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1,2,5-Oxadiazoles como inhibidores de la indoleamina 2,3-dioxigenasa
DESCRIPCION
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a derivados de 1,2,5-oxadiazol en combinacién con un anticuerpo anti-PD-
1 para su uso en el tratamiento de cancer. También se desvelan procedimientos y productos intermedios para
prepararlos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El triptéfano (Trp) es un aminoacido esencial requerido para la biosintesis de proteinas, niacina y el
neurotransmisor 5-hidroxitriptamina (serotonina). La enzima indoleamina 2,3-dioxigenasa (también conocida como
INDO o IDO) cataliza la primera etapa y limitante de la velocidad en la degradacion de L-triptéfano a N-formil-
quinurenina. En células humanas, una reduccion de Trp resultante de la actividad de IDO es un mecanismo efector
antimicrobiano inducible por interferon gamma (IFN-y) importante. La estimulacion de IFN-y induce la activacion de
IDO, que conduce a una reduccién de Trp, deteniendo asi el crecimiento de patdgenos intracelulares dependientes
de Trp tales como Toxoplasma gondii y Chlamydia trachomatis. La actividad de IDO también tiene un efecto
antiproliferativo sobre muchas células tumorales, y se ha observado induccién de IDO in vivo durante el rechazo de
tumores alégenos, que indica una posible funcién para esta enzima en el proceso de rechazo de tumor (Daubener y
col., 1999, Adv. Exp. Med. Biol., 467: 517-24; Taylor y col., 1991, FASEB J., 5: 2516-22).

Se ha observado que células HelLa co-cultivadas con linfocitos de sangre periférica (LSP) adquieren un
fenotipo inmunoinhibidor mediante la regulacion por incremento de la actividad de IDO. Se creyd que una reduccion
en la proliferacion de LSP tras el tratamiento con interleucina-2 (IL-2) resultaba de la IDO liberada por las células
tumorales en respuesta a la secrecion de IFNG por los LSP. Este efecto se invirti6 mediante el tratamiento con 1-
metil-triptéfano (1MT), un inhibidor de IDO especifico. Se propuso que la actividad de IDO en células tumorales
podia servir para alterar las respuestas antitumorales (Logan y col., 2002, Immunology, 105: 478-87).

Recientemente, una funcion inmunorreguladora de la reduccién de Trp ha recibido mucha atencion. Varias
lineas de evidencia sugieren que la IDO participa en la induccion de tolerancia inmunitaria. Estudios de embarazo de
mamifero, resistencia tumoral, infecciones crénicas y enfermedades autoinmunitarias han mostrado que las células
que expresan IDO pueden suprimir las respuestas de linfocitos T y promover la tolerancia. Se ha observado
catabolismo de Trp acelerado en enfermedades y trastornos asociados a activacion inmunitaria celular, tales como
infeccion, tumor maligno, enfermedades autoinmunitarias y SIDA, ademas de durante el embarazo. Por ejemplo, se
han observado niveles elevados de IFN y elevados niveles de metabolitos de Trp urinario en enfermedades
autoinmunitarias; se ha propuesto que la reduccion sistémica o local de Trp que se produce en enfermedades
autoinmunitarias puede relacionarse con los sintomas de degeneracion y debilitamiento de estas enfermedades. En
soporte de esta hipotesis, se observaron altos niveles de IDO en células aisladas del liquido sinovial de las
articulaciones artriticas. Los IFN también son elevados en pacientes con virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
y niveles de IFN crecientes estan asociados con un prondstico de empeoramiento. Asi, se propuso que IDO se
induce cronicamente por infeccion por el VIH, y se aumenté adicionalmente por infecciones oportunistas, y que la
pérdida cronica de Trp inicia mecanismos responsables de caquexia, demencia y diarrea y posiblemente
inmunosupresion de pacientes con SIDA (Brown y col., 1991, Adv. Exp. Med. Biol., 294: 425-35). Para este fin, se ha
mostrado recientemente que la inhibicién de IDO puede potenciar los niveles de linfocitos T especificos de virus y,
concomitantemente, reducir el nimero de macrofagos viralmente infectados en un modelo de ratén de VIH (Portula y
col., 2005, Blood, 106: 2382-90).

Se cree que la IDO desempefia una funcién en los procesos inmunosuprimidos que previenen el rechazo
fetal en el utero. Hace mas de 40 afios se observd que, durante el embarazo, el producto de la concepcion de
mamifero genéticamente dispar sobrevive a pesar de lo que se predeciria por la inmunologia del trasplante de tejido
(Medawar, 1953, Symp. Soc. Exp. Biol. 7: 320-38). La separacion anatémica de la madre y el feto y la inmadurez
antigénica del feto no pueden explicar completamente la supervivencia del aloinjerto fetal. La atencion reciente se ha
centrado en la tolerancia inmunolégica de la madre. Debido a que la IDO se expresa por células de sincitiotrofoblasto
humanas y la concentracién de ftriptéfano sistémico disminuye durante el embarazo normal, se supuso que la
expresion de IDO en la interfase materno-fetal es necesaria para prevenir el rechazo inmunoloégico de los aloinjertos
fetales. Para probar esta hipétesis, ratones prefiados (que llevan fetos singénicos o alégenos) se expusieron a 1MT,
y se observo un rapido rechazo inducido por linfocitos T de todos los productos de la concepcion alégenos. Asi,
catabolizando triptéfano, el producto de la concepcion de mamifero parece suprimir la actividad de linfocitos T y se
defiende a si mismo del rechazo, y el bloqueo del catabolismo del triptéfano durante el embarazo murino permite que
los linfocitos T maternos provoquen rechazo fetal del aloinjerto (Munn y col., 1998, Science, 281: 1191-3).

Pruebas adicionales de un mecanismo de resistencia inmunitaria tumoral basado en la degradacion de
triptéfano por IDO proceden de la observacion de que la mayoria de los tumores humanos expresan
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constitutivamente IDO, y que la expresion de IDO por células tumorales de ratén inmunogénicas previene su rechazo
por ratones preinmunizados. Este efecto va acompafiado de una falta de acumulacion de linfocitos T especificos en
el sitio tumoral y puede invertirse parcialmente por el tratamiento sistémico de ratones con un inhibidor de IDO, en
ausencia de toxicidad perceptible. Asi, se sugiri6 que la eficacia de la vacunacion terapéutica de pacientes con
cancer podria mejorarse por la administracion concomitante de un inhibidor de IDO (Uyttenhove y col., 2003, Nature
Med., 9: 1269-74). También se ha mostrado que el inhibidor de IDO, 1-MT, puede sinergizar con agentes
quimioterapéuticos para reducir el crecimiento tumoral en ratones, sugiriendo que la inhibicién de IDO también
puede potenciar la actividad antitumoral de terapias citotdxicas convencionales (Muller y col., 2005, Nature Med., 11:
312-9).

Un mecanismo que contribuye a la insensibilidad inmunoldgica hacia tumores puede ser la presentacion de
antigenos de tumor por las APC del huésped tolerogénicas. También se ha descrito un subconjunto de células
presentadoras de antigeno (APC) que expresan IDO humana que co-expresaron CD123 (IL3RA) y CCR6 e
inhibieron la proliferacién de linfocitos T. Tanto las células dendriticas positivas para CD123 maduras como
inmaduras suprimieron la actividad de linfocitos T, y esta actividad supresora de IDO se bloqueé por 1MT (Munn y
col., 2002, Science, 297: 1867-70). También se ha demostrado que los ganglios linfaticos drenantes de tumor de
raton (TDLN) contienen un subconjunto de células dendriticas plasmacitoides (pDC) que expresan constitutivamente
niveles inmunosupresores de IDO. A pesar de que comprenden solo el 0,5 % de las células del ganglio linfatico, in
vitro, estas pDC suprimieron potentemente las respuestas de linfocitos T a antigenos presentados por las propias
pDC vy, por tanto, de un modo dominante, suprimieron las respuestas de linfocitos T a antigenos de la tercera parte
presentados por APC no supresoras. Dentro de la poblacion de pDC, la mayoria de la actividad supresora mediada
por IDO funcional se segregd con un subconjunto novedoso de pDC que co-expresan el marcador de linaje B CD19.
Asi, se supuso que la supresion mediada por IDO por pDC en TDLN crea un microentorno local que es posiblemente
supresor de las respuestas de linfocitos T antitumorales del huésped (Munn y col., 2004, J. Clin. Invest., 114(2): 280-
90).

IDO degrada el resto de indol del triptéfano, la serotonina y la melatonina e inicia la produccion de
metabolitos neuroactivos e inmunorreguladores, conjuntamente conocidos como quinureninas. Reduciendo
localmente el triptéfano y aumentando las quinureninas proapoptosicas, la IDO expresada por células dendriticas
(DC) puede afectar enormemente la proliferacion y supervivencia de linfocitos T. La induccion de IDO en DC podria
ser un mecanismo comun de tolerancia de la delecién accionada por los linfocitos T reguladores. Debido a que
puede esperarse que tales respuestas tolerogénicas operen en una variedad de afecciones fisiopatoldgicas, el
metabolismo del triptéfano y la produccién de quinurenina podria representar una superficie de separacion crucial
entre los sistema inmunitario y nervioso (Grohmann y col., 2003, Trends Immunol., 24: 242-8). En estados de
activacion inmunitaria persistente, la disponibilidad de Trp en suero libre disminuye y, como consecuencia de la
reducida produccién de serotonina, también pueden afectarse funciones serotonérgicas (Wirleitner y col., 2003, Curr.
Med. Chem., 10: 1581-91).

De forma interesante, se ha observado que la administracion de interferén-o. induce efectos secundarios
neuropsiquiatricos, tales como sintomas depresivos y cambios en la funcién cognitiva. La influencia directa sobre la
neurotransmision serotonérgica puede contribuir a estos efectos secundarios. Ademas, debido a que la activacion de
IDO conduce a niveles de triptéfano reducidos, el precursor de serotonina (5-HT) IDO puede desempefiar una
funcion en estos efectos secundarios neuropsiquiatricos, reduciendo la sintesis de 5-HT central. Ademas, los
metabolitos de quinurenina tales como 3-hidroxi-quinurenina (3-OH-KYN) y acido quinolinico (QUIN) tienen efectos
téxicos sobre la funcion cerebral. La 3-OH-KYN puede producir estrés oxidativo, aumentando la producciéon de
especies reactivas de oxigeno (ROS), y la QUIN puede producir hiperestimulacion de los receptores hipocampicos
de N-metil-D-aspartato (NMDA), que conduce a apoptosis y atrofia hipocampica. Tanto la produccion en exceso de
ROS como la atrofia hipocampica producida por la hiperestimulacion de NMDA se han asociado a depresion
(Wichers y Maes, 2004, J. Psychiatry Neurosci., 29: 11-17). Asi, la actividad de IDO puede desempefiar una funcion
en la depresion.

Estan siendo desarrollados inhibidores de molécula pequefia de IDO para tratar o prevenir enfermedades
relacionadas con IDO tales como aquellas descritas anteriormente. Por ejemplo, se informan oxadiazol y otros
inhibidores de IDO heterociclicos en los documentos US 2006/0258719 y US 2007/0185165. La publicacion PCT
WO 99/29310 informa de procedimientos de alteracion de la inmunidad mediada por linfocitos T que comprenden
alterar concentraciones extracelulares locales de triptéfano y metabolitos de triptéfano, usando un inhibidor de IDO
tal como 1-metil-DL-triptéfano, p-(3-benzofuranil)-DL-alanina, p-[3-benzo(b)tienil]-DL-alanina y 6-nitro-L-triptéfano)
(Munn, 1999). En el documento WO 03/087347, también publicado como la patente europea 1501918, estan
procedimientos de preparacion de células presentadoras de antigeno para potenciar o reducir la tolerancia de
linfocitos T (Munn, 2003). Compuestos que tienen actividad inhibidora de indoleamina-2,3-dioxigenasa (IDO) se
informan adicionalmente en el documento WO 2004/094409; y la publicacién de solicitud de patente de EE.UU. n°
2004/0234623 se refiere a procedimientos de tratamiento de un sujeto con un cancer o una infeccion por la
administracion de un inhibidor de indoleamina-2,3-dioxigenasa en combinacion con otras modalidades terapéuticas.
Los documentos WO 2008/058178 y WO 2007/075598 describen moduladores de indoleamina 2,3-dioxigenasa
(IDO), asi como composiciones farmacéuticas que contienen los mismos, y procedimientos de uso de los mismos
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relacionados con el tratamiento de cancer y otras enfermedades.

En vista de los datos experimentales que indican una funcién para IDO en la inmunosupresion, resistencia
y/o rechazo tumoral, infecciones crénicas, infeccion por el VIH, SIDA (incluyendo sus manifestaciones tales como
caquexia, demencia y diarrea), enfermedades o trastornos autoinmunitarios (tales como artritis reumatoide) y
tolerancia y prevencion inmunolégica de rechazo fetal en el Utero, son deseables agentes terapéuticos que tienen
como objetivo la supresion de la degradacion del triptéfano inhibiendo la actividad de IDO. Pueden usarse
inhibidores de IDO para activar linfocitos T y, por tanto, potenciar la activacion de linfocitos T cuando los linfocitos T
se suprimen por embarazo, tumor maligno o un virus tal como VIH. La inhibicion de IDO también puede ser una
estrategia de tratamiento importante para pacientes con enfermedades o trastornos neuroldgicos o
neuropsiquiatricos tales como depresion. Los compuestos, composiciones y procedimientos en el presente
documento ayudan a cumplir las necesidades actuales para moduladores de IDO.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona, entre otras cosas, inhibidores de IDO de férmula I

) NSOH RS
RN N R?
H/H‘ / \ H
N\O,N
I

o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, en donde se definene en la presente variables constituyentes,
en combinacién con anticuerpo anti-PD-1 para su uso en el tratamiento del cancer.

La presente invencién proporciona ademas un compuesto de Féormula F28

OH
0 N
R4 HM 0
N \N/\ba, N
2 Y
HO NN H/\E/Z
0
R4

F28

o sales farmacéuticamente aceptables del mismo,en combinaciéon con un anticuerpo anti-PD-1 para su uso en el
tratamietno de un cancer, en donde:

i

R‘esF,Cl,Br,ol;y
nes162.

También se divulgan intermedios, procesos para preparar los mismos, y composiciones que contienen los
mismos, que son Utiles en la preparacién de un compuesto de Férmula F15:

i % ged

F15

También se divulgan intermedios, procesos para preparar los mismos, y composiciones que contienen los
mismos, que son Utiles en la preparacion de un compuesto de Férmula F19:

NJJOH R3
3 i X
cHy SN 7/—\%'\' R?
H N, N H
\O/

F19
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También se divulgan intermedios, procesos para preparar los mismos, y composiciones que contienen los
mismos, que son Utiles en la preparacién de un compuesto de Férmula F28:

OH
-~
QP H N
\S/ /\HNM @)
H,N" "N N
!\
HO NN H/\E/g
(@)
R4

F28

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
La Figura 1 muestra un patron de XRPD caracteristico del compuesto de la invencion preparado en el Ejemplo
l%:\ Figura 2 muestra un termograma de DSC caracteristico del compuesto de la invencién preparado en el
Eée?ig:?r; 3 muestra datos de TGA caracteristicos del compuesto de la invencién preparado en el Ejemplo 1.
DESCRIPCION DETALLADA

La presente invencién proporciona, entre otras cosas, inhibidores de IDO de férmula |

Q 0O

OH 3
i R
N
¥ i, /Q:
RN N R?
Ay e
. ) N\O/N

|

o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos (en el presente documentos referidos como "compuestos de la
invencion"), en combinacion con un anticuerpo anti-PD-1 para su uso en el tratamiento del cancer, en la que:

R" es NH, o CHj;

R2 es ClI, Br, CF3, CH3 0 CN;

R3esHoF;y

nes162.
En algunas realizaciones, R' es NH,.
En algunas realizaciones, R' es CHs.
En algunas realizaciones, R? es Cl.
En algunas realizaciones, R? es Br.
En algunas realizaciones, R? es CFs.
En algunas realizaciones, R? es CHs.
En algunas realizaciones, R? es CN.
En algunas realizaciones, R® es H.
En algunas realizaciones, R3 es F.
En algunas realizaciones, n es 1.

En algunas realizaciones, n es 2.

Los compuestos de la presente invencién pueden existir en diversas formas sélidas. Como se usa en el
presente documento, “forma soélida” pretende referirse a un sélido caracterizado por una o mas propiedades tales
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como, por ejemplo, punto de fusion, solubilidad, estabilidad, cristalinidad, higroscopicidad, contenido de agua,
caracteristicas de TGA, caracteristicas de DSC, caracteristicas de DVS, caracteristicas de XRPD, etc. Las formas
sélidas, por ejemplo, pueden ser amorfas, cristalinas, o mezclas de las mismas.

Diferentes formas soélidas cristalinas normalmente tienen diferentes redes cristalinas (por ejemplo, celdillas
unidad) y, normalmente como resultado, tienen diferentes propiedades fisicas. En algunos casos, diferentes formas
cristalinas sdlidas tienen diferente contenido de agua o de disolvente. Las diferentes redes cristalinas pueden
identificarse por procedimientos de caracterizacion en estado sélido tales como por difraccion de rayos X de polvo
(XRPD). Otros procedimientos de caracterizacion tales como calorimetria diferencial de barrido (DSC), analisis
termogravimétrico (TGA), sorcion dinamica de vapor (DVS) y similares ayudan adicionalmente a identificar la forma
sélida, ademas de ayudar a determinar la estabilidad y contenido de disolvente/agua.

Se proporcionan diversas formas sdlidas de 4-({2-[(aminosulfonil)amino]etil}amino)-N-(3-bromo-4-
fluorofenil)-N*hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida (ver Ejemplo 1). En algunas realizaciones, la forma solida
es un solido cristalino. En algunas realizaciones, la forma sdlida es sustancialmente anhidra (por ejemplo, contiene
menos de aproximadamente el 1 % de agua, menos de aproximadamente el 0,5 % de agua, menos de
aproximadamente el 1,5 % de agua, menos de aproximadamente el 2 % de agua). En algunas realizaciones, la
forma solida se caracteriza por un punto de fusion de, o una endoterma de DSC centrada en, aproximadamente 162
a aproximadamente 166 °C. En algunas realizaciones, la forma sdlida se caracteriza por un punto de fusion de, o
una endoterma de DSC centrada en, aproximadamente 164 °C. En algunas realizaciones, la forma sdlida tiene un
termograma de DSC sustancialmente como se muestra en la Figura 2. En realizaciones adicionales, la forma solida
tiene al menos uno, dos o tres picos de XRPD, en términos de 2-theta, seleccionados de aproximadamente 18,4°,
aproximadamente 18,9°, aproximadamente 21,8°, aproximadamente 23,9°, aproximadamente 29,2° vy
aproximadamente 38,7°. En realizaciones adicionales, la forma solida tiene un patrén de XRPD sustancialmente
como se muestra en la Figura 1.

También se proporciona una composicion que comprende una forma sdélida de 4-({2-
[(@aminosulfonil)amino]etil}amino)-N-(3-bromo-4-fluorofenil)-N-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida (ver
Ejemplo 1). La composicion puede comprender al menos aproximadamente el 50 %, al menos aproximadamente el
75 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 95 % o al menos aproximadamente el 99
% en peso de la forma solida. La composicion también puede contener un excipiente farmacéuticamente aceptable.
En algunas realizaciones, la forma sdlida esta sustancialmente purificada.

Un patron de XRPD de reflexiones (picos) normalmente se considera una huella dactilar de una forma
cristalina particular. Es muy conocido que las intensidades relativas de los picos de XRPD puedan variar
ampliamente dependiendo de, entre otras cosas, la técnica de preparacion de muestras, distribuciéon de tamario del
cristal, diversos filtros usados, el procedimiento de montaje de muestras y el instrumento particular empleado. En
algunos casos, pueden observarse nuevos picos o picos existentes pueden desaparecer, dependiendo del tipo de
instrumento o los parametros. Como se usa en el presente documento, el término “pico” se refiere a una reflexion
que tiene una altura/intensidad relativa de al menos aproximadamente el 4 % de la altura/intensidad de pico maxima.
Ademas, la variacion instrumental y otros factores pueden afectar los valores de 2-theta. Asi, asignaciones de picos
tales como aquellas informadas en el presente documento pueden variar mas o menos aproximadamente 0,2° (2-
theta), y el término “sustancialmente” como se usa en el contexto de XRPD en el presente documento pretende
englobar las variaciones anteriormente mencionadas.

De la misma forma, las lecturas de temperatura a propésito de DSC, TGA, u otros experimentos térmicos,
pueden variar aproximadamente +3 °C dependiendo del instrumento, parametros particulares, preparacion de
muestras, etc. Por consiguiente, se entiende que una forma cristalina informada en el presente documento que tiene
un termograma de DSC “sustancialmente” como se muestra en cualquiera de las figuras admite tal variacion.

En diversos sitios en la presente memoria descriptiva pueden desvelarse sustituyentes de compuestos de la
invencion en grupos o en intervalos. Se pretende especificamente que la invencion incluya todas y cada una de la
subcombinacion individual de los miembros de tales grupos y intervalos.

Se pretende que los compuestos de la invencion sean estables. Como se usa en el presente documento,
“estable” se refiere a un compuesto que es suficientemente robusto para sobrevivir al aislamiento a un grado de
pureza util de una mezcla de reaccion, y preferentemente que sea capaz de formularse en un agente terapéutico
eficaz.

Se aprecia adicionalmente que ciertas caracteristicas de la invencién, que se describen, por claridad, en el
contexto de realizaciones separadas, también pueden proporcionarse en combinacién en una Unica realizacién. En
cambio, diversas caracteristicas de la invencién que se describen, por brevedad, en el contexto de una Unica
realizacién, también pueden proporcionarse por separado o en cualquier subcombinacién adecuada.

Esta adicionalmente previsto que los compuestos de la invencién incluyan todos los posibles isémeros
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geométricos. Se describen isdmeros geométricos cis y trans de los compuestos de la presente invencion y pueden
aislarse como una mezcla de isémeros o como formas isoméricas separadas. Esta previsto que un enlace en un
diagrama de estructura representado por una linea ondulada “vwwV” indique que la estructura representa el
isébmero cis o trans, o una mezcla de los isémeros cis y trans en cualquier proporcion.

Los compuestos de la invencion también incluyen formas tautdmeras. Las formas tautdmeras resultan del
intercambio de un enlace sencillo con un doble enlace adyacente junto con la migracidon concomitante de un proton.

Los compuestos de la invencion también pueden incluir todos los isétopos de atomos que se producen en
los productos intermedios o compuestos finales. Los is6topos incluyen aquellos atomos que tienen el mismo ndmero
atomico, pero diferentes nimeros masicos. Por ejemplo, los isétopos de hidrégeno incluyen tritio y deuterio.

En algunas realizaciones, los compuestos de la invencion, y sales de los mismos, estan sustancialmente
aislados. Por “sustancialmente aislados” se indica que el compuesto esta al menos parcialmente o sustancialmente
separado del entorno en el que se formd o detecté. La separacion parcial puede incluir, por ejemplo, una
composicion enriquecida en el compuesto de la invencion. La separacion sustancial puede incluir composiciones que
contienen al menos aproximadamente el 50 %, al menos aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el
70 %, al menos aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 95
%, al menos aproximadamente el 97 %, o al menos aproximadamente el 99 % en peso del compuesto de la
invencion, o sal del mismo. Procedimientos para aislar compuestos y sus sales son rutinarios en la materia.

La presente invencion también incluye sales de los compuestos descritos en el presente documento. Como
se usa en el presente documento, “sales” se refiere a derivados de los compuestos desvelados en los que el
compuesto parental se modifica convirtiendo un resto de acido o base existente en su forma de sal. Ejemplos de
sales incluyen, pero no se limitan a, sales de acidos minerales (tales como HCI, HBr, H,SO.) o de acidos organicos
(tales como acido acético, acido benzoico, acido trifluoroacético) de residuos basicos tales como aminas; sales
alcalinas (tales como Li, Na, K, Mg, Ca) u organicas (tales como trialquilamonio) de residuos acidos tales como
acidos carboxilicos; y similares. Las sales de la presente invencidon pueden sintetizarse a partir del compuesto
parental que contiene un resto basico o acido por procedimientos quimicos convencionales. Generalmente, tales
sales pueden prepararse haciendo reaccionar las formas de acido o base libre de estos compuestos con una
cantidad estequiométrica de la base o acido apropiado en agua o en un disolvente organico, o en una mezcla de los
dos; generalmente, se prefieren medios no acuosos como éter, acetato de etilo, etanol, isopropanol o acetonitrilo
(ACN).

Las “sales farmacéuticamente aceptables” de la presente invencion incluyen un subconjunto de las “sales”
descritas anteriormente que son sales no téxicas convencionales del compuesto parental formado, por ejemplo, a
partir de acidos inorganicos u organicos no toxicos. Listas de sales adecuadas se encuentran en Remington's
Pharmaceutical Sciences, 172 ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa., 1985, pag. 1418 y Journal of
Pharmaceutical Science, 66, 2 (1977). El término “farmacéuticamente aceptables” se emplea en el presente
documento para referirse a aquellos compuestos, materiales, composiciones y/o formas de dosificacion que son,
dentro del alcance del criterio médico sensato, adecuados para su uso en contacto con los tejidos de seres humanos
y animales sin excesiva toxicidad, irritacion, respuesta alérgica, u otro problema o complicacion, proporcionales a
una relacion beneficio/riesgo razonable.

Procedimientos de sintesis

Los compuestos de la presente invencién pueden prepararse en una variedad de formas conocidas para un
experto en la materia de la sintesis organica. Los compuestos de la presente invencion pueden sintetizarse usando
los procedimientos como se describen en el presente documento mas adelante, junto con procedimientos sintéticos
conocidos en la técnica de la quimica organica sintética o variaciones de los mismos como se aprecia por aquellos
expertos en la materia.

Los compuestos de la presente invencién pueden prepararse a partir de materiales de partida facilmente
disponibles usando los siguientes métodos y procedimientos generales. Se apreciara que si se facilitan condiciones
de procedimiento tipicas o preferidas (es decir, temperaturas de reaccion, tiempos, relaciones molares de
reactantes, disolventes, presiones, etc.), también pueden usarse otras condiciones de procedimiento, a menos que
se establezca de otro modo. Las condiciones de reaccion 6ptimas pueden variar con los reactantes particulares o
disolvente usado, pero tales condiciones pueden determinarse por un experto en la materia por procedimientos de
optimizacion rutinaria.

Los procedimientos descritos en el presente documento pueden monitorizarse segun cualquier
procedimiento adecuado conocido en la técnica. Por ejemplo, la formacion de productos puede monitorizarse por
medios espectroscopicos, tales como espectroscopia de resonancia magnética nuclear (por ejemplo, 'H o '3C),
espectroscopia infrarroja, espectrofotometria (por ejemplo, UV-visible) o espectrometria de masas; o por
cromatografia tal como cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) o cromatografia en capa fina. Los
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compuestos obtenidos mediante las reacciones pueden purificarse por cualquier procedimiento adecuado conocido
en la técnica. Por ejemplo, cromatografia (presion media) sobre un adsorbente adecuado (por ejemplo, gel de silice,
alimina y similares), HPLC o cromatografia preparativa en capa fina; destilacion; sublimacion, trituracion o
recristalizacion.

La preparacion de compuestos puede implicar la proteccion y desproteccion de diversos grupos quimicos.
La necesidad de proteccion y desproteccion, y la seleccion de grupos protectores apropiados, puede determinarse
facilmente por un experto en la materia. La quimica de los grupos protectores puede encontrarse, por ejemplo, en
Wouts y Greene, Greene's Protective Groups in Organic Synthesis, 42 ed., John Wiley & Sons: New York, 2006.

Las reacciones de los procedimientos descritos en el presente documento pueden llevarse a cabo en
disolventes adecuados que pueden seleccionarse facilmente por un experto en la materia de la sintesis organica.
Disolventes adecuados pueden ser sustancialmente no reactivos con los materiales de partida (reactantes), los
productos intermedios, o productos, a las temperaturas a las que las reacciones se llevan a cabo, es decir,
temperaturas que pueden oscilar de la temperatura de congelacién del disolvente a la temperatura de ebullicion del
disolvente. Puede llevarse a cabo una reaccion dada en un disolvente o una mezcla de mas de un disolvente.
Dependiendo de la etapa de reaccion, pueden seleccionarse disolvente(s) adecuado(s) para esa etapa de reaccion
particular. Disolventes apropiados incluyen agua, alcanos (tales como pentanos, hexanos, heptanos, ciclohexano,
etc., o una mezcla de los mismos), disolventes aromaticos (tales como benceno, tolueno, xileno, etc.), alcoholes
(tales como metanol, etanol, isopropanol, etc.), éteres (tales como dialquiléteres, metil terc-butil éter (MTBE),
tetrahidrofurano (THF), dioxano, etc.), ésteres (tales como acetato de etilo, acetato de butilo, etc.), disolventes
halogenados (tales como diclorometano (DCM), cloroformo, dicloroetano, tetracloroetano), dimetilformamida (DMF),
sulféxido de dimetilo (DMSO), acetona, acetonitrilo (ACN), hexametilfosforamida (HMPA) y N-metilpirrolidona (NMP).
Tales disolventes pueden usarse en tanto sus formas humedas como anhidras.

La resolucion de mezclas racémicas de compuestos puede llevarse a cabo por cualquiera de los
numerosos procedimientos conocidos en la técnica. Un procedimiento de ejemplo incluye la recristalizacion
fraccionada usando un “acido de resolucion quiral”’, que es un acido organico formador de sal épticamente activo.
Agentes de resolucién adecuados para los procedimientos de recristalizacion fraccionada son, por ejemplo, acidos
opticamente activos, tales como las formas D y L de acido tartarico, acido diacetiltartarico, acido dibenzoiltartarico,
acido mandélico, acido malico, acido lactico, o los diversos acidos canforsulfénicos 6pticamente activos. La
resolucion de mezclas racémicas también puede llevarse a cabo por eluciéon sobre una columna empaquetada con
un agente de resolucidon épticamente activo (por ejemplo, dinitrobenzoilfenilglicina). La composicion de disolventes
de elucién adecuados puede determinarse por un experto en la materia.

Los compuestos de la invencidon pueden prepararse, por ejemplo, usando las rutas y técnicas de reaccion
que se describen a continuacion.

Los procedimientos y productos intermedios descritos en el presente documento son Utiles en la
preparacion de inhibidores de IDO. Un esquema general para la preparacion de los compuestos F15 de la invencion
se describe en el Esquema 1.
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Refiriéndose ahora al Esquema 1, se describe un procedimiento de preparacion de un compuesto de
formula F15, o una sal del mismo, en la que R? es Cl, Br, CF3, CHz; 0 CN; R®es Ho F; y n es 1 6 2, haciendo
reaccionar un compuesto de formula F13, o una sal del mismo, en la que Pg' es un grupo protector de amino, con un
agente desprotector de amino (Etapa M) proporcionando un compuesto de férmula F14, o una sal del mismo; y
haciendo reaccionar el compuesto de férmula F14 con una base (Etapa N) proporcionando el compuesto de formula
F15. El compuesto de férmula F15 puede purificarse por trituracion o recristalizacién usando disolventes tales como
agua, etanol, MTBE o una combinacion de los mismos.

En algunas realizaciones, R? es Br, R®es Fy n es 1.

En algunas realizaciones, R? es Br, R®es F y n es 2.

En algunas realizaciones, R?es Cl, R®es Fynes 1.

En algunas realizaciones, R>es Cl, R®es Fy n es 2.

En algunas realizaciones, R? es CF3, R3es Fy nes 1.

En algunas realizaciones, R? es CF3, R3es Fy nes 2.

En algunas realizaciones, R? es CF3, R3es Hy nes 1.

En algunas realizaciones, R? es CF3, R3es Hy nes 2.

En algunas realizaciones, R?es CN, R®es Fynes 1.

Habitualmente se usan grupos protectores de amino en la sintesis organica para prevenir reacciones no
deseadas de un grupo amino mientras que se realiza una transformacion deseada. Los grupos protectores de amino
permiten la facil unién covalente con un atomo de nitrégeno, ademas de la escision selectiva del atomo de nitrégeno.
Diversos grupos protectores de amino, clasificados ampliamente como alcoxicarbonilo (tales como etoxicarbonilo,
terc-butoxicarbonilo (Boc), benciloxicarbonilo (Cbz), 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc) y similares), acilo (tales como
acetilo (Ac), benzoilo (Bz) y similares), sulfonilo (tales como metanosulfonilo, trifluorometanosulfonilo y similares),
arilalquilo (tales como bencilo, difenilmetilo, trifenilmetilo (tritilo) y similares), alquenilalquilo (tales como alilo, prenilo y
similares), diarilmetileneilo (tales como (CsHs).C=N y similares) y sillo (tales como terc-butildimetilsililo,

triisopropilsililo y similares), son conocidos para un experto en la materia. La quimica de los grupos protectores de
amino puede encontrarse en Wuts y Greene, Greene's Protective Groups in Organic Synthesis, 42 ed., pag. 696-926,
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John Wiley & Sons: New York, 2006. En algunos aspectos, Pg' puede ser alcoxicarbonilo (tal como terc-
butoxicarbonilo).

Los grupos protectores de amino anteriormente descritos pueden eliminarse convenientemente usando
muchos agentes desprotectores de amino disponibles que son especificos para los diversos grupos mencionados
anteriormente sin afectar otras partes deseadas del compuesto. El grupo terc-butoxicarbonilo puede eliminarse (por
ejemplo, hidrolizarse) del atomo de nitrégeno, por ejemplo, mediante tratamiento con un acido (tal como acido
trifluoroacético, acido toluenosulfénico, acido clorhidrico y similares); una combinacién de reactivos (por ejemplo,
mezcla de cloruro de acetilo y metanol) conocida para generar un acido; o un acido de Lewis (por ejemplo,
BF3-Et20). El grupo benciloxicarbonilo puede eliminarse (por ejemplo, hidrogenolisarse) del atomo de nitrégeno, por
ejemplo, mediante tratamiento con hidrégeno y un catalizador (tal como paladio sobre carbono). En algunos
aspectos, el agente desprotector de amino puede ser acido trifluoroacético. En algunos aspectos, el agente
desprotector de amino contiene acido trifluoroacético y >0,5 % en volumen de agua, por ejemplo, >1,0 % en volumen
de agua, >1,5 % en volumen de agua, >2,0 % en volumen de agua, de aproximadamente el 2 % a aproximadamente
el 10 % en volumen de agua, de aproximadamente el 10 % a aproximadamente el 20 % en volumen de agua, o de
aproximadamente el 20 % a aproximadamente el 50 % en volumen de agua. En algunos aspectos, el agente
desprotector de amino puede ser una mezcla de acido ftrifluoroacético y agua en una relacién volumétrica de
aproximadamente 98:2. En algunos aspectos, el agente desprotector de amino puede ser acido clorhidrico,
opcionalmente en un disolvente (tal como agua, THF, o dioxano). En tales aspectos, el acido clorhidrico puede estar
presente en una concentracion de aproximadamente 4 N, por ejemplo, aproximadamente 1 N, aproximadamente 2
N, aproximadamente 3 N, aproximadamente 5 N, aproximadamente 6 N, aproximadamente 7 N, aproximadamente 8
N, aproximadamente 9 N o aproximadamente 10 N. En algunos aspectos, la desproteccion puede realizarse en un
alcohol (tal como isopropanol). En algunos aspectos, la etapa M (Esquema 1) puede realizarse a una temperatura de
aproximadamente -10 °C a aproximadamente 60 °C, por ejemplo, de aproximadamente -10 °C a aproximadamente 0
°C, de aproximadamente 0 °C a aproximadamente 25 °C, de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 45 °C, o
de aproximadamente 45 °C a aproximadamente 60 °C.

Puede usarse una base para la conversion (por ejemplo, hidrélisis) del anillo de oxadiazolona en F14 para
revelar la amidoxima en F15, opcionalmente en un disolvente (Etapa N, Esquema 1). La proteccion de la amidoxima
como la oxadiazolona puede ser util para prevenir reacciones adversas del grupo hidroxilo o aquellas de la
amidoxima en conjunto. La base puede ser tanto una base organica, tal como una amina aciclica (por ejemplo,
trietilamina, diisopropiletilamina (DIPEA), etc.) como una amina ciclica (por ejemplo, pirrolidina, piperidina, etc.); o
una base inorganica tal como alcali (por ejemplo, NaOH, LiOH, KOH, Mg(OH),, etc.). La base puede ponerse a
disposicion en forma de una resina (tal como Amberlite® y similares). En algunos aspectos adicionales, la base
puede proporcionarse en forma de una disolucion en agua tal como disolucion aproximadamente 2 N (por ejemplo,
disolucién aproximadamente 0,5 N, disolucion aproximadamente 1 N, disoluciéon aproximadamente 1,5 N, disoluciéon
aproximadamente 2,5 N, disolucion de aproximadamente 3 N a aproximadamente 5 N, disolucién de
aproximadamente 5 N a aproximadamente 10 N). En algunos aspectos, la base es hidroxido de metal alcalino (tal
como hidroxido soédico). En algunos aspectos, la base puede ser disolucion de NaOH 2 N en agua. En algunos
aspectos, el disolvente puede ser metanol o tetrahidrofurano (THF). En algunos aspectos, la etapa N (Esquema 1)
puede realizarse a una temperatura de aproximadamente -10 °C a aproximadamente 60 °C, por ejemplo, de
aproximadamente -10 °C a aproximadamente 0 °C, de aproximadamente 0 °C a aproximadamente 25 °C, de
aproximadamente 25 °C a aproximadamente 45 °C, o de aproximadamente 45 °C a aproximadamente 60 °C.

