecho corto con diclorometano hasta que se retiré el componente TLC de Rf superior. Eluir con
metanol al 1 % en diclorometano y concentrar al vacio para obtener una espuma. Disolver en acetato de etilo (21) y
concentrar a aproximadamente 200 ml. Afadir hexanos (1,5 |) y permitir a la suspension permanecer a temperatura
ambiente durante una hora. Recoger el sélido naranja por filtracion y secar a 50 °C/2666,44 pascales (20 mm de Hg)
para obtener el compuesto del titulo (53 g, al 73 %). [a]o20 -26 (¢ = 1,0 en DMSO). RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6) &
1,08 (m, 1H), 2,02 (m, 1H), 2,17 (m, 1H), 2,41 (m, 2H), 2,88 (m, 1H), 3,17 (m, 1H), 3,40 (m, 1H), 3,73 (d, 1H), 3,82 (d,
1H), 4,12 (m, 1H), 5,02 (s amplio, 1H), 5,59 (s amplio, 1H), 6,60 (d, 1H), 6,81 (m, 2H), 6,96 (s, 1H), 7,05 (m, 2H), 7,28
(t, 1H), 7,38 (t, 1H), 7,60 (m, 2H), 7,84 (s, 1H), 8,05 (d, 1H). CL-EM m/z = 458,3 [M+H]+.

Ejemplo 1

5-((E)-(3-fluorodibenzo[b,e]oxepin-11(6H)-ilideno)metil)-1-((7R,8aR)-hexahidro-1H-pirrolo[2,1-c][1,4]oxazin-7-il)}-1H-b
enzo[d]imidazol-2(3H)-ona (Forma 1)
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Hidrogenar una mezcla de (E)-[4-(3-fluoro-6H-dibenzo[b,e]oxepin-11-ilidenometil)-2-nitro-fenil]

-((7R,8aR)-hexahidro-pirrolo[2,1-c][1,4]oxazin-7-il)-amina (52 g, 0,107 mol), trietilamina (33 ml, 0,237 mol) y platino al
5 % sobre carbono (18 g) en tetrahidrofurano (450 ml) a temperatura ambiente a 344737,95 pascales (50 psi) durante
2 h. Eliminar el catalizador por filtracién, aclarar con tetrahidrofurano y concentrar para obtener una espuma marrén.
Disolver la espuma en tetrahidrofurano anhidro (500 ml) y enfriar en un bafio de hielo. Afadir trifosgeno (31,5 g, 0,106
mol) en tetrahidrofurano (450 ml) gota agota durante 30 minutos y agitar a temperatura ambiente durante 16 h.
Concentrar la solucion, disolver el metanol al 5 % en diclorometano y purificar a través de un tapon de gel de dlice
corto. Concentrar para obtener un sdélido marrén. Suspender el sélido en bicarbonato de sodio saturado (1,5 1) y agitar
sobre el evaporador rotatorio durante una hora. Filtrar y secaral vacio. Disolver en metanol/diclorometano 1:1 caliente
(aproximadamente 6 |) y tratar con resina reticulada de poli(4-vinilpiridina) al 2 % (170 g). Agitar la suspension durante
30 minutos vy filtrar a través de tierra de diatomeas. Concentrar el filtrado a aproximadamente 1,5 | de volumen y
recoger los solidos resultantes por filtracion. Secar a 80 °C/2666,44 pascales (20 mm de Hg)durante toda una noche
para obtener el compuesto del titulo como un sélido blanco (38,1 g, al 74 %). [a]o>° -20,5 (¢ = 1,0 en DMSO). RMN de

H (400 MHz, DMSO-dg) & 1,48 (m, 1H), 2,02 (m, 1H), 2,19 (m, 2H), 2,52 (m, 1H), 2,91 (d, 1H), 3,03 (d, 1H), 3,25 (t,
1H), 3,50 (t, 1H), 3,79 (d, 1H), 3,88 (d, 1H), 4,95 (m, 1H), 5,03 (s amplio, 1H), 5,60 (s amplio, 1H), 6,59 (m, 2H), 6,78
(m, 2H), 6,97 (s, 1H), 7,02 (d, 1H), 7,25 (t, 1H), 7,38 (t, 1H), 7,487,61 (m, 3H), 10,72 (s, 1H, NH). CL-EM m/z 484,0
[M+H]

Usando material preparado como se describe en Ejemplo 1, se obtienen patrones de difraccion en polvo de rayos Xy
revelan una forma de cristal (Forma 1) que tiene posiciones de pico caracteristicas (valores de °26) de
aproximadamente 10,5, 13,0, 15,5y 19,7. Las caracteristicas del punto de fusién del material se determinan por DSC.
Aparece fusion = 298,9 °C