En la Etapa L (Esquema 1), el compuesto de formula F13 puede obtenerse tratando un compuesto de
formula F12, o una sal del mismo, con Pg'-NH-cloruro de sulfonilo, opcionalmente en un disolvente, seguido de
tratamiento de la mezcla resultante con una base organica proporcionando el compuesto de férmula F13. Esta etapa
L (Esquema 1) transforma una amina primaria F12 en una sulfonilurea F13 usando un cloruro de amino-sulfonilo
protegido (Pg'-NH-SO,CI). El cloruro de amino-sulfonilo protegido puede prepararse y usarse inmediatamente en la
reaccion con F12. El grupo protector podria seleccionarse de cualquiera de los grupos protectores conocidos en la
técnica para proteger aminas o sulfonamidas (arriba). En algunos aspectos, Pg'! puede ser un grupo alcoxicarbonilo
(tal como terc-butoxicarbonilo). En tales aspectos, el alcoxicarbonil-NH-cloruro de sulfonilo puede obtenerse
mediante la reaccion de un alcohol (tal como, etanol, alcohol terc-butilico y similares) con isocianato de clorosulfonilo
(CIS(0)2NCO). Disolventes apropiados para esta reaccion incluyen, pero no se limitan a, disolventes halogenados
tales como diclorometano y similares. La base organica puede ser cualquier base que sirva para neutralizar el HCI
generado durante la reaccion de la amina primaria tal como F12 y el cloruro de amino-sulfonilo protegido. La base
organica puede incluir aminas terciarias aciclicas tales como trialquil (Ci.)-amina (por ejemplo, trietilamina,
diisopropiletilamina (DIPEA) y similares), aminas terciarias ciclicas (por ejemplo, N-metilpiperidina, 1,4-
diazabiciclo[2.2.2]octano (DABCO) y similares). En algunos aspectos, la base organica puede ser trietilamina. En
algunos aspectos, esta etapa puede realizarse a una temperatura de aproximadamente -10 °C a aproximadamente
60 °C, por ejemplo, de aproximadamente -10 °C a aproximadamente 0 °C, de aproximadamente 0 °C a
aproximadamente 25 °C, de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 45 °C, o de aproximadamente 45 °C a
aproximadamente 60 °C.

Los compuestos organicos pueden reducirse a un estado de menor oxidacion usando agentes reductores.
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La reduccion normalmente implica la adicién de atomos de hidrogeno o la eliminacion de atomos de oxigeno de un
grupo. Azidas organicas tales como F11 pueden reducirse a aminas tales como F12 (Etapa K, Esquema 1) mediante
la adicion de hidrégeno, tanto en forma de hidrogeno elemental como usando un hidruro reactivo (tal como NaBHj,
LiAlH4 y similares); usando ftrifenilfosfina; o usando una combinacion de yoduro de sodio, clorotrimetilsilano y
metanol. En algunos aspectos, el compuesto de formula F12 puede obtenerse reduciendo un compuesto de formula
F11, o una sal del mismo. En algunos aspectos, la reduccion puede llevarse a cabo en presencia de yoduro de
sodio, clorotrimetilsilano y metanol. En algunos aspectos, la relacion molar de yoduro de sodio y clorotrimetilsilano
puede ser aproximadamente 1,0, por ejemplo, aproximadamente 0,9, aproximadamente 0,95, aproximadamente 1,0,
aproximadamente 1,05, o aproximadamente 1,1. En algunos aspectos, puede afadirse clorotrimetilsilano a la mezcla
de F11, yoduro de sodio y metanol como disoluciéon en metanol. En algunos aspectos, la Etapa K (Esquema 1)
puede realizarse a aproximadamente temperatura ambiente, por ejemplo, de aproximadamente 10 °C a
aproximadamente 50 °C, de aproximadamente 15 °C a aproximadamente 40 °C, de aproximadamente 20 °C a
aproximadamente 30 °C, o de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 30 °C.

Los compuestos de amino F12, en algunos casos, pueden demostrar ser desafiantes de obtener en forma
sustancialmente pura como se ha determinado por HPLC o espectroscopia de RMN y similares. Aunque no se
pretende quedar ligado a teoria, se cree que algunas de estas aminas podrian ser dificiles de purificar por
cromatografia en gel de silice debido a la alta afinidad por el gel de silice o debido a la degradacion no deseada
durante la purificacion. En tales aspectos, refiriéndose ahora al Esquema 2, el compuesto de féormula F12 puede
purificarse haciendo reaccionar el compuesto de formula F12 con un agente protector de amino proporcionando un
compuesto de formula F12', o una sal del mismo, en la que Pg®N es una amina protegida. Esta proteccion (Etapa K')
puede ir seguida de purificar el compuesto de férmula F12' proporcionando un compuesto purificado de formula F12'
y haciendo reaccionar el compuesto purificado de férmula F12' con un agente desprotector de amino (Etapa K”)
proporcionando un compuesto purificado de férmula F12. Los agentes protectores de amino y los agentes
desprotectores de amino son conocidos para un experto en la materia, tales como aquellos en Wuts y Greene
(arriba). En algunos aspectos, el agente protector de amino es dicarbonato de di-t-butilo (Boc,O). En tales aspectos,
Pg?N es terc-butoxi-carbonil-NH. En tales realizaciones, el agente desprotector de amino es un reactivo que puede
eliminar el grupo protector de Boc (arriba). En tales realizaciones, el agente desprotector de amino es un acido (por
ejemplo, acido clorhidrico, acido trifluoroacético y similares), opcionalmente en un disolvente (tal como agua, THF o
dioxano). En algunos aspectos, el acido clorhidrico puede estar presente en una concentracion de aproximadamente
4 N, por ejemplo, aproximadamente 1 N, aproximadamente 2 N, aproximadamente 3 N, aproximadamente 5 N,
aproximadamente 6 N, aproximadamente 7 N, aproximadamente 8 N, aproximadamente 9 N, o aproximadamente 10
N. En algunas realizaciones, la desproteccion puede realizarse en un alcohol (tal como isopropanol). En algunos
aspectos, la etapa K' o K" puede realizarse a una temperatura de aproximadamente -10 °C a aproximadamente 60
°C, por ejemplo, de aproximadamente -10 °C a aproximadamente 0 °C, de aproximadamente 0 °C a
aproximadamente 25 °C, de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 45 °C, o de aproximadamente 45 °C a
aproximadamente 60 °C. Procedimientos de purificacién apropiados son conocidos para un experto en la materia y
pueden incluir cromatografia, cristalizacion, sublimaciéon y similares. En algunos aspectos, la purificacion puede
realizarse por cromatografia sobre gel de silice. La pureza de los compuestos, en general, se determina por
procedimientos fisicos tales como mediciéon del punto de fusion (en el caso de un sélido), obtencién de un espectro
de RMN o realizacion de una separacion por HPLC. Si el punto de fusion disminuye, si disminuyen sefales no
deseadas en el espectro de RMN, o si se eliminan picos externos en una traza de HPLC, puede decirse que el
compuesto se ha purificado. En algunos aspectos, los compuestos se purifican sustancialmente.

NH, N"0 Pg2N —(;
Hv), n#“: 0 1) Agente de proteccion 9 LH“}_H'\L 0
n , Q\ de amino A I \ N
N, . N N N
o \O/

2) purificacién

—R? K R2
F12 R3 Fi12' R3
I Agente de desproteccion de amino I
K"
Esquema 2

En algunas realizaciones, el compuesto de formula F11 (Esquema 1) puede obtenerse tratando un
compuesto de formula F10, o una sal del mismo, en la que L' puede seleccionarse de alquilsulfonilo (tal como
metanosulfonilo), haloalquilsulfonilo (tal como trifluorometanosulfonilo), arilsulfonilo (tal como toluenosulfonilo) y
similares; con un reactivo de azida proporcionando el compuesto de férmula F11 (Etapa J). En algunos aspectos, L'
es alquilsulfonilo. Los reactivos de azida incluyen cualquier reactivo que pueda producir un ién de azida nucledfilo.
Ejemplos de reactivos de azida incluyen azidas de metal alcalino (tales como azida de sodio, azida de potasio, etc.).
En algunos aspectos opcionales, el reactivo de azida tal como la azida de sodio puede usarse en combinacion con
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yoduro de sodio. Disolventes apropiados para esta transformacion son disolventes polares que incluyen DMF,
DMSO, NMP y similares. En algunos aspectos, la Etapa J puede llevarse a cabo en DMF. La Etapa J puede llevarse
a cabo a una temperatura elevada, por ejemplo, de aproximadamente 40 °C a aproximadamente 100 °C, de
aproximadamente 50 °C a aproximadamente 90 °C, o de aproximadamente 60 °C a aproximadamente 80 °C. En
algunos aspectos, la Etapa J puede llevarse a cabo a aproximadamente 50 °C. En algunos aspectos, la Etapa J
puede llevarse a cabo a aproximadamente 85 °C.

El compuesto de formula F10, o una sal del mismo, puede obtenerse en una secuencia de etapas mostrada
en el Esquema 3. La preparacion del producto intermedio, 4-amino-N*-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida F2,
se ha descrito en J. Heterocycl. Chem. (1965), 2, 253, y su conversién en la oxima de cloro F3 se ha descrito en
Synth. Commun. (1988), 18, 1427. Pueden acoplarse aminas (tales como aminas primarias o secundarias que
incluyen aminas que contienen funcionalidades protegidas, por ejemplo, etilamina, 2-metoxietilamina o dimetilamina)
a la oxima de cloro F3, opcionalmente en un disolvente (tal como acetato de etilo), seguido de la adicién de una base
organica (tal como trietilamina o DIPEA para extinguir el HCI generado en la reaccion) proporcionando compuestos
de amidoxima F4. La transposicion de los compuestos tales como F4, para transponer el grupo amino sobre el
carbono del anillo y el grupo amino sobre el carbono de oxima, proporcionando compuestos F5, puede lograrse por
el tratamiento de F4 con una base (tal como KOH, NaOH, LiOH, Mg(OH),, Al(OH)3 y similares), opcionalmente en un
disolvente (tal como agua, etanol, etilenglicol y similares), y sometiendo a reflujo la mezcla de reaccion a
temperatura elevada, por ejemplo, aproximadamente 70 °C, aproximadamente 80 °C, aproximadamente 90 °C,
aproximadamente 100 °C, aproximadamente 110 °C, aproximadamente 120 °C, aproximadamente 130 °C,
aproximadamente 140 °C, aproximadamente 150 °C, aproximadamente 160 °C, aproximadamente 170 °C,
aproximadamente 180 °C, aproximadamente 190 °C, o aproximadamente 200 °C. La amidoxima F5 puede activarse
de nuevo como una oxima de cloro F6 mediante la adicion de F5 a una mezcla acida acuosa que contiene acido
clorhidrico, opcionalmente que incluye acido acético. En este procedimiento para la conversion de F5 a F6, la mezcla
acida de F5 puede calentarse a una temperatura de aproximadamente 45 °C, tal como aproximadamente 30 °C,
aproximadamente 40 °C, aproximadamente 50 °C, o aproximadamente 60 °C para lograr la disolucion. Puede
afnadirse cloruro sodico a esta disolucion y a continuacion tratarse con un reactivo de nitrito, que opcionalmente
puede proporcionarse como una disolucidon acuosa, a una temperatura por debajo de aproximadamente 0 °C, tal
como por debajo de aproximadamente -10 °C, por debajo de aproximadamente -5 °C, por debajo de
aproximadamente 5 °C, o por debajo de aproximadamente 10 °C. El reactivo de nitrito es uno que puede
proporcionar un anion nitrito. Reactivos de nitrito incluyen nitrito de metal alcalino (por ejemplo, nitrito de sodio, nitrito
de potasio y similares) y organonitritos (por ejemplo, nitrito de tetraetilamonio) que incluyen un catién organico. En
algunos aspectos, puede usarse acetato de etilo, THF o dioxano como co-disolvente. La oxima de cloro F6 puede
acoplarse con aminas aromaticas tales como anilinas, opcionalmente en un disolvente polar (tal como metanol,
agua, etanol y similares) a temperaturas elevadas tales como aproximadamente 50 °C, aproximadamente 60 °C,
aproximadamente 70 °C, aproximadamente 80 °C, aproximadamente 90 °C, aproximadamente 100 °C,
aproximadamente 110 °C, o aproximadamente 120 °C, opcionalmente en presencia de una base inorganica (tal
como KHCOs, NaHCO3) proporcionando arilamidoxima F7. En algunos aspectos, la base inorganica puede
proporcionarse en forma de una disolucion acuosa. En algunos aspectos, la base inorganica puede afadirse a la
mezcla de reaccidon a una temperatura elevada. La funcionalidad de amidoxima de F7 puede protegerse a
continuacién como una oxadiazolona usando 1,1'-carbonildiimidazol (CDI) en un disolvente (tal como acetato de
etilo, dioxano, THF y similares) a temperaturas elevadas tales como aproximadamente 50 °C, aproximadamente 60
°C, aproximadamente 70 °C, aproximadamente 80 °C, aproximadamente 90 °C, o aproximadamente 100 °C. El
grupo metoxi de F8 puede convertirse a continuacion en un grupo hidroxilo en F9 usando un agente desprotector de
metoxi conocido para un experto en la materia, tal como aquellos en Wuts y Greene, Greene's Protective Groups in
Organic Synthesis, 42 ed., pag 24-30, John Wiley & Sons: New York, 2006. Por ejemplo, mediante la adicion de
tribromuro de boro a una disolucién fria (tal como de aproximadamente -78 °C a aproximadamente 25 °C, por
ejemplo, de aproximadamente -78 °C a aproximadamente 10 °C, de aproximadamente -78 °C a aproximadamente 0
°C, de aproximadamente -78 °C a aproximadamente -10 °C, de aproximadamente 0 °C a aproximadamente 25 °C, o
de aproximadamente 0 °C a aproximadamente 10 °C) de F8, opcionalmente en un disolvente tal como un disolvente
halogenado (por ejemplo, DCM, cloroformo y similares) o acetato de etilo. El grupo hidroxilo primario en F9 puede
activarse posteriormente como un grupo saliente L'O- (véase F10) por tratamiento secuencial con L'Cl,
opcionalmente en un disolvente (tal como acetato de etilo o DCM), y una base organica para limpiar el HCI generado
(tal como trietlamina o DIPEA). L', por ejemplo, puede seleccionarse de alquilsulfonilo (por ejemplo,
metanosulfonilo), haloalquilsulfonilo  (por ejemplo, ftrifluorometanosulfonilo), arilsulfonilo  (por ejemplo,
toluenosulfonilo) y similares. EI compuesto F10 puede tratarse a continuacion con cualquier nucledfilo para el
desplazamiento (tal como por el mecanismo Sn2) del grupo saliente L'O.
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Alternativamente, el compuesto de férmula F12 puede obtenerse mediante una secuencia de etapas
representada en el Esquema 4.
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Esquema 4

Refiriéndose ahora al Esquema 4, en algunos aspectos, el compuesto de féormula F12 puede obtenerse
haciendo reaccionar un compuesto de férmula F24, o una sal del mismo, en la que Pg®N es una amina protegida
(por ejemplo, (CgHs)3C-NH, (CgHs).C=N y similares), con un agente desprotector de amino proporcionando el
compuesto de formula F12. El tratamiento de un compuesto F24 para sustituir Pg®N con NH, (Etapa Q) puede
llevarse a cabo mediante procedimientos para la desproteccion de grupos protectores de amina particulares
conocidos para un experto en la materia, tales como aquellos en Wuts y Greene, Greene's Protective Groups in
Organic Synthesis, 4 ed., pag 696-926, John Wiley & Sons: New York, 2006. En algunos aspectos, cuando Pg°N es
(CeHs)2C=N, el agente desprotector puede ser: un acido tal como un acido organico (por ejemplo, acido
trifluoroacético, acido metanosulfonico y similares) o un acido inorganico (por ejemplo, acido clorhidrico); hidrégeno y
paladio; o hidroxilamina acida (NH.OH). En algunos aspectos, cuando Pg3N es (CsHs)sC-NH, el agente desprotector
puede incluir un acido organico (tal como acido trifluoroacético, acido metanosulfénico y similares) y opcionalmente
un organosilano; hidrégeno y paladio; o sodio en amoniaco liquido. Los organosilanos son compuestos que
contienen al menos un enlace Si-H y el resto de los grupos unidos al silicio son alquilo, arilo o una combinacion de
los mismos. Ejemplos de organosilanos incluyen trialquilsilano (por ejemplo, tri(isopropil)silano)), triarilsilano (por
ejemplo, trifenilsilano) o difenilmetilsilano. La etapa Q puede realizarse a una temperatura de aproximadamente -10
°C a aproximadamente 60 °C, por ejemplo, de aproximadamente -10 °C a aproximadamente 0 °C, de
aproximadamente 0 °C a aproximadamente 25 °C, de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 45 °C, o de
aproximadamente 45 °C a aproximadamente 60 °C.

Los compuestos F24, que son aminas secundarias protegidas, pueden prepararse por la reacciéon de
Mitsunobu de alcoholes F25 con aminas primarias protegidas F22 en presencia de un reactivo de acoplamiento
(Etapa P). El reactivo de acoplamiento puede ser una combinacién de una fosfina terciaria tal como triarilfosfina (por
ejemplo, trifenilfosfina) o trialquilfosfina (por ejemplo, ftributilfosfina) y un azodicarboxilato de dialquilo. Los
azodicarboxilatos de dialquilo poseen una estructura general: ROOC-N=N-COOR en la que R puede ser un grupo
alquilo (por ejemplo, azodicarboxilato de diisopropilo, azodicarboxilato de dietilo o azodicarboxilato de di-p-
clorobencilo). Aunque no se pretende quedar ligado por teoria, se cree que la proteccion de aminas con el resto
trifluoroacetilo (tal como en F22) previene reacciones secundarias y mejora el rendimiento de la amina secundaria
F24. El grupo hidroxilo de alcoholes tales como F25 puede activarse en presencia del reactivo de acoplamiento. El
nucledfilo de amina puede desplazar el grupo hidroxilo activado para formar la amina secundaria. La reaccion de
Mitsunobu puede realizarse en un disolvente tal como un éter, por ejemplo, THF, dioxano, éter dialquilico y similares;
disolventes halogenados, por ejemplo, diclorometano, cloroformo y similares; disolventes no polares, por ejemplo,
benceno, tolueno y similares; disolventes aproticos polares tales como DMF, HMPA y similares. En algunos
aspectos, el compuesto de formula F24 puede obtenerse tratando un compuesto de férmula F22, o una sal del
mismo, con un compuesto de férmula F25, o una sal del mismo, y un reactivo de acoplamiento proporcionando el
compuesto de férmula F24. En algunos aspectos, esta etapa puede realizarse a una temperatura de
aproximadamente -10 °C a aproximadamente 60 °C, por ejemplo, de aproximadamente -10 °C a aproximadamente 0
°C, de aproximadamente 0 °C a aproximadamente 25 °C, de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 45 °C, o
de aproximadamente 45 °C a aproximadamente 60 °C.

Los compuestos F22 pueden prepararse por un procedimiento de dos etapas (Etapas G' y O) a partir de
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compuestos F21. Los compuestos F21 pueden tratarse con 1,1'-carbonildiimidazol (CDI), opcionalmente en un
disolvente (tal como acetato de etilo o THF), a una temperatura elevada tal como aproximadamente 50 °C, por
ejemplo, aproximadamente 60 °C, aproximadamente 65 °C, aproximadamente 70 °C, aproximadamente 80 °C, o
aproximadamente 90 °C, para convertir la amidoxima en compuestos F21 en oxadiazolona presente en compuestos
F26. Estos compuestos F26 pueden tratarse a su vez con anhidrido trifluoroacético, opcionalmente en un disolvente
(tal como DCM, THF, dioxano o acetato de etilo) en presencia de una base organica (tal como piridina, trietilamina,
DIPEA vy similares) proporcionando los compuestos F22. En algunos aspectos, el compuesto de formula F22 puede
obtenerse tratando un compuesto de formula F21, o una sal del mismo, con carbonildiimidazol (CDI) proporcionando
un compuesto de férmula F26, o una sal del mismo, y tratando el compuesto de férmula F26 con anhidrido
trifluoroacético proporcionando el compuesto de férmula F22.

e
N"o OH I\i >=
| =0 H,CO 0
Fac\,(“),—\e* ’ F:;'H;‘ _ Hsco’WnHWN
° N‘OIN o N Q\ 2
R

reactivo de acoplamiento \0‘
R? p*
F22 R? F8 R?
Esquema 5

Refiriéndose ahora al Esquema 5 (Etapa P') y basandose en la descripcion anterior de la reaccion de
Mitsunobu, otro aspecto proporciona un procedimiento de preparacion de un compuesto de formula F8, o una sal del
mismo, en la que, R%, R®y n se definen en el presente documento; que incluye hacer reaccionar un compuesto de
férmula F22, o una sal del mismo, y un compuesto de formula F25', o una sal del mismo, con un reactivo de
acoplamiento, opcionalmente en un disolvente (tal como THF, éter dialquilico o diclorometano), proporcionando el
compuesto de formula F8. En algunos aspectos, esta etapa puede realizarse a una temperatura de
aproximadamente -10 °C a aproximadamente 60 °C, por ejemplo, de aproximadamente -10 °C a aproximadamente 0
°C, de aproximadamente 0 °C a aproximadamente 25 °C, de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 45 °C, o
de aproximadamente 45 °C a aproximadamente 60 °C.
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F15
Esquema 6

El Esquema 6 delinea una ruta alternativa para la introduccion del grupo sulfonamida en el compuesto de
amino F12. El tratamiento de F12 con sulfamida en presencia de una base (Etapa R), tal como una base organica
que puede ser una base heterociclica (por ejemplo, piridina), o una trialquilamina (por ejemplo, trietilamina, DIPEA y
similares), pudiendo cada una usarse opcionalmente como disolvente para esta transformacion, puede proporcionar
sulfonilureas tales como F14. Esta reaccion puede llevarse a cabo a temperaturas elevadas tales como
aproximadamente 130 °C, por ejemplo, aproximadamente 100 °C, aproximadamente 110 °C, aproximadamente 120
°C, aproximadamente 130 °C o aproximadamente 140 °C. Tal calentamiento puede aplicarse favorablemente usando
radiacion microondas. La radiacion microondas puede realizarse en un horno microondas comercial (por ejemplo,
Initiator™, disponible de Biotage) que opera en una forma de modo Unico. Los compuestos F14 que contienen el
anillo de oxadiazolona pueden desprotegerse (por ejemplo, hidrolizarse) a las amidoximas deseadas F15 en
presencia de una base (Etapa N'). La base puede ser tanto una base organica, tal como una amina aciclica (por
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ejemplo, trietilamina, diisopropiletilamina (DIPEA), etc.), como una amina ciclica (por ejemplo, pirrolidina, piperidina,
etc.); o una base inorganica tal como alcali (por ejemplo, NaOH, LiOH, KOH, Mg(OH)_, etc.). La base puede ponerse
a disposicion en forma de una resina (tal como Amberlite® y similares). En algunas realizaciones adicionales, la base
puede proporcionarse en forma de una disolucion en agua tal como disoluciéon aproximadamente 2 N (por ejemplo,
disolucién aproximadamente 0,5 N, disolucion aproximadamente 1 N, disoluciéon aproximadamente 1,5 N, disoluciéon
aproximadamente 2,5 N, disolucion de aproximadamente 3 N a aproximadamente 5 N, disolucién de
aproximadamente 5 N a aproximadamente 10 N). En algunas realizaciones, la base puede ser hidroxido de metal
alcalino (tal como, hidréxido sodico). En algunas realizaciones, la base puede ser una disolucion de NaOH 2 N en
agua. En algunas realizaciones, el disolvente puede ser metanol o tetrahidrofurano (THF). En algunas realizaciones,
la desproteccion puede realizarse a una temperatura de aproximadamente -10 °C a aproximadamente 60 °C, por
ejemplo, de aproximadamente -10 °C a aproximadamente 0 °C, de aproximadamente 0 °C a aproximadamente 25
°C, de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 45 °C, o de aproximadamente 45 °C a aproximadamente 60 °C.
Por tanto, este aspecto proporciona un procedimiento de preparacion de un compuesto de féormula F15, o una sal del
mismo, en la que R? R3 y n son como se definen en el presente documento; que incluye hacer reaccionar un
compuesto de férmula F12, o una sal del mismo, con sulfamida y una base organica proporcionando un compuesto
de férmula F14, o una sal del mismo, y hacer reaccionar el compuesto de formula F14, o una sal del mismo, con una
base proporcionando el compuesto de férmula F15.

También se describe un compuesto de formula F9, F12 y F14, o una sal del mismo, en las que R? es Cl, Br,
CF3, CH;0CN;R®esHoF;ynes162.

En algunas realizaciones, R>es Br, R®es Fy n es 1.
En algunas realizaciones, R> es Br, R®es F y n es 2.
En algunas realizaciones, R?es Cl, R®es Fynes 1.
En algunas realizaciones, R>es Cl, R®es Fy n es 2.
En algunas realizaciones, R? es CF3, R3es Fynes 1.
En algunas realizaciones, R? es CF3, R3es Fynes 2.
En algunas realizaciones, R? es CF3, R3es Hy nes 1.
En algunas realizaciones, R? es CF3, R3es Hy nes 2.
En algunas realizaciones, R? es CH3, R3es Fy nes 1.

En algunas realizaciones, R?es CN, R®es Fynes 1.
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00 ' HOH R?-
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F19
Esquema 7

Refiriéndose ahora al Esquema 7, los compuestos F19 pueden obtenerse a partir de compuestos de amino
primario F12 mediante tratamiento con cloruro de metanosulfonilo (Etapa S), opcionalmente en un disolvente tal
como acetato de etilo, disolventes halogenados (por ejemplo, diclorometano, cloroformo y similares) o disolventes
etéreos (THF, éter dietilico, dioxano y similares), en presencia de una base organica (para limpiar el HCI generado)
tal como trialquil (C16)amina (por ejemplo, trietilamina, DIPEA y similares), o piridina proporcionando sulfonamidas
F20. El grupo metanosulfonilo puede sustituirse con otro alquilsulfonilo (por ejemplo, etilsulfonilo), haloalquilsulfonilo
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(por ejemplo, trifluorometanosulfonilo), arilsulfonilo (por ejemplo, toluenosulfonilo) y similares, sin alterar los
procedimientos. En algunas realizaciones, esta etapa puede realizarse a una temperatura de aproximadamente -10
°C a aproximadamente 60 °C, por ejemplo, de aproximadamente -10 °C a aproximadamente 0 °C, de
aproximadamente 0 °C a aproximadamente 25 °C, de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 45 °C, o de
aproximadamente 45 °C a aproximadamente 60 °C. Los compuestos de sulfonamida F20 que contienen el anillo de
oxadiazolona pueden desprotegerse (por ejemplo, hidrolizarse) a las amidoximas deseadas F19 en presencia de una
base (Etapa N"). La base puede ser tanto una base organica, tal como una amina aciclica (por ejemplo, trietilamina,
diisopropiletilamina (DIPEA), etc.), como una amina ciclica (por ejemplo, pirrolidina, piperidina, etc.); o una base
inorganica tal como hidroxido de metal alcalino o hidréxido de metal alcalinotérreo (por ejemplo, NaOH, LiOH, KOH,
Mg(OH),, etc.). La base puede ponerse a disposicién en forma de una resina (tal como Amberlite® y similares). En
algunas realizaciones adicionales, la base puede proporcionarse en forma de una disoluciéon en agua tal como
disolucién aproximadamente 2 N (por ejemplo, disolucion aproximadamente 0,5 N, disoluciéon aproximadamente 1 N,
disolucién aproximadamente 1,5 N, disoluciéon aproximadamente 2,5 N, disolucién de aproximadamente 3 N a
aproximadamente 5 N, disolucién de aproximadamente 5 N a aproximadamente 10 N). En algunas realizaciones, la
base es hidréoxido de metal alcalino (por ejemplo, hidroxido sédico). En algunas realizaciones, la base puede ser
disolucién de NaOH 2 N en agua. En algunas realizaciones, el disolvente puede ser metanol o tetrahidrofurano
(THF). En algunas realizaciones, la desproteccion puede realizarse a una temperatura de aproximadamente -10 °C a
aproximadamente 60 °C, por ejemplo, de aproximadamente -10 °C a aproximadamente 0 °C, de aproximadamente 0
°C a aproximadamente 25 °C, de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 45 °C, o de aproximadamente 45 °C a
aproximadamente 60 °C. Por consiguiente, otro aspecto es un procedimiento de preparacion de un compuesto de
formula F19, o una sal del mismo, en la que R?, R® y n son como se definen en el presente documento; que incluye
hacer reaccionar un compuesto de férmula F12, o una sal del mismo, con cloruro de metanosulfonilo en presencia
de una base organica proporcionando un compuesto de férmula F20, o una sal del mismo, y hacer reaccionar el
compuesto de formula F20 con una base proporcionando el compuesto de formula F19. En algunas realizaciones, la
base puede ser hidréxido de metal alcalino tal como hidroxido sédico (por ejemplo, NaOH 2 N).
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Esquema 8

Pueden obtenerse aril o alquilsulfonamidas (por ejemplo, metanosulfonamidas F19) por la secuencia de
etapas mostrada en el Esquema 8. Pueden tratarse 1,n-diaminas mono-protegidas tales como F40 (por ejemplo, N-
(aminoalquil)(t-butoxi)carboxamida comercialmente disponible) con cloruros de sulfonilo tales como cloruros de
arilsulfonilo o cloruros de alquilsulfonilo (por ejemplo, cloruro de metanosulfonilo), opcionalmente en un disolvente tal
como acetato de etilo, disolventes halogenados (por ejemplo, diclorometano, cloroformo y similares) o disolventes
etéreos (THF, éter dietilico, dioxano y similares), en presencia de una base organica (para limpiar el HCI generado)
tal como ftrietilamina, piridina, DIPEA y similares, proporcionando sulfonamidas F41 (Etapa S'). El grupo protector
sobre las 1,n-diaminas mono-protegidas F40 puede seleccionarse de los diversos grupos protectores de amino y
pueden seleccionarse apropiadamente condiciones de desproteccion adecuadas (arriba) proporcionando la amina
F33 (Etapa M'). En algunas realizaciones, el grupo protector puede ser alcoxicarbonilo (tal como terc-butoxicarbonilo,
Boc). En tales realizaciones, el agente desprotector de amino puede ser un acido, por ejemplo, acido clorhidrico o
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acido trifluoroacético, opcionalmente en un disolvente (tal como dioxano).

La preparacion de oxima de cloro F3 se ha descrito en Synth. Commun. (1988), 18, 1427. Pueden
acoplarse aminas (tales como aminas primarias o secundarias que incluyen aminas que contienen funcionalidades
protegidas, por ejemplo, etilamina, 2-metoxietilamina, dimetilamina o F33) a la oxima de cloro F3, opcionalmente en
un disolvente (tal como acetato de etilo o etanol), seguido de la adicién de una base organica (tal como trietilamina o
DIPEA para extinguir el HCI generado en la reaccién) proporcionando compuestos de amidoxima F16 (Etapa C'). En
algunas realizaciones, esta etapa puede realizarse a una temperatura de aproximadamente -10 °C a
aproximadamente 60 °C, por ejemplo, de aproximadamente -10 °C a aproximadamente 0 °C, de aproximadamente 0
°C a aproximadamente 25 °C, de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 45 °C, o de aproximadamente 45 °C a
aproximadamente 60 °C. La transposicion de los compuestos tales como F16 para transponer el grupo amino sobre
el carbono de anillo y el grupo amino sobre el carbono de oxima proporcionando compuestos tales como F17 (Etapa
D') puede lograrse por el tratamiento de F16 con una base (tal como KOH, NaOH, LiOH, Mg(OH),, Al(OH)s y
similares), opcionalmente en un disolvente (tal como agua, etanol, etilenglicol y similares), y sometiendo a reflujo la
mezcla de reaccion a temperatura elevada, por ejemplo, aproximadamente 70 °C, aproximadamente 80 °C,
aproximadamente 90 °C, aproximadamente 100 °C, aproximadamente 110 °C, aproximadamente 120 °C,
aproximadamente 130 °C, aproximadamente 140 °C, aproximadamente 150 °C, aproximadamente 160 °C,
aproximadamente 170 °C, aproximadamente 180 °C, aproximadamente 190 °C o aproximadamente 200 °C. La
amidoxima F17 puede activarse de nuevo como una oxima de cloro F18 mediante la adicién de F17 a una mezcla
acida acuosa que contiene acido clorhidrico, opcionalmente que incluye acido acético (Etapa E'). En este
procedimiento para la conversiéon de F17 en F18, la mezcla acida de F17 puede calentarse a temperatura de
aproximadamente 45 °C, tal como aproximadamente 30 °C, aproximadamente 40 °C, aproximadamente 50 °C o
aproximadamente 60 °C para lograr la disolucion. Puede afiadirse cloruro sédico a esta disolucion y tratarse con un
reactivo de nitrito, que puede proporcionarse opcionalmente como una disoluciéon acuosa, a una temperatura por
debajo de aproximadamente 0 °C tal como por debajo de aproximadamente -10 °C, por debajo de aproximadamente
-5 °C, por debajo de aproximadamente 5 °C, o por debajo de aproximadamente 10 °C. El reactivo de nitrito es uno
que puede proporcionar un anion nitrito. Los reactivos de nitrito incluyen nitrito de metal alcalino (por ejemplo, nitrito
de sodio, nitrito de potasio y similares) y organonitritos (por ejemplo, nitrito de tetraetilamonio) que incluyen un catién
organico. En algunas realizaciones, puede usarse acetato de etilo, THF o dioxano como co-disolvente. La sustitucion
del cloruro en F18 con aminas aromaticas tales como anilinas F27, opcionalmente en un disolvente polar (tal como
metanol, agua, etanol y similares), a temperatura ambiente puede proporcionar metanosulfonamidas F19 (Etapa F').
En algunas realizaciones pueden emplearse temperaturas tales como aproximadamente 10 °C, aproximadamente 20
°C, aproximadamente 30 °C, aproximadamente 40 °C o aproximadamente 50 °C. Esta reaccién puede llevarse
opcionalmente a cabo en presencia de una base inorganica (tal como KHCO3, NaHCO3) que puede proporcionarse
en forma de una disolucion acuosa.

Por consiguiente, en otro aspecto un procedimiento de preparacion de un compuesto de formula F19, o una
sal del mismo, en la que R?, R® y n son como se definen en el presente documento; que incluye hacer reaccionar un
compuesto de formula F17, o una sal del mismo, con acido clorhidrico, opcionalmente en un disolvente (tal como
dioxano), seguido de tratamiento con un reactivo de nitrito (tal como, nitrito de sodio), opcionalmente en forma de
una disolucidon acuosa, proporcionando un compuesto de férmula F18, o una sal del mismo, y hacer reaccionar el
compuesto de formula F18 con un compuesto de férmula F27, o una sal del mismo, proporcionando el compuesto de
férmula F19.

En algunas realizaciones, el compuesto de formula F17 puede obtenerse tratando un compuesto de féormula
F16, o una sal del mismo, con una base (tal como hidréxido potasico) en un disolvente (tal como etilenglicol) a una
temperatura suficiente para llevar a reflujo el disolvente (tal como 130 °C), proporcionando un compuesto de formula
F17.

También se describe un compuesto de féormula F18, o una sal del mismo, en la que n es 1 6 2. En algunas
realizaciones, n es 1. En algunas realizaciones, n es 2.
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Los compuestos F28 pueden obtenerse como se describe en el Esquema 9. La oxima de cloro F6 (arriba,
Esquema 1) puede acoplarse con aminas heterociclicas (tales como el compuesto de férmula F38), opcionalmente
en un disolvente polar (tal como metanol, agua, etanol y similares), en presencia de una base tal como una base
inorganica o una base organica (por ejemplo, EtsN, piridina o DIPEA) proporcionando la arilamidoxima F36 (Etapa
F"). En algunas realizaciones, la conversion de F6 en F36 puede llevarse a cabo a temperaturas tales como
aproximadamente 10 °C, aproximadamente 20 °C, aproximadamente 30 °C, aproximadamente 40 °C,
aproximadamente 50 °C, aproximadamente 60 °C o aproximadamente 90 °C. En algunas realizaciones, la base
inorganica puede proporcionarse en forma de una disolucion acuosa. En algunas realizaciones, la base inorganica
puede afadirse a la mezcla de reaccién a una temperatura elevada. La funcionalidad de amidoxima de F36 puede
protegerse a continuaciéon como una oxadiazolona usando 1,1'-carbonildiimidazol (CDI) en un disolvente (tal como
acetato de etilo, dioxano, THF y similares) a temperaturas elevadas, tales como aproximadamente 50 °C,
aproximadamente 60 °C, aproximadamente 70 °C, aproximadamente 80 °C, aproximadamente 90 °C o
aproximadamente 100 °C (Etapa G"). El grupo metoxi de F35 puede convertirse a continuacion en un grupo hidroxilo
en F34 mediante procedimientos conocidos para un experto en la materia para la desproteccion del grupo metoxi
(Etapa H'), tales como aquellos en Wuts y Greene, Greene's Protective Groups in Organic Synthesis, 42 ed., pag 24-
30, John Wiley & Sons: New York, 2006. Por ejemplo, mediante adiciéon de tribromuro de boro a una disolucion fria
(tal como de aproximadamente -78 °C a aproximadamente 25 °C, por ejemplo, de aproximadamente -78 °C a
aproximadamente 10 °C, de aproximadamente -78 °C a aproximadamente 0 °C, de aproximadamente -78 °C a
aproximadamente -10 °C, de aproximadamente 0 °C a aproximadamente 25 °C, o de aproximadamente 0 °C a
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aproximadamente 10 °C) de F35, opcionalmente en un disolvente tal como un disolvente halogenado (por ejemplo,
DCM, cloroformo y similares) o acetato de etilo. A continuacion, el grupo hidroxilo primario en F34 puede activarse
posteriormente como un grupo saliente L'O- (véase la Etapa I', F32) por tratamiento secuencial con L'CI,
opcionalmente en un disolvente (tal como acetato de etilo o DCM) y una base organica para limpiar el HCI generado
(tal como trietilamina o DIPEA). En los compuestos F32, L' puede seleccionarse de alquilsulfonilo (por ejemplo,
metanosulfonilo), haloalquilsulfonilo  (por ejemplo, trifluorometanosulfonilo), arilsulfonilo  (por ejemplo,
toluenosulfonilo) y similares. El compuesto F32 puede tratarse a continuacion con cualquier nucledfilo para
desplazamiento Sn2 del grupo saliente L'O. En algunas realizaciones, esta etapa puede realizarse a una
temperatura de aproximadamente -10 °C a aproximadamente 60 °C, por ejemplo, de aproximadamente -10 °C a
aproximadamente 0 °C, de aproximadamente 0 °C a aproximadamente 25 °C, de aproximadamente 25 °C a
aproximadamente 45 °C, o de aproximadamente 45 °C a aproximadamente 60 °C.

Cuando el nucledfilo es un ion de azida, F32 proporciona F31 (Etapa J'). Los reactivos de azida incluyen
cualquier reactivo que pueda producir un ién de azida nucledfilo. Ejemplos de reactivos de azida incluyen azidas de
metal alcalino (tales como azida de sodio, azida de potasio). En algunas realizaciones opcionales, el reactivo de
azida tal como azida de sodio puede usarse en combinacion con yoduro de sodio. Disolventes apropiados para esta
transformacion son disolventes polares que incluyen DMF, DMSO, NMP y similares. En algunas realizaciones, esta
etapa puede llevarse a cabo en DMF. En algunas realizaciones, esta etapa puede llevarse a cabo a una temperatura
elevada, por ejemplo, de aproximadamente 40 °C a aproximadamente 100 °C, de aproximadamente 50 °C a
aproximadamente 90 °C, o de aproximadamente 60 °C a aproximadamente 80 °C. En algunas realizaciones, esta
etapa puede llevarse a cabo a 50 °C. En algunas realizaciones, esta etapa puede llevarse a cabo a 85 °C. Azidas
organicas tales como F31 pueden reducirse a aminas organicas tales como F29 mediante la adicion de hidrégeno,
tanto en forma de hidrogeno elemental; usando un hidruro reactivo (tal como NaBH,, LiAlHs y similares); usando
trifenilfosfina; como usando una combinacion de yoduro de sodio, clorotrimetilsilano y metanol (Etapa K"). En
algunas realizaciones, la reducciéon puede llevarse a cabo en presencia de yoduro de sodio, clorotrimetilsilano y
metanol. En algunas realizaciones, la reduccion puede realizarse a aproximadamente temperatura ambiente, por
ejemplo, de aproximadamente 10 °C a aproximadamente 50 °C, de aproximadamente 15 °C a aproximadamente 40
°C, de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 30 °C, o de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 30 °C.
En algunas realizaciones, la relacion molar de yoduro de sodio y clorotrimetilsilano puede ser aproximadamente 1,0,
por ejemplo, aproximadamente 0,9, aproximadamente 0,95, aproximadamente 1,0, aproximadamente 1,05 o
aproximadamente 1,1. En algunas realizaciones, puede afadirse clorotrimetilsilano a la mezcla de F31, yoduro de
sodio y metanol como disolucion en metanol.

Tratamiento de F29 con sulfamida en presencia de una base tal como una base organica que puede ser
una base heterociclica (por ejemplo, piridina), o una trialquilamina (por ejemplo, trietilamina, DIPEA y similares),
cada una de las cuales puede usarse opcionalmente como disolvente para esta transformacion proporcionando las
sulfonilureas tales como F30 (Etapa R'). Esta reaccion puede llevarse a cabo a temperaturas elevadas tales como
aproximadamente 130 °C, por ejemplo, aproximadamente 100 °C, aproximadamente 110 °C, aproximadamente 120
°C, aproximadamente 130 °C o aproximadamente 140 °C. Tal calentamiento puede aplicarse favorablemente usando
radiacion microondas. La radiacion microondas puede realizarse en un horno microondas comercial (por ejemplo,
Initiator ™, disponible de Biotage) que opera en una forma de modo Unico. Los compuestos F30 que contienen el
anillo de oxadiazolona pueden desprotegerse (por ejemplo, hidrolizarse) a las amidoximas deseadas F28 en
presencia de una base (Etapa N"™). La base puede ser tanto una base organica tal como aminas aciclicas (por
ejemplo, trietilamina, diisopropiletilamina (DIPEA), etc.) como aminas ciclicas (por ejemplo, pirrolidina, piperidina,
etc.); o una base inorganica tal como alcali (por ejemplo, NaOH, LiOH, KOH, Mg(OH)_, etc.). La base puede ponerse
a disposicién en forma de una resina (tal como Amberlite® y similares). En algunas realizaciones adicional, la base
puede proporcionarse en forma de una disolucién en agua (una base acuosa) tal como disolucién aproximadamente
2 N (por ejemplo, disolucion aproximadamente 0,5 N, disolucién aproximadamente 1 N, disoluciéon aproximadamente
1,5 N, disolucién aproximadamente 2,5 N, disoluciéon de aproximadamente 3 N a aproximadamente 5 N, disolucion
de aproximadamente 5 N a aproximadamente 10 N). En algunas realizaciones, la base puede ser hidréxido de metal
alcalino (por ejemplo, hidroxido sédico). En algunas realizaciones, la base puede ser una disolucion de NaOH 2 N en
agua. En algunas realizaciones, el disolvente puede ser metanol o tetrahidrofurano (THF). En algunas realizaciones,
la desproteccion puede realizarse a una temperatura de aproximadamente -10 °C a aproximadamente 60 °C, por
ejemplo, de aproximadamente -10 °C a aproximadamente 0 °C, de aproximadamente 0 °C a aproximadamente 25
°C, de aproximadamente 25 °C a aproximadamente 45 °C, o de aproximadamente 45 °C a aproximadamente 60 °C.

Por consiguiente, también se describe un procedimiento de preparacion de un compuesto de férmula F28, o
una sal del mismo, en laque R*es F, Cl, Bro I; y n es 1 6 2; que incluye hacer reaccionar un compuesto de formula
F29, o una sal del mismo, con sulfamida y una base organica proporcionando un compuesto de formula F30, o una
sal del mismo, y hacer reaccionar el compuesto de formula F30 con una base proporcionando el compuesto de
férmula F28.

En algunas realizaciones, R*es Clynes 1,

En algunas realizaciones, R* es Bry n es 1.
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En algunas realizaciones, hacer reaccionar un compuesto de férmula F29 incluye adicionalmente calentar la
reaccion (tal como usando radiacion microondas).

En otro aspecto, es un procedimiento de obtenciéon del compuesto de férmula F29 reduciendo un
compuesto de féormula F31, o una sal del mismo. En algunas realizaciones, la reduccion puede llevarse a cabo con
una combinacion de yoduro de sodio, clorotrimetilsilano y metanol.

En otro aspecto, el compuesto de formula F31 puede obtenerse tratando un compuesto de férmula F32, o
una sal del mismo, en la que L' esta seleccionado de alquilsulfonilo, haloalquilsulfonilo y arilsulfonilo; con un reactivo
de azida proporcionando el compuesto de férmula F31.

Como se usa en el presente documento, el término “alquilo”, cuando se usa solo o junto con términos de
restos adicionales, se refiere a un grupo de hidrocarburo saturado de cadena lineal o ramificada, que tiene de 1 a 6
atomos de carbono, 1 a 4 atomos de carbono, o 1 a 3 atomos de carbono. Grupos alquilo de ejemplo incluyen metilo,
etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo y similares.

Como se usa en el presente documento, “alquenilo” se refiere a un grupo alquilo que tiene uno o mas
dobles enlaces carbono-carbono. Grupos alquenilo de ejemplo incluyen etenilo (vinilo), propenilo y similares.

Como se usa en el presente documento, el término “arilo” se refiere a un grupo de hidrocarburo aromatico
que puede ser mono- o policiclico que tiene de 6 a 14 atomos de carbono. Grupos arilo de ejemplo incluyen fenilo,
naftilo, antracenilo, fenantrenilo, indanilo, indenilo y similares.

Como se usa en el presente documento, el término “haloalquilo”, cuando se usa solo o junto con un resto
adicional, se refiere a un grupo alquilo sustituido con uno o mas atomos de halégeno independientemente
seleccionados de F, ClI, Bry I. Grupos haloalquilo de ejemplo incluyen CF3, CHF,, CH,CF3 y similares.

Como se usa en el presente documento, el término “alcoxi” se refiere a un grupo -O-alquilo. Grupos alcoxi
de ejemplo incluyen metoxi, etoxi, propoxi (por ejemplo, n-propoxi e isopropoxi), t-butoxi y similares.

Como se usa en el presente documento, “alquilamina” se refiere a un grupo amino (NH>) sustituido con un
grupo alquilo. Grupos alquilamina de ejemplo incluyen metilamina, hexilamina y similares.

Como se usa en el presente documento, “trialquilamina” se refiere a un atomo de nitrégeno sustituido con
tres grupos alquilo. Grupos trialquilamina de ejemplo incluyen trimetilamina, trietilamina y similares.

Como se usa en el presente documento, el término “alcoxicarbonilo” se refiere a CO sustituido con un grupo
alcoxi: -C(O)-O-alquilo. Grupos alcoxicarbonilo de ejemplo incluyen etoxicarbonilo, terc-butoxicarbonilo (Boc),
benciloxicarbonilo (Cbz), 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc) y similares.

Como se usa en el presente documento, el término “alquilsulfonilo” se refiere a un grupo sulfonilo sustituido
con un grupo alquilo: alquil-S(O)2-. Grupos alquilsulfonilo de ejemplo incluyen metanosulfonilo, etanosulfonilo y
similares.

Como se usa en el presente documento, el término “haloalquilsulfonilo” se refiere a un grupo sulfonilo
sustituido con un grupo haloalquilo. Grupos haloalquilsulfonilo de ejemplo incluyen trifluorometanosulfonilo, 1,1,1-
trifluoroetanosulfonilo y similares.

Como se usa en el presente documento, el término “arilsulfonilo” se refiere a un grupo sulfonilo sustituido
con un grupo arilo o un grupo arilo sustituido, en el que los sustituyentes sobre el grupo arilo estan seleccionados de
halégeno, nitro, alquilo C1.4 y haloalquilo C1.4.

Como se usa en el presente documento, el término “base heterociclica” se refiere a un heterociclo de 4 a 14
miembros, opcionalmente sustituido, en el que al menos un miembro que forma el anillo es un atomo de nitrégeno.
La base heterociclica puede ser aromatica o no aromatica. Bases heterociclicas de ejemplo incluyen piridina,
pirrolidina, piperidina, morfolina, etc. Sustituyentes de ejemplo sobre el heterociclo incluyen F, Cl, Br, alquilo C14 y
haloalquilo C1.4.

Procedimientos de uso
Los compuestos de la invencion pueden inhibir la actividad de la enzima indoleamina-2,3-dioxigenasa
(IDO). Por ejemplo, los compuestos de la invencion pueden usarse para inhibir la actividad de IDO en célula o en un

individuo en necesidad de modulacién de la enzima administrando una cantidad inhibidora de un compuesto de la
invencion.
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Los compuestos descritos en el presente documento pueden usarse en procedimientos de inhibicion de la
degradacion de triptéfano en un sistema que contiene células que expresan IDO tal como un tejido, organismo vivo o
cultivo celular. Los compuestos descritos en el presente documento pueden usarse en procedimientos de alterar (por
ejemplo, aumentar) los niveles de triptéfano extracelular en un mamifero administrando una cantidad eficaz de un
compuesto o composicion proporcionado en el presente documento. Los procedimientos de medicion de los niveles
de triptéfano y degradacion de triptéfano son rutinarios en la técnica.

Los compuestos descritos en el presente documento pueden usarse en procedimientos de inhibiciéon de la
inmunosupresién, tal como inmunosupresiéon mediada por IDO en un paciente administrando al paciente una
cantidad eficaz de un compuesto o composicion enumerado en el presente documento. La inmunosupresion
mediada por IDO se ha asociado a, por ejemplo, canceres, crecimiento tumoral, metastasis, infeccion viral,
replicacion viral, etc.

Los compuestos descritos en el presente documento pueden usarse en procedimientos de tratamiento de
enfermedades asociadas con la actividad o expresion, incluyendo actividad y/o expresién anormal en exceso, de
IDO en un individuo (por ejemplo, paciente) administrando al individuo con necesidad de dicho trataminto una
cantidad o dosis terapéuticamente eficaz de un compuesto de la presente invenciéon o una composicién farmacéutica
del mimo. Enfermedades de ejemplo pueden incluir cualquier enfermedad, trastorno o afeccion que esté directa o
indirectamente ligada a la expresién o actividad de la enzima IDO, tal como expresion en exceso o actividad
anormal. Una enfermedad asociada a IDO también puede incluir cualquier enfermedad, trastorno o afecciéon que
pueda ser prevenida, mejorada o curada modulando la actividad enzimatica. Ejemplos de enfermedades asociadas a
IDO incluyen cancer, infeccion viral tal como infeccion por el VIH, infeccion por el VHC, depresion, trastornos
neurodegenerativos tales como enfermedad de Alzheimer y enfermedad de Huntington, traumatismo, cataratas
seniles, trasplante de érganos (por ejemplo, rechazo de trasplante de drgano) y enfermedades autoinmunitarias que
incluyen asma, artritis reumatoide, esclerosis multiple, inflamacion alérgica, enfermedad inflamatoria del intestino,
psoriasis y lupus eritematoso sistémico. Canceres de ejemplo tratables mediante los procedimientos del presente
documento incluyen cancer del colon, pancreas, mama, préstata, pulmoén, cerebro, ovario, cuello uterino, testiculos,
renal, cabeza y cuello, linfoma, leucemia, melanoma y similares. Los compuestos de la invencion también pueden
ser Utiles en el tratamiento de obesidad e isquemia.

Como se usa en el presente documento, el término “célula” pretende referirse a una célula que esta in vitro,
ex vivo o in vivo. En algunas realizaciones, una célula ex vivo puede ser parte de una muestra de tejido extirpada de
un organismo tal como un mamifero. En algunas realizaciones, una célula in vitro puede ser una célula en un cultivo
celular. En algunas realizaciones, una célula in vivo es una célula que vive en un organismo tal como un mamifero.

Como se usa en el presente documento, el término “poner en contacto” se refiere a poner juntos restos
indicados en un sistema in vitro o un sistema in vivo. Por ejemplo, “poner en contacto” la enzima IDO con un
compuesto de la invencion incluye la administracion de un compuesto de la presente invencién a un individuo o
paciente, tal como un ser humano, que tiene IDO, ademas de, por ejemplo, introducir un compuesto de la invencion
en una muestra que contiene una preparacion celular o purificada que contiene la enzima IDO.

Como se usa en el presente documento, el término “individuo” o “paciente”, usados indistintamente, se
refiere a cualquier animal, que incluye mamiferos, preferentemente ratones, ratas, otros roedores, conejos, perros,
gatos, cerdos, ganado vacuno, ovejas, caballos o primates, y lo mas preferentemente seres humanos.

Como se usa en el presente documento, el término “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a la
cantidad de compuesto activo o agente farmacéutico que provoca la respuesta biolégica o medicinal en un tejido,
sistema, animal, individuo o ser humano que esta siendo buscada por un investigador, veterinario, doctor médico u
otro profesional clinico.

Como se usa en el presente documento, el término “tratar” o “tratamiento” se refiere a 1) prevenir la
enfermedad; por ejemplo, prevenir una enfermedad, afeccién o trastorno en un individuo que puede tener
predisposicion a la enfermedad, afeccion o trastorno, pero que todavia no experimenta o muestra la patologia o
sintomatologia de la enfermedad; 2) inhibir la enfermedad; por ejemplo, inhibir una enfermedad, afeccion o trastorno
en un individuo que esta experimentando o mostrando la patologia o sintomatologia de la enfermedad, afeccion o
trastorno (es decir, detener adicionalmente el desarrollo de la patologia y/o sintomatologia), o 3) mejorar la
enfermedad; por ejemplo, mejorar una enfermedad, afeccién o trastorno en un individuo que esta experimentando o
mostrando la patologia o sintomatologia de la enfermedad, afeccion o trastorno (es decir, invertir la patologia y/o
sintomatologia).

Terapia de combinacion
Pueden usarse uno o mas agentes farmacéuticos o procedimientos de tratamiento adicionales tales como,

por ejemplo, agentes antivirales, quimioterapéuticos u otros agentes antineoplasicos, potenciadores inmunitarios,
inmunosupresores, radiacion, vacunas antitumorales y antivirales, terapia con citocinas (por ejemplo, IL2, GM-CSF,
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etc.) y/o inhibidores de las tirosina cinasas en combinacion con los compuestos de la presente invencion para el
tratamiento de enfermedades, trastornos o afecciones asociadas a IDO. Los agentes pueden combinarse con los
presentes compuestos en una Unica forma de dosificacion, o los agentes pueden administrarse simultaneamente o
secuencialmente como formas de dosificacion separadas.

Agentes antivirales adecuados contemplados para su uso en combinacidon con los compuestos de la
presente invencion pueden comprender inhibidores de la transcriptasa inversa de nucledsidos y nucleétidos (NRTI),
inhibidores de la transcriptasa inversa de no nucledsido (NNRTI), inhibidores de la proteasa y otros farmacos
antivirales.

NRTI adecuados de ejemplo incluyen zidovudina (AZT); didanosina (ddl); zalcitabina (ddC); estavudina
(d4T); lamivudina (3TC); abacavir (1592U89); adefovir dipivoxilo [bis(POM)-PMEA]; lobucavir (BMS-180194); BCH-
10652; emitricitabina [(-)-FTC]; beta-L-FD4 (también llamado beta-L-D4C y llamado beta-L-2',3'-dicleoxi-5-fluoro-
citideno); DAPD, ((-)-beta-D-2,6-diamino-purina dioxolano); y lodenosina (FddA). NNRTI adecuados tipicos incluyen
nevirapina (BI-RG-587); delaviradina (BHAP, U-90152); efavirenz (DMP-266); PNU-142721; AG-1549; MKC-442(1-
(etoxi-metil)-5-(1-metiletil)-6-(fenilmetil)-(2,4(1H,3H)-pirimidinadiona); y (+)-calanolida A (NSC-675451) y B.
Inhibidores de la proteasa adecuados tipicos incluyen saquinavir (Ro 31-8959); ritonavir (ABT-538); indinavir (MK-
639); nelfnavir (AG-1343); amprenavir (141W94); lasinavir (BMS-234475); DMP-450; BMS-2322623; ABT-378; y AG-
1549. Otros agentes antivirales incluyen hidroxiurea, ribavirina, IL-2, IL-12, pentafusida y Yissum Project No. 11607.

Agentes quimioterapéuticos adecuados u otros agentes antineoplasicos incluyen, por ejemplo, agentes
alquilantes (incluyendo, sin limitacién, mostazas de nitrégeno, derivados de etilenimina, sulfonatos de alquilo,
nitrosoureas y triazenos) tales como mostaza de uracilo, clormetina, ciclofosfamida (Cytoxan™), ifosfamida, melfalan,
clorambucilo, pipobromano, trietilen-melamina, ftrietilentiofosforamina, busulfano, carmustina, lomustina,
estreptozocina, dacarbazina y temozolomida.

En el tratamiento del melanoma, agentes adecuados para su uso en combinacion con los compuestos de la
presente invencion incluyen: dacarbazina (DTIC), opcionalmente junto con otros farmacos de quimioterapia tales
como carmustina (BCNU) y cisplatino; la pauta de “Dartmouth”, que consiste en DTIC, BCNU, cisplatino y
tamoxifeno; una combinacion de cisplatino, vinblastina y DTIC; o temozolomida. Los compuestos segun la invencion
también pueden combinarse con farmacos de inmunoterapia, que incluyen citocinas tales como interferon alfa,
interleucina 2 y factor de necrosis tumoral (TNF) en el tratamiento de melanoma.

Los compuestos de la invencién también pueden usarse en combinacién con terapia de vacunas en el
tratamiento de melanoma. Las vacunas antimelanoma son, en algunas formas, similares a las vacunas antivirales
que se usan para prevenir enfermedades producidas por virus tales como poliomielitis, sarampion y paperas. Células
de melanoma debilitadas o partes de células de melanoma llamadas antigenos pueden inyectarse en un paciente
para estimular el sistema inmunitario del cuerpo para destruir las células de melanoma.

Los melanomas que estan confinados a los brazos y piernas también pueden tratarse con una combinacion
de agentes que incluyen uno o mas compuestos de la invencién, usando una técnica de perfusion hipertérmica del
miembro aislado. Este protocolo de tratamiento separa temporalmente la circulaciéon del miembro implicado del resto
del cuerpo e inyecta altas dosis de quimioterapia en la arteria que alimenta el miembro, proporcionando asi altas
dosis al area del tumor sin exponer 6rganos internos a estas dosis que de otro modo podrian producir efectos
secundarios graves. Normalmente, el fluido se calienta a 102° a 104° F. Melfalan es el farmaco casi siempre usado
en este procedimiento de quimioterapia. Esto puede administrarse con otro agente llamado factor de necrosis
tumoral (TNF) (véase la seccion de citocinas).

Agentes quimioterapéuticos adecuados u ofros agentes antineoplasicos incluyen, por ejemplo,
antimetabolitos (que incluyen, sin limitacién, antagonistas de acido félico, analogos de pirimidina, analogos de purina
e inhibidores de adenosina desaminasa) tales como metotrexato, 5-fluorouracilo, floxuridina, citarabina, 6-
mercaptopurina, 6-tioguanina, fosfato de fludarabina, pentostatina y gemcitabina.

Agentes quimioterapéuticos adecuados u otros agentes antineoplasicos incluyen adicionalmente, por
ejemplo, ciertos productos naturales y sus derivados (por ejemplo, alcaloides de la vinca, antibidticos antitumorales,
enzimas, linfocinas y epipodofilotoxinas) tales como vinblastina, vincristina, vindesina, bleomicina, dactinomicina,
daunorubicina, doxorubicina, epirubicina, idarubicina, ara-C, paclitaxel (TAXOL™), mitramicina, desoxicoformicina,
mitomicina-C, L-asparaginasa, interferones (especialmente IFN-a), etopdsido y tenipdsido.

Otros agentes citotdxicos incluyen navelbeno, CPT-11, anastrazol, letrazol, capecitabina, reloxafina,
ciclofosfamida, ifosamida y droloxafina.

También son adecuados agentes citotoxicos tales como epidofilotoxina; una enzima antineoplasica; un

inhibidor de la topoisomerasa; procarbazina; mitoxantrona; complejos de coordinacion de platino tales como cis-
platino y carboplatino; modificadores de la respuesta bioldgica; inhibidores del crecimiento; agentes terapéuticos
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antihormonales; leucovorina; tegafur; y factores de crecimiento hematopoyéticos.

Otro(s) agente(s) antineoplasico(s) incluye(n) anticuerpos terapéuticos tales como trastuzumab (Herceptin),
anticuerpos para moléculas co-estimulantes tales como CTLA-4, 4-1BB y PD-1, o anticuerpos para citocinas (IL-10,
TGF-B, etc.).

Otros agentes antineoplasicos también incluyen aquellos que bloguean la migracion de células inmunitarias
tales como antagonistas para receptores de quimiocinas, que incluyen CCR2 y CCRA4.

Otros agentes antineoplasicos también incluyen aquellos que aumentan el sistema inmunitario tales como
adyuvantes o transferencia de linfocitos T adoptivos.

Las vacunas contra el cancer incluyen células dendriticas, péptidos sintéticos, vacunas de ADN vy virus
recombinantes.

Los procedimientos para la administracion segura y eficaz de la mayoria de estos agentes
quimioterapéuticos son conocidos para aquellos expertos en la materia. Ademas, su administracién se describe en la
bibliografia estandar. Por ejemplo, la administracion de muchos de los agentes quimioterapéuticos se describe en
“Physicians' Desk Reference” (PDR, por ejemplo, edicion de 1996, Medical Economics Company, Montvale, NJ).

Formulaciones farmacéuticas y formas de dosificacion

Cuando se emplean como productos farmacéuticos, los compuestos de la invencién pueden administrarse
en forma de composiciones farmacéuticas, que es una combinacion de un compuesto de la invencion y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Estas composiciones pueden prepararse de un modo muy conocido en las artes
farmacéuticas, y pueden administrarse mediante una variedad de vias, que dependen de si se desea tratamiento
local o sistémico y del area que vaya a tratarse. La administracion puede ser tdpica (que influye oftalmica y a
membranas mucosas que incluyen administracion intranasal, vaginal y rectal), pulmonar (por ejemplo, por inhalacion
o insuflacion de polvos o aerosoles, que incluye por nebulizador; intratraqueal, intranasal, epidérmica y
transdérmica), ocular, oral o parenteral. Procedimientos para la administracién ocular pueden incluir administracion
topica (colirios), inyeccion subconjuntiva, periocular o intravitrea, o introduccidon por catéter con globo o insertos
oftalmicos quirdrgicamente colocados en el saco conjuntivo. La administracion parenteral incluye inyeccion o infusion
intravenosa, intrarterial, subcutanea, intraperitoneal o intramuscular; o intracraneal, por ejemplo, administracion
intratecal o intraventricular. La administracién parenteral puede estar en forma de una dosis de un Unico bolo, o
puede ser, por ejemplo, por una bomba de perfusién continua. Las composiciones y formulaciones farmacéuticas
para administracion tépica pueden incluir parches transdérmicos, pomadas, lociones, cremas, geles, gotas,
supositorios, esprays, liquidos y polvos. Puede ser necesarios o deseables vehiculos farmacéuticos convencionales,
bases acuosas, en polvo o aceitosas, espesantes y similares.

También se divulgan composiciones farmacéuticas que contienen, como principio activo, uno o mas de los
compuestos de la invencién anteriores en combinacién con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables. En
la preparacion de las composiciones de la invencion, el principio activo normalmente se mezcla con un excipiente, se
diluye por un excipiente o se encierra dentro de un vehiculo tal en forma de, por ejemplo, una capsula, sobre, papel
u otro recipiente. Cuando el excipiente sirve de diluyente, puede ser un material sélido, semi-sélido o liquido, que
actia de vehiculo, portador o medio para el principio activo. Asi, las composiciones pueden estar en forma de
comprimidos, pildoras, polvos, pastillas para chupar, sobres, sellos, elixires, suspensiones, emulsiones, disoluciones,
jarabes, aerosoles (como un sélido o en un liquido medio), pomadas que contienen, por ejemplo, hasta el 10 % en
peso del compuesto activo, capsulas de gelatina blanda y dura, supositorios, disoluciones inyectables estériles y
polvos envasados estériles.

En la preparacion de una formulacion, el compuesto activo puede molerse proporcionando el tamafio de
particula apropiado antes de combinarse con los otros componentes. Si el compuesto activo es sustancialmente
insoluble, puede molerse a un tamafio de particula inferior a 200 de malla. Si el compuesto activo es
sustancialmente soluble en agua, el tamafio de particula puede ajustarse moliendo proporcionando una distribucion
sustancialmente uniforme en la formulacién, por ejemplo, aproximadamente 40 de malla.

Algunos ejemplos de excipientes adecuados incluyen lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol,
almidones, goma arabiga, fosfato de calcio, alginatos, tragacanto, gelatina, silicato de calcio, celulosa microcristalina,
polivinilpirrolidona, celulosa, agua, jarabe y metilcelulosa. Las formulaciones pueden incluir adicionalmente: agentes
lubricantes tales como talco, estearato de magnesio y aceite mineral; agentes humectantes; emulsionantes y
agentes de suspension; agentes conservantes tales como metil- y propilhidroxi-benzoatos; edulcorantes; y
aromatizantes. Las composiciones de la invencién pueden formularse de manera que se proporcione liberacion
rapida, sostenida o retardada del principio activo después de la administracion al paciente empleando
procedimientos conocidos en la técnica.

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2665419 T3

Las composiciones pueden formularse en una forma de dosificacion unitaria, conteniendo cada dosificacion
de aproximadamente 5 a aproximadamente 100 mg, mas normalmente aproximadamente 10 a aproximadamente 30
mg, del principio activo. El término “formas de dosificacion unitaria” se refiere a unidades fisicamente discretas
adecuadas como dosificaciones unitarias para sujetos humanos y otros mamiferos, conteniendo cada unidad una
cantidad predeterminada de material activo calculado para producir el efecto terapéutico deseado, en asociacién con
un excipiente farmacéutico adecuado.

El compuesto activo puede ser eficaz durante un amplio intervalo de dosificacion y generalmente se
administra en una cantidad farmacéuticamente eficaz. Se entendera, sin embargo, que la cantidad del compuesto en
realidad administrada se determinara normalmente por un médico, segun las circunstancias relevantes, que incluyen
la afeccion que va a tratarse, la via de administracion elegida, el compuesto actual administrado, la edad, peso y
respuesta del paciente individual, la gravedad de los sintomas del paciente y similares.

Para preparar composiciones sélidas tales como comprimidos, el principal principio activo se mezcla con un
excipiente farmacéutico para formar una composicidon de pre-formulacion sélida que contiene una mezcla
homogénea de un compuesto de la presente invencion. Cuando se refiere a estas composiciones de pre-formulacion
como homogéneas, el principio activo normalmente esta uniformemente disperso en toda la composicién de manera
que la composicidon pueda subdividirse facilmente en formas de dosificacion unitaria igual de eficaces tales como
comprimidos, pildoras y capsulas. Esta pre-formulacion sélida se subdivide a continuacion en formas de dosificacion
unitaria del tipo descrito anteriormente que contienen, por ejemplo, de 0,1 a aproximadamente 500 mg del principio
activo de la presente invencion.

Los comprimidos o pildoras de la presente invencién pueden recubrirse o combinarse de otro modo
proporcionando una forma de dosificacion que proporciona la ventaja de accidon prolongada. Por ejemplo, el
comprimido o pildora puede comprender un componente de dosificacion interna y uno de dosificacion externa,
estando el ultimo en forma de una envoltura sobre el primero. Los dos componentes pueden separarse por una capa
entérica que sirve para resistir la disgregacion en el estomago y permitir que el componente interno pase intacto al
duodeno o se retrase en la liberaciéon. Puede usarse una variedad de materiales para tales capas o recubrimientos
entéricos, incluyendo tales materiales varios acidos poliméricos y mezclas de acidos poliméricos con materiales tales
como Shellac, alcohol cetilico y acetato de celulosa.

Las formas liquidas en las que los compuestos y composiciones de la presente invencion pueden
incorporarse para administracion por via oral o por inyeccion incluyen disoluciones acuosas, jarabes adecuadamente
aromatizados, suspensiones acuosas o en aceite, y emulsiones aromatizadas con aceites comestibles tales como
aceite de semilla de algodoén, aceite de sésamo, aceite de coco o aceite de cacahuete, ademas de elixires y
vehiculos farmacéuticos similares.

Las composiciones para inhalaciéon o insuflacion incluyen disoluciones y suspensiones en disolventes
acuosos u organicos farmacéuticamente aceptables, o mezclas de los mismos, y polvos. Las composiciones liquidas
o solidas pueden contener excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados como se describen arriba. En
algunas realizaciones, las composiciones se administran por via oral o respiratoria nasal para efecto local o
sistémico. Las composiciones en lata pueden nebulizarse usando gases inertes. Las disoluciones nebulizadas
pueden respirarse directamente del dispositivo nebulizador o el dispositivo nebulizador puede unirse a una tienda
facial o respirador de presion positiva intermitente. Las composiciones en disolucion, suspensiéon o polvo pueden
administrarse por via oral o nasalmente de dispositivos que administran la formulacién de un modo apropiado.

La cantidad de compuesto o composiciéon administrada a un paciente variara dependiendo de lo que se esté
administrando, el fin de la administracion, tal como profilaxis o terapia, el estado del paciente, el modo de
administracion y similares. En aplicaciones terapéuticas, las composiciones pueden administrarse a un paciente que
ya padece una enfermedad en una cantidad suficiente para curar o al menos detener parcialmente los sintomas de
la enfermedad y sus complicaciones. Dosis eficaces dependeran de la afecciéon de enfermedad que esté tratandose,
ademas del criterio del profesional clinico que atiende, dependiendo de factores tales como la gravedad de la
enfermedad, la edad, peso y condicion general del paciente, y similares.

Las composiciones administradas a un paciente pueden estar en forma de composiciones farmacéuticas
descritas anteriormente. Estas composiciones pueden esterilizarse por técnicas de esterilizacién convencionales, o
pueden esterilizarse por filtracion. Las disoluciones acuosas pueden envasarse para su uso como tales, o liofilizarse,
siendo la preparacion liofilizada combinada con un vehiculo acuoso estéril antes de la administracién. El pH de las
preparaciones de compuestos normalmente estara entre 3 y 11, mas preferentemente de 5 a 9, y lo mas
preferentemente de 7 a 8. Se entendera que el uso de ciertos de los excipientes, vehiculos o estabilizadores
anteriores producira la formacion de sales farmacéuticas.

La dosificacion terapéutica de los compuestos de la presente invencion puede variar segun, por ejemplo, el

uso particular para el que se hace el tratamiento, el modo de administracion del compuesto, la salud y condicién del
paciente y el criterio del médico que receta. La proporcién o concentracion de un compuesto de la invencion en una
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composicion farmacéutica puede variar dependiendo de varios factores que incluyen dosificacion, caracteristicas
quimicas (por ejemplo, hidrofobia) y la via de administracion. Por ejemplo, los compuestos de la invencion pueden
proporcionarse en una disolucion de tampodn fisiolégica acuosa que contiene de aproximadamente el 0,1 a
aproximadamente el 10 % en peso/volumen del compuesto para administracion parenteral. Algunos intervalos de
dosis tipicos son de aproximadamente 1 pg/kg a aproximadamente 1 g/kg de peso corporal por dia. En algunas
realizaciones, el intervalo de dosis es de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 100 mg/kg de peso
corporal por dia. Es probable que la dosificacion dependa de variables tales como el tipo y grado de progresion de la
enfermedad o trastorno, el estado de salud global del paciente particular, la eficacia bioldgica relativa del compuesto
seleccionado, la formulacion del excipiente y su via de administracion. Dosis eficaces pueden extrapolarse de las
curvas de dosis-respuesta derivadas de sistemas de prueba de animales in vitro o de modelo.

Los compuestos de la invencidon también pueden formularse en combinacién con uno o mas principios
activos adicionales que pueden incluir cualquier agente farmacéutico tal como agentes antivirales, vacunas,
anticuerpos, potenciadores inmunitarios, supresores inmunitarios, agentes antiinflamatorios y similares.

Compuestos marcados y procedimiento de ensayo

Otro aspecto se refiere a colorante fluorescente, marca de espin, metal pesado o compuestos radio-
marcados de la invencién que serian utiles no solo en la obtencion de imagenes, sino también en ensayos, tanto in
vitro como in vivo, para localizar y cuantificar la enzima IDO en muestras de tejido, que incluyen el ser humano, y
para identificar ligandos de enzimas IDO que inhiben la unién de un compuesto marcado. Por consiguiente, se
describen ensayos de enzimas IDO que contienen tales compuestos marcados.

Los compuestos de Formula | pueden ser compuestos isotdpicamente marcados de Foérmula |. Un
compuesto “isotdpicamente” o “radio-marcado” es un compuesto de la invencién en el que uno o mas atomos estan
reemplazados o sustituidos con un atomo que tiene una masa atdémica o nimero masico diferente de la masa
atomica o numero masico normalmente hallado en la naturaleza (es decir, que se produce naturalmente).
Radionuclidos adecuados que pueden incorporarse en los compuestos de la presente invencion incluyen, pero no se
limitan a, 2H (también escrito como D para deuterio), 3H (también escrito T para tritio) "'C,'3C '4C, "*N, SN, %0, 70,
180, '8F , 35S, 36Cl, 8Br 75Br "®Br, 7Br,'23, 24|, 125 y 31| El radionuclido que se incorpora en los presentes
compuestos radio-marcados dependera de la aplicaciéon especifica de ese compuesto radio-marcado. Por ejemplo,
para el marcado de enzimas IDO in vitro y ensayos de competicién, los compuestos que incorporan 3H, '“C, #Br,
1251 131] o 353 seran generalmente los mas Utiles. Para aplicaciones de obtencion de radio-imagenes, ''C, '8F, 129 123,
124] 131] 75Br, 78Br o "7Br seran generalmente los mas Utiles.

Se entiende que un “compuesto radiomarcado “ o “marcado” es un compuesto que ha incorporado al menos
un radiontclido. En algunas realizaciones, el radionuclido esta seleccionado del grupo que consiste en 3H,'C, 123,
33 y 82Br.

Procedimientos sintéticos para incorporar radio-is6topos en los compuestos organicos son aplicables a
compuestos de la invencidon y son muy conocidos en la técnica.

Un compuesto radio-marcado de la invencion puede usarse en un ensayo de cribado para
identificar/evaluar compuestos. En términos generales, un compuesto recientemente sintetizado o identificado (es
decir, compuesto de prueba) puede evaluarse para su capacidad para reducir la uniéon del compuesto radio-marcado
de la invencion a la enzima IDO. Por consiguiente, la capacidad de un compuesto de prueba para competir con el
compuesto radio-marcado para unirse a la enzima IDO se correlaciona directamente con su afinidad de union.

Kits

La presente invencion también incluye kits farmacéuticos Uutiles, por ejemplo, en el tratamiento o prevencion
de enfermedades o trastornos asociados a IDO, obesidad, diabetes y otras enfermedades citadas en el presente
documento que incluyen uno o mas recipientes que contienen una composicion farmacéutica que comprende una
cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la invencion. Tales kits pueden incluir adicionalmente, si se
desea, uno o mas de diversos componentes de kits farmacéuticos convencionales tales como, por ejemplo,
recipientes con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables, recipientes adicionales, etc., como sera
rapidamente evidente para aquellos expertos en la materia. Instrucciones, bien como panfletos o etiquetas, que
indican cantidades de los componentes que van a administrarse, pautas para administracion y/o pautas para mezclar
los componentes, también pueden incluirse en el kit.