Ejemplo 1(a)

5-((E)-(3-fluorodibenzo[b,e]oxepin-11(6H)-ilideno)metil)-1-((7R,8aR)-hexahidro-1H-pirrolo[2,1-c][1,4]oxazin-7-il)}-1H-b
enzo[d]imidazol-2(3H)-ona (Forma Il)

Anadir 117,7 mg de
5-((E)-(3-fluorodibenzo[b,e]oxepin-11(6H)-ilideno)metil)-1-((7R,8aR)-hexahidro-1H-pirrolo[2,1-c][1,4]oxazin-7-il)}-1H-b
enzo[d]imidazol-2(3H)-ona (preparada como se describe anteriormente en el Ejemplo 1) dentro de un vial y mezclar
con 2,5 ml de DMAC en una placa de agitacion a 1000 rpm y a 70 °C hasta que se disuelven. Afadir agua a la mezcla
lentamente hasta turbidez después retirar calor. Continuar agitando durante 30 minutos hasta que precipite un soélido
blanco de la solucion. Recoger los sélidos por filtracion y secar durante toda una noche a 40 °C.

Usando material preparado como se describe en Ejemplo 1, (a) se obtienen patrones de difraccién en polvo de rayos
X y revelan una forma de cristal (Forma |) que tiene posiciones de pico caracteristicas (valores de °26) de
aproximadamente 11,3, 12,1, 18,8 y 21,0.
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Procedimientos alternativos:

(iy Extraer una suspension de  4-metilbencenosulfonato de  5-((E)-(3-fluorodibenzo[b,e]oxepin
-11(6H)-ilideno)metil)-1-((7R,8aR)-hexahidro-1H-pirrolo[2,1-c][1,4]oxazin-7-il)-1H-benzo[d]imidazol-2(3H)-ona
(10,2 g, 15,55 mmoles) (preparado esencialmente como se describe en el Ejemplo 2 mas adelante) en NaOH 1
N (200 ml) con solucion de MeOH al 5 %/CHCI (5 X 100 ml) en un embudo separador. Lavar la fase organica
con salmuera, secar sobre sulfato de sodio, filtrar a través de un filtro plegado y concentrar en el vacio. Secar el
residuo en horno al vacio a 50 °C durante toda una noche para obtener solido blanco (6,71 g, recuperacion al 90
%). CL-EM (4 minutos): TR = 1,87 minutos, al 100 % M+H = 484,2.

(i)  Tratar una muestra de 0,1 g de material de procedimiento alternativo (i), anterior, con 1 ml de DMAc y calentar la
suspension en un bafio de aceite a 80 °C durante 30 min. Afadir 15 ml de AcCN a la solucidn, calentar en un
bafio de aceite a 80 °C durante 30 minutos, después enfriar a temperatura ambiente con agitacion. Los sélidos
se recogen por filtracion y después se secan en horno al vacio a 50 °C durante toda una noche para recuperar
74,5 mg de producto.

(iii) Tratar una muestra de 0,1 g de material de procedimiento alternativo (i), anterior, con 20 ml de AcCN y calentar
la suspension resultante en un bafio de aceite a 80 °C durante 30 minutos, después enfriar a temperatura
ambiente con agitacion. Los sdlidos se recogen por filtracion y después se secan en horno al vacio a 50 °C
durante toda una noche para recuperar 81,8 mg de producto.

(iv) Tratar una muestra de 0,1 g de material de procedimiento alternativo (i), anterior, con 20 m de IPA y calentar la
suspension resultante en un bafio de aceite a 80 °C durante 30 minutos, después enfriar a temperatura ambiente
con agitacion. Los solidos se recogen por filtracion y después se secan en horno al vacio a 50 °C durante toda
una noche para recuperar 92,8 mg de producto.

Usando material preparado como se describe en Procedimiento alternativo (i), anterior, la difraccion en polvo de rayos
X revela una forma cristalina que tiene posiciones de pico caracteristicas (valores de °20) de aproximadamente 11,3,
12,1, 18,8 y 21,0 (Forma II).