La invencion se describira en mayor detalle a modo de ejemplos especificos. Los siguientes ejemplos se
ofrecen para fines ilustrativos y no pretenden limitar la invencién en ningiin modo. Aquellos expertos en la materia
reconoceran facilmente una variedad de parametros no criticos que pueden cambiarse o modificarse dando
esencialmente los mismos resultados. Se ha encontrado que los compuestos de los ejemplos son inhibidores de IDO
segun uno o mas de los ensayos proporcionados en el presente documento.
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EJEMPLOS
Ejemplo 1

4-({2-[(Aminosulfonil)amino]etil}amino)-N-(3-bromo-4-fluorofenil)-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-

carboximidamida
2 i X ICK
HN" TN 7—H\N Br
H N H

Se afiadio malononitrilo [Aldrich, producto n® M1407] (320,5 g, 5 moles) a agua (7 |) precalentada a 45 °C y
se agitd durante 5 min. La disolucion resultante se enfrié en un bafio de hielo y se afiadio nitrito de sodio (380 g, 5,5
moles). Cuando la temperatura alcanzé 10 °C, se afiadié acido clorhidrico 6 N (55 ml). Una reaccion exotérmica
suave aseguro que la temperatura llegara a 16 °C. Después de 15 min se retir6 el bafio frio y la mezcla de reaccion
se agitd durante 1,5 h a 16-18 °C. La mezcla de reaccién se enfri6 a 13 °C y se afiadidé 50 % de hidroxilamina
acuosa (990 g, 15 moles) de una vez. La temperatura subié a 26 °C. Cuando la reacciéon exotérmica se calmoé se
retird el bafio frio y la agitacién continué durante 1 h a 26-27 °C, a continuacion se llevé lentamente a reflujo. El
reflujo se mantuvo durante 2 h y a continuacién la mezcla de reaccién se dej6 enfriar durante la noche. La mezcla de
reaccion se agitd en un bafo de hielo y se afiadié acido clorhidrico 6 N (800 ml) en porciones durante 40 min a pH
7,0. La agitacién continud en el bafio de hielo a 5 °C. Se recogi6 el precipitado por filtracion, se lavé bien con agua y
se seco en una estufa de vacio (50 °C) dando el producto deseado (644 g, 90 %). CL-EM para C3HgNsO2(M+H)*: m/z
=144,0. RMN '3C (75 MHz, CDs0OD): § 156,0, 145,9, 141,3.

Etapa B: Cloruro de 4-amino-N-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidoilo

AN 7—(101

N

c

Se afiadié 4-amino-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida (422 g, 2,95 moles) a una mezcla de agua
(5,9 ), acido aceético (3 1) y acido clorhidrico 6 N (1,475 I, 3 eq.) y esta suspension se agité a 42 - 45 °C hasta que se
logré la disolucion completa. Se afiadié cloruro soédico (518 g, 3 eq.) y esta disolucion se agité en un bafio de
hielo/agua/metanol. Se afiadié una disolucion de nitrito de sodio (199,5 g, 0,98 eq.) en agua (700 ml) durante 3,5 h
mientras que se mantenia la temperatura por debajo de 0 °C. Después de la adicion completa la agitacion continué
en el bafio de hielo durante 1,5 h y a continuacion la mezcla de reaccién se dej6 calentar a 15 °C. Se recogi6 el
precipitado por filtracion, se lavé bien con agua, se recogio en acetato de etilo (3,4 1), se traté con sulfato de sodio
anhidro (500 g) y se agit6é durante 1 h. Esta suspension se filtrd a través de sulfato de sodio (200 g) y el filtrado se
concentro sobre un evaporador rotatorio. El residuo se disolvié en metil t-butil éter (5,5 1), se traté con carbon vegetal
(40 g), se agité durante 40 min y se filtré a través de Celite. El disolvente se eliminé en un evaporador rotatorio y el
producto resultante se sec6 en una estufa de vacio (45 °C) dando el producto deseado (256 g, 53,4 %). CL-EM para
CsH4CIN4O, (M+H)*: m/z = 162,9. RMN '3C (100 MHz, CD3;0OD): § 155,8, 143,4, 129,7.

Etapa C: 4-Amino-N'-hidroxi-N-(2-metoxietil)-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida
~OH

% N
H

~

o

Se mezclé cloruro de 4-amino-N-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidoilo (200,0 g, 1,23 moles) con acetato
de etilo (1,2 1). A 0-5 °C se afiadié 2-metoxietilamina [Aldrich, producto n® 143693] (119,0 ml, 1,35 moles) en una

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2665419 T3

porcién mientras se agitaba. La temperatura de reaccién subié a 41 °C. La reaccioén se enfrid a 0 - 5 °C. Se anadio
trietilamina (258 ml, 1,84 moles). Después de agitar 5 min, la CL-EM indicé completitud de la reaccion. La disolucion
de reaccion se lavé con agua (500 ml) y salmuera (500 ml), se sec6 sobre sulfato de sodio y se concentré dando el
producto deseado (294 g, 119 %) como un aceite oscuro en bruto. CL-EM para CeH12NsO3(M+H)*: m/z = 202,3.
RMN "H (400 MHz, DMSO-de): § 10,65 (s, 1H), 6,27 (s, 2H), 6,10 (t, J = 6,5 Hz, 1H), 3,50 (m, 2H), 3,35 (d, J = 5,8
Hz, 2H), 3,08 (s, 3H).

Etapa D: N'-Hidroxi-4-[(2-metoxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida

Se mezcld 4-amino-N'-hidroxi-N-(2-metoxietil)-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida (248,0 g, 1,23 moles) con
agua (1 1). Se afiadi6 hidréxido potasico (210 g, 3,7 moles). La reaccion se sometié a reflujo a 100 °C durante la
noche (15 horas). La CCF con 50 % de acetato de etilo (que contiene 1 % de hidroxido de amonio) en hexano indicé
reaccion completa (Rf del producto = 0,6, Rf del material de partida = 0,5). La CL-EM también indico6 completitud de
la reaccion. La reaccion se enfrié a temperatura ambiente y se extrajo con acetato de etilo (3 x 1 1). La disolucién de
acetato de etilo combinada se sec6 sobre sulfato de sodio y se concentré dando el producto deseado (201 g, 81 %)
como un solido blanquecido en bruto. CL-EM para CgH12NsO3 (M+H)*: m/z = 202,3 RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): &
10,54 (s, 1H), 6,22 (s, 2H), 6,15 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 3,45 (t, J = 5,3 Hz, 2H), 3,35 (m, 2H), 3,22 (s, 3H).

Etapa E: Cloruro de N-hidroxi-4-[(2-metoxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidoilo

A temperatura ambiente se disolvio N'-hidroxi-4-[(2-metoxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida
(50,0 g, 0,226 moles) en disolucion acuosa de acido clorhidrico 6,0 M (250 ml, 1,5 moles). Se afadié cloruro sédico
(39,5 g, 0,676 moles), seguido de agua (250 ml) y acetato de etilo (250 ml). A 3-5 °C se afadi6é lentamente una
disolucion acuosa previamente preparada (100 ml) de nitrito de sodio (15,0 g, 0,217 moles) durante 1 h. La reaccién
se agité a 3 - 8 °C durante 2 horas y a continuaciéon a temperatura ambiente durante el fin de semana. La CL-EM
indicé reaccion completa. La disolucion de reaccion se extrajo con acetato de etilo (2 x 200 ml). La disolucion de
acetato de etilo combinada se sect sobre sulfato de sodio y se concentré dando el producto deseado (49,9 g, 126
%) como un solido blanco en bruto. CL-EM para CgH1oCIN4O3 (M+H)*: m/z = 221,0. RMN 'H (400 MHz, DMSO-dbe): &
13,43 (s, 1H), 5,85 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 3,50 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 3,37 (dd, J = 10,8, 5,6 Hz, 2H), 3,25 (s, 3H).

Etapa F: N-(3-Bromo-4-fluorofenil)-N'-hidroxi-4-[(2-metoxietil)Jamino]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida

~OH F

. J:I
r o\ H

~

o

Se mezclé cloruro de N-hidroxi-4-[(2-metoxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidoilo (46,0 g, 0,208
moles) con agua (300 ml). La mezcla se calenté a 60 °C. Se afadié 3-bromo-4-fluoroanilina [Oakwood Products,
producto n°® 013091] (43,6 g, 0,229 moles) y se agitdé durante 10 min. Se afiadié una disolucion caliente de
bicarbonato sédico (26,3 g, 0,313 moles) (300 ml agua) durante 15 min. La reaccién se agité a 60 °C durante 20 min.
La CL-EM indicé completitud de la reaccioén. La disolucién de reaccion se enfrié a temperatura ambiente y se extrajo
con acetato de etilo (2 x 300 ml). La disolucion de acetato de etilo combinada se seco sobre sulfato de sodio y se
concentré dando el producto deseado (76,7 g, 98 %) como un solido marrén en bruto. CL-EM para C12H14BrFNsOs
(M+H)*: m/z = 374,0, 376,0. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): & 11,55 (s, 1H), 8,85 (s, 1H), 7,16 (t, J = 8,8 Hz, 1H),
7,08 (dd, J = 6,1, 2,7 Hz, 1H), 6,75 (m, 1H), 6,14 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 3,48 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 3,35 (dd, J = 10,8, 5,6
Hz, 2H), 3,22 (s, 3H).

Etapa G: 4-(3-Bromo-4-fluorofenil)-3-{4-[(2-metoxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona
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-Q
H N =0
Sy
N._.N
]

Br
F

Se calentd una mezcla de N-(3-bromo-4-fluorofenil)-N'-hidroxi-4-[(2-metoxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida (76,5 g, 0,204 moles), 1,1'-carbonildiimidazol (49,7 g, 0,307 moles) y acetato de etilo (720 ml) a 60
°C y se agitd durante 20 min. La CL-EM indicé reaccion completa. La reaccion se enfri a temperatura ambiente, se
lavé con HCI 1 N (2 x 750 ml), se secd sobre sulfato de sodio y se concentré dando el producto deseado (80,4 g, 98
%) como un soélido marrén en bruto. CL-EM para C13H12BrFNsO4 (M+H)*: m/z = 400,0, 402,0. RMN 'H (400 MHz,
DMSO-de): 6 7,94 (t, J = 8,2 Hz, 1H), 7,72 (dd, J = 9,1, 2,3 Hz, 1H), 7,42 (m, 1H), 6,42 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 3,46 (t, J =
5,4 Hz, 2H), 3,36 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 3,26 (s, 3H).

Etapa H: 4-(3-Bromo-4-fluorofenil)-3-{4-[(2-hidroxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona

i M=o
HO "y~ N
N. .N
0]

Br

F

Se disolvié 4-(3-bromo-4-fluorofenil)-3-{4-[(2-metoxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-1,2,4-oxadiazol-5(4 H)-
ona (78,4 g, 0,196 moles) en diclorometano (600 ml). A -67 °C se afadio tribromuro de boro (37 ml, 0,392 moles)
durante 15 min. La reaccioén se calento6 a -10 °C en 30 min. La CL-EM indicé reaccién completa. La reaccion se agité
a temperatura ambiente durante 1 hora. A 0 - 5 °C la reaccién se extinguid lentamente con disoluciéon saturada de
bicarbonato sdédico (1,5 1) durante 30 min. La temperatura de reaccion subié a 25 °C. La reaccion se extrajo con
acetato de etilo (2 x 500 ml, la primera fase organica de extraccion esta en el fondo y la segunda fase organica de
extraccion esta arriba). Las fases organicas combinadas se secaron sobre sulfato de sodio y se concentraron dando
el producto deseado (75 g, 99 %) como un sélido marrén en bruto. CL-EM para C12H1oBrFNsO4 (M+H)*: m/z = 386,0,
388,0. RMN "H (400 MHz, DMSO-ds): & 8,08 (dd, J = 6,2, 2,5 Hz, 1H), 7,70 (m, 1H), 7,68 (t, J = 8,7 Hz, 1H), 6,33 (t, J
= 5,6 Hz, 1H), 4,85 (t, J = 5,0 Hz, 1H), 3,56 (dd, J = 10,6, 5,6 Hz, 2H), 3,29 (dd, J = 11,5, 5,9 Hz, 2H).

Etapa |: Metanosulfonato de 2-({4-[4-(3-bromo-4-fluorofenil)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il]-1,2,5-oxadiazol-3-

ilfamino)etilo
Hoo o
Mso” "y N
~.-N
8]
Br

F

A una disolucion de 4-(3-bromo-4-fluorofenil)-3-{4-[(2-hidroxietillamino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-1,2,4-oxadiazol-
5(4H)-ona (1,5 kg, 3,9 moles, que también contiene algo del compuesto de bromo correspondiente) en acetato de
etilo (12 1) se afiadio cloruro de metanosulfonilo (185 ml, 2,4 moles) gota a gota durante 1 h a temperatura ambiente.
Se afadio gota a gota trietilamina (325 ml, 2,3 moles) durante 45 min, tiempo durante el cual la temperatura de
reaccion aumento a 35 °C. Después de 2 h, la mezcla de reaccion se lavd con agua (5 1), salmuera (1 1), se seco
sobre sulfato de sodio, se combind con 3 reacciones mas del mismo tamario, y los disolventes se eliminaron a vacio
proporcionando el producto deseado (7600 g, rendimiento cuantitativo) como un sélido de color tostado. CL-EM para
C13H11BrFNsOgSNa (M+Na)*: m/z = 485,9,487,9. RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg): § 8,08 (dd, J = 6,2, 2,5 Hz, 1H),
7,72 (m, 1H), 7,58 (t, J = 8,7 Hz, 1H), 6,75 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 4,36 (t, J = 5,3 Hz, 2H), 3,58 (dd, J = 11,2, 5,6 Hz, 2H),
3,18 (s, 3H).

Etapa J: 3-{4-[(2-Azidoetil)Jamino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-(3-bromo-4-fluorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona
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A una disolucion de metanosulfonato de 2-({4-[4-(3-bromo-4-fluorofenil)-5-oxo0-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-
il-1,2,5-oxadiazol-3-il}amino)etilo (2,13 kg, 4,6 moles, que también contiene algo del compuesto de bromo
correspondientes) en dimetilformamida (4 |) agitando en un matraz de 22 | se afiadi6 azida de sodio (380 g, 5,84
moles). La reaccién se calentd a 50 °C durante 6 h, se vertié en hielo/agua (8 I) y se extrajo con 1:1 de acetato de
etilo:heptano (20 I). La fase organica se lavo con agua (5 1) y salmuera (5 1), y los disolventes se eliminaron a vacio
proporcionando el producto deseado (1464 g, 77 %) como un solido de color tostado. CL-EM para C12HgBriFNgO3Na
(M+Na)*: m/z = 433,0,435,0. RMN "H (400 MHz, DMSO-ds): 5 8,08 (dd, J = 6,2, 2,5 Hz, 1H), 7,72 (m, 1H), 7,58 (t, J =
8,7 Hz, 1H), 6,75 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 3,54 (t, J = 5,3 Hz, 2H), 3,45 (dd, J = 11,1, 5,2 Hz, 2H).

Etapa K: Clorhidrato de 3-{4-[(2-aminoetil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-(3-bromo-4-fluorofenil)-1,2,4-oxadiazol-
5(4H)-ona

Br

Se afadié yoduro de sodio (1080 g, 7,2 moles) a 3-{4-[(2-azidoetil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-(3-bromo-
4-fluorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona (500 g, 1,22 moles) en metanol (6 |). La mezcla se dejé con agitacion
durante 30 min, tiempo durante el cual se observd una leve exotermia. Se afiadié clorotrimetilsilano (930 ml, 7,33
moles) como disolucion en metanol (1 1) gota a gota a una tasa de manera que la temperatura no super6 35 °C, y la
reaccion se dejé con agitacion durante 3,5 h a temperatura ambiente. La reaccion se neutralizé con 33 % en peso de
disolucion de tiosulfato de sodio pentahidratado en agua (~1,5 1), se diluyé con agua (4 1) y el pH se ajusté a 9
cuidadosamente con carbonato de potasio solido (250 g — se afiadié en pequefias partes: se observa espumacion).
Se afiadio dicarbonato de di-terc-butilo (318 g, 1,45 moles) y la reacciéon se dej6 con agitacion a temperatura
ambiente. Se afadidé carbonato de potasio adicional (200 g) en porciones de 50 g durante 4 h para garantizar que el
pH estaba todavia en o por encima de 9. Después de agitar a temperatura ambiente durante la noche, el sélido se
filtrd, se triturd con agua (2 I) y a continuacion MTBE (1,5 LI). Se realizaron un total de 11 series (5,5 kg, 13,38
moles). Los soélidos combinados se trituraron con 1:1 de THF:diclorometano (24 |, 4 series en un matraz de
evaporador rotatorio de 20 I, 50 °C, 1 h), se filtraron y se lavaron con diclorometano (3 | cada serie) proporcionando
un solido blanquecino. El material en bruto se disolvid a 55 °C tetrahidrofurano (5 ml/g), se traté con carbdn
decolorante (2 % en peso) y gel de silice (2 % en peso) y se filtr6 en caliente a través de Celite proporcionando el
producto como un solido blanquecino (5122 g). Los filtrados de MTBE, THF y diclorometano combinados se
concentraron a vacio y se cromatografiaron (2 kg de gel de silice, heptano con un gradiente del 0-100 % de acetato
de etilo, 30 ) proporcionando mas producto (262 g). Los sdélidos combinados se secaron a un peso constante en un
horno de conveccién (5385 g, 83 %).

En un matraz de 22 | se cargd cloruro de hidréogeno (disolucién 4 N en 1,4-dioxano, 4 I, 16 moles). Se
anadio [2-({4-[4-(3-bromo-4-fluorofenil)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il]-1,2,5-oxadiazol-3-
ilfamino)etiljcarbamato de terc-butilo (2315 g, 4,77 moles) como un sdlido en porciones durante 10 min. La
suspension se agité a temperatura ambiente y gradualmente se convirtié en una pasta densa que no pudo agitarse.
Después de asentarse durante la noche a temperatura ambiente, la pasta se suspendi6 en acetato de etilo (10 1), se
filtrd, se resuspendio en acetato de etilo (5 I), se filtrd y se secd a un peso constante proporcionando el producto
deseado como un solido blanco (se combind con otras series, 5 kg de material de partida cargado, 4113 g, 95 %).
CL-EM para C12H11BrFNgO3 (M+H)*: m/z = 384,9, 386,9. RMN "H (400 MHz, DMSO-ds): § 8,12 (m, 4H), 7,76 (m,
1H), 7,58 (t, J = 8,7 Hz, 1H), 6,78 (t, J = 6,1 Hz, 1H), 3,51 (dd, J = 11,8, 6,1 Hz, 2H), 3,02 (m, 2H).

Etapa L: ({[2-({4-[4-(3-Bromo-4-fluorofenil)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il]-1,2,5-oxadiazol-3-
ilfamino)etillamino}sulfonil)carbamato de terc-butilo
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Se carg6 un matraz redondo de 5 | con isocianato de clorosulfonilo [Aldrich, producto n® 142662] (149 ml,
1,72 moles) y diclorometano (1,5 1) y se enfrié6 usando un bafio de hielo a 2 °C. Se afiadié gota a gota ferc-butanol
(162 ml, 1,73 moles) en diclorometano (200 ml) a una tasa de manera que la temperatura no super6é 10 °C. La
disolucion resultante se agité a temperatura ambiente durante 30-60 min proporcionando [clorosulfonillcarbamato de
terc-butilo.

Se cargd un matraz de 22 | con clorhidrato de 3-{4-[(2-aminoetillamino]-1,2,5-oxadiazol-3-il]-4-(3-bromo-4-
fluorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona (661 g, 1,57 moles) y 8,5 | de diclorometano. Después de enfriarse a -15 °C
con un bafio de hielo/sal, la disolucién de [clorosulfonilcarbamato de terc-butilo (preparada como antes) se afiadié a
una tasa de manera que la temperatura no super6 -10 °C (tiempo de adicién 7 min). Después de agitar durante 10
min, se afadio trietilamina (1085 ml, 7,78 moles) a una tasa de manera que la temperatura no superé -5 °C (tiempo
de adicion 10 min). Se retir6 el bafio frio, la reaccion se dejo calentar a 10 °C, se fraccion6 en dos porciones y se
neutralizé con 10 % de HCI conc. (4,5 | cada porcion). Cada porcion se transfirid a un embudo de decantacién de 50
| y se diluyd con acetato de etilo para disolver completamente el sélido blanco (~25 1). Se separaron las fases, y la
fase organica se lavé con agua (5 1), salmuera (5 1) y los disolventes se eliminaron a vacio proporcionando un sélido
blanquecino. El sélido se trituré con MTBE (2 x 1,5 1) y se secd a un peso constante proporcionando un sdlido
blanco. Se procesé un total de 4113 g de material de partida de este modo (5409 g, 98 %). RMN 'H (400 MHz,
DMSO-de): & 10,90 (s, 1H), 8,08 (dd, J = 6,2, 2,5 Hz, 1H), 7,72 (m, 1H), 7,59 (t, J = 8,6 Hz, 1H), 6,58 (t, J = 5,7 Hz,
1H), 3,38 (dd, J =12,7,6,2 Hz, 2H), 3,10 (dd, J = 12,1, 5,9 Hz, 2H), 1,41 (s, 9 H).

Etapa M: N-[2-({4-[4-(3-Bromo-4-fluorofenil)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il]-1,2,5-oxadiazol-3-
ilfamino)etil]sulfamida

Br

A un matraz de 22 | que contenia 98:2 de acido trifluoroacético:agua (8,9 I) se afadioé ({[2-({4-[4-(3-bromo-4-
fluorofenil)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il]-1,2,5-oxadiazol-3-il}Jamino)etillamino}sulfonil)carbamato  de ferc-
butilo (1931 g, 3,42 moles) en porciones durante 10 minutos. La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente
durante 1,5. h, los disolventes se eliminaron a vacio y se atraparon con diclorometano (2 1). El sélido resultante se
traté una segunda vez con 98:2 de acido trifluoroacético:agua (8,9 1) fresco, se calenté durante 1 h a 40-50 °C, los
disolventes se eliminaron a vacio y se atraparon con diclorometano (3 x 2 I). El sélido blanco resultante se secé en
un horno de secado a vacio a 50 °C durante la noche. Se procesé un total de 5409 g de este modo (4990 g,
rendimiento cuant.). CL-EM para C12H12BrFN7OsS (M+H)*: m/z = 463,9, 465,9. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): § 8,08
(dd, J=6,2, 2,5 Hz, 1H), 7,72 (m, 1H), 7,59 (t, J = 8,7 Hz, 1H), 6,67 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 6,52 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 3,38
(dd, J=12,7, 6,3 Hz, 2H), 3,11 (dd, J = 12,3, 6,3 Hz).

Etapa N: 4-({2-[(Aminosulfonil)amino]etil}amino)-N-(3-bromo-4-fluorofenil)-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida

A una mezcla en bruto de N-[2-({4-[4-(3-bromo-4-fluorofenil)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il]-1,2,5-
oxadiazol-3-il}amino)etil]sulfamida (2,4 moles) que contenia cantidades residuales de acido trifluoroacético agitadas
en un matraz de 22 | se afiadid THF (5 I). La disolucién resultante se enfrio a 0 °C usando un bafio de hielo y se
afadié NaOH 2 N (4 I) a una tasa de manera que la temperatura no superé 10 °C. Después de agitar a temperatura
ambiente durante 3 h (la CL-EM indicé6 que no quedaba material de partida), el pH se ajustd6 a 3-4 con HCI
concentrado (~500 ml). El THF se elimindé a vacio y la mezcla resultante se extrajo con acetato de etilo (15 1). La
fase organica se lavo con agua (5 1), salmuera (5 1) y los disolventes se eliminaron a vacio proporcionando un solido.
El solido se trituré con MTBE (2 x 2 1), se combind con ofras tres reacciones del mismo tamafo y se seco durante la
noche en un horno de conveccién proporcionando un sélido blanco (3535 g). Se recristalizo el solido (3 matraces x
22 1, 2:1 de agua:etanol, 14,1 | cada matraz) y se sec6 en un horno de conveccién a 50 °C a un peso constante para
proveer el compuesto del titulo como un sélido blanquecino (3290 g, 78 %). CL-EM para C11 H14BrFN704S (M+H)*:
m/z = 437,9,439,9. RMN "H (400 MHz, DMSO-ds): 5 11,51 (s, 1H), 8,90 (s, 1H), 7,17 (t, J = 8,8 Hz, 1H), 7,11 (dd, J =
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6,1, 2,7 Hz, 1H), 6,76 (m, 1H), 6,71 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 6,59 (s, 2H), 6,23 (t, J = 6,1 Hz, 1H), 3,35 (dd, J = 10,9, 7,0
Hz, 2H), 3,10 (dd, J = 12,1, 6,2 Hz, 2H).

El producto final fue un sélido cristalino anhidro. Se determiné que el contenido de agua era inferior al 0,1 %
por valoracion de Karl Fischer. Se determiné el patron de difraccion de rayos X de polvo (XRPD) (difractometro de
polvo Rigaku MiniFlex; Cu a 1,054056A con filtro KB; angulo inicial = 3, 4ngulo de parada = 45, muestreo = 0,02,
velocidad de barrido = 2) y se muestra en la Figura 1. Una lista de picos de 2-theta se proporciona en la Tabla 1 a
continuacion. El intervalo de fusion del sélido se determind en un instrumento 822 de calorimetria diferencial de
barrido (DSC) de Mettler Toledo. La muestra se calentd de 40 °C a 240 °C a una velocidad de calentamiento de 10
°C por min. El termograma de DSC (Figura 2) mostré una Taparicien @ 162,7 °C y Tpico @ 163,8 °C. El analisis
termogravimétrico (TGA) (Figura 3) mostré pérdida de peso del 0,3 %, calentamiento de 20 °C a 150 °C a una
velocidad de calentamiento de 10 °C/min usando un instrumento Q500 de TA.
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Tabla 1

2-Theta | Altura H%
3.9 74 1.1
7.2 119 1.8
134 180 2.8
14.0 150 23
15.9 85 1.3
18.4 903 13.9
18.9 1469 22.7
21.3 519 8
21.8 6472 100
22.7 516 8
23.9 2515 38.9
24.8 804 124
25.3 182 2.8
27.4 476 7.4
28.6 354 5.5
29.2 1767 27.3
29.9 266 4.1
30.6 773 11.9
31.2 379 5.8
31.6 291 45
327 144 22
335 221 34
36.4 469 7.2
37.6 152 23
38.7 1381 21.3
41.0 153 24
421 382 5.9
43.6 527 8.1
44 .4 1080 16.7

Ejemplo 2

N-(3-Bromo-4-fluorofenil)-N'-hidroxi-4-({2-[(metilsulfonil)amino]etil}amino)-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida

El compuesto del titulo se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 17, Etapa E, usando N*-hidroxi-4-
({2-[(metilsulfonil)amino]etil}amino)-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida y 3-bromo-4-fluoroanilina [Oakwood Products,
Inc., producto n° 013091] como materiales de partida. CL-EM para C2H1sBrFNgO4S (M+H)*: m/z = 437,0, 439,0.
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RMN "H (400 MHz, DMSO-de): 5 11,49 (s, 1H), 8,90 (s, 1H), 7,17 (m, 2H), 7,09 (dd, J = 6,3, 2,5 Hz, 1H), 6,26 (t, J =
6,1 Hz, 1H), 3,33 (m, 2H), 3,13 (q, J = 6,0 Hz, 2H), 2,89 (s, 3H).

Ejemplo 3

4-({3-[(Aminosulfonil)amino]propil}amino)-N-(3-bromo-4-fluorofenil)-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida

~OH F

s X

HaN- ’NWNT.*H\N 8

A !\ H r
N. N

Etapa A: 3-(4-Amino-1,2,5-oxadiazol-3-il)-4-(3-bromo-4-fluorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona

”2”7,—({:}:0

N\O,N
Br

F

El compuesto deseado se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 5, Etapa A, usando 4-amino-N-(3-
bromo-4-fluorofenil)-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida [véase la publicacion de solicitud de patente de
EE.UU. n° 2006/0258719] como material de partida con un rendimiento del 98 %. CL-EM para C1oHsBrFNsO3
(M+H)*: m/z = 342,0, 344,0. RMN 'H (400 MHz, DMSO-db): & 8,06 (dd, J = 6,2, 2,5 Hz, 1H), 7,72 - 7,67 (m, 1H), 7,58
(dd, J=8,7, 8,7 Hz, 1H), 6,60 (s, 2H).

Etapa B: N-{4-[4-(3-Bromo-4-fluorofenil)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-2,2,2-
trifluoroacetamida
hoo o=
T
O N._.N
@)
Br
F

El compuesto deseado se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 5, Etapa B, usando 3-(4-amino-
1,2,5-oxadiazol-3-il)-4-(3-bromo-4-fluorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona como material de partida con un rendimiento
del 81 %. CL-EM para C12HsBrF4NsO4 (M+H)*: m/z = 437,9, 439,9. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): § 7,92 - 7,89 (m,
1H), 7,54 - 7,52 (m, 2H).

Etapa C: 4-(3-Bromo-4-fluorofenil)-3-{4-[(3-metoxipropil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona

Br

Se tratdé una disolucion de 3-metoxipropan-1-ol [Fluka, producto n® 38457] (3,1 ml, 32 mmoles) y
trifenilfosfina (8,4 g, 32 mmoles) en tetrahidrofurano (93 ml) a 0 °C con azodicarboxilato de diisopropilo (6,7 ml, 34
mmoles) gota a gota. La mezcla de reaccién se agité a 0 °C durante 15 min, se tratd con una disolucion de N-{4-[4-
(3-bromo-4-fluorofenil)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-2,2,2-trifluoroacetamida (10 g, 23
mmoles) en tetrahidrofurano (47 ml) y se agité a 25 °C durante 72 h. La mezcla de reaccion se concentro, se diluyod
con acetato de etilo (200 ml), se tratd con acido trifluoroacético (20 ml) y agua (20 ml) y se calenté a 50 °C durante 6
h. La mezcla de reacciéon se concentro, se re-diluyé con acetato de etilo (200 ml) y se lavd con agua (3 x 80 ml),
bicarbonato sédico saturado (2 x 80 ml) y salmuera (80 ml), se secd sobre sulfato de sodio anhidro, se filtré y se
concentro dando un residuo en bruto. Este material se purificé sobre gel de silice dando el producto deseado (6,4 g,
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54 %) como un solido blanco. CL-EM para C14H14BrFNsO4(M+H)*: m/z = 414,0,416,0.

Etapa D: 4-(3-Bromo-4-fluorofenil)-3-{4-[(3-hidroxipropil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona

H . 'O>=
HO\/\N/N?_HN\N ©
/N
N. .N
O
Br

F

Se traté una disolucion de 4-(3-bromo-4-fluorofenil)-3-{4-[(3-metoxipropil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-1,2,4-
oxadiazol-5(4H)-ona (6,3 g, 14 mmoles) en diclorometano (60 ml) a -78 °C con tribromuro de boro 1 M en
diclorometano (28 ml, 28 mmoles) y se agit6 a 25 °C, durante 2 h. La mezcla de reaccién se enfrio a 0 °C y se
extinguié con bicarbonato sédico saturado (100 ml). La fase acuosa se separd y se extrajo con diclorometano (2 x
150 ml). Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera (100 ml), se secaron sobre sulfato de sodio
anhidro, se filtraron y se concentraron dando un sélido blanquecino en bruto. Este material se purificd sobre gel de
silice dando el producto deseado (4,0 g, 73 %) como un solido blanco. CL-EM para C13H12BrFNsO4 (M+H)*: m/z =
400,0, 402,0. RMN 'H (400 MHz, DMSO-de): & 8,07 (dd, J = 6,2, 2,5 Hz, 1H), 7,72 - 7,68 (m, 1H), 7,59 (dd, J = 8,8,
8,6 Hz, 1H), 6,54 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 4,60 (t, J = 5,1 Hz, 1H), 3,48 - 3,43 (m, 2H), 3,32 - 3,26 (m, 2H), 1,74 - 1,67 (m,
2H).

Etapa E: 3-{4-[(3-Azidopropil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-(3-bromo-4-fluorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5(4 H)-ona

Ns\/\/n\f_(ll%:o
q
N

Br
F

Se traté una disolucion de 4-(3-bromo-4-fluorofenil)-3-{4-[(3-hidroxipropil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-1,2,4-
oxadiazol-5(4H)-ona (3,0 g, 7,5 mmoles) en diclorometano (27 ml) con cloruro de metanosulfonilo (0,75 ml, 9,7
mmoles) y N,N-diisopropiletilamina (2,6 ml, 15 mmoles) y se agité a 25 °C durante 2 h. La mezcla de reaccion se
diluyé con agua (20 ml) y se extrajo con diclorometano (20 ml). La fase organica se separo, se seco6 sobre sulfato de
sodio anhidro, se filtr6 y se concentré dando el mesilato que se usé sin mas purificacion. Se tratdé una disolucion del
mesilato en bruto en N,N-dimetilformamida (24 ml) con azida de sodio (0,73 g, 11 mmoles) y se calenté a 85 °C
durante 2 h. La mezcla de reaccion se diluyd con acetato de etilo (300 ml) y se lavd con agua (100 ml), bicarbonato
sodico saturado (100 ml) y salmuera (100 ml), se seco sobre sulfato de sodio anhidro, se filtré y se concentré dando
el producto deseado (3,2 g, 99 %). Este material se us6 sin mas purificacion. CL-EM para Ci3H10BrFNgOsNa
(M+Na)*: m/z = 446,9, 448,9.

Etapa F: Yodhidrato de 3-{4-[(3-aminopropil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-(3-bromo-4-fluorofenil)-1,2,4-oxadiazol-

5(4H)-ona
HzN \/\/H I %=O

[
N. N
o

HI

Br
F

Se tratdé una disolucion de 3-{4-[(3-azidopropil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-(3-bromo-4-fluorofenil)-1,2,4-
oxadiazol-5(4H)-ona (2,0 g, 4,7 mmoles) en metanol (36 ml) con yoduro de sodio (4,2 g, 28 mmoles) y se agitd a 25
°C durante 5 min. La mezcla de reaccién se traté con una disolucion de clorotrimetilsilano (3,6 ml, 28 mmoles) en
metanol (7 ml) gota a gota y se agité a 25 °C durante 40 min. La mezcla de reaccion se vertié lentamente en una
disolucion de tiosulfato de sodio (5,0 g, 32 mmoles) en agua (200 ml) que se enfrié a 0 °C. El sélido que precipitd se
filtro, se lavé con agua y se secé dando el producto deseado (2,3 g, 93 %) como un solido. CL-EM para
C13H13BrFNgO3 (M+H)*: m/z = 399,0, 401,0. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): & 8,08 (dd, J = 6,1, 2,3 Hz, 1H), 7,74 -
7,70 (m, 1H), 7,60 (dd, J = 8,8, 8,6 Hz, 1H), 7,22 (s a, 2H), 6,69 (s a, 1H), 2,81 - 2,77 (m, 2H), 1,86 - 1,79 (m, 2H).

Etapa G: N-[3-({4-[4-(3-Bromo-4-fluorofenil)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il]-1,2,5-oxadiazol-3-il}
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amino)propil]sulfamida

HzN\ ’N\/\/N7__(l\ °
I
oo

Br
F

Se calent6 una disolucion de yodhidrato de 3-{4-[(3-aminopropil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-(3-bromo-4-
fluorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona (150 mg, 0,28 mmoles) y sulfamida (160 mg, 1,7 mmoles) en piridina (2,5 ml)
en un microondas a 130 °C durante 10 min. Se concentr6 la mezcla de reaccion dando un residuo en bruto. Este
material se purificd por CL-EM preparativa dando el producto deseado (96 mg, 71 %) como un sélido. CL-EM para
C13H14BrFN7OsS (M+H)*: m/z = 478,0, 480,0. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): & 8,07 (dd, J = 6,2, 2,5 Hz, 1H), 7,73 -
7,69 (m, 1H), 7,59 (dd, J = 8,8, 8,6 Hz, 1H), 6,57 - 6,51 (m, 4H), 3,31 - 3,26 (m, 2H), 2,92 - 2,87 (m, 2H), 1,79 - 1,72
(m, 2H).

Etapa H: 4-({3-[(Aminosulfonil)amino]propil}amino)-N-(3-bromo-4-fluorofenil)-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida

Se traté una disolucion de N-[3-({4-[4-(3-bromo-4-fluorofenil)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il]-1,2,5-
oxadiazol-3-il}amino)propil]sulfamida (35 mg, 73 pmoles) en metanol (1 ml) con NaOH 2 M (0,3 ml, 0,6 mmoles) y se
agitd a 25 °C durante 30 min. La mezcla de reaccion se traté con acido acético (50 pl, 0,9 mmoles), se filtro y se
purificé por CL-EM preparativa dando el producto deseado (14 mg, 42 %) como un sdlido. CL-EM para
C12H16BrFN704S (M+H)*: m/z = 451,8, 453,9. RMN 'H (400 MHz, DMSO-de): 5 11,5 (s, 1H), 8,89 (s, 1H), 7,17 (dd, J
=8,8, 8,6 Hz, 1H), 7,09 (dd, J =6,1, 2,7 Hz, 1H), 6,76 - 6,72 (m, 1H), 6,56 (dd, J = 6,1,6,1 Hz, 1H), 6,51 (s, 2H), 6,17
(dd, J=5,9, 5,9 Hz, 1H), 3,27 - 3,21 (m, 2H), 2,94 - 2,88 (m, 2H), 1,78 - 1,71 (m, 2H).

Ejemplo 4

N-(3-Bromo-4-fluorofenil)-N'-hidroxi-4-({3-[(metilsulfonil)amino]propil}amino)-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida

CO

~OH F
i X
SgT ﬁH\N Br
H
N. .N
(o]

Etapa A: {3-[(Metilsulfonil)amino]propil}carbamato de terc-butilo
e X
N/\\/\Nts N

El compuesto deseado se preparé segun el procedimiento del Ejemplo 17, Etapa A, usando N-(3-
aminopropil)(terc-butoxi)carboxamida [Aldrich, producto n°® 436992] como material de partida con un rendimiento del
70 %. CL-EM para C4H13N20,S ([M-Boc+H]+H)*: m/z = 153,1.

Etapa B: Clorhidrato de N-(3-aminopropil)metanosulfonamida

Ay

-5
HZNME ~
HCI

El compuesto deseado se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 17, Etapa B, usando {3-
[(metilsulfonil)amino]propil}carbamato de terc-butilo como material de partida. CL-EM para C4sH13N20,S (M+H)*: m/z
=153,1

Etapa C: 4-Amino-N'-hidroxi-N-{3-[(metilsulfonil)amino]propil}-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida
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El compuesto deseado se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 17, Etapa C, usando clorhidrato de
N-(3-aminopropil)metanosulfonamida y cloruro de 4-amino-N-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidoilo [preparado
segun el Ejemplo 1, Etapas A a B] como materiales de partida con un rendimiento del 19 %.

Etapa D: N'-Hidroxi-4-({3-[(metilsulfonil)amino]propil}amino)-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida

«~OH

SN~ '
NH
6o 9
o]
El compuesto deseado se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 17, Etapa D, usando 4-amino-N'-

hidroxi-N-{3-[(metilsulfonil)Jamino]propil}-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida como material de partida. CL-EM para
C7H15N6O4S (M+H)+Z m/z = 279,0.

Etapa E: N-(3-Bromo-4-fluorofenil)-N'-hidroxi-4-({3-[(metilsulfonil)amino]propil}amino)-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida

El compuesto del titulo se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 17, Etapa E, usando N'-hidroxi-4-
({3-[(metilsulfonil)amino]propil}amino)-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida y  3-bromo-4-fluoroanilina [Oakwood
Products, Inc., producto n° 013091] como materiales de partida con un rendimiento del 12 %. CL-EM para
C13H17BrFNgO4S (M+H)*: m/z = 451,0, 453,0. RMN 'H (400 MHz, CDs0D): § 7,12 (dd, J = 5,9, 2,4 Hz, 1H), 7,05 (t, J
=8,7 Hz, 1H), 6,83 (m, 1H), 3,39 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,14 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 2,94 (s, 3H), 1,87 (m, 2H).

Ejemplo 5

4-({2-[(Aminosulfonil)amino]etil}amino)-N-(3-cloro-4-fluorofenil)-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida
OH
-~ F
i L ICX
H2N¢S\N/\/N7__8\N cl
H NN
0
Etapa A: 3-(4-Amino-1,2,5-oxadiazol-3-il)-4-(3-cloro-4-fluorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5(4 H)-ona

. '1'
“2“7,—%%:0

N. N
o]
Cl

F

Se traté una disolucion de 4-amino-N-(3-cloro-4-fluorofenil)-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida
(80 g, 0,29 moles) [véase la publicacién de solicitud de patente de EE.UU. n° 2006/0258719] en tetrahidrofurano
(500 ml) con una disolucién de 1,1'-carbonildiimidazol (53 g, 0,32 moles) en tetrahidrofurano (200 ml) y se calent6 a
reflujo durante 1 h. La mezcla de reaccioén se enfrié a 25 °C y se concentrd hasta el punto en el que precipitd una
gran cantidad de solido. La mezcla heterogénea se diluyé con acetato de etilo (1,5 1) y se lavé con HCI 1 N (2 x 300
ml), agua (300 ml) y salmuera (200 ml). La fase organica se separo, se seco sobre sulfato de sodio anhidro, se filtrd
y se concentré dando el producto deseado (88 g, cuantitativo) como un soélido blanquecino. Este material se uso sin
mas purificacién. CL-EM para C1oHeCIFNsO3 (M+H)*: m/z = 298,0. RMN "H (400 MHz, DMSO-ds): & 7,96 (dd, J = 6,6,
2,3 Hz, 1H), 7,69 - 7,60 (m, 2H), 6,60 (s, 2H).

Etapa B: N-{4-[4-(3-Cloro-4-fluorofenil)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-2,2,2-
trifluoroacetamida
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Cl

Se traté una disolucién de 3-(4-amino-1,2,5-oxadiazol-3-il)-4-(3-cloro-4-fluorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-
ona (15 g, 50 mmoles) en diclorometano (120 ml) con anhidrido trifluoroacético (14 ml, 100 mmoles), se enfrié a 0 °C
y se traté con piridina (8,2 ml, 100 mmoles). La mezcla de reaccion se agitd a 25 °C durante 10 min, se enfrio a 0 °C
y se extinguié con agua (10 ml). La mezcla de reaccioén se diluyé con acetato de etilo (500 ml) y se lavé con HCI 1 N
(300 ml), agua (2 x 200 ml) y salmuera (200 ml). La fase organica se separd, se seco sobre sulfato de sodio anhidro,
se filtro y se concentré a ~50 ml de volumen. Esta disolucion se calentd (~40-50 °C) y se traté con hexanos (600 ml)
bajo agitacion vigorosa, seguido de éter de petréleo (200 ml). La mezcla se agité a 0 °C durante 30 min y el sélido se
recogié por filtracion, se lavé con hexanos y se sec6 dando el producto deseado (19,7 g, 99 %) como un solido
blanco. CL-EM para C12HsCIFsNsO, (M+H)*: m/z = 394,0. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): § 7,82 (dd, J = 6,6,2,5 Hz,
1H), 7,59 (dd, J = 9,0, 9,0 Hz, 1H), 7,52 - 7,47 (m, 1H).

Etapa C: 4-(3-Cloro-4-fluorofenil)-3-(4-{[2-(tritilamino)etillamino}-1,2,5-oxadiazol-3-il)-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona

" H N 0)=o
oy
H 7\
Ny N
o
Cl
F

Se traté una disolucion de 2-(tritilamino)etanol (10 g, 33 mmoles) [documento EP599220 y J. Org. Chem.
(2001), 66, 7615] y trifenilfosfina (8,7 g, 33 mmoles) en tetrahidrofurano (65 ml) a 0 °C con azodicarboxilato de
diisopropilo (7,0 ml, 35 mmoles) gota a gota. La mezcla de reaccién se agitdé a 0 °C durante 15 min, se traté con una
disolucién de N-{4-[4-(3-cloro-4-fluorofenil)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-2,2,2-
trifluoroacetamida (9,3 g, 24 mmoles) en tetrahidrofurano (28 ml) y se agité6 a 25 °C durante 16 h. La mezcla de
reaccion se concentro, se diluyd con acetato de etilo (350 ml), se enfrid a 0 °C, se traté con HCI 1 N (200 ml) y se
agito a 25 °C durante 1 h. La mezcla de reaccion se traté con HCI 1 N adicional (150 ml) y se agit6 a 25 °C durante 3
h. La fase organica se separd, se lavo con bicarbonato sédico saturado (200 ml) y salmuera (100 ml), se secé sobre
sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y se concentré dando una espuma amarilla que se volvié a concentrar en hexanos
dando un sdlido aceitoso. El sélido aceitoso se traté con metil terc-butil éter (50 ml) y se agité dando una mezcla
heterogénea. El sdlido se filtrd, se lavé con metil terc-butil éter (30 ml) y se secé dando el producto deseado (10 g,
74 %) como un solido blanco. CL-EM para C31H24CIFNsO3Na (M+Na)*: m/z = 605,2. RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds): &
7,97 (dd, J = 6,7, 2,6 Hz, 1H), 7,71 - 7,66 (m, 1H), 7,60 (dd, J = 9,1, 8,8 Hz, 1H), 7,40 - 7,37 (m, 6 H), 7,28 - 7,23 (m,
6 H), 7,18 - 7,12 (m, 3 H), 6,59 (dd, J = 5,9, 5,6 Hz, 1H), 3,37 - 3,31 (m, 2H), 2,96 (dd, J = 7,6, 7,6 Hz, 1H), 2,27 -
2,19 (m, 2H).

Etapa D: Clorhidrato de 3-{4-[(2-aminoetil)Jamino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-(3-cloro-4-fluorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-

ona
. Yo
Ny

N, -N
o)
Cl

F

Se afiadi®é una disolucidon previamente mezclada de triisopropilsilano (3,4 ml, 17 mmoles) y acido
trifluoroacético (44 ml, 570 mmoles) a 4-(3-cloro-4-fluorofenil)-3-(4-{[2-(tritilamino)etillamino}-1,2,5-oxadiazol-3-il)-
1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona (6,5 g, 11 mmoles) y la suspensioén resultante se agitdé a 25 °C durante 30 min. La mezcla
de reaccion se filtr6é y se lavé con acido trifluoroacético. El filtrado se concentré dando un aceite que se diluyé con
metanol (25 ml), se enfrié a 0 °C, se traté con HCI 4 M en 1,4-dioxano (14 ml) y se agit6é a 25 °C durante 15 min. La
mezcla se concentré6 dando un sélido que se traté con éter dietilico (50 ml) y se filtr6. El sélido se lavé con éter
dietilico (50 ml) y se secdé dando el producto deseado (4,1 g, 98 %) como un solido blanco. CL-EM para
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C12H11CIFNGO3 (M+H)*: m/z = 341,1. RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds): & 8,05 - 8,00 (m, 4H), 7,75 - 7,69 (m, 1H), 7,64
(dd, J=9,1, 8,8 Hz, 1H), 6,77 (dd, J = 5,9, 5,9 Hz, 1H), 3,54 - 3,47 (m, 2H), 3,04 - 2,99 (m, 2H).

Etapa E: N-[2-({4-[4-(3-Cloro-4-fluorofenil)-5-oxo0-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il]-1,2,5-oxadiazol-3-
ilfamino)etil]sulfamida

Ct

Se traté una disolucién de isocianato de clorosulfonilo (2,0 ml, 23 mmoles) en diclorometano (70 ml) con
alcohol t-butilico (2,2 ml, 23 mmoles) a 0 °C y se agité a 25 °C durante 1 h. Esta mezcla se afiadi6 a una suspension
de clorhidrato de 3-{4-[(2-aminoetil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-(3-cloro-4-fluorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona
(4,3 g, 11 mmoles) en diclorometano (70 ml). La mezcla de reaccion se traté con una disolucion de trietilamina (6,3
ml, 45 mmoles) en diclorometano (20 ml) a 0 °C y se agit6 a 25 °C durante 3 h. La mezcla de reaccion se diluyd con
HCI 0,1 N y se extrajo con acetato de etilo (2 x 100 ml). Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera
(100 ml), se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron dando un solido blanco. El sélido
blanco se diluy6 con diclorometano (100 ml), se traté con acido trifluoroacético (20 ml) y se agit6 a 25 °C durante 3 h.
Se concentré la mezcla de reaccion dando un residuo en bruto que se purificd por cromatografia en gel de silice
dando el producto deseado (3,7 g, 78 %) como un solido blanco. CL-EM para C12H12CIFN;OsS (M+H)*: m/z = 420,0.
RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds): § 7,98 (dd, J = 6,4,2,1 Hz, 1H), 7,70 - 7,60 (m, 2H), 6,66 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 6,57 (s,
2H), 6,52 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 3,42 - 3,35 (m, 2H), 3,13 - 3,06 (m, 2H).

Etapa F: 4-({2-[(Aminosulfonil)amino]etil}lamino)-N-(3-cloro-4-fluorofenil)-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida

Se tratdé una disolucién de N-[2-({4-[4-(3-cloro-4-fluorofenil)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il]-1,2,5-
oxadiazol-3-il}amino)etil]sulfamida (3,7 g, 8,8 mmoles) en metanol (70 ml) con NaOH 2 M (18 ml, 35 mmoles) y se
agitoé a 25 °C durante 2 h. La mezcla de reaccion se inactivd con HCI 6 N a pH~7 y el metanol se eliminé a presion
reducida. El solido que precipito se filtro y se lavd con agua dando el producto deseado (3,2 g, 92 %) como un sélido
blanco. CL-EM para C11H14CIFN704S (M+H)*: m/z = 394,0. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): & 7,96 (dd, J = 6,8, 2,1
Hz, 0,05 H), 7,32 - 7,29 (m, 0, 1H), 7,18 (dd, J = 9,1, 9,1 Hz, 0,95 H), 6,93 (dd, J = 6,4, 2,7 Hz, 0,95 H), 6,71 - 6,66
(m, 0,95 H), 6,33 (s a, 1H), 3,35 - 3,27 (m, 2H), 3,10 - 3,06 (m, 2H).

Ejemplo 6

N-(3-Cloro-4-fluorofenil)-N'-hidroxi-4-({2-[(metilsulfonil)amino]etil}amino)-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida

El compuesto del titulo se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 17, Etapa E, usando N'-hidroxi-4-
({2-[(metilsulfonil)amino]etil}amino)-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida y 3-cloro-4-fluoroanilina [Aldrich, producto n°
228583] como materiales de partida. CL-EM para C12H15CIFNgO4S (M+H)*: m/z = 393,0. RMN 'H (400 MHz, DMSO-
ds): 8 11,50 (s, 1H), 8,91 (s, 1H), 7,19 (m, 2H), 6,96 (dd, J = 6,7, 2,5 Hz, 1H), 6,71 (m, 1H), 6,26 (t, J = 6,4 Hz, 1H),
3,32 (m, 2H), 3,13 (q, J = 5,8 Hz, 2H), 2,89 (s, 3H).

Ejemplo 7

4-({3-[(Aminosulfonil)amino]propil}amino)-N-(3-cloro-4-fluorofenil)-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida
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Etapa A: 3-[(Difenilmetilen)amino]propan-1-ol

Ph

Se tratd una disolucion de 3-amino-1-propanol [Aldrich, producto n°® A76400] (2,0 ml, 26 mmoles) en
diclorometano (79 ml) con benzofenonaimina (4,4 ml, 26 mmoles) y se agité a 25 °C durante 16 h. La mezcla de
reaccion se filtré y el filtrado se concentr6 dando el producto deseado (6,3 g, cuantitativo) como un aceite. Este
material se uso sin mas purificacion. CL-EM para C1gH1sNO (M+H)*: m/z = 240,2.

Etapa B: Trifluoroacetato de 3-{4-[(3-aminopropil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-(3-cloro-4-fluorofenil)-1,2,4-oxadiazol-
5(4H)-ona

TEA -
Ho N D=0
HoN o~ -N
7\
N. .-
0

Cl
F

Se traté una disolucion de 3-[(difenilmetilen)amino]propan-1-ol (80 mg, 0,33 mmoles) y trifenilfosfina (93 mg,
0,36 mmoles) en tetrahidrofurano (1 ml) a 0 °C con azodicarboxilato de diisopropilo (75 pl, 0,38 mmoles) gota a gota.
La mezcla de reaccion se agitd a 0 °C durante 15 min, se traté con una disolucion de N-{4-[4-(3-cloro-4-fluorofenil)-5-
oxo0-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-2,2,2-trifluoroacetamida (100 mg, 0,25 mmoles) en
tetrahidrofurano (0,5 ml), y se agit6 a 25 °C durante 16 h. La mezcla de reaccion se traté con acido trifluoroacético (1
ml), se agité a 25 °C durante 3 h y se concentré6 dando un residuo en bruto. Este material se purificé por CL-EM
preparativa dando el producto deseado (18 mg, 15 %). CL-EM para C13H13CIFNgO3 (M+H)*": m/z = 355,1.

Etapa C: 4-({3-[(Aminosulfonil)amino]propil}amino)-N-(3-cloro-4-fluorofenil)-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida

El compuesto deseado se prepar6 segun el procedimiento del Ejemplo 15, Etapa G, usando
trifluoroacetato de 3-{4-[(3-aminopropil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-(3-cloro-4-fluorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5(4 H)-ona
como material de partida con un rendimiento del 34 %. CL-EM para C12H16CIFN;04S (M+H)*: m/z = 408,1. RMN 'H
(400 MHz, DMSO-ds): & 8,90 (s, 1H), 7,20 (dd, J = 9,2, 9,0 Hz, 1H), 6,96 (dd, J = 6,4, 2,7 Hz, 1H), 6,72 - 6,69 (m,
1H), 6,55 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 6,51 (s, 2H), 6,16 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 3,28 - 3,21 (m, 2H), 2,93 - 2,87 (m, 2H), 1,76 - 1,72
(m, 2H).

Ejemplo 8

N-(3-Cloro-4-fluorofenil)-N'-hidroxi-4-({3-[(metilsulfonil)amino]propil}amino)-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida

El compuesto del titulo se preparé segun el procedimiento del Ejemplo 4, Etapa E, usando N'-hidroxi-4-({3-
[(metilsulfonil)amino]propil}amino)-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida [preparada segun el Ejemplo 4, Etapas A a
D] y 3-cloro-4-fluoroanilina [Aldrich, producto n® 228583] como materiales de partida con un rendimiento del 10 %.
CL-EM para C3H17CIFNgO4S (M+H)*: m/z = 407,1RMN 'H (400 MHz, CDs0D): § 7,06 (t, J = 8,9 Hz, 1H), 6,98 (m,
1H), 6,80 (m, 1H), 3,73 (m, 2H), 3,28 (m, 2H), 2,94 (s, 3H), 1,28 (m, 2H).

Ejemplo 9

4-({2-[(Aminosulfonil)amino]etil}amino)-N-[4-fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida

HaN""N
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Etapa A: N-[4-Fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-N'-hidroxi-4-[(2-metoxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida

N..,

MeO’\,N7’8-
\
/ Q’C&

El compuesto deseado se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 13, Etapa A, usando cloruro de N-
hidroxi-4-[(2-metoxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidoilo [preparado segun el Ejemplo 1, Etapas A a E] y 3-
trifluorometil-4-fluoroanilina [Aldrich, producto n® 217778] como materiales de partida con rendimiento cuantitativo.
CL-EM para C13H14FsNsO3 (M+H)*: m/z = 364,0. RMN 'H (400 MHz, CD30D): § 7,15 (m, 2H), 7,08 (m, 1H), 3,60 (t, J
=5,3 Hz, 2H), 3,46 (t, J = 5,3 Hz, 2H), 3,38 (s, 3H).

Etapa B: 4-[4-Fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-3-{4-[(2-metoxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona

El compuesto deseado se prepard segun el procedlmlento del Ejemplo 13, Etapa B, usando N-[4-fluoro-3-
(trifluorometil)fenil]-N'-hidroxi-4-[(2-metoxietil)Jamino]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida como material de partida
con un rendimiento del 79 %. CL-EM para C14H12FsNsO4 (M+H)*: m/z = 390,0. RMN "H (400 MHz, DMSO-ds): & 8,20
(dd, J = 6,3, 2,4 Hz, 1H), 8,03 (m, 1H), 7,76 (t, J = 9,5 Hz, 1H), 6,41 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 3,49 (t, J = 5,5 Hz, 2H), 3,39
(9, J =5,7 Hz, 2H), 3,25 (s, 3H).

MeO ™ _K

Etapa C: 4-[4-Fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-3-{4-[(2-hidroxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona

El compuesto deseado se prepar6 segun el procedlmlento del Ejemplo 13, Etapa C, usando 4-[4-fluoro-3-
(trifluorometil)fenil]-3-{4-[(2-metoxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona como material de
partida con un rendimiento del 99 %. CL-EM para C13H10F4N504 (M+H)*: m/z = 376,0. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds):

§8,22 (m, 1H), 8,05 (m, 1H), 7,76 (t, J =9,9 Hz, 1H), 6,34 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 4,87 (t, J = 5,2 Hz, 1H), 3,56 (9, J = 5,5
Hz, 2H), 3,29 (q, J = 5,7 Hz, 2H).

Etapa D: Metanosulfonato de 2-[(4-{4-[4-fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il}-1,2,5-

oxadiazol-3-il)Jamino]etilo
7{'\2‘ Q_

El compuesto deseado se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 13, Etapa D, usando 4-[4-fluoro-3-
(trifluorometil)fenil]-3-{4-[(2-hidroxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona como material de
partida con un rendimiento del 95 %. CL-EM para C14H12F4N506S (M+H)*: m/z = 454,0. RMN 'H (400 MHz, DMSO-
ds): 8 8,23 (dd, J = 6,5, 2,5 Hz, 1H), 8,06 (m, 1H), 7,76 (t, J =9,6 Hz, 1H), 6,76 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 4,37 (t, /= 5,4 Hz,
2H), 3,60 (q, J = 5,5 Hz, 2H), 3,17 (s, 3H).

MSO—"\/N

Etapa E: 3-{4-[(2-Azidoetil)Jamino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[4-fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-1,2,4-oxadiazol-5(4 H)-ona
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El compuesto deseado se preparé segun el procedimiento del Ejemplo 13, Etapa E, usando
metanosulfonato de 2-[(4-{4-[4-fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il}-1,2,5-oxadiazol-3-
il)amino]etilo como material de partida con un rendimiento del 100 %. CL-EM para C13HoF4NgO3 (M-No+H)*: m/z =
372,8. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): § 8,22 (dd, J = 6,2, 2,4 Hz, 1H), 8,05 (m, 1H), 7,76 (t, J = 9,6 Hz, 1H), 6,75 (t, J
=5,9 Hz, 1H), 3,53 (t, J = 5,9 Hz, 2H), 3,45 (q, J = 5,6 Hz, 2H).

Etapa F: Yodhidrato de 3-{4-[(2-aminoetil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[4-fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-1,2,4-
oxadiazol-5(4H)-ona

N N0
HNTNCR N
N CF3
N-o

El compuesto deseado se prepar6é segun el procedimiento del Ejemplo 13, Etapa F, usando 3-{4-[(2-
azidoetil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[4-fluoro-3-(trifluorometil yfenil]-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona como material de
partida con un rendimiento del 80 %. CL-EM para C13H11F4NsO3 (M+H)*: m/z = 375,0. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds):
58,20 (dd, J = 6,2, 2,4 Hz, 1H), 8,03 (m, 1H), 7,74 (t, J = 9,8 Hz, 1H), 7,10 (s a, 0,4 H), 6,68 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 3,42
(g, J =5,8 Hz, 2H), 2,95 (t, J = 6,5 Hz, 2H).

Etapa G: 4-({2-[(Aminosulfonil)amino]etillamino)-N-[4-fluoro-3-(trifluorometil )fenil]-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida

El compuesto del titulo se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 13, Etapa G, usando yodhidrato de
3-{4-[(2-aminoetil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[4-fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-1,2,4-oxadiazol-5(4 H)-ona como
material de partida con un rendimiento del 55 %. CL-EM para C12H14F4N;04S (M+H)*: m/z = 428,0. RMN 'H (400
MHz, DMSO-ds): & 11,60 (s, 1H), 9,06 (s, 1H), 7,30 (t, J = 10,1 Hz, 1H), 7,14 (dd, J = 6,1, 2,7 Hz, 1H), 7,03 (m, 1H),
6,71 (t, J =5,3 Hz, 1H), 6,58 (s, 2H), 6,23 (t, J = 6,2 Hz, 1H), 3,36 (q, J = 6,5 Hz, 2H), 3,08 (m, 2H).

Ejemplo 10

N-[4-Fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-N'-hidroxi-4-({2-[(metilsulfonil)amino]etil}amino)-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida

El compuesto del titulo se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 17, Etapa E, usando N'-hidroxi-4-
({2-[(metilsulfonil)amino]etil}amino)-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida y  3-trifluorometil-4-fluoroanilina  [Aldrich,
producto n® 217778] como materiales de partida. CL-EM para C13H15FsNeO4S (M+H)*: m/z = 427,0. RMN 'H (400
MHz, DMSO-ds): 6 11,60 (s, 1H), 9,07 (s, 1H), 7,30 (t, J = 10,1 Hz, 1H), 7,18 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 7,13 (dd, J = 6,0, 2,7
Hz, 1H), 7,03 (m, 1H), 6,27 (t, J = 6,3 Hz, 1H), 3,32 (m, 2H), 3,13 (q, J = 6,0 Hz, 2H), 2,89 (s, 3H).

Ejemplo 11

4-({3-[(Aminosulfonil)amino]propil}amino)-N-[4-fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida
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Etapa A: 4-Amino-N'-hidroxi-N-(3-metoxipropil)-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida

N, -N

El compuesto deseado se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 1, Etapa C, usando 3-metoxi-1-
propanamina como material de partida con un rendimiento del 93 %. CL-EM para C7H14NsO3 (M+H)*: m/z = 216,1.

Etapa B: N'-Hidroxi-4-[(3-metoxipropil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida

OWH%(I
g B NH,

~_

El compuesto deseado se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 1, Etapa D, usando 4-amino-N'-
hidroxi-N-(3-metoxipropil)-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida como material de partida con un rendimiento del 72 %.
CL-EM para C7H14N503 (M+H)*: m/z = 216,1. RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds): & 10,4 (s, 1H), 6,21 - 6,13 (m, 3 H),
3,37 (t, J =6,1 Hz, 2H), 3,28 - 3,21 (m, 5 H), 1,82 - 1,74 (m, 2H).

Etapa C: Cloruro de N-hidroxi-4-[(3-metoxipropil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidoilo
~OH
oo
/A
N, N
[e)
El compuesto deseado se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 1, Etapa E, usando N'-hidroxi-4-[(3-
metoxipropil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida como material de partida con rendimiento cuantitativo. CL-

EM para C7H12CIN4O3 (M+H)*: m/z = 235,1.

Etapa D: N-[4-Fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-N’-hidroxi4-[(3-metoxipropil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida
' ~OH F
. I
/0\/\/’\'7_8\
N, N
O

El compuesto deseado se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 1, etapa F, usando cloruro de N-
hidroxi-4-[(3-metoxipropil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidoilo y 4-fluoro-3-(trifluorometil)bencenoamina como
materiales de partida con un rendimiento del 87 %. CL-EM para C14H16F4NsO3 (M+H)*: m/z = 378,1. RMN 'H (400
MHz, DMSO-ds): 6 11,5 (s, 1H), 9,05 (s, 1H), 7,30 (dd, J = 10,0,9,6 Hz, 1H), 7,13 - 7,11 (m, 1H), 7,05 - 7,00 (m, 1H),
6,22 (t, J =5,7 Hz, 1H), 3,35 - 3,32 (m, 2H), 3,25 - 3,19 (m, 5 H), 1,79 - 1,72 (m, 2H).

Etapa E: 4-[4-Fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-3-{4-[(3-metoxipropil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-

ona
-0
H N =0
/0\/\/N7,_\(LN>=
N. .N
O

F

CF5

El compuesto deseado se preparé segun el procedimiento del Ejemplo 1, Etapa G, usando N-[4-fluoro-3-
(trifluorometil)fenil]-N'-hidroxi-4-[(3-metoxipropil)Jamino]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida como material de partida
con rendimiento cuantitativo. CL-EM para C1sH14F4sNsO4 (M+H)*: m/z = 404,0.
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Etapa F: 4-[4-Fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-3-{4-[(3-hidroxipropil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-

ona
.
HO\/\/N\]—)\N ©
N. N
0

F

CF3

El compuesto deseado se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 3, Etapa D, usando 4-[4-fluoro-3-
(trifluorometil)fenil]-3-{4-[(3-metoxipropilJamino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona como material de
partida con un rendimiento del 97 %. CL-EM para C14H12FsNsO4(M+H)*: m/z = 390,0. RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds):
8 8,20 (dd, J =6,4,2,6 Hz, 1H), 8,06 - 8,01 (m, 1H), 7,75 (dd, J = 10,0, 9,4 Hz, 1H), 6,53 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 4,59 (t, J
=5,0 Hz, 1H), 3,51 - 3,42 (m, 2H), 3,32 - 3,26 (m, 2H), 1,73 - 1,68 (m, 2H).

Etapa G: 3-{4-[(3-Azidopropil)Jamino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[4-fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona

-0
Hoo Y=o
Na\/\/N}I_\(LN>=
' N. .N
0]
CF;
F

El compuesto deseado se preparé segun el procedimiento del Ejemplo 3, etapa E, usando 4-[4-fluoro-3-
(trifluorometil)fenil]-3-{4-[(3-hidroxipropil)Jamino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona como material de
partida con rendimiento cuantitativo. CL-EM para C14H1oF4NsO3sNa(M+Na)*: m/z = 437,0.

Etapa H: Yodhidrato de 3-{4-[(3-aminopropil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[4-fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-1,2,4-
oxadiazol-5(4H)-ona

HI )
g o=
HzN\/\/N7__HI\L ©
. i\
-~ ’N
Q
CF,

F

El compuesto deseado se preparé segun el procedimiento del Ejemplo 3, etapa F, usando 3-{4-[(3-
azidopropil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[4-fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona como material de
partida con un rendimiento del 81 %. CL-EM para C14H13FsNsO3(M+H)*: m/z = 389,1. RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds):
58,18 (dd, J = 6,4, 2,3 Hz, 1H), 8,06 - 8,01 (m, 1H), 7,72 (dd, J = 9,7, 9,4 Hz, 1H), 7,34 (s a, 2H), 6,71 (s a, 1H), 2,78
- 2,73 (m, 2H), 1,85 - 1,75 (m, 2H).

Etapa I 4-({3-[(Aminosulfonil)amino]propil}amino)-N-[4-fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida

El compuesto deseado se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 15, Etapa G, usando yodhidrato de
3-{4-[(3-aminopropil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[4-fluoro-3-(trifluorometil )fenil]-1,2,4-oxadiazol-5(4 H)-ona como
material de partida con un rendimiento del 60 %. CL-EM para C13H1sF4sN;04S (M+H)*: m/z = 442,0. RMN 'H (300
MHz, DMSO-ds): 8 11,6 (s, 1H), 9,08 (s, 1H), 7,31 (dd, J = 10,0, 9,4 Hz, 1H), 7,13 (dd, J = 6,4, 2,9 Hz, 1H), 7,05 -
6,99 (m, 1H), 6,58 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 6,52 (s, 2H), 6,17 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 3,28 - 3,21 (m, 2H), 2,94 - 2,87 (m, 2H),
1,79-1,72 (m, 2H).

Ejemplo 12

N-[4-Fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-N'-hidroxi-4-({3-[(metilsulfonil)amino]propil}amino)-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida
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o0 N. N
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~OH F

s CEX
\’N\/\"N#N CF
S (A H 3

El compuesto deseado se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 16 usando yodhidrato de 3-{4-[(3-
aminopropil)aminol-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[4-fluoro-3-(trifluorometil )fenil]-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona como material de
partida con un rendimiento del 70 %. CL-EM para C14H17F4NeO4S (M+H)*: m/z = 441,1. RMN 'H (400 MHz, DMSO-
ds): 8 11,6 (s, 1H), 9,07 (s, 1H), 7,30 (dd, J = 10,0, 9,6 Hz, 1H), 7,13 (dd, J = 6,2, 2,5 Hz, 1H), 7,05 - 7,02 (m, 2H),
6,19 (t, J =5,8 Hz, 1H), 3,27 - 3,21 (m, 2H), 2,99 - 2,94 (m, 2H), 2,87 (s, 3 H), 1,76 - 1,72 (m, 2H).

Ejemplo 13

4-({2-[(Aminosulfonil)amino]etil}amino)-N'-hidroxi-N-[3-(trifluorometil)fenil]-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida

0 ¥
HaN™ =
F
N
N <‘ > | F
N\O

Etapa A: N'-hidroxi-4-[(2-metoxietil)amino]-N-[3-(trifluorometil )fenil]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida

CH
Nf
)‘-Q\'NH
F
Y F
Se agitd cloruro de N-hidroxi-4-[(2-metoxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidoilo (1,3 g, 5,0 mmoles)
[preparado segun el Ejemplo 1, Etapas A a E] en agua (10 ml) y se calent6 a 60 °C durante 5 minutos. Se afiadio 3-
(trifluorometil)anilina [Aldrich, producto n°® A41801] (880 mg, 5,5 mmoles) en una porcién y la reaccion se agitd
durante 15 minutos. Mientras que permanecia a 60 °C, se afiadié gota a gota una disolucion de bicarbonato sédico
(630 mg, 7,5 mmoles) en agua (10 ml) durante 5 minutos. La reacciéon se agité a 60 °C durante 50 minutos
adicionales, y a continuacion se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se afiadieron acetato de etilo (20 ml) y
salmuera (30 ml) al matraz y se recogi6 la fase organica. La fase acuosa se extrajo con acetato de etilo (2 x 20 ml) y
los extractos organicos combinados se secaron sobre sulfato de sodio. El disolvente se elimind a vacio dando el
producto deseado como un sélido naranja (1,4 g, 80 %). CL-EM calculada para C13H15F3NsO3 (M+H)*: m/z = 346,1.
RMN 'H (400 MHz, CD3;OD): § 7,36 (t, J = 8,2 Hz, 1H), 7,23 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 7,09 (s, 1H), 7,02 (d, J = 8,2 Hz, 1H),
3,60 (t, J =5,2 Hz, 2H), 3,46 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 3,38 (s, 3H).

AN
0N

Etapa B: 3-{4-[(2-Metoxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[ 3-(trifluorometil)fenil]-1,2,4-oxadiazol-5(4 H)-ona

N
?_%N
R 7
N. N F
© F

Se disolvieron N*-hidroxi-4-[(2-metoxietil)amino]-N-[3-(triffuorometil)fenil]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida
(1,4 g, 3,80 mmoles) y 1,1'-carbonildiimidazol (1,16 g, 7,16 mmoles) en acetato de etilo (20 ml). La mezcla de
reaccion se calent6é a 70 °C durante 40 minutos. Se afiadié 1,1'-carbonildiimidazol adicional (0,26 g, 1,16 mmoles).
Después de agitar a 70 °C durante otros 50 minutos, la reaccién se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se afadio
acetato de etilo (20 ml) y la reaccion en bruto se lavdé con HCI 1 N en agua (2 x 20 ml). Se afadié salmuera para
ayudar en la separacion del primer lavado. La fase organica se secé sobre sulfato de sodio y se concentré a vacio.
La purificacion por cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice con un eluyente de acetato de etilo en hexanos dio
el producto deseado (1,3 g, 90 %). CL-EM calculada para C14sH13F3NsO4 (M+H)*: m/z = 372,0. RMN 'H (400 MHz,
DMSO-dée): 6 8,07 (s, 1H), 7,92 (m, 2H), 7,79 (t, J = 8,1 Hz, 1H), 6,42 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 3,47 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 3,38
(g, J =5,0 Hz, 2H), 3,24 (s, 3H).

\
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Etapa C: 3-{4-[(2-Hidroxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il)-4-[3-(trifluorometil )fenil]-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona

240

En un matraz redondo bajo atmédsfera de nitrogeno se agité 3-{4-[(2-metoxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-
4-[3-(trifluorometil)fenil]-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona (1,3 g, 3,6 mmoles) en diclorometano (11 ml). La temperatura se
llevé a -78 °C y se afiadié gota a gota una disolucion de tribromuro de boro 1,0 M en diclorometano (7,9 ml, 7,9
mmoles) durante 15 minutos. La reacciéon se calentdé a temperatura ambiente durante 45 minutos y continué
agitandose a temperatura ambiente durante 45 minutos adicionales. La reaccion se enfrié a 0 °C y se afiadié gota a
gota una disolucion saturada de bicarbonato sédico en agua (25 ml) durante 15 minutos. Después de calentar hasta
temperatura ambiente, se afiadieron acetato de etilo (10 ml) y agua (10 ml) al matraz. La fase organica se recogio y
la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo (2 x 20 ml). Después de secar las fases organicas combinadas sobre
sulfato de sodio, el disolvente se eliminé a vacio dando el producto deseado (1,0 g, 81 %). CL-EM calculada para
C13H11F3N504 (M+H)*: m/z = 358,0. RMN "H (400 MHz, DMSO-ds): 8 8,08 (s, 1H), 7,93 (t, J = 8,2 Hz, 2H), 7,79 (t, J =
8,2 Hz, 1H), 6,35 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 4,86 (s a, 1H), 3,55 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 3,28 (m, 2H).

HO™_H

Etapa D: Metanosulfonato de 2-[(4-{5-oxo0-4-[3-(trifluorometil)fenil]-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il}-1,2,5-oxadiazol-3-
ilJamino]etilo

Q\ /O

0’\,N7’__\8‘ @

A una disolucién de 3-{4-[(2-hidroxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[3-(trifluorometil)fenil]-1,2,4-oxadiazol-
5(4H)-ona (1,0 g, 2,9 mmoles) en acetato de etilo (8,5 ml) se afadiod cloruro de metanosulfonilo (0,29 ml, 3,7
mmoles) en una porcidn. La reaccion se agitdé durante 5 minutos y se afiadié trietilamina (0,52 ml, 3,7 mmoles),
también en una porcion. Después de agitar durante 10 minutos adicionales, la reaccion se inactivd con la adicion de
agua (5 ml). El producto se extrajo con acetato de etilo (2 x 5 ml), se sec6 sobre sulfato de sodio y se concentré a
vacio dando el producto deseado (1,2 g, 99 %). CL-EM calculada para C14H13F3N506S (M+H)*: m/z = 436,0. RMN 'H
(400 MHz, DMSO-dg): 6 8,10 (s, 1H), 7,92 (m, 2H), 7,80 (t, J = 8,2 Hz, 1H), 6,77 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 4,36 (t, J = 5,5
Hz, 2H), 3,58 (m, 2H), 3,17 (s, 3H).