Ejemplo 2

5-((E)-(3-fluorodibenzo[b,e]oxepin-11(6H)-ilideno)metil)-1-((7R,8aR)-hexahidro-1H-pirrolo[2,1-c][1,4]oxazin-7-il)}-1H-b
enzo[d]imidazol-2(3H)-ona, sal tosilato

o G

Calentar una solucion de monohidrato del acido p-toluenosulfénico (51,70 mmol, 9,98 g) en dimetilacetamida (50 ml)
en un bafio de aceite a 40 °C durante 30 minutos. Afadir a la solucion homogénea
5-((E)-(3-fluorodibenzo[b,e]oxepin-11(6H)-ilideno)metil)-1-((7R,8aR)-hexahidro-1H-pirrolo[2,1-c][1,4]oxazin-7-il)}-1H-b
enzo[d]imidazol-2(3H)-ona (51,70 mmol, 25,00 g) en porciones de 5 g con agitacion vigorosa. Lavar el embudo de
polvo y la botella recipiente con dimetilacetamida (25 ml) y agitar la suspension a 40 °C durante 30 minutos hasta que
el solido se disuelve completamente. Situar la solucion homogénea marrén clara en una corriente de gas nitrégeno
durante toda una noche a 30 °C. Diluir el residuo con acetonitrilo (200 ml) y sonicar en un bafo de agua durante20
minutos. Calentar la suspension de sélido blanco en un bafio de aceite a 60 °C durante 3 horas. Enfriar a temperatura
ambiente y recoger el solido por filtracion. Secar en un horno al vacio a 40 °C durante 2 dias para obtener el
compuesto del titulo (32,88 g, al 97 %). RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) 5 2,00 (m, 0,5H), 2,29 (m, 0,5H), 2,44 (s,
3H), 2,48 (m, 0,5H), 3,1-4,2 (m, 7H), 5,10 (m amplio, 2H), 5,55 (s amplio, 1H), 6,60 (dd, 1H), 6,67 (d, 1H), 6,78 (m, 2H),
6,95 (m, 3H), 7,08 (d, 2H), 7,21 (t, 1H), 7,33 (t, 1H), 7,43 (d, 2H), 7,57 (m, 2H), 9,65 (s, 0,5H), 10,25 (s, 0,5H), 10,98 (s,
0,5H), 11,14 (s, 0,5H). CL-EM m/z 484,2 [M+H] *

Procedimientos alternativos:

(a) Disolver 858 mg (0,177 mmol) de 5((E)-(3-fluorodibenzolb,e]oxepin-11(6H)-ilideno)metil}-1-((7R,8aR)-
hexahidro-1H-pirrolo[2,1-c][1,4]oxazin-7~il)-1H-benzo[d]imidazol-2(3H)-ona (preparada esencialmente como se
describe en el Ejemplo 1) en dimetilacetamida (2 ml). Afiadir monohidrato del acido p-toluenosulfénico (43 mg,
0,226 mmol) y agitar la mezcla en una solucion transparente. Afiadir acetonitrilo (7 ml) y evaporar para obtener
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un aceite transparente. Afadir agua (2 ml) y sonicar la muestra. Después de que un sdlido blanco precipita,
suspender la mezcla durante 10 minutos. Filtrar y obtener un sdélido.

Disolver 98,0 mg de 5-((E)-(3-fluorodibenzo[b,e]oxepin-11(6H)-ilideno)metil)-1-((7R,8aR)-
hexahidro-1H-pirrolo[2,1-c][1,4]oxazin-7-il)-1H-benzo[d]imidazol-2(3H)-ona (preparada esencialmente como se
describe en el Ejemplo 1) en 2,5 ml de DMAC. Afnadir 1,2 equivalentes de monohidrato del acido
p-toluenosulfénico y agitar hasta que la solucién es transparente e incolora. Afiadir 2 ml de acetona al 88 %
después 16 ml de agua se evaporan para retirar disolventes. Al aceite transparente resultante, afiadir 1 ml de
acetona y sonicar. Secar el gel resultante para obtener un sélido blanquecino. Disolver el solido de nuevo en
THF:H20 1:10 y evaporar para obtener un aceite transparente después sonicar con 5 ml de acetonitrilo.
Después de que precipita un sélido blanco, suspender la muestra durante toda una noche. Filtrar y secar para
obtener un sdlido.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que es 5-((E)-(3-fluorodibenzo[b,eloxepin-11(6H)-ilideno)metil)-1-((7R,8aR)-hexahidro-1H-
pirrolo[2,1-c][1,4]oxazin-7-il)-1H-benzo[d]imidazol-2(3H)-ona, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.

2. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 que es 5-((E)-(3-fluorodibenzo[b,eloxepin-11 (6H)-ilideno)metil)-
1-((7R,8aR)-hexahidro-1H-pirrolo[2,1-c][1,4]oxazin-7~il)-1H-benzo[d]imidazol-2(3H)-ona.

3. Un compuesto o sal de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 para su uso en terapia.

4. Un compuesto o sal de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 para su uso en el tratamiento de
fallo cardiaco congestivo, hipertension, nefropatia diabética, o enfermedad renal croénica.

5. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto o una sal de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 2 y uno o mas vehiculos, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables.

6. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 5 que comprende un agente terapéutico adicional.
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