Etapa E: 3-{4-[(2-Azidoetil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[3-(trifluorometil )fenil]-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona
fO\F_O
N

H N

N

W{@ "| ]
N\o-’

F

\‘Nt
N

Se disolvié metanosulfonato de 2-[(4-{5-oxo-4-[3-(trifluorometil)fenil]-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il}-1,2,5-
oxadiazol-3-il)amino]etilo (1,2 g, 2,9 mmoles) en N,N-dimetilformamida (2,7 ml). Después de afadir azida de sodio
(280 mg, 4,3 mmoles) en una porcion, la temperatura se llevé a 65 °C y la reaccion se agitdé durante 6 horas.
Después de enfriarse de nuevo hasta temperatura ambiente, se afadié agua (10 ml) para extinguir la reaccion. El
producto se extrajo con acetato de etilo (3x10 ml) y las fases organicas combinadas se secaron sobre sulfato de
sodio. El disolvente se eliminé a vacio dando el producto deseado (1,05 g, 96 %). CL-EM calculada para
C13H10F3NsO3 (M-Np+H)*: m/z = 355,0. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): & 8,09 (s, 1H), 7,93 (m, 2H), 7,79 (t, J = 8,2
Hz, 1H), 6,75 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 3,52 (t, J = 5,7 Hz, 2H), 3,44 (q, J = 5,5 Hz, 2H).

Etapa F: Yodhidrato de 3-{4-[(2-aminoetil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[3-(trifluorometil)fenil]-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-
ona

N,o o
A 'K\N
Hi \If \ i
N. N F
0 F
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A una disolucién de 3-{4-[(2-azidoetil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[3-(trifluorometil)fenil]-1,2,4-oxadiazol-
5(4H)-ona (1,05 g, 2,8 mmoles) en metanol (12 ml) se afiadié yoduro de sodio (2,5 g, 17 mmoles). Después de agitar
durante 10 minutos, se afadid gota a gota una disolucion de clorotrimetilsilano (2,1 ml, 17 mmoles) en metanol (1,41
ml) durante 15 minutos. La reacciéon continué agitdndose durante 40 minutos y a continuacion se afiadid una
disolucion de tiosulfato de sodio (2,7 g, 17 mmoles) en agua (12,5 ml) en una porcidn. Precipité un sélido beis tras la
adicioén de la disolucion de tiosulfato de sodio y se recogio por filtracion a vacio. El sélido se aclaré con agua (2 x 10
ml) y se seco a vacio durante la noche dando el producto deseado. También habia precipitado un sélido del filtrado y
se recogio6 por filtracion a vacio. Después de lavar con agua (3x10 ml) en el embudo, el producto se secé durante la
noche a vacio. El solido se lavé en suspension con acetato de etilo (3,8 ml) durante 1 hora y se recogié por filtracion.
Después de aclarar con acetato de etilo (2 x 2 ml) y secar durante la noche, se obtuvo producto adicional. En total,
se obtuvieron 760 mg de producto deseado (57 %) como la sal de yodhidrato. CL-EM calculada para C13H12F3NgO3
(M+H)*: m/z = 357,1. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): § 8,10 (s, 1H), 7,95 (m, 2H), 7,81 (t, J = 8,1 Hz, 1H), 7,68 (s a,
2H), 6,74 (t, J = 6,7 Hz, 1H), 3,49 (m, 2H), 3,03 (t, J = 6,7 Hz, 2H).

Etapa G: 4-({2-[(Aminosulfonil)amino]etil}amino)-N*-hidroxi-N-[3-(trifluorometil )fenil]-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida

A una disolucién de isocianato de clorosulfonilo (9,2 ul, 0,11 mmoles) en diclorometano (0,24 ml), a0 °Cy
bajo una atmésfera de nitrégeno, se afadié de alcohol terc-butilico (10 pl, 0,11 mmoles) en un modo gota a gota. La
disolucion se dejé con agitacion a temperatura ambiente durante 1 hora para obtener una disolucién de
[clorosulfonillcarbamato de terc-butilo. En un matraz separado se suspendié yodhidrato de 3-{4-[(2-aminoetil)amino]-
1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[3-(trifluorometil)fenil]-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona (26 mg, 0,053 mmoles) en diclorometano (0,5
ml). Se estableci6 una atmdsfera de nitrégeno y la temperatura se llevd a 0 °C. La disolucién de
[clorosulfonillcarbamato de terc-butilo (preparada como antes) se afiadié durante 5 minutos a la suspension agitada
de la sal de amina. Después de 10 minutos, se afiadié gota a gota trietilamina (37 pl, 0,27 mmoles). La mezcla de
reaccion se agité a temperatura ambiente durante 1,5 horas. Después de concentrar a vacio, el residuo se traté con
4cido trifluoroacético (0,5 ml, 6 mmoles). Este se agité durante 1 hora y la mezcla se concentré de nuevo a
sequedad a vacio. Los sdlidos secados se suspendieron en metanol (0,5 ml) y se afiadié NaOH 2,0 N en agua (0,53
ml, 1,1 mmoles) en una porcién. La reaccion se calenté a 45 °C y se agité durante 30 minutos. Después de la
neutralizacion con acido acético (60 pl, 1,1 mmoles), el producto se purificé por CL-EM preparativa dando el
producto deseado (8,5 mg, 39 %). CL-EM calculada para Ci2H1sF3N704S (M+H)*: m/z = 410,0. RMN 'H (400 MHz,
CDs;0OD): 67,36 (t, J= 7,8 Hz, 1H), 7,23 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,10 (s, 1H), 7,03 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 3,48 (m, 2H), 3,29
(m, 2H).

Ejemplo 14

N'-Hidroxi-4-({2-[(metilsulfonil)Jamino]etil}amino)-N-[3-(trifluorometil)fenil]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida

El compuesto del titulo se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 17, Etapa E, usando N'-hidroxi-4-
({2-[(metilsulfonil)amino]etil}amino)-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida y 3-trifluorometilanilina [Aldrich, producto n°
A41801] como materiales de partida. CL-EM para C13H16F3Ns04S (M+H)*: m/z = 409,1. RMN 'H (500 MHz, DMSO-
ds): 8 11,63 (s, 1H), 9,08 (s, 1H), 7,39 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 7,21 (m, 2H), 7,10 (s, 1H), 6,99 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 6,28 (t,
J =5,4 Hz, 1H), 3,36 (q, J =5,8 Hz, 2H), 3,17 (q, J = 5,8 Hz, 2H), 2,91 (s, 3H).

Ejemplo 15

4-({3-[(Aminosulfonil)amino]propil}amino)-N"-hidroxi-N-[3-(trifluorometil)fenil]-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida

HZN\ 1N\/\/N7_8\ /©\

I; \\

Etapa A: 3-(4-Amino-1,2,5-oxadiazol-3-il)-4-[3-(trifluorometil)fenil]-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona

H=o
Hsz_(IJ\LN
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Q\CF3
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El compuesto deseado se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 5, Etapa A, usando 4-amino-N'-
hidroxi-N-[3-(trifluorometil)fenil]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida [véase la publicacion de solicitud de patente de
EE.UU. n°® 2006/0258719] como material de partida con un rendimiento del 97 %. CL-EM para C11H7F3NsO3 (M+H)*:
m/z =314,1.

Etapa B: 2,2,2-Trifluoro-N-(4-{5-ox0-4-[3-(trifluorometil)fenil]-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il}-1,2,5-oxadiazol-3-

il)acetamida
T
F3C N)_(L
T N
O N..N
&)

El compuesto deseado se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 5, Etapa B, usando 3-(4-amino-
1,2,5-oxadiazol-3-il)-4-[3-(trifluorometilfenil]-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona como material de partida con un rendimiento
del 90 %. CL-EM para C13HgFsNsO04 (M+H)*: m/z = 410,0. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): 6 7,91 - 7,88 (m, 2H), 7,76 -
7,69 (m, 2H).

Etapa C: 3-{4-[(3-Metoxipropil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[3-(trifluorometil)fenil]-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona

T
/OWNT(\N
No N
O

QCF;,

El compuesto deseado se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 3, Etapa C, usando 2,2,2-trifluoro-
N-(4-{5-ox0-4-[3-(trifluorometil)fenil]-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il}-1,2,5-oxadiazol-3-il)acetamida como material de
partida con un rendimiento del 49 %. CL-EM para C1sH1sFsNsO4(M+H)*: m/z = 386,1. RMN 'H (300 MHz, CDCls): &
7,83 (d, J =8,1 Hz, 1H), 7,72 - 7,67 (m, 2H), 7,59 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 6,08 - 6,04 (m, 1H), 3,57 (t, J = 5,6 Hz, 2H),
3,54 - 3,47 (m, 2H), 3,40 (s, 3 H), 2,01 - 1,93 (m, 2H).

Etapa D: 3-{4-[(3-Hidroxipropil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[3-(trifluorometil)fenil]-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona

H 'O>=0
HO\/\/”JN
7\
N. .N
o)

Oher,

El compuesto deseado se preparé segun el procedimiento del Ejemplo 3, Etapa D, usando 3-{4-[(3-
metoxipropil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[3-(trifluorometil )fenil]-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona como material de partida
con un rendimiento del 69 %. CL-EM para C14H13F3NsO4 (M+H)*: m/z = 372,1. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): § 8,07
(s, 1H), 7,95 - 7,90 (m, 2H), 7,79 (dd, J = 7,9, 7,9 Hz, 1H), 6,55 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 4,59 (t, J = 5,1 Hz, 1H), 3,47 -
3,42 (m, 2H), 3,30 - 3,25 (m, 2H), 1,72 - 1,65 (m, 2H).

Etapa E: 3-{4-[(3-Azidopropil)Jamino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[3-(trifluorometil)fenil]-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona

-0
N
H | Q
Na\/\/N)_\(LN>=
N. .N
[#)

QCFa

El compuesto deseado se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 3, Etapa E, usando 3-{4-[(3-
hidroxipropil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[3-(trifluorometil)fenil]-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona como material de partida
con un rendimiento del 92 %. CL-EM para C14H11F3NgO3Na (M+Na)*: m/z = 419,0.

Etapa F: Yodhidrato de 3-{4-[(3-aminopropil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[3-(trifluorometil)fenil]-1,2,4-oxadiazol-
5(4H)-ona
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Hl
HzN\/\/N\,_(Lg

El compuesto deseado se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 3, Etapa F, usando 3-{4-[(3-
azidopropil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[3-(trifluorometil )fenil]-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona como material de partida
con un rendimiento del 92 %. CL-EM para C14H14F3NgO3 (M+H)*: m/z = 371,1. RMN "H (400 MHz, DMSO-ds): § 8,09
(s, 1H), 7,96 - 7,92 (m, 2H), 7,80 (dd, J = 8,0, 7,8 Hz, 1H), 7,53 (s a, 2H), 6,70 - 6,65 (m, 1H), 4,10 (s a, 1H), 3,32 -
3,31 (m, 2H), 2,81 -2,78 (m, 2H), 1,85 - 1,82 (m, 2H).

Etapa G: 4-({3-[(Aminosulfonil)amino]propil}amino)-N'-hidroxi-N-[3-(trifluorometil )fenil]-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida

Se calentd una disolucion de yodhidrato de 3-{4-[(3-aminopropil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[3-
(trifluorometil)fenil]-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona (1,5 g, 3,0 mmoles) y sulfamida (1,7 g, 18 mmoles) en piridina (60 ml)
en un microondas a 130 °C durante 10 min. Se concentré la mezcla de reaccién dando el producto intermedio en
bruto N-{3-[(4-{5-0x0-4-[3-(trifluorometil)fenil]-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il} -1,2,5-oxadiazol-3-
illamino]propil}sulfamida. Se traté una disolucién del producto intermedio en bruto en metanol (90 ml) con NaOH 2 N
(12 ml, 24 mmoles) y se agité6 a 25 °C durante 30 min. La mezcla de reaccion se traté con HCl 6 M hasta que la
disolucion fue acida y se extrajo con acetato de etilo (250 ml). La fase organica se lavé con agua (100 ml) y salmuera
(100 ml), se seco sobre sulfato de sodio anhidro, se filtrd y se concentré dando un residuo en bruto. Este material se
purificé por CL-EM preparativa dando el producto deseado (1,1 g, 82 %) como un sélido gomoso. CL-EM para
C13H17F3N704S (M+H)*: m/z = 424,0. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): § 11,6 (s, 1H), 9,12 (s, 1H), 7,37 (dd, J = 8,0,
8,0 Hz, 1H), 7,21 - 7,18 (m, 1H), 7,07 (s, 1H), 6,95 (d, J = 10,0 Hz, 1H), 6,52 (s a, 3 H), 6,17 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 3,28 -
3,22 (m, 2H), 2,93 - 2,89 (m, 2H), 1,77 - 1,73 (m, 2H).

Ejemplo 16

N"-Hidroxi-4-({3-[(metilsulfonil)Jamino]propil}amino)-N-[3-(trifluorometil)fenil]-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida

~OH
N ! /@\
\.'S’ ~N 7_(l\N CF,
A\ U H
00

Se traté una disolucion de yodhidrato de 3-{4-[(3-aminopropil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[3-
(trifluorometil)fenil]-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona (del Ejemplo 15, Etapa F; 25 mg, 50 ymoles) en diclorometano (1 ml)
con trietilamina (17 pl, 0,12 mmoles) y cloruro de metanosulfonilo (6 ul, 70 pymoles) y se agité a 25 °C durante 2 h. Se
concentré la mezcla de reaccion dando el producto intermedio, N-{3-[(4-{5-ox0-4-[3-(trifluorometil)fenil]-4,5-dihidro-
1,2,4-oxadiazol-3-il}-1,2,5-oxadiazol-3-il)amino]propil}metanosulfonamida, como un residuo en bruto que se usé sin
mas purificacion. Se tratd una disolucion del producto intermedio en bruto en metanol (1 ml) con NaOH 2 N (0,25 ml,
0,5 mmoles) y se agité a 25 °C durante 30 min. La mezcla de reaccion se tratd con acido acético (50 pl, 0,9 mmoles),
se filtré y se purificd por CL-EM preparativa dando el producto deseado (13 mg, 65 %) como un sélido. CL-EM para
C14H15F3Ns04S (M+H)*: m/z = 423,1. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): § 11,6 (s, 1H), 9,11 (s, 1H), 7,37 (dd, J = 8,0,
8,0 Hz, 1H), 7,20 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,07 - 7,01 (m, 2H), 6,96 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,20 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 3,27 - 3,22
(m, 2H), 2,99 - 2,94 (m, 2H), 2,87 (s, 3 H), 1,78 - 1,71 (m, 2H).

Ejemplo 17

N-(4-Fluoro-3-metilfenil)-N'-hidroxi-4-({2-[(metilsulfonil)amino]etil}amino)-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida

o
i 7}
R Q
N\,
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Etapa A: {2-[(Metilsulfonil)amino]etil}carbamato de terc-butilo

Se agitd N-(2-aminoetil)(terc-butoxi)carboxamida (17,5 ml, 0,11 moles) [Alfa, n° L19947] en diclorometano
(320 ml) y se afiadi¢ trietilamina (33 ml, 0,24 moles). Se afiadi6é una disolucion de cloruro de metanosulfonilo (8,5 ml,
0,11 moles) en diclorometano (10 ml). La mezcla resultante se agitdé durante 1 hora y se afnadié agua (30 ml). El
producto se extrajo con diclorometano (3 x 30 ml), se seco sobre sulfato de sodio y se concentré a vacio dando el
producto deseado (21 g, 81 %). CL-EM calculada para C3H11NO2S (M-Boc+H)*": m/z = 139,1.

Etapa B: Diclorhidrato de N-(2-Aminoetil)metanosulfonamida

/  2Hal
HN—ﬁ;‘:O

o

H,N

Se agitd {2-[(metilsulfonil)amino]etil}carbamato de terc-butilo (21 g, 88 mmoles) en una disolucion de cloruro
de hidrégeno 4 N en 1,4-dioxano (97 ml, 388 mmoles) durante 30 minutos. La trituraciéon con acetato de etilo y
hexanos seguido de éter dietilico y hexanos dio el compuesto deseado como una goma (19 g, 100 %). CL-EM
calculada para C3H11N202S (M+H)*: m/z = 139,0.

Etapa C: 4-Amino-N"-hidroxi-N-{2-[(metilsulfonil)amino]etil}-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida
;OH H
Ny 7
HZN}INH
R

N‘O'N

Se agitd cloruro de 4-amino-N-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidoilo (9,7 g, 60 mmoles) en etanol (460
ml) y se afiadio diclorhidrato de N-(2-aminoetil)metanosulfonamida (19 g, 109 mmoles) lentamente en porciones y la
temperatura subié a 25 °C. Después de enfriarse de nuevo a 0 °C, se afiadié gota a gota trietilamina (53 ml, 380
mmoles) durante 15 minutos y la reaccion se agitd durante 15 minutos adicionales. La disolucién se lavo con agua
(300 ml) y salmuera (300 ml). La fase organica se secé sobre sulfato de sodio y se concentré a vacio dando el
producto deseado (16 g, 100 %). CL-EM calculada para CsH13NsO4S (M+H)*: m/z = 265,1. RMN 'H (400 MHz,
DMSO-ds): 6 10,16 (s, 1H), 9,07 (m, 1H), 7,18 (m, 1H), 6,37 (s, 2H), 3,36 (m, 2H), 3,15 (m, 2H), 2,87 (s, 3H).

/
N—ﬁ—‘.o
o

Etapa D: N*-Hidroxi-4-({2-[(metilsulfonil)amino]etil}amino)-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida

OH
Q0
—S. b N
NCR )’_X‘NHz
[
N. N

o

Se agité 4-amino-N'-hidroxi-N-{2-[(metilsulfonil)amino]etil}-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida (0,47 g, 1,8
mmoles) en 1,2-etanodiol (38 ml). Se afiadié hidroxido potasico (600 g, 11 mmoles) en una porcién. La reaccion se
calent6 a 130 °C durante 4 horas y se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se afadié disolucion de HCI 1 N (60 ml)
y el producto se extrajo con acetato de etilo (4 x 40 ml). Los extractos organicos combinados se secaron sobre
sulfato de sodio y se concentraron a vacio dando el producto deseado (0,45 g, 96 %). CL-EM calculada para
CeH12N6O4S (M+H)*: m/z = 265,1. RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg): 5 10,49 (s, 1H), 7,18 (m, 1H), 6,20 (m, 3H), 3,36
(m, 2H), 3,15 (m, 2H), 2,87 (s, 3H).

Etapa E: N-(4-Fluoro-3-metilfenil)-N'-hidroxi-4-({2-[(metilsulfonil)Jamino]etil}amino)-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida
Se agitd N'-hidroxi-4-({2-[(metilsulfonil)amino]etil}amino)-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida (35 mg, 0,13

mmoles) en 1,4-dioxano (2 ml) y se afiadié disolucién de cloruro de hidrogeno 6 N (4 ml). La disolucién se enfrié a 0
°C y se afadi6é lentamente una disolucion de nitrito de sodio (11 mg, 0,16 mmoles) en agua (3 ml). La mezcla se
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agitoé durante 1 hora a 0 °C y se evaporé. Se afiadio 1,4-dioxano seco (2 ml) y la mezcla se evaporé dos veces mas.
Se afadio una disolucion de 4-fluoro-3-metilanilina [Aldrich, producto n°® 559415] (25 mg, 0,20 mmoles) en etanol (2
ml) y la mezcla se agitdé durante 1 hora. La purificacion por CL-EM preparativa (pH 2) dio el compuesto deseado (17
mg, 27 %). CL-EM calculada para C13H1sFNgO4S (M+H)*: m/z = 373,1. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): & 11,25 (s,
1H), 8,61 (s, 1H), 7,18 (m, 1H), 6,91 (m, 1H), 6,72 (m, 1H), 6,58 (m, 1H), 6,24 (s, 1H), 3,32 (m, 2H), 3,11 (m, 2H),
2,89 (s, 3H), 2,05 (s, 3H).

Ejemplo 18

4-({2-[(Aminosulfonil)amino]etil}amino)-N-(3-ciano-4-fluorofenil)-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida

’,OH
w0
HzN S\ H N\
N
H’\-‘N%NH
7 N
N\O’N CN

Etapa A: N-(3-Ciano-4-fluorofenil)-N'-hidroxi-4-[(2-metoxietil)Jamino]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida

“OH

N,
MeO’\',N)j H
7

N CN
N..O

F

El compuesto deseado se prepar6 segun el procedimiento del Ejemplo 13, Etapa A, usando cloruro de N-
hidroxi-4-[(2-metoxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidoilo [preparado segun el Ejemplo 1, Etapas A a E] y 5-
amino-2-fluorobenzonitrilo [Aldrich, producto n°® 639877] como materiales de partida con un rendimiento del 100 %.
CL-EM para C43H14FNsO3(M+H)*: m/z = 321,0.

Etapa B: 2-Fluoro-5-[3-{4-[(2-metoxietil)Jamino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-5-ox0-1,2,4-oxadiazol-4(5H)-illbenzonitrilo

-

El compuesto deseado se preparé segun el procedlmlento del Ejemplo 13, Etapa B, usando N-(3-ciano-4-
fluorofenil)-N'-hidroxi-4-[(2-metoxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida como material de partida con un
rendimiento del 91 %. CL-EM para C14H12FNgO4 (M+H)*: m/z = 347,0. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): § 8,25 (dd, J =
5,7, 2,6 Hz, 1H), 8,06 (m, 1H), 7,77 (t, J = 9,2 Hz, 1H), 6,41 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 3,48 (m, 2H), 3,40 (q, J = 5,4 Hz, 2H),
3,25 (s, 3H).

MeO™__.N

Etapa C: 2-Fluoro-5-[3-{4-[(2-hidroxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-5-0x0-1,2,4-oxadiazol-4(5H)-il]benzonitrilo

Ho\__H

,O\FO

El compuesto deseado se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 13, Etapa C, usando 2-fluoro-5-[3-
{4-[(2-metoxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-5-ox0-1,2,4-oxadiazol-4(5H)-illbenzonitrilo como material de partida con
rendimiento cuantitativo. CL-EM para C13H10FNgO4 (M+H)*: m/z = 333,0.

Etapa D: Metanosulfonato de 2-({4-[4-(3-ciano-4-fluorofenil)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il]-1,2,5-oxadiazol-3-
ilfamino)etilo
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El compuesto deseado se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 13, Etapa D, usando 2-fluoro-5-[3-
{4-[(2-hidroxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-5-0x0-1,2,4-oxadiazol-4(5H)-illbenzonitrilo como material de partida con
un rendimiento del 88 %. CL-EM para C14H12FNgOsS (M+H)*: m/z = 411,0.

Etapa E: 5-[3-{4-[(2-Azidoetil)Jamino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-5-0x0-1,2,4-oxadiazol-4(5H)-il]-2-fluorobenzonitrilo

-

El compuesto deseado se prepar6 segun el procedimiento del Ejemplo 13, Etapa E, usando
metanosulfonato de 2-({4-[4-(3-ciano-4-fluorofenil)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il]-1,2,5-oxadiazol-3-
ilfamino)etilo como material de partida con un rendimiento del 95 %.

NI\

Etapa F: Yodhidrato de 5-[3-{4-[(2-aminoetil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-5-0x0-1,2,4-oxadiazol-4(5H)-il]-2-

fluorobenzonitrilo

El compuesto deseado se preparé segun el procedimiento del Ejemplo 13, Etapa F, usando 5-[3-{4-[(2-
azidoetil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-5-ox0-1,2,4-oxadiazol-4(5H)-il]-2-fluorobenzonitrilo como material de partida con
un rendimiento del 57 %. CL-EM para C13H11FN7O3 (M+H)*: m/z = 332,0. RMN "H (400 MHz, DMSO-ds): § 8,29 (dd,
J=5,8, 2,7 Hz, 1H), 8,09 (m, 1H), 7,83 (s a, 3 H), 7,79 (t, J = 9,0 Hz, 1H), 6,77 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 3,50 (q, J = 6,4 Hz,
2H), 3,04 (m, 2H).

HZN’\—N

Etapa G: 4-({2-[(Aminosulfonil)amino]etil}amino)-N-(3-ciano-4-fluorofenil)-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida

En un vial de microondas, se suspendieron yodhidrato de 5-[3-{4-[(2-aminoetil)lamino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-
5-ox0-1,2,4-oxadiazol-4(5H)-il]-2-fluorobenzonitrilo (20,0 mg, 0,044 mmoles) y sulfamida (25 mg, 0,26 mmoles) en
piridina (0,5 ml). La reaccion se calent6é a 120 °C durante 10 minutos en un reactor de microondas. El disolvente se
elimino y el residuo se disolvié en metanol (0,17 ml). Se afiadié una disolucion de NaOH 2,0 N en agua (0,22 ml,
0,44 mmoles) en una porcion. La reaccion se agité a temperatura ambiente durante la noche. Después de la
neutralizacion con acido acético (50 pl), el producto se purificé usando CL-EM preparativa dando el compuesto del
titulo (4,9 mg, 29 %). CL-EM para C12H14FNgO4S (M+H)*: m/z = 385,0. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): § 11,65 (s,
1H), 9,08 (s, 1H), 7,34 (t, J = 9,1 Hz, 1H), 7,22 (dd, J = 5,4, 2,8 Hz, 1H), 7,13 (m, 1H), 6,70 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 6,59
(s, 2H), 6,20 (t, J = 6,1 Hz, 1H), 3,34 (m, 2H), 3,09 (m, 2H).

Ejemplo 19

N-(3-Ciano-4-fluorofenil)-N'-hidroxi-4-({2-[(metilsulfonil)Jamino]etil}amino)-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida

-8 N/\,N7__H\
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El compuesto del titulo se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 17, Etapa E, usando N*-hidroxi-4-
({2-[(metilsulfonil)amino]etil}amino)-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida y 3-ciano-4-fluoroanilina [Aldrich, producto n°
639877] como materiales de partida. CL-EM para Ci3H14FN7NaOsS (M+Na)*: m/z = 406,0. RMN 'H (400 MHz,
DMSO-de): 6 11,65 (s, 1H), 9,08 (s, 1H), 7,35 (m, 1H), 7,18 (m, 3H), 6,56 (m, 1H), 6,23 (m, 1H), 6,24 (s, 2H), 3,32 (m,
2H), 3,14 (m, 2H), 2,89 (s, 3H).

Ejemplo 20

4-({2-[(Aminosulfonil)amino]etil}amino)-N-[(4-bromo-2-furil)metil]-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida

\\ //0

H NJ N
2 N,\"NWNW
/] \

Etapa A: [(4-Bromo-2-furil)metiljcarbamato de terc-butilo

P

G

Br

Se disolvio 4-bromo-2-furaldehido [Aldrich, producto n° 666599] (10,0 g, 57,1 mmoles) en etanol (50 ml) y
agua (50 ml). Se afnadieron secuencialmente clorhidrato de N-hidroxiamina (7,15 g, 103 mmoles) y acetato sédico
(8,44 g, 103 mmoles) y la mezcla de reaccion se llevo a reflujo a 100 °C durante 1 hora. La disolucién se concentrd
parcialmente y el precipitado se recogio y se lavé con agua fria (2 x 10 ml). El filtrado se extrajo con acetato de etilo
(3 x 25 ml) y las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera (50 ml). Después de secar sobre sulfato de
sodio, la disolucién se concentro a vacio. El residuo se combiné con el precipitado y se disolvié en acido acético (70
ml). Después de poner en un bafio de hielo, se afiadi6 cinc (14,7 g, 225 mmoles) en porciones durante 25 minutos.
La reaccion se calentd hasta temperatura ambiente durante 1,5 horas y se filtr6 a través de Celite. El disolvente se
eliminé a vacio.

El residuo se agitd en tetrahidrofurano (72 ml). Se afadié gota a gota una disoluciéon de NaOH 2,0 N en
agua (179 ml, 358 mmoles) durante 45 minutos. Después de 5 minutos, se afiadié gota a gota dicarbonato de di-terc-
butilo (16,9 g, 77,4 mmoles). La reaccion se agité durante 2 horas y el tetrahidrofurano se eliminé a vacio. Se afnadio
acetato de etilo (100 ml) y la suspension se filtro. La fase organica se recogio y el producto se extrajo con acetato de
etilo (2 x 50 ml). Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera (100 ml) y agua (100 ml), se secaron
sobre sulfato de sodio y se concentraron a vacio dando el producto deseado (15,3 g, 79 %). CL-EM calculada para
C10H14BrNNaO; (M+Na)*: m/z = 298,0. RMN "H (400 MHz, DMSO-de): § 7,79 (s, 1H), 7,37 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 6,33 (s,
1H), 4,06 (d, J = 6,1 Hz, 2H), 1,36 (s, 9 H).

Etapa B: Trifluoroacetato de 1-(4-bromo-2-furil)metanamina

j\ Hzmw

Bajo una atmdsfera de nitrogeno, se traté una disolucion de [(4-bromo-2-furil)metiljcarbamato de terc-butilo
(15,3 g, 55,4 mmoles) en diclorometano (86 ml) a 0 °C con acido trifluoroacético (43 ml) durante 15 minutos. La
mezcla de reaccion se calentd a temperatura ambiente durante 30 minutos. El disolvente se elimind a vacio y se
atrap6 con tolueno (3 x 50 ml). El producto se liofilizé durante 18 horas dando el producto deseado como un sélido
marron (13,0 g, 81 %). CL-EM calculada para CsH4BrO (M-NH)*: m/z = 158,9, 160,9. RMN 'H (400 MHz, DMSO-d):
88,34 (s a, 3H), 8,01 (s, 1H), 6,70 (s, 1H), 4,08 (s, 1H).

Etapa C: N-[(4-Bromo-2-furil)metil]-N'-hidroxi-4-[(2-metoxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida
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Se agité cloruro de N-hidroxi-4-(2-metoxietilamino)-1,2,5-oxadiazol-3-carbimidoilo [preparado segun el
procedimiento del Ejemplo 1, Etapas A a E] (4,5 g, 20,3 mmoles) en etanol (20 ml) a temperatura ambiente. A ésta
se afadié una disolucion de trifluoroacetato de 1-(4-bromo-2-furil)metanamina (6,5 g, 22,4 mmoles) en etanol (24 ml)
y la mezcla se agit6 durante 15 minutos. Se afiadié gota a gota trietilamina (6,3 ml, 44,8 mmoles) durante 10 minutos
y la reaccion se agité durante 15 minutos adicionales. El disolvente se elimind a vacio y después de afadir agua (50
ml), el producto se extrajo con acetato de etilo (3 x 50 ml). Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera
(50 ml), se secaron sobre sulfato de sodio y se concentraron dando el producto deseado (7,5 g, 100 %). CL-EM
calculada para C11H15BrNsO4 (M+H)*: m/z = 359,9, 361,9.

Etapa D: 4-[(4-Bromo-2-furil)metil]-3-{4-[(2-metoxietil)Jamino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona

O .0
\ Ny
O/\’HMN o
St
N‘O'N Br

Se disolvieron N-[(4-bromo-2-furil)metil]-N'-hidroxi-4-[(2-metoxietil)Jamino]-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida (7,3 g, 20,4 mmoles) y 1,1'-carbonildiimidazol (5,0 g, 30,5 mmoles) en acetato de etilo (72 ml). La
mezcla de reaccion se calenté a 65 °C durante 15 minutos. Se afiadié acetato de etilo (70 ml) y la reaccién en bruto
se lavo con cloruro de hidrogeno 0,1 N en agua (2 x 70 ml). La fase organica se seco sobre sulfato de sodio y se
concentro a vacio. La purificacion por cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice con un eluyente de acetato de
etilo en hexanos dio el producto deseado (4,1 g, 90 %). CL-EM calculada para C12H13BrNsOs (M+H)*: m/z = 386,0,
388,0. RMN 'H (400 MHz, CDsOD): § 7,88 (s, 1H), 6,67 (s, 1H), 6,39 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 5,07 (s, 2H), 3,50 (m, 2H),
3,41 (q, J =5,7 Hz, 2H), 3,25 (s, 3H).

Etapa E: 4-[(4-Bromo-2-furil)metil]-3-{4-[(2-hidroxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona

N,o\fo
HO=\_H )’XLN o
Y \_Q\J\
N-\Ot Br

En un matraz redondo bajo atmosfera de nitrogeno se agitd 4-[(4-bromo-2-furil)metil]-3-{4-[(2-
metoxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona (8,2 g, 21 mmoles) en diclorometano (68 ml). La
temperatura se llevé a -78 °C y se afiadio gota a gota una disolucion de tribromuro de boro 1,0 M en diclorometano
(43 ml, 43 mmoles) durante 45 minutos. La reaccion se agit6 a -78 °C durante 45 minutos y continué agitandose a 0
°C durante 30 minutos adicionales. Mientras que permanecia a 0 °C, se afiadié gota a gota una disolucion saturada
de bicarbonato sédico en agua (120 ml) durante 25 minutos. Después de calentar hasta temperatura ambiente, la
fase organica se recogié y la fase acuosa se extrajo con acetato de etilo (2 x 50 ml). Las fases organicas
combinadas se lavaron con salmuera (100 ml), se secaron sobre sulfato de sodio y se concentraron a vacio dando el
producto deseado (7,7 g, 97 %) junto con una pequefia cantidad de 3-{4-[(2-bromoetil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-
[(4-bromo-2-furil)metil]-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona. CL-EM calculada para C11H11BrNsOs (M+H)*: m/z = 371,7, 374,0.
RMN 'H (400 MHz, DMSO-de): & 7,89 (s, 1H), 6,68 (s, 1H), 6,31 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 5,08 (s, 2H), 4,85 (s a, 1H), 3,56
(m, 2H), 3,30 (q, J = 5,6 Hz, 2H).

Etapa F: Metanosulfonato de 2-[(4-{4-[(4-bromo-2-furil)metil]-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il}-1,2,5-oxadiazol-3-
ilJamino]etilo

0, .0 Ko

5

N YO
0’\’};}7—’2\‘!\'\—@\
N\
N"\ N Br
)

A una disolucion de 4-[(4-bromo-2-furil)metil]-3-{4-[(2-hidroxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-1,2,4-oxadiazol-
5(4H)-ona (7,7 g, 21 mmoles, que contiene también algo del compuesto de bromo correspondiente) en acetato de
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etilo (100 ml) se anadidé cloruro de metanosulfonilo (0,96 ml, 12 mmoles) en una porcién. La reaccion se agitd
durante 5 minutos y se afiadi6 trietilamina (1,6 ml, 11 mmoles), también en una porcidon. Después de agitar durante
30 minutos, se afadid cloruro de metanosulfonilo adicional (0,4 ml, 5 mmoles), seguido 5 minutos después por
trietilamina (0,58 ml, 4,2 mmoles). Después de 15 minutos, la reaccion se inactivd con la adicion de agua (100 ml). El
producto se extrajo con acetato de etilo (3 x 50 ml) y las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera (100
ml). Después de secar sobre sulfato de sodio, el disolvente se eliminé a vacio dando el producto deseado (9,3 g, 100
%). CL-EM calculada para C12H13BrNsO7S (M+H)*: m/z = 449,8, 451,8. RMN "H (300 MHz, DMSO-ds): 5 7,88 (s, 1H),
6,73 (t, J =6,2 Hz, 1H), 6,68 (s, 1H), 5,08 (s, 2H), 4,37 (m, 2H), 3,59 (q, J = 5,8 Hz, 2H), 3,16 (s, 3H).

Etapa G: 3-{4-[(2-Azidoetil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[(4-bromo-2-furil)metil]-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona

NxN)j \—Q/\L

N\f

Se disolvio metanosulfonato de 2-[(4-{4-[(4-bromo-2-furil)metil]-5-oxo0-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il}-1,2,5-
oxadiazol-3-il)amino]etilo (9,1 g, 20 mmoles, que contiene también algo del compuesto de bromo correspondiente)
en dimetilformamida (90 ml). Se afiadié azida de sodio (1,97 g, 30,3 mmoles) en una porcién y después de 5 minutos
la temperatura se llevo a 65 °C. La reaccion se agitd durante 2 horas y se dejé enfriar de nuevo hasta temperatura
ambiente. Se afiadio agua (200 ml) para extinguir la reaccion. El producto se extrajo con acetato de etilo (3 x 100 ml)
y las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera (2 x 150 ml) y agua (150 ml). Después de secar sobre
sulfato de sodio, el disolvente se eliminé a vacio dando el producto deseado (7,7 g, 96 %). CL-EM calculada para
C11HsBrNgNaO, (M+Na)*: m/z = 418,7, 421,0. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): 5 7,88 (s, 1H), 6,71 (t, J = 5,7 Hz, 1H),
6,68 (s, 1H), 5,08 (s, 2H), 3,54 (t, J = 5,7 Hz, 2H), 3,47 (q, J = 5,7 Hz, 2H).

Etapa H: Yodhidrato de 3-{4-[(2-aminoetil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[(4-bromo-2-furil)metil]-1,2,4-oxadiazol-

5(4H)-ona
LO
U
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A una disolucion de 3-{4-[(2-azidoetil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[(4-bromo-2-furil)metil]-1,2,4-oxadiazol-
5(4H)-ona (7,7 g, 19 mmoles) en metanol (80 ml) se afadié yoduro de sodio (17,4 g, 116 mmoles). Después de
agitar durante 10 minutos, se afiadié gota a gota una disolucién de clorotrimetilsilano (14,8 ml, 116 mmoles) durante
5 minutos. La reaccion continu6é agitandose durante 1 hora, momento en el que se afiadi6 lentamente a una
disolucién de tiosulfato de sodio (23,0 g, 145 mmoles) en agua (800 ml) a 0 °C, produciendo un precipitado. El
matraz se aclaré con metanol (10 ml) y el precipitado se recogié mediante filtracion a vacio. El sélido se aclaré con
agua fria (2 x 25 ml) y se secd a vacio dando el producto deseado (5,8 g, 60 %) como la sal de yodhidrato. CL-EM
calculada para C11H12BrNgO4 (M+H)*; m/z = 370,9, 372,8. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): § 7,86 (s, 1H), 7,36 (s a, 3
H), 6,68 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 6,65 (s, 1H), 5,07 (s, 2H), 3,45 (q, J = 5,8 Hz, 2H), 2,98 (t, J = 5,8 Hz, 2H).

Etapa I: 4-({2-[(Aminosulfonil)amino]etil}famino)-N-[(4-bromo-2-furil)metil]-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida
OH
v,.0
HQN"S\

En un vial de microondas, se suspendieron yodhidrato de 3-{4-[(2-aminoetil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-

[(4-bromo-2-furil)metil]-1,2,4-oxadiazol-5(4 H)-ona (30 mg, 0,060 mmoles) y sulfamida (29 mg, 0,30 mmoles)
en piridina (1 ml). La mezcla de reaccidon se lavoé con nitrégeno y se calentd a 130 °C durante 3 minutos en un
reactor de microondas. El disolvente se elimind y el producto intermedio en bruto se suspendié en metanol (1 ml). Se
afadié una disolucion 2,0 N de NaOH en agua (0,30 ml, 0,60 mmoles) en una porcion y la reaccion se calenté a 45
°C durante 30 minutos. Después de la neutralizacion con acido acético (68 pl, 1,2 mmoles), el producto se purificd
por CL-EM preparativa dando el producto deseado (10,4 mg, 41 %). CL-EM calculada para C1oH15sBrN7O0sS (M+H)*:
m/z = 423,9, 426,0. RMN 'H (400 MHz, DMSO-de): § 10,87 (s, 1H), 7,75 (s, 1H), 6,83 (t, J = 7,3 Hz, 1H), 6,68 (t, J =

55



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2665419 T3

6,0 Hz, 1H), 6,56 (s, 2H), 6,30 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 6,23 (s, 1H), 4,56 (d, J = 7,0 Hz, 2H), 3,32 (q, J = 6,3 Hz, 2H), 3,07
(g, J = 6,3 Hz, 2H).

Ejemplo 21
4-({2-[(Aminosulfonil)amino]etil}amino)-N-[(4-cloro-2-furil)metil]-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida

\\S,,o +OH
HZN’ \N N\
H'\fm}i_ewul
NI \N X Cl
\O/ . ‘
Etapa A: 4-Cloro-2-furaldehido

Q
|z
Cl

A una suspension con agitacion de tricloruro de aluminio (29,8 g, 0,223 moles) en diclorometano (200 ml)
bajo atmdsfera de nitrégeno se afiadio 2-furancarboxaldehido (8,44 ml, 0,102 moles) durante 15 minutos. Después
de agitar durante 30 minutos, se burbujeo cloro en la suspensién usando una pipeta durante un periodo de tiempo de
50 minutos. El matraz se cerrd y se dejo con agitacion a temperatura ambiente durante 90 horas. La mezcla de
reaccion se afadio lentamente a una mezcla de hielo (500 ml) en una disolucion de cloruro de hidrégeno 1,0 N en
agua (300 ml). La mezcla se dejo calentar hasta temperatura ambiente durante la siguiente hora. Se separaron las
fases y se recogi6 la fase organica. Se extrajo producto adicional con diclorometano (2 x 200 ml). Las fases
organicas combinadas se lavaron con agua (250 ml) y se secaron sobre sulfato de sodio. El disolvente se eliminé a
vacio dando una mezcla en bruto que contenia el producto deseado (14,0 g, 100 %, pureza del 60 %). RMN 'H (400
MHz, DMSO-ds): 4 9,56 (s, 1H), 8,36 (s, 1H), 7,71 (s, 1H).

Etapa B: [(4-Cloro-2-furil)metillcarbamato de terc-butilo

0
A

[/
Cl

Se disolvio 4-cloro-2-furaldehido (14,0 g, pureza del 60 %, 64 mmoles) en etanol (50 ml) y agua (50 ml). Se
afnadieron secuencialmente clorhidrato de N-hidroxiamina (12,6 g, 182 mmoles) y acetato sédico (14,9 g, 182
mmoles) y la mezcla de reaccién se llevo a reflujo a 100 °C durante 1 hora. La disolucién se concentrd parcialmente,
a continuaciéon se anadieron agua (25 ml) y acetato de etilo (50 ml). La fase organica se recogioé y la acuosa se
extrajo con acetato de etilo (2 x 25 ml). Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera (50 ml) y agua (50
ml). Después de secar sobre sulfato de sodio, la disolucidon se concentré a vacio. El producto intermedio se
suspendié en acido acético (115 ml). La disolucién se enfri6 en un bafio de hielo y se afiadié cinc (33,1 g, 506
mmoles) en porciones durante 20 minutos. La reaccion se calent6 a temperatura ambiente durante 2 horas y se filtro
a través de Celite. El disolvente se eliminé a vacio.

N
H

El residuo se agitd en tetrahidrofurano (100 ml). Se afiadié gota a gota una disolucion de NaOH 2,0 M en
agua (152 ml, 304 mmoles) durante 30 minutos. La mezcla de reaccion se dispuso en un bafio de hielo y después de
5 minutos se afiadi6 gota a gota dicarbonato de di-terc-butilo (24,3 g, 111 mmoles) durante 15 minutos. La reaccion
se dejo calentar hasta temperatura ambiente durante las 2 horas siguientes y a continuacion el tetrahidrofurano se
elimin6 a vacio. Se anadio acetato de etilo (100 ml) y se filtr6 la suspension. La fase organica se recogio y la fase
acuosa se extrajo con acetato de etilo (2 x 100 ml). Las fases organicas combinadas se lavaron con una mezcla 1:1
de agua/salmuera (100 ml), se secaron sobre sulfato de sodio y se concentraron a vacio. La purificacién por
cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice con un eluyente de acetato de etilo en hexanos dio el producto
deseado (3,05 g, 22 %). CL-EM calculada para C1oH14CINNaO3z (M+Na)*: m/z = 253,9. RMN 'H (400 MHz, DMSO-
de): 6 7,81 (s, 1H), 7,37 (t, J = 5,3 Hz, 1H), 6,32 (s, 1H), 4,05 (d, J = 6,0 Hz, 2H), 1,36 (s, 9 H).

Etapa C: Trifluoroacetato de 1-(4-cloro-2-furil)metanamina

HaN 0,
1.0 Ly
FiC~ TOH
cl
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El compuesto deseado se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 20, Etapa B, usando [(4-cloro-2-
furil)metillcarbamato de terc-butilo como material de partida con rendimiento cuantitativo. CL-EM calculada para
CsH4CIO (M-NH2)*: m/z = 115,0. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): § 8,29 (s a, 3 H), 8,04 (s, 1H), 6,69 (s, 1H), 4,07 (s,
2H).

Etapa D: N-[(4-Cloro-2-furil)metil]-N'-hidroxi-4-[(2-metoxietil)Jamino]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida

OH
Ns’
\
o’\__ﬁ)__e\-rm 0
A \_‘@
Neg cl

El compuesto deseado se prepar6 segun el procedimiento del Ejemplo 20, Etapa C, usando cloruro de N-
hidroxi-4-(2-metoxietilamino)-1,2,5-oxadiazol-3-carbimidoilo y trifluoroacetato de 1-(4-cloro-2-furil)metanamina como
material de partida con rendimiento cuantitativo. CL-EM calculada para C11H15CINsO4 (M+H)*: m/z = 316,0.

Etapa E: 4-[(4-Cloro-2-furil)metil]-3-{4-[(2-metoxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona

O.
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N‘Or Cl

El compuesto deseado se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 20, Etapa D, usando N-[(4-cloro-2-
furil)metil]-N'-hidroxi-4-[(2-metoxietil)Jamino]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida como material de partida con un
rendimiento del 51 %. CL-EM calculada para C12H13CINsOs(M+H)*: m/z = 342,0.

Etapa F: 4-[(4-Cloro-2-furil)metil]-3-{4-[(2-hidroxietil)Jamino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona

N,O O
Ho’\’n\f—‘e‘—w 0
Y \—Q\/\'L
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El compuesto deseado se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 20, Etapa E, usando 4-[(4-cloro-2-
furil)metil]-3-{4-[(2-metoxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona como material de partida en
rendimiento cuantitativo. CL-EM calculada para C11H19CINsNaOs (M+Na)*: m/z = 349,9.

Etapa G: Metanosulfonato de 2-[(4-{4-[(4-cloro-2-furil)metil]-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il}-1,2,5-oxadiazol-3-
ilJamino]etilo

0, 0
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El compuesto deseado se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 20, Etapa F, usando 4-[(4-cloro-2-
furil)metil]-3-{4-[(2-hidroxietil)Jamino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-1,2,4-oxadiazol-5(4 H)-ona como material de partida con un
rendimiento del 69 %. CL-EM calculada para C12H13CINsO7S (M+H)*: m/z = 405,8.
Etapa H: 3-{4-[(2-Azidoetil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[(4-cloro-2-furil)metil]-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona
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El compuesto deseado se prepar6 segun el procedimiento del Ejemplo 20, Etapa G, usando
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metanosulfonato de 2-[(4-{4-[(4-cloro-2-furil)metil]-5-ox0-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il}-1,2,5-oxadiazol-3-
illamino]etilo como material de partida con rendimiento cuantitativo. CL-EM calculada para C11HgCINgNaO4 (M+Na)*:
m/z = 374,9.

Etapa |: Yodhidrato de 3-{4-[(2-aminoetil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[(4-cloro-2-furil)metil]-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-

ona
N’O\]’O
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HI N; \N \—@m
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El compuesto deseado se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 20, Etapa H, usando 3-{4-[(2-

azidoetil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[(4-cloro-2-furil)metil]-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona como material de partida con
un rendimiento del 57 %. CL-EM calculada para C11H12CINgO4(M+H)*: m/z = 326,9.

Etapa J: 4-({2-[(Aminosulfonil)amino]etillamino)-N-[(4-cloro-2-furil)metil]-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida
OH
Q.0 3
HoN=SS P |
i \N L@L
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El compuesto deseado se prepard segun el procedimiento del Ejemplo 20, Etapa |, usando yodhidrato de
3-{4-[(2-aminoetil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-[(4-cloro-2-furil)metil]-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona como material de
partida con un rendimiento del 53 %. CL-EM calculada para C1oH15CIN7OsS (M+H)*: m/z = 379,9. RMN "H (400 MHz,
DMSO-de): 5 10,88 (s, 1H), 7,77 (s, 1H), 6,83 (t, J = 6,8 Hz, 1H), 6,68 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 6,56 (s, 2H), 6,30 (t, /= 5,9
Hz, 1H), 6,22 (s, 1H), 4,55 (d, 2H), 3,32 (q, J = 6,3 Hz, 2H), 3,06 (q, J = 6,3 Hz, 2H).

Ejemplo 22

Preparacion alternativa del producto intermedio yodhidrato de 3-(4-(2-aminoetilamino)-1,2,5-oxadiazol-3-il)-4-
(3-bromo-4-fluorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona
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H W =0
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Etapa A: 4-Amino-N'-hidroxi-N-(2-metoxietil)-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida

NHOH

HQN /\/0\
N
N H

)

Se mezclé cloruro de 4-amino-N-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidoilo (puede prepararse segun el
Ejemplo 1, Etapas A-B, 200,0 g, 1,23 moles) con acetato de etilo (1,2 1). A 0-5 °C se afiadié6 2-metoxietilamina
[Aldrich, producto n°® 143693] (119,0 ml, 1,35 moles) en una porcién mientras se agitaba. La temperatura de reaccion
subid a 41 °C. La reaccion se enfrio a 0 - 5 °C. Se afadio trietilamina (258 ml, 1,84 moles). Después de agitar 5 min,
la CL-EM indic6 completitud de la reaccion. La disolucion de reaccion se lavé con agua (500 ml) y salmuera (500 ml),
se seco sobre sulfato de sodio y se concentré dando el producto deseado (294 g, 119 %) como un aceite oscuro en
bruto. CL-EM para CsH12NsO3 (M+H)*: m/z = 202,3. RMN "H (400 MHz, DMSO-ds): 5 10,65 (s, 1H), 6,27 (s, 2H), 6,10
(t, J = 6,5 Hz, 1H), 3,50 (m, 2H), 3,35 (d, J = 5,8 Hz, 2H), 3,08 (s, 3H).

Etapa B: N'-Hidroxi-4-[(2-metoxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida
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Se mezcld 4-amino-N'-hidroxi-N-(2-metoxietil)-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida (248,0 g, 1,23 moles) con
agua (1 L). Se afnadié hidroxido potasico (210 g, 3,7 moles). La reaccion se sometio a reflujo a 100 °C durante la
noche (15 horas). La CCF con 50 % de acetato de etilo (que contiene 1 % de hidroxido de amonio) en hexano indico
reaccion completa (Rf de producto = 0,6, Rf de material de partida = 0,5). La CL-EM también indicé completitud de la
reaccion. La reaccion se enfrid a temperatura ambiente y se extrajo con acetato de etilo (3 x 1 I). La disoluciéon de
acetato de etilo combinada se secd6 sobre sulfato de sodio y se concentré dando el producto deseado (201 g, 81 %)
como un solido blanquecido en bruto. CL-EM para CgH12NsO3 (M+H)*: m/z = 202,3 RMN 'H (400 MHz, DMSO-de): &
10,54 (s, 1H), 6,22 (s, 2H), 6,15 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 3,45 (t, J = 5,3 Hz, 2H), 3,35 (m, 2H), 3,22 (s, 3H).

Etapa C: Cloruro de N-hidroxi-4-[(2-metoxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidoilo

+OH

A temperatura ambiente se disolvio N'-hidroxi-4-[(2-metoxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida
(50,0 g, 0,226 moles) en disolucion acuosa 6,0 M de acido clorhidrico (250 ml, 1,5 moles). Se afadié cloruro sédico
(39,5 g, 0,676 moles) seguido de agua (250 ml) y acetato de etilo (250 ml). A 3-5 °C se afadi6é lentamente una
disolucién acuosa previamente preparada (100 ml) de nitrito de sodio (15,0 g, 0,217 moles) durante 1 h. La reaccion
se agité a 3 - 8 °C durante 2 horas y a continuaciéon a temperatura ambiente durante el fin de semana. La CL-EM
indicé reaccion completa. La disolucion de reaccion se extrajo con acetato de etilo (2 x 200 ml). La disolucion de
acetato de etilo combinada se sec6 sobre sulfato de sodio y se concentré dando el producto deseado (49,9 g, 126
%) como un solido blanco en bruto. CL-EM para CgH1oCIN4O3 (M+H)*: m/z = 221,0. RMN 'H (400 MHz, DMSO-de): &
13,43 (s, 1H), 5,85 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 3,50 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 3,37(dd, J = 10,8, 5,6 Hz, 2H), 3,25 (s, 3H).

Etapa D: N-(3-Bromo-4-fluorofenil)-N'-hidroxi-4-[(2-metoxietil)Jamino]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida

#OH F

, X
\ONN\”—(kN Br
H

N. .
0

Se mezclé cloruro de N-hidroxi-4-[(2-metoxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidoilo (46,0 g, 0,208
moles) con agua (300 ml). La mezcla se calenté a 60 °C. Se afadié 3-bromo-4-fluoroanilina [Oakwood Products,
producto n°® 013091] (43,6 g, 0,229 moles) y se agitdé durante 10 min. Se afiadié una disolucién caliente de
bicarbonato sédico (26,3 g, 0,313 moles) (300 ml agua) durante 15 min. La reaccion se agité a 60 °C durante 20 min.
La CL-EM indicé completitud de la reaccién. La disolucion de reaccion se enfrid a temperatura ambiente y se extrajo
con acetato de etilo (2 x 300 ml). La disolucion de acetato de etilo combinada se seco sobre sulfato de sodio y se
concentré dando el producto deseado (76,7 g, 98 %) como un solido marrén en bruto. CL-EM para C12H14BrFNsOs
(M+H)*: m/z = 374,0, 376,0. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): & 11,55 (s, 1H), 8,85 (s, 1H), 7,16 (t, J = 8,8 Hz, 1H),
7,08 (dd, J = 6,1, 2,7 Hz, 1H), 6,75 (m, 1H), 6,14 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 3,48 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 3,35 (dd, J = 10,8, 5,6
Hz, 2H), 3,22 (s, 3H).

Etapa E: 4-(3-Bromo-4-fluorofenil)-3-{4-[(2-metoxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona

H "1’0}=o
N

N.
O
Br
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Se calentd una mezcla de N-(3-bromo-4-fluorofenil)-N'-hidroxi-4-[(2-metoxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida (76,5 g, 0,204 moles), 1,1'-carbonildiimidazol (49,7 g, 0,307 moles) y acetato de etilo (720 ml) a 60
°C y se agitd durante 20 min. La CL-EM indicé reaccion completa. La reaccion se enfrié a temperatura ambiente, se
lavé con HCI 1 N (2 x 750 ml), se secd sobre sulfato de sodio y se concentré dando el producto deseado (80,4 g, 98
%) como un sdélido marrén en bruto. CL-EM para C13H12BrFNsO4 (M+H)*: m/z = 400,0, 402,0. RMN 'H (400 MHz,
DMSO-de): 6 7,94 (t, J = 8,2 Hz, 1H), 7,72 (dd, J = 9,1, 2,3 Hz, 1H), 7,42 (m, 1H), 6,42 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 3,46 (t, J =
5,4 Hz, 2H), 3,36 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 3,26 (s, 3H).

Etapa F: 4-(3-Bromo-4-fluorofenil)-3-{4-[(2-hidroxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona

g W =0
HO™ > 7,—-\8‘»1
N. N
0

Br
F

Se disolvié 4-(3-bromo-4-fluorofenil)-3-{4-[(2-metoxietil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-1,2,4-oxadiazol-5(4 H)-
ona (78,4 g, 0,196 moles) en diclorometano (600 ml). A -67 °C se afadio tribromuro de boro (37 ml, 0,392 moles)
durante 15 min. La reaccioén se calent6 a -10 °C en 30 min. La CL-EM indicé reacciéon completa. La reaccion se agité
a temperatura ambiente durante 1 hora. A 0 - 5 °C la reaccién se extinguid lentamente con disolucion saturada de
bicarbonato sdédico (1,5 1) durante 30 min. La temperatura de reaccion subié a 25 °C. La reaccion se extrajo con
acetato de etilo (2 x 500 ml, la primera fase organica de extraccion esta en el fondo y la segunda fase organica de
extraccion esta arriba). Las fases organicas combinadas se secaron sobre sulfato de sodio y se concentraron dando
el producto deseado (75 g, 99 %) como un sélido marrén en bruto. CL-EM para C12H10BrFNsO4 (M+H)*: m/z = 386,0,
388,0. RMN "H (400 MHz, DMSO-ds): & 8,08 (dd, J = 6,2, 2,5 Hz, 1H), 7,70 (m, 1H), 7,68 (t, J = 8,7 Hz, 1H), 6,33 (t, J
= 5,6 Hz, 1H), 4,85 (t, J = 5,0 Hz, 1H), 3,56 (dd, J = 10,6,5,6 Hz, 2H), 3,29 (dd, J = 11,5, 5,9 Hz, 2H).

Etapa G: Metanosulfonato de 2-({4-[4-(3-Bromo-4-fluorofenil)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il]-1,2,5-oxadiazol-

3-ilfamino)etilo
v N o=o
MSO/\/ V’T—K\N
N, _N
o)

F

Br

Se mezcl6 4-(3-bromo-4-fluorofenil)-3-(4-(2-hidroxietilamino)-1,2,5-oxadiazol-3-il)-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona
(72,2 g, 0,188 moles) con acetato de etilo (600 ml). Se afiadié cloruro de metanosulfonilo (19,2 ml, 0,248 moles)
seguido de trietilamina (34,9 ml, 0,250 moles). La reaccion se agité a temperatura ambiente durante 5 min. Cuando
la CL-EM indicé completitud de la reaccion (M+H = 442), se afiadieron 500 ml de agua a la reaccion. La reaccion se
extrajo con acetato de etilo (2 x 500 ml). La disolucion de acetato de etilo combinada se lavo con salmuera (500 ml),
se secd sobre sulfato de sodio y se concentré dando 85,1 g de sélido marron en bruto. La RMN 'H verifico la
estructura. El rendimiento en bruto fue del 97 %. CL-EM para C3H11BrFNsOsSNa (M+Na)*: m/z = 485,9, 487,9. RMN
'H (400 MHz, DMSO-ds): § 8,08 (dd, J = 6,2, 2,5 Hz, 1H), 7,72 (m, 1H), 7,58 (t, J = 8,7 Hz, 1H), 6,75 (t, J = 5,9 Hz,
1H), 4,36 (t, J = 5,3 Hz, 2H), 3,58 (dd, J = 11,2, 5,6 Hz, 2H), 3,18 (s, 3H).

Etapa H: 3-{4-[(2-Azidoetil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-(3-bromo-4-fluorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5(4 H)-ona

e

N _ 7

Br
F

Se disolvié metanosulfonato de 2-(4-(4-(3-bromo-4-fluorofenil)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il)-1,2,5-
oxadiazol-3-ilamino)etilo (50,0 g, 0,108 moles) en N,N-dimetilformamida (83 ml). Se afiadi6é azida de sodio (10,5 g,
0,162 moles). La reaccion se agité a 65 °C durante 5-6 horas. La CL-EM indico reaccion completa (M+Na = 435). La
reaccion se inactivd con agua (250 ml) y se extrajo con acetato de etilo (2 x 250 ml). La disolucion de acetato de etilo
combinada se lavd con agua (250 ml, la separacion de fases fue lenta, se afiadieron 100 ml de salmuera para
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mejorar la separacion), se sec6 sobre sulfato de sodio y se concentré dando 49,7 g de solido marrén en bruto. El
rendimiento en bruto es del 112 %. CL-EM para C12HsBrFNsOsNa (M+Na)*: m/z = 433,0, 435,0. RMN 'H (400 MHz,
DMSO-de): 5 8,08 (dd, J = 6,2, 2,5 Hz, 1H), 7,72 (m, 1H), 7,58 (t, J = 8,7 Hz, 1H), 6,75 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 3,54 (t, J =
5,3 Hz, 2H), 3,45 (dd, J = 11,1, 5,2 Hz, 2H).

Etapa I: Yodhidrato de 3-(4-(2-aminoetilamino)-1,2,5-oxadiazol-3-il)-4-(3-bromo-4-fluorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-

Oona
«0
i o
HNT> 7,—(LN
NN
HI o

F

Br

Se mezclo 3-(4-(2-azidoetilamino)-1,2,5-oxadiazol-3-il)-4-(3-bromo-4-fluorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona
(80,0 g, 0,194 moles) con metanol (800 ml). Se afiadié yoduro de sodio (175,0 g, 1,17 moles). La reaccion se agité a
temperatura ambiente durante 10 min. Se disolvié clorotrimetilsilano (148 ml, 1,17 moles) en metanol (100 ml) y se
afnadi6 a la reaccion durante 30 min. La temperatura de reaccion subid a 42 °C. La reaccion se agitd a temperatura
ambiente durante 30 min. La CL-EM indicé reaccién completa (M+H = 386). La reaccion se inactivé con tiosulfato de
sodio (190,0 g, 1,20 moles) en agua (900 ml). Precipitd una gran cantidad de solido. El producto se recogié por
filtracion (la velocidad de filtracion fue lenta), se aclard con agua (200 ml) y se secé a vacio durante la noche. La
torta de filtracién se suspendio en acetato de etilo (500 ml) durante 30 min. El producto se filtr6 (la velocidad de
filtracion fue lenta) y se secé a vacio durante el fin de semana dando 95 g de un sélido blanquecino. CL-EM para
C12H11BrFNgO3 (M+H)*: m/z = 384,9, 386,9. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): 5 8,12 (m, 4H), 7,76 (m, 1H), 7,58 (t, J =
8,7 Hz, 1H), 6,78 (t, J = 6,1 Hz, 1H), 3,51 (dd, J = 11,8, 6,1 Hz, 2H), 3,02 (m, 2H).

Ejemplo 23

Preparacion alternativa de 4-({2-[(aminosulfonil)amino]etil}amino)-N-(3-bromo-4-fluorofenil)-N'-hidroxi-1,2,5-
oxadiazol-3-carboximidamida

2 KX
HQN’S‘N/\/N\y—(‘\N Br
H N H

Br

A una disolucién de 4-(3-bromo-4-fluorofenil)-3-(4-(2-metoxietilamino)-1,2,5-oxadiazol-3-il)-1,2,4-oxadiazol-
5(4H)-ona (puede prepararse segun el Ejemplo 1, etapas A-G; 1232 g, 3,08 moles) en diclorometano (12 |) agitando
en un matraz de 22 | a 0 °C se afiadio tribromuro de boro (354 ml, 3,67 ml) gota a gota a una tasa de manera que la
temperatura no superara 10 °C. Después de agitar sobre hielo durante 1 h, se afadi6 cuidadosamente una
disolucion de bicarbonato sédico acuoso saturado (2 |) a una tasa de manera que la temperatura no superara 20 °C
(tiempo de adicion 10 min). La mezcla resultante se transfirié a un embudo de decantacion de 50 I, se diluyé con
agua (10 1) y el pH de la fase acuosa se ajustd de 1 a 8 usando bicarbonato sédico sdlido. Se separaron las fases, y
la fase organica se lavé con agua (10 1), y los disolventes se eliminaron a vacio proporcionando un sdlido de color
tostado (se procesaron 24 moles en multiples series, 9,54 kg, rendimiento cuant.). El material se suspendio en 4
volumenes de 7:1 de heptano:acetato de etilo (4 matraces x 22 1), se filir6 y se secd para proveer el compuesto del
titulo como un solido de color tostado (8679 g, 94 %). El producto fue una mezcla de las especies de hidroxi y de
bromo correspondientes.

Etapa B: Metanosulfonato de 2-(4-(4-(3-bromo-4-fluorofenil)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il)-1,2,5-oxadiazol-3-
ilamino)etilo
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A una disolucion de 4-(3-bromo-4-fluorofenil)-3-{4-[(2-hidroxietillamino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-1,2,4-oxadiazol-
5(4H)-ona (1,5 kg, 3,9 moles, que contiene también algo del compuesto de bromo correspondiente) en acetato de
etilo (12 1) se afiadio cloruro de metanosulfonilo (185 ml, 2,4 moles) gota a gota durante 1 h a temperatura ambiente.
Se afadio gota a gota trietilamina (325 ml, 2,3 moles) durante 45 min, tiempo durante el cual la temperatura de
reaccion aumento a 35 °C. Después de 2 h, la mezcla de reaccion se lavd con agua (5 1), salmuera (1 1), se seco
sobre sulfato de sodio, se combind con 3 reacciones mas del mismo tamario y los disolventes se eliminaron a vacio
proporcionando el producto deseado (7600 g, rendimiento cuantitativo, que contiene también algo del compuesto de
bromo correspondiente, cuidado: jpolvo irritante!) como un sélido de color tostado. CL-EM para C43H11BrFNsOsSNa
(M+Na)*: m/z = 485,9, 487,9. RMN "H (400 MHz, DMSO-ds): 8,08 (dd, J = 6,2, 2,5 Hz, 1H), 7,72 (m, 1H), 7,58 (t, J
= 8,7 Hz, 1H), 6,75 (t, J= 5,9 Hz, 1H), 4,36 (t, 5,3 Hz, 2H), 3,58 (dd, J = 11,2, 5,6 Hz, 2H), 3,18 (s, 3H).

Etapa C: 3-(4-(2-Azidoetilamino)-1,2,5-oxadiazol-3-il)-4-(3-bromo-4-fluorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona
-0
Na/\/ N\,l_\(LN
N. .N
o

F

Br

A una disolucion de metanosulfonato de 2-({4-[4-(3-bromo-4-fluorofenil)-5-oxo0-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-
il-1,2,5-oxadiazol-3-il}amino)etilo (2,13 kg, 4,6 moles, que contiene también algo del compuesto de bromo
correspondiente) en dimetilformamida (4 |) agitando en un matraz de 22 | se afadié azida de sodio (380 g, 5,84
moles). La reaccioén se calentd a 50 °C durante 6 h, se vertié en hielo/agua (8 I) y se extrajo con 1:1 de acetato de
etilo:heptano (20 L). La fase organica se lavo con agua (5 |) y salmuera (5 1), y los disolventes se eliminaron a vacio
proporcionando el producto deseado (1464 g, 77 %) como un solido de color tostado. CL-EM para C12HgBriFNsO3Na
(M+Na)*: m/z = 433,0, 435,0. RMN "H (DMSO-ds, 400 MHz): § 8,08 (dd, J = 6,2, 2,5 Hz, 1H), 7,72 (m, 1H), 7,58 (t, J
=8,7 Hz, 1H), 6,75 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 3,54 (t, J = 5,3 Hz, 2H), 3,45 (dd, J = 11,1, 5,2 Hz, 2H).

Etapa D: Clorhidrato de 3-{4-[(2-aminoetillamino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-(3-bromo-4-fluorofenil)-1,2,4-oxadiazol-

5(4H)-ona
NHJ =0
HaN < N
N. N
HCI 8]

F

Br

Etapa D, Parte 1:  2-(4-(4-(3-Bromo-4-fluorofenil)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il)-1,2,5-oxadiazol-3-
ilamino)etilcarbamato de terc-butilo

O N~
A N Le
/\/N
O N
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Br

F

Se afadidé yoduro de sodio (1080 g, 7,2 moles) a 3-{4-[(2-azidoetil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-(3-bromo-
4-fluorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona (500 g, 1,22 moles) en metanol (6 L). La mezcla se dejé con agitacion
durante 30 min, tiempo durante el cual se observd una leve exotermia. Se afiadié clorotrimetilsilano (930 ml, 7,33
moles) como una disolucion en metanol (1 |) gota a gota a una tasa de manera que la temperatura no superara 35
°C, y la reaccién se dejo con agitacion durante 3,5 h a temperatura ambiente. La reaccion se neutralizé con 33 % en
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peso de disolucion de tiosulfato de sodio pentahidratado en agua (~1,5 1), se diluy6 con agua (4 1) y el pH se ajusté a
9 cuidadosamente con carbonato de potasio sdlido (250 g - se afiadié en pequefias partes: se observa espumacion).
Se afiadio dicarbonato de di-terc-butilo (318 g, 1,45 moles) y la reacciéon se dej6 con agitacion a temperatura
ambiente. Se afadi6é carbonato de potasio adicional (200 g) en porciones de 50 g durante 4 h para garantizar que el
pH estaba todavia en o por encima de 9. Después de agitar a temperatura ambiente durante la noche, el sélido se
filtrd, se trituré con agua (2 1) y a continuacion MTBE (1,5 1). Se realizaron un total de 11 series (5,5 kg, 13,38 moles).
Los sdlidos combinados se trituraron con 1:1 de THF:diclorometano (24 |, 4 series en un matraz de evaporador
rotatorio de 20 I, 50 °C, 1 h), se filtraron y se lavaron con diclorometano (3 | cada serie) proporcionando un sélido
blanquecino. El material en bruto se disolvié a 55 °C, tetrahidrofurano (5 ml/g), se traté con carbén decolorante (2 %
en peso) y gel de silice (2 % en peso) y se filtr6 en caliente a través de Celite proporcionando el producto como un
solido blanquecino (5122 g). Los filtrados de MTBE, THF y diclorometano combinados se concentraron a vacio y se
cromatografiaron (2 kg de gel de silice, heptano con un gradiente del 0-100 % de acetato de etilo, 30 I)
proporcionando mas producto (262 g). Los sdélidos combinados de 2-(4-(4-(3-bromo-4-fluorofenil)-5-oxo-4,5-dihidro-
1,2,4-oxadiazol-3-il)-1,2,5-oxadiazol-3-ilamino)etilcarbamato de ferc-butilo se secaron a un peso constante en un
horno de conveccién (5385 g, 83 %).

Etapa D, Parte 2: Clorhidrato de 3-{4-[(2-aminoetil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-(3-bromo-4-fluorofenil)-1,2,4-
oxadiazol-5(4H)-ona

Procedimiento A:

En un matraz de 22 | se cargd cloruro de hidréogeno (disolucién 4 N en 1,4-dioxano, 4 I, 16 moles). Se
anadio [2-({4-[4-(3-bromo-4-fluorofenil)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il]-1,2,5-oxadiazol-3-
ilfamino)etiljcarbamato de terc-butilo (2315 g, 4,77 moles) como un sdlido en porciones durante 10 min. La
suspension se agité a temperatura ambiente y gradualmente se convirtié en una pasta densa que no pudo agitarse.
Después de asentarse durante la noche a temperatura ambiente, la pasta se suspendi6 en acetato de etilo (10 1), se
filtrd, se resuspendié en acetato de etilo (5 I), se filtrd y se secd a un peso constante proporcionando el producto
deseado como un sdlido blanco (se combind con otras series, 5 kg de material de partida cargado, 4113 g, 95 %).
CL-EM para C12H11BrFNgO3 (M+H)*: m/z = 384,9, 386,9. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): § 8,12 (m, 4H), 7,76 (m,
1H), 7,58 (t, J = 8,7 Hz, 1H), 6,78 (t, J = 6,1 Hz, 1H), 3,51 (dd, J = 11,8, 6,1 Hz, 2H), 3,02 (m, 2H).

Procedimiento B:

Se anadio [2-({4-[4-(3-bromo-4-fluorofenil)-5-ox0-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il]-1,2,5-oxadiazol-3-
ilfamino)etiljcarbamato de ferc-butilo (5000 g) a una mezcla de isopropanol (20 1) y HCI 4 N en 1,4-dioxano (10 1) a
temperatura ambiente. El lote se calentd a 40-45 °C y se mantuvo durante 1 h. Se afiadié acetato de etilo al lote a
40-45 °C y se mantuvo durante 2,5 h. Tras la completitud de la reaccién, como se indica por HPLC, se afiadié
heptano (10 |) al lote. El lote se enfri6 a 25 °C. El producto se aislo por filtracion y la torta himeda se lavé con
acetato de etilo (3 x 5,0 I). El producto se sec6 en un horno a vacio a 20 °C dando 4344 g (rendimiento del 93,4 %)
del compuesto del titulo. Los datos de CL-EM, RMN 'H y 3C y HPLC de este lote fueron idénticos a aquellos del
producto preparado por el Procedimiento A.

Etapa E: ({[2-({4-[4-(3-Bromo-4-fluorofenil)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il]-1,2,5-oxadiazol-3-
ilfamino)etillamino}sulfonil)carbamato de terc-butilo
BocHN ™" NT 7—8\
H [

N. N
o]
Br
F

Se carg6 un matraz redondo de 5 | con isocianato de clorosulfonilo [Aldrich, producto n® 142662] (149 ml,
1,72 moles) y diclorometano (1,5 1) y se enfrié6 usando un bafio de hielo a 2 °C. Se afiadié gota a gota ferc-butanol
(162 ml, 1,73 moles) en diclorometano (200 ml) a una tasa de manera que la temperatura no superara 10 °C. La
disolucion resultante se agité a temperatura ambiente durante 30-60 min proporcionando [clorosulfonillcarbamato de
terc-butilo.

Se carg6 un matraz de 22 | con clorhidrato de 3-{4-[(2-aminoetil)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-il}-4-(3-bromo-4-
fluorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona (661 g, 1,57 moles) y 8,5 | de diclorometano. Después de enfriarse a -15 °C
con un bafo de hielo/sal, la disolucién de [clorosulfonilcarbamato de terc-butilo (preparada como antes) se afiadié a
una tasa de manera que la temperatura no superara -10 °C (tiempo de adicion 7 min). Después de agitar durante 10
min, se afadio trietilamina (1085 ml, 7,78 moles) a una tasa de manera que la temperatura no superara -5 °C
(tiempo de adicion 10 min). Se retir6 el bafo frio, la reaccion se dejo calentar a 10 °C, se fracciond en dos porciones
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y se neutralizé con 10 % de HCI conc. (4,5 | cada porcion). Cada porcion se transfirid a un embudo de decantacion
de | y se diluyé con acetato de etilo para disolver completamente el sélido blanco (~25 I). Se separaron las fases, y
la fase organica se lavd con agua (5 1), salmuera (5 1) y los disolventes se eliminaron a vacio proporcionando un
solido blanquecino. El solido se tritur6 con MTBE (2 x 1,5 1) y se sec6 a un peso constante proporcionando un sélido
blanco. Se procesé un total de 4113 g de material de partida de este modo (5409 g, 98 %). RMN 'H (400 MHz,
DMSO-de): 6 10,90 (s, 1H), 8,08 (dd, J = 6,2, 2,5 Hz, 1H), 7,72 (m, 1H), 7,59 (t, J = 8,6 Hz, 1H), 6,58 (t, J = 5,7 Hz,
1H), 3,38 (dd, J = 12,7, 6,2 Hz, 2H), 3,10 (dd, J = 12,1, 5,9 Hz, 2H), 1,41 (s, 9 H).

Etapa F: N-[2-({4-[4-(3-Bromo-4-fluorofenil)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il]-1,2,5-oxadiazol-3-
ilfamino)etil]sulfamida

Br

m

Procedimiento A: usando acido trifluoroacético

A un matraz de 22 | que contenia 98:2 de acido trifluoroacético:agua (8,9 I) se afadié ({[2-({4-[4-(3-bromo-4-
fluorofenil)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il]-1,2,5-oxadiazol-3-il}Jamino)etillamino}sulfonil)carbamato  de terc-
butilo (1931 g, 3,42 moles) en porciones durante 10 minutos. La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente
durante 1,5 h, los disolventes se eliminaron a vacio y se atraparon con diclorometano (2 ). El sélido resultante se
traté una segunda vez con 98:2 de acido trifluoroacético:agua fresco (8,9 1), se calenté durante 1 h a 40-50 °C, los
disolventes se eliminaron a vacio y se atraparon con diclorometano (3 x 2 I). El sélido blanco resultante se secé en
un horno de secado a vacio a 50 °C durante la noche. Se procesé un total de 5409 g de este modo (4990 g,
rendimiento cuant.). CL-EM para C12H12BrFN7OsS (M+H)*: m/z = 463,9, 465,9. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): § 8,08
(dd, J=6,2, 2,5 Hz, 1H), 7,72 (m, 1H), 7,59 (t, J = 8,7 Hz, 1H), 6,67 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 6,52 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 3,38
(dd, J=12,7, 6,3 Hz, 2H), 3,11 (dd, J = 12,3, 6,3 Hz).

Procedimiento B: usando acido clorhidrico

A la disolucion de ({[2-({4-[4-(3-bromo-4-fluorofenil)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il]-1,2,5-oxadiazol-3-
ilfamino)etillamino}sulfonil)carbamato de terc-butilo (4500 g) en isopropanol (9 1) se afiadid HCI 4 N en dioxano (8,0
L). La mezcla de reaccion se calentd a 40-45 °C y se mantuvo a esta temperatura durante aproximadamente 5 h.
Tras completarse la reaccion (como se indica por el analisis de HPLC), se afadié heptano (72 I) a la mezcla de
reaccion. La mezcla resultante se calenté a 68 °C y se mantuvo a esta temperatura durante 1 h. El lote se dejé
enfriar a aproximadamente 23 °C. El producto sélido se recogié por filtracion. La torta himeda se lavd con una
mezcla de heptano (16 1) e isopropanol (1,2 1) y se sec6 bajo succion sobre un embudo de filtracién. El producto en
bruto se disolvid en acetato de etilo (10,8 1) a aproximadamente 43 °C. Se afiadi6 heptano (32,4 1) a la disolucion de
acetato de etilo durante 15 min. El lote se calent6 a 70 °C y se mantuvo a esta temperatura durante 1 h. El lote se
enfrid a 21 °C y el producto sélido se recogio por filtracion. La torta himeda se lavé con heptano (14,4 1) y se seco
bajo succion sobre el embudo de filtracion. El rendimiento de producto fue 3034 g. Los datos de CL-EM, RMN 'H y
13C y HPLC de este lote fueron idénticos a aquellos del producto preparado por el Procedimiento A.

Etapa G: (Z)-4-({2-[(Aminosulfonil)amino]etil}amino)-N-(3-bromo-4-fluorofenil)-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida

Procedimiento A:

A una mezcla en bruto de N-[2-({4-[4-(3-bromo-4-fluorofenil)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il]-1,2,5-
oxadiazol-3-il}amino)etil]sulfamida (2,4 moles) que contiene cantidades residuales de acido trifluoroacético con
agitacion en un matraz de 22 | se afiadié THF (5 1). La disolucion resultante se enfrié a 0 °C usando un bafio de hielo
y se afnadid6 NaOH 2 N (4 1) a una tasa de manera que la temperatura no superara 10 °C. Después de agitar a
temperatura ambiente durante 3 h (la CL-EM indicé que no quedaba material de partida), el pH se ajust6é a 3-4 con
HCI concentrado (~500 ml). El THF se elimind a vacio y la mezcla resultante se extrajo con acetato de etilo (151). La
fase organica se lavo con agua (5 1), salmuera (5 1) y los disolventes se eliminaron a vacio proporcionando un solido.
El solido se trituré con MTBE (2 x 2 1), se combind con ofras tres reacciones del mismo tamafo y se seco durante la
noche en un horno de conveccién proporcionando un sélido blanco (3535 g). Se recristalizo el solido (3 matraces x
22 1, 2:1 de agua ultrafiltrada desionizada:etanol, 14,1 | de cada matraz) y se sec6 en un horno de conveccion a 50
°C a un peso constante para proveer el compuesto del titulo como un sélido blanquecino (3290 g, 78 %). CL-EM
para C11H14BrFN;04S (M+H)*: m/z = 437,9, 439,9. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): 5 11,51 (s, 1H), 8,90 (s, 1H), 7,17
(t, J =8,8 Hz, 1H), 7,11 (dd, J = 6,1, 2,7 Hz, 1H), 6,76 (m, 1H), 6,71 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 6,59 (s, 2H), 6,23 (t, J = 6,1
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Hz, 1H), 3,35 (dd, J = 10,9, 7,0 Hz, 2H), 3,10 (dd, J = 12,1, 6,2 Hz, 2H). El analisis cristalografico de rayos X
determina que el compuesto del titulo adopta una configuraciéon Z (isémero Z) con respecto al doble enlace carbono-
nitrégeno (C=N) de la funcionalidad oxima.

Procedimiento B:

Se anadio N-[2-({4-[4-(3-bromo-4-fluorofenil)-5-oxo0-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-il]-1,2,5-oxadiazol-3-
ilfamino)etil]sulfamida (1500 g) a THF (6,0 1) y el lote se enfri6 a 2 °C. Se afiadié acido trifluoroacético (0,006 I) al lote
a 2 °C, seguido de la adicién de disoluciéon acuosa de hidroxido sédico (384 g de NaOH solido en 4,8 | de agua) a 0-
2 °C. El lote se calent6 a aproximadamente 16 °C y se mantuvo durante 5 h. Tras completarse de reaccién, como se
indica por HPLC, se afiadié acido clorhidrico concentrado (0,7 |) para ajustar el pH del lote a 3-4. Se eliminaron
aproximadamente 4 | de disolvente del lote mediante destilacién a presion reducida. El lote se afiadié a acetato de
etilo (18,0 I) y se agitd la mezcla bifasica durante 15 min. La fase organica se lavé secuencialmente con agua (6,0 1)
y salmuera (6,0 I). La disolucion organica se seco sobre sulfato de magnesio anhidro. Se filtré sulfato de magnesio y
el filtrado se evaporo a sequedad a presion reducida. Al solido resultante se afiadio MTBE (3,0 1) y la suspension se
agité durante 15 min. El producto sodlido se aislé por filtracion. La torta de filtracion se lavd secuencialmente con
MTBE (1,2 I) y heptano (1,2 1). El sdélido se secd sobre el embudo de filtracion bajo succion dando 1416 g (87,9 %)
del producto. El producto (2440 g, obtenido en dos lotes) se purificd adicionalmente resuspendiendo en MTBE (9,6 I)
a 17 °C durante 2 h. El lote se enfrid a 6 °C durante 30 min. El producto sélido se recogié por filtracion y la torta
himeda se lavd secuencialmente con MTBE (3,6 I) y heptano (1,2 I). El producto se secd en un horno a vacio a 20
°C dando 1962 g del compuesto del titulo con un rendimiento del 81,7 %. Los datos de CL-EM, RMN 'Hy *C y
HPLC de este lote fueron idénticos a aquellos del producto preparado por el Procedimiento A.

Ejemplo 24
Datos de compuestos

Datos de actividad fisica y bioldgica seleccionados para los compuestos del Ejemplo 1-19 se resumen en la
Tabla 2 a continuacion. Los datos de Clso son del ensayo proporcionado en el Ejemplo A.
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Tabla 2
SOH R3
RV N A N R2
N/ \N H
\O/

Ex. No. R1 R2 R3 n IDOIC50 (nM) | MS [M+H]
1 NH2 Br F 1 <200 437.9,439.9
2 Me Br F 1 <200 437.0,439.0
3 NH2 Br F 2 <100 451.8,453.9
4 Me Br F 2 <100 451.0, 453.0
5 NH2 Cl F 1 <200 394.0
6 Me Cl F 1 <200 393.0
7 NH2 Cl F 2 <200 408.1
8 Me Cl F 2 <200 407 1
9 NH2 CF3 F 1 <100 428.0
10 Me CF3 F 1 <100 427.0
11 NH2 CF3 F 2 <100 442.0
12 Me CF3 F 2 <100 4411
13 NH2 CF3 H 1 <500 410.0
14 Me CF3 H 1 <200 409.1
15 NH2 CF3 H 2 <200 424.0
16 Me CF3 H 2 <200 4231
17 Me CH3 F 1 <500 373.1
18 NH2 CN F 1 <750 385.0
19 Me CN F 1 <500 406.0*

*[M + Na]

Ejemplo 25

Datos de compuestos

Se proporcionan datos de Clsg de IDO (véase el Ejemplo A) para los compuestos de los Ejemplos 20y 21 a

continuacion en la Tabla 3.

Tabla 3
Ex. No. | IDO ICso (nM)
20 <500
21 <750
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Ejemplo 26

Datos de RMN

Se proporcionan datos de RMN 'H (espectrémetro Varian Inova 500, un espectrémetro Mercury 400 o un

ES 2665419 T3

espectrometro Varian (o Mercury) 300) para los compuestos de los Ejemplos 1-21 a continuacion en la Tabla 4.

Tabla 4

Ex. No.

S?H?I_!IE

MHz

DMSO-4,,

400

511.5(s, 1 H), 8.80 (s. 1 H), 7.17 (dd. J= 88 8.6 Hz. 1 H), 7.00 (dd, J= 61,27
Wz 1 H).676-672 (m 1 H) 6.56 (dd. J=6.1,6.1 Hz. 1 H), 6.51 (s, 2 H). 617
(dd. J=58,59Hz 1H), 327 -3.21(m, 2 H), 2.84 -2.88 (m, 2 H), 1.78 - 1,71 (M. 2H)

DMSO-d,

400

§11.49(s, 1H), &80 (s, 1H), 717 {m. 2H). 7.08 (dd, /=863, 2.5 Hz. 1H). 6260, J
=81 Hz 1H). 333 {m. 2H), 3.13 (g J=60H=z 2H), 2.88 (s. 3H)

DMSO-dy

400

611.5(s, THL B89 (s 1H).TAT (dd. /=88 86GHZ 1 H), 709 (dd, J=81, 27
Hz, 1 H). E¥6-6T2(m 1H). 6.56 (dd, J= 61,61 HZ. 1 H), 6.51 (s, 2 H). 61T
{dd. /=52 59Hz 1 H), 3.27 -3.21{m, 2 H), 2.84 -2. 88 (m, 2 H}, 1.7T8-1. 71 (m. 2H}

CD,0D

400

5712{dd J=59 24 Hz 1H), 705t J=87 Hz 1H) B8B83 {m. 1 H), 3381 J=
B8 Hz ZH) 314 (1. J = 8B Hz 2H), 2.94 (3. 3H). 1.87 (M.2H)

DMSO-4,,

400

6796 (dd J=68 2.1 Hz 0.05H), 7.32-7.28 (m. 0.1 H), T18 (dd, J=9.1, 9.1 Hz.
0.85H), & 83 (dd, J=84, 27 Hz 0,85 H), &.71 - 6.68 (m, 0.56H), B33 (brs, 1 H),

335-327(m 2 H), 3.10 - 3.08 (m, 2H)

DMSOdy

400

G11.50(s. TH), 891 (3, 1H), T.19(m, 2H), 696 (dd, J= 67, 2.5Hz, 1H).E.71 (m,
1H) 6.26 (1. J=64 Hz 1H). 3.32{m, 2H). 3.13 ([, J=58 Hz 2H), 2.83 (s, 3H)

DMSO-dy

400

5800 (s 1H). 720 (dd, J=92.00Hz 1 H). 698 (dd. J=64 27 Hz 1 H) 672
-B.69(m. 1H), 6.55 (. J=6.0Hz 1H), 651 (s, 2H). 6.16 (1 J=59Hz. 1 H), 3.28
=321(m, 2 H), 2.93 - 2.87 (m, 2H). 1.76 -1.72(m, 2 H)

CoD

00

G706 J=89Hz 1H), 698 (m. TH). 680 (m. 1H), 373 (m. 2H). 3.28 (m 2H).
284 {s, 3H), 1.28 (m, 2H)

DMSO-dy

400

51180 (s, 1H).908(s. 1TH). 7.30 (1. J=10.1 HZ, 1 H). 714 {dd, J=6.1, 27 Hz,
AH), 7.03 (my 1H), 6.71 (1. J= 5.3 Hz, 1H), 6.58 (5, 2H), 623 (1. J =6.2 Hz, 1 H},
3486 (g, J = 6.3 Hz, 2H). 3.08 (m, ZH)

10

DMSO-4,,

400

511.80 (s. 1H), 9.07 s, 1H), 7.30 {, J=10.1 Hz. 1H). 7.18 {t, J= 8.0 Hz, 1H), 7.13
{dd_ J=80 27 Hz 1H), 7.03 (m 1H), 27 (1. J = 6.3 Hz 1H), 3.32 (m 2H) 313
{g. J=6.0Hz, 2H). 2889 (s 3H)

DMS0-d

300

511.6 (s, 1H), 9.08 (s, 1 H). 7.1 (dd, /= 10.0, 94 Hz, 1 H), 7.13 (dd, /=64, 2.9
Hz, 1H), 7.05-8.99 (m 1H), 658t J=60Hz 1H) 852 (s, 2H).BI7T{t J=59
Hz 1H).328-321 (M 2H) 2.04-287 (m.2H) 1.79 -1.72 (m 2 H)

12

DMSO-d,,

400

6116 (s. TH), 9.07 (8. 1H). 7.30 (ad, J= 100, 86Hz, 1 H). T 13 (dd. J=62 2.5
He 1H) T.05-7.02 (m 2H), 6.19 (L J=45.8 Hz, 1H). 3.27-321(m 2 H). 2988~
284 (m 2 H). 287 (5. 3H}, 1.76-172 {m, 2 H)

13

Co,0D

400

GT36( J=TBHz 1H), 7.23(d J=T7 &Hz 1H).7.10(s, 1H), 703 (d. I=7.8 Hz,
1H), 3.46 (m, 2H), 3.29 (m. 2H)

14

DMSO-dg

$00

511,63 (s, 1H), 0.08 (s, 1H), 7.38 {1, J = 7.8 Hz, 1H), 7.21 {m, 2H), 7.10 (s, 1H),
899 (d, J=81 Hz 1H). 828 {t J =54 Hz. 1H), 3.38 (g J =58 Hz, 2H). 317 (q.
J=58Hz 2H). 291 (s, 3H)

15

DMSO-d,

400

511.6(s. 1H), 9.12 (5. 1 H). 7.37 (dd. J=8.0,. 8.0Hz. 1 H), 7.21-7.18 (m, 1 H),
7.07 (5. 1H), 6.95 (d. J = 10.0 Hz. 1 H), 6.52 (br 5, 3 H), 6.17 (L J = 6.0 Hz 1 H),
328-3.22 (m 2 H), 2.93-2.89 (m, 2H), 1.77 - 1.73 (m, 2H)
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(continuacion)

Ex. No. | solvente | MHz 'H NMR espectro

311.6 (s, 1 H). 9.11 (s.1 H), 7.37 (dd. J= 8.0, 8.0 Hz, 1 H), 7.20 (d. J = 7.8 Hz, 1
16 DMSO-d, | 400 | H), 7.07-7.01(m, 2 H), 6.96 (d, J= 8.0 Hz, 1 H), 6.20 (1, J = 59 Hz, 1 H), 3.27 -
322 (m, 2 H). 299-2.94 (m, 2 H). 2.87 (s, 3H). 1.78- 1.71 (m. 2 H)

511.25(s, 1H), 8.61 (s, 1H), 7.18 (m, 1H}, 6.91 (m, 1H), 6.72 (m, 1H), 6.58 (m. 1H),
6.24 (s. 2H). 3.32 (m, 2H). 3.11 (m, 2H), 2.89 (s, 3H), 2.05 (s, 3H)

511.85(s, 1H), 9.08 (s, 1H). 7.34 (t, J = 9.1 Hz, 1H). 7.22 (dd. J = 5.4, 2.8 Hz, 1H).
18 DMSO-d; | 400 | 7.13(m. 1H), 6.70 (t. J = 59 Hz, 1H), 6.59 (s, 2H), 6.20 (1. J = 6.1 Hz, 1H), 3.34 (m.
2H), 3.08 (m, 2H)

311.85(s. 1H), 9.08 (s, 1H), 7.35 (m. 1H), 7.18 {m. 3H). .58 (m, 1H), 823 {m. 1H),
6.24 (s, 2H), 3.32 (m, 2H), 3.14 (m, 2H), 2.89 (s. 3H)

510.87 (s, 1 H), 7.75 (s. 1H), 6.83 (t, J= 7.3 Hz, 1H), 6.68 (1. J= 6.0 Hz, 1 H), 6.56
20 DMSO-d | 400 | (5.2 H), 6.30 {t. J= 6.0 Hz, 1H), 623 (s, 1H), 4.56 (d, J=T7.0 Hz, 2 H). 3.32 (q. J
=6.3Hz 2H), 3.07 (g, J=6.3Hz, 2 H)

51088(s 1H). 7.77 (s. 1 H). 883 (1, J=BBHz 1 H), 868 (1. J=59 Hz 1H),
21 DMSO-dg | 400 | 6.56 (s, 2H), 6.30 (t, J= 5.9 Hz, 1H), 6.22 (s, 1 H), 4.55(d, 2 H), 3.32 (q. J= 63
Hz, 2 H), 3.06 (g, J=6.3 Hz, 2 H)

17 DMSOdg | 400

19 | DMSO-d, | 400

Ejemplo A: Ensayo de la enzima indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO) humana

Se expreso indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO) humana con una marca de His del extremo N en E. coliy se
purificé a homogeneidad. La IDO cataliza la escisioén oxidativa del anillo de pirrol del nucleo de indol de triptéfano
dando N'-formilquinurenina. Los ensayos se realizaron a temperatura ambiente como se describe en la bibliografia
usando IDO 95 nM y D-Trp 2 mM en presencia de ascorbato 20 mM, azul de metileno 5 yM y 0,2 mg/ml de catalasa
en tampon fosfato de potasio 50 mM (pH 6,5). Las tasas de reaccion inicial se registraron siguiendo continuamente
el aumento de absorbancia a 321 nm debido a la formacién de N'-formilquinurenina (véase: Sono, M. y col., 1980, J.
Biol. Chem. 255, 1339-1345).

Ejemplo B: Determinacion de la actividad inhibidora en el ensayo de indoleamina 2,3-dioxigenasa
(IDO)/quinurenina basado en células HeLa

Se obtuvieron células HelLa (#CCL-2) de la Coleccion Americana de Cultivos de Tejidos Tipo (ATCC,
Manassas, VA) y se mantuvieron rutinariamente en medio esencial minimo (Eagle) con L-glutamina 2 mM y BSS de
Earle ajustado para contener 1,5 g/l de bicarbonato sédico, aminoacidos no esenciales 0,1 mM, piruvato de sodio 1
mM y 10 % de suero bovino fetal (todos de Invitrogen). Las células se mantuvieron a 37 °C en una estufa de
incubacion humidificada suministrada con 5 % de CO,. El ensayo se realizé del siguiente modo: se sembraron
células HelLa en una placa de cultivo de 96 pocillos a una densidad de 5 x 108 por pocillo y se cultivaron durante la
noche. Al dia siguiente se afiadieron IFN-y (50 ng/ml de concentracion final) y diluciones sucesivas de compuestos
(en el volumen total de 200 pl de medio de cultivo) a las células. Después de 48 horas de incubacion se transfirieron
140 ul del sobrenadante por pocillo a una nueva placa de 96 pocillos. Se mezclaron 10 ul de acido tricloroacético 6,1
N (#T0699, Sigma) en cada pocillo y se incubaron a 50 °C durante 30 min para hidrolizar la N-formilquinurenina
producida por indoleamina 2,3-dioxigenasa en quinurenina. La mezcla de reaccion se centrifugd a continuacion
durante 10 min a 2500 rpm para eliminar los sedimentos. Se transfirieron 100 ul del sobrenadante por pocillo a otra
placa de 96 pocillos y se mezclaron con 100 ul de 2 % (peso/volumen) de p-dimetilaminobenzaldehido (n ° 15647-7,
Sigma-Aldrich) en acido acético. El color amarillo derivado de la quinurenina se midié a 480 nm usando un lector de
microplacas SPECTRAmax 250 (Molecular Devices). Se us6 L-quinurenina (#K8625, Sigma) como patron. Los
patrones (240, 120, 60, 30, 15, 7,5, 3,75, 1,87 uM) se prepararon en 100 yl de medio de cultivo y se mezclaron con
volumen igual de 2 % (peso/volumen) de p-dimetilaminobenzaldehido. Se determiné el porcentaje de inhibicién a
concentraciones individuales y se obtuvieron valores promedio de duplicados. Los datos se analizaron usando
regresion no lineal para generar valores de Clsg (Prism Graphpad). Véase: Takikawa O y col., 1988, J. Biol. Chem.,
263(4): 2041-8.

Ejemplo C: Determinacion del efecto de inhibidores de IDO sobre la proliferacion de linfocitos T que se
suprime por células dendriticas que expresan IDO

Se recogieron monocitos de células mononucleares periféricas humanas por leucoféresis. Los monocitos se
sembraron a continuacion a una densidad de 1 x 10° células/pocillo en una placa de 96 pocillos, usando medio RPMI
1640 complementado con 10 % de suero bovino fetal y L-glutamina 2 mM (todos de Invitrogen). Las células
adherentes se retuvieron sobre la placa después del cultivo durante la noche a 37 °C. Los monocitos adherentes se
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estimularon a continuacion durante 5-7 dias con 100 ng/ml de GM-CSF (n° 300-03, PeproTech) y 250 ng/ml de IL-4
(n° 200-04, PeproTech), seguido de activacion con 5 ug/ml de LPS de Salmonella typhimurium (n°® 437650, Sigma) y
50 ng/ml de IFN-y (n° 285-Sl, R&D Systems) durante 2 dias adicionales para inducir la maduracién de células
dendriticas.

Después de la activacion celular dendritica, el medio se sustituyé con RPMI 1640 completo complementado
con 100-200 U/ml de IL-2 (n° CYT-209, ProSpec-Tany TechnoGene) y 100 ng/ml de anticuerpo anti-CD3 (n° 555336,
Pharmingen), linfocitos T (2-3 x 10° células/pocillo) y diluciones sucesivas de compuestos IDO. Después de la
incubacion durante 2 dias mas, se midid la proliferacion de linfocitos T por ensayo de incorporacion de BrdU, usando
un kit de ELISA de proliferacion celular colorimétrica por instrucciones de los fabricantes (n°® 1647229, Roche
Molecular Biochemicals). Las células se cultivaron continuamente durante 16-18 h en presencia de disoluciéon de
marcado BrdU 10 pM. Entonces, el medio de marcado se elimind y se afiadieron 200 ul de FixDenat por pocillo a las
células y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se eliminé la disolucion de FixDenat y se
afnadieron 100 pl/pocillo de disolucion de trabajo de conjugado de anticuerpo anti-BrdU-POD. La reaccion se llevo a
cabo durante 90 minutos a temperatura ambiente. A continuacion se eliminé el conjugado de anticuerpo y las células
se aclararon tres veces con 200 pl/pocillo de disolucién de lavado. Finalmente, se afiadieron 100 pl/pocillo de
disolucién de sustrato y los resultados se obtuvieron usando un lector de microplacas (Spectra Max PLUS, Molecular
Devices) durante el desarrollo de color. Se obtuvieron multiples lecturas en diversos momentos de tiempo para
garantizar que los datos estuvieran dentro del intervalo lineal. Los datos se obtuvieron rutinariamente de
experimentos duplicados, y se incluyeron controles apropiados. Véase: Terness P, y col. 2002, J. Exp. Med., 196(4):
447-57; y Hwu, P, y col. 2000, J. Immunol., 164(7): 3596-9.

Ejemplo D: Prueba in vivo de inhibidores de IDO para actividad antitumoral

La eficacia antitumoral in vivo puede probarse usando protocolos modificados de aloinjerto/xenoinjerto de
tumor. Por ejemplo, se ha descrito en la bibliografia que la inhibicion de IDO puede sinergizar con quimioterapia
citotoxica en ratones inmunocompetentes (Muller, A.J., y col. 2005, Nat. Med. 11:312-319). Se mostré que esta
sinergia era dependiente de linfocitos T por comparacion de los efectos sinérgicos de un inhibidor de IDO en
investigacion en modelos de xenoinjerto de tumor murino (por ejemplo, B16 y variantes relacionadas, CT-26, LLC)
cultivados en ratones singénicos competentes en ratones singénicos inmunocompetentes con los observados en
ratones singénicos tratados con anticuerpos anti-CD4 neutralizantes, o los mismos tumores cultivados en ratones
inmunocomprometidos (por ejemplo, nu/nu).

El concepto de efectos antitumorales diferenciales en ratones inmunocompetentes frente a
inmunocomprometidos puede también permitir la prueba de inhibidores en investigaciéon de IDO como agentes
Unicos. Por ejemplo, los tumores LLC crecieron bien en su cepa huésped singénica, C57B1/6. Sin embargo, si estos
ratones se tratan con el inhibidor de IDO 1-MT (frente a placebo), la formacién de tumores es sustancialmente
retrasada, que implica que la inhibicién de IDO era inhibidora del crecimiento (Friberg, M., y col. 2002, Int. J. Cancer
101:151-155). Tras esta logica, puede examinarse la eficacia de la inhibicion de IDO en el modelo de tumor de
xenoinjerto de LLC cultivado en ratones inmunocompetentes C57B1/6 y comparar aquella con los efectos de
inhibidores de IDO sobre el crecimiento tumoral de LLC en ratones desnudos o SCID (o ratones C57B1/6 tratados
con anticuerpos que neutralizan la actividad de linfocitos T). Como los efectos de aliviar la actividad
inmunosupresora mediada por tumor de IDO se diferenciara probablemente dependiendo del potencial
inmunogénico de diferentes modelos de tumor, pueden hacerse modificaciones genéticas a las células tumorales
para aumentar su potencial inmunogénico. Por ejemplo, la expresion de GM-CSF en células B16.F10 aumenta su
potencial inmunogénico (Dranoff, G., y col. 1993, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 90:3539-3543). Como tal, en algunos
modelos de tumor (por ejemplo, B16.F10) pueden generarse [polilclones que expresan proteinas
inmunoestimulantes tales como GM-CSF y probar los efectos inhibidores del crecimiento de inhibidores de IDO
contra tumores establecidos a partir de estas células tumorales en tanto ratones inmunocompetentes como
inmunocomprometidos.

Una tercera via para evaluar la eficacia de inhibidores de IDO in vivo emplea modelos de
aloinjerto/xenoinjerto de tumor murino 'pre-inmunizacién’. En estos modelos, ratones inmunocompetentes se
sensibilizan a un antigeno de tumor especifico o antigenos para imitar una vacunacion anti-tumoral terapéutica. Esto
sensibiliza a los ratones para una respuesta antitumoral mediada por el sistema inmunitario cuando los ratones se
exponen posteriormente a lineas celulares tumorales murinas (que poseen antigenos de tumor similares a aquellos
usados para inmunizacion) en experimentos de xenoinjerto. Se ha mostrado que la expresion de IDO atenua la
respuesta antitumoral y permite que los xenoinjertos crezcan mas rapidamente. Y, lo que es mas importante, el
crecimiento de tumores en este modelo se inhibe por el inhibidor de IDO 1-MT (Uyttenhove, C., y col. 2003, Nat.
Med. 9:1269-1274). Este modelo es particularmente atractivo, ya que la actividad de IDO es permisiva para el
crecimiento tumoral de P815 y la inhibicion especifica de IDO debe, por tanto, ser inhibidora del crecimiento.

Finalmente, puede usarse inmunizacién terapéutica para evaluar el impacto de inhibidores de IDO in vivo.

Por ejemplo, se ha demostrado usando células B16-BL6 que pueden exponerse ratones Blk/6 a una inyeccion
intravenosa de células tumorales, seguido de tratamiento con un péptido inmunogénico bien caracterizado (por
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ejemplo TRP-2) expresado por las células tumorales (Ji y col., 2005, J. Immunol, 175: 1456-63). Y, lo que es mas
importante, los modificadores del sistema inmunitario, tales como el anticuerpo anti-CTL-4, pueden mejorar las
respuestas a tales inmunizaciones terapéuticas. El impacto de inhibidores de IDO puede evaluarse de un modo
similar - inmunizacion de péptidos tumorales con o sin inhibidor de IDO. La eficacia se evallia por la supervivencia
animal (tiempo hasta la morbilidad) o por la medicién de metastasis tumorales a los pulmones y/u otros érganos en
momentos de tiempo definidos.

En cualquiera/todos de los modelos anteriormente mencionados, también puede ser posible medir directa
y/o indirectamente el nimero y/o actividad de células inmunitarias reactivas tumorales. Los procedimientos de
medicion del nimero y/o actividad de células inmunitarias reactivas tumorales estan bien establecidos y pueden
realizarse usando técnicas conocidas para aquellos instruidos en la materia (Current Protocols in Immunology, vol. 4,
Coligan, J. E., y col.; Immunotherapy of Cancer, Human Press, 2006, Disis, M.L. y referencias en su interior).
Conceptualmente, una reduccién en los efectos inmunosupresores de IDO puede producir nimeros elevados o
reactividad de células inmunitarias especificas de tumor. Ademas, la inhibicion de IDO puede aumentar
adicionalmente el numero o la reactividad de células inmunitarias reactivas de tumor cuando se combiné con otros
terapéuticos, por ejemplo, quimioterapéuticos y/o inmunomoduladores (por ejemplo, anticuerpo anti-CTLA4).

Todos los experimentos de aloinjerto/xenoinjerto pueden realizarse usando técnicas de tumor
convencionales (revisadas por Corbett y col., en Cancer Drug Discovery and Development: Anticancer Drug
Development Guide: Preclinical Screening, Clinical Trials, and Approval, 22 ed. Teicher, B.A. y Andrews, P.A.,
Gumana Press Inc.: Totowa, NJ, 2004). La clonacion e introduccion de genes (por ejemplo, IDO, GM-CSF) en lineas
celulares tumorales puede realizarse usando técnicas conocidas para aquellos instruidos en la materia (revisado en
Sambrook, J. y Russel, D., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (3% edicién), Cold Spring Harbor Laboratory
Press: Cold Spring Harbor, NY, 2001).

Ejemplo E: prueba in vivo de inhibidores de IDO en modelo de encefalitis por el virus de la
inmunodeficiencia humana-1 (VIH-1)

1. Aislamiento de células e infeccion viral

Pueden obtenerse monocitos y PBL mediante elutriacion centrifuga a contracorriente de paquetes de
leucoféresis de donantes seronegativos para VIH-1, 2 y hepatitis B. Se cultivan los monocitos en cultivo en
suspension utilizando matraces de teflon en medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, Sigma-Aldrich)
complementado con 10 % de suero humano combinado inactivado por calor, 1 % de glutamina, 50 yg/ml de
gentamicina, 10 ug/ml de ciprofloxacina (Sigma) y 1000 U/ml de factor estimulante de colonias de macréfagos
humano recombinante altamente purificado. Después de siete dias en cultivo, se infectan MDM con el VIH-1apa a
una multiplicidad de infeccion de 0, 01.

2. Ratones Hu-PBL-NOD/SCID HIVE

Pueden adquirirse ratones NOD/C.B-17 SCID macho de cuatro semanas de edad (Jackson Laboratory).
Los animales se mantienen en jaulas Micro-Isolator estériles en condiciones libres de patégenos. Se inyecta a todos
los animales, por via intraperitoneal, anticuerpo anti-CD122 de rata (0,25 mg/ratén) tres dias antes del trasplante de
PBL y dos veces con anticuerpos para asialo-GM1 de conejo (0,2 mg/raton) (Wako) un dia antes y tres dias después
de la inyeccion de PBL (20 x 108 células/raton). Se inyectan, por via intracraneal (i.c.), MDM infectados con el VIH-
1apa (3 x 10° células en 10 pl) ocho dias tras la reconstitucion de PBL, generando ratones hu-PBL-NOD/SCID HIVE.
Inmediatamente después de la inyeccién i.c. de MDM infectados con VIH-1, se implanta a los ratones hu-PBL-
NOD/SCID HIVE por via subcutanea (s.c.) control (vehiculo) o pellas de compuesto (14 6 28 dias de liberacion lenta,
Innovative Research). Se disefian los experimentos iniciales para confirmar la induccion de CTL especificos del virus
en los animales hu PBL-NOD/SCID HIVE tratados con compuestos de IDO. Esto se confirma mediante tincion de
tetramero y analisis neuropatolégicos de eliminacion de MDM del tejido cerebral. A continuacion, se disefia el
experimento para analizar la reconstitucion de linfocitos humanos, las respuestas inmunitarias humorales y las
alteraciones neuropatoldgicas. En estos experimentos, se sangran los animales el dia 7 y se sacrifican los dias 14 y
21 después de la inyeccion i.c. de MDM humanos. Se utiliza la sangre recogida en tubos que contienen EDTA para
la citometria de flujo y se usa el plasma para la deteccion de VIH-1 p24 usando ELISA (Beckman Coulter™). Los
anticuerpos especificos para el VIH-1 se detectan por pruebas de transferencia Western segun las instrucciones del
fabricante (kit de transferencia Western de VIH-1 de Cambridge Biotech, Calypte Biomedical). Se detecta una
cantidad similar de anticuerpos especificos del virus en el control y animales tratados con compuesto. Pueden
realizarse un total de tres experimentos independientes usando tres donantes de leucocitos humanos diferentes.

3. FACScan de sangre periférica y bazo en ratones hu PBL-NOD/SCID HIVE
Puede realizarse el analisis FACS de dos colores en sangre periférica en la semana 1-3 y esplenocitos en

la semana 2 y 3 después de la inyeccion i.c. de MDM humanos. Se incuban las células con Ab monoclonales (mAb)
conjugados con fluorocromo para CD4, CD8, CD56, CD3, IFN-y humanos (eBioscience) durante 30 minutos a 4 °C.
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Para evaluar la respuesta inmunitaria celular, se realiza tincion intracelular de IFN-y en combinacion con anticuerpos
anti-CD8 humano y anticuerpos anti-CD45 de ratén conjugados con FITC para excluir las células murinas. Para
determinar los CTL especificos de anticuerpo, se realiza la tincién de tetramero conjugada con aloficocianina para el
VIH-1928 (p17 (aa77-85) SLYNTVATL, SL-9) y el VIH-17 [(aa476-485) ILKEPVHGV, IL-9] en esplenocitos
estimulados con fitohemaglutinina/interleucina-2 (PHA/IL-2). Se tifien las células siguiendo la recomendacion del
NIH/National Institute of Allergy and Infections Disease, National Tetramer Core Facilities. Los datos se analizaron
con un FACS Calibur™ usando el software CellQuest (Becton Dickinson Immunocytometry System).

4. Histopatologia y analisis de imagenes

Se recoge tejido cerebral los dias 14 y 21 después de la inyeccion i.c. de MDM, se fija en 4 % de
paraformaldehido tamponado con fosfato y se incorpora en parafina o se congela a -80 °C para su uso posterior. Se
cortan secciones coronales de los blogues incorporados con el fin de identificar el sitio de la inyeccion. Para cada
raton, se cortan 30-100 secciones en serie (5 um de espesor) del sitio de inyeccion de MDM humanos y se analizan
3-7 portaobjetos (10 secciones separadas). Las secciones de cerebro se desparafinan con xileno y se hidratan en
alcoholes en gradiente. La tincién inmunohistoquimica sigue un protocolo indirecto basico, usando la recuperacion
de antigeno por calentamiento a 95 °C en 0,01 mol/l de tampodn citrato durante 30 minutos para la recuperacion del
antigeno. Para identificar las células humanas en cerebros de ratén, se usa mAb para vimentina (1:50, clon 3B4,
Dako Corporation), que identifica todos los leucocitos humanos. Los MDM humanos y los linfocitos CD8* se detectan
con anticuerpos para CD68 (dilucion 1:50, clon KP 1) y CD8 (dilucién 1:50, clon 144B), respectivamente. Las células
infectadas con virus se marcan con mAb para VIH-1 p24 (1:10, clon Kal-1, todo de Dako). Se detectan células de la
microglia murinas reactivas con anticuerpo Iba-1 (1:500, Wako). La expresion de IDO humana (hulDO) se visualiza
con Ab obtenidos del Departamento de Farmacologia Celular, Central Research Institute, Facultad de Medicina,
Universidad de Hokkaido, Sapporo, Japén. Los anticuerpos primarios se detectan con los anticuerpos secundarios
biotinilados apropiados y se visualizan con complejos de avidina-biotina (kit Vectastain Elite ABC, Vector
Laboratories) y polimero de dextrano acoplado a peroxidasa de rabano picante (HRP) (EnVision, Dako Corporation).
Se realiza la contratincion de secciones inmunotefiidas con hematoxilina de Mayer. Las secciones de las que se
elimina el anticuerpo primario o incorpora el isotipo IgG irrelevante sirven de controles. Dos observadores
independientes, de forma enmascarada, cuentan el nimero de linfocitos CD8*, MDM CD68* y células VIH-1 p24* en
cada secciéon de cada ratén. Se realiza el examen de microscopia 6ptica con un microscopio Nikon Eclipse 800
(Nikon Instruments Inc.). Se realiza el analisis semicuantitativo para Iba1 (porcentaje del area ocupada por
inmunotinciéon) mediante analisis de imagenes asistido por ordenador (Image-Pro® Plus, Media Cybernetics) como
se ha descrito anteriormente.

5. Analisis estadistico

Pueden analizarse los datos mediante Prism (Graph Pad) con la prueba de la t de Student para
comparaciones y ANOVA. Se consideraron significativos valores de P < 0, 05.

6. Referencia

Poluektova L.Y., Munn DH, Persidsky Y. y Gendelman H.E. (2002). Generation of cytotoxic T cells against
virus-infected human brain macrophages in a murine model of HIV-1 encephalitis. J. Immunol. 168(8):3941-9.
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Reivindicaciones

1. Un compuesto de Férmula I:

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en combinacién con un anticuerpo anti-PD-1 para su uso en el
tratamiento de un cancer;
en donde

R" es NH, o CHs;

R2 es Cl, Br, CF3, CH3 0 CN;
R3esHoF;y

nes162.

2. El compuesto o sal para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1 en el que:

(a) R'es NHy; o
(b) R' es CHs.

3. El compuesto o sal para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en el que:

(a)R?es Cl; 0
(b) R?es Br; o
(c) R?es CF3; 0
(d) R? es CHj3; o;
(e) R? es CN.

4. El compuesto o sal para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que:

(a)R¥®es H; 0
(b) R®es F.

5. El compuesto o sal para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que:

(@a)nes1;0
(b)nes 2.

6. Un compuesto seleccionado de:

4-({2-[(Aminosulfonil)amino]etillamino)-N-(3-bromo-4-fluorofenil)-N*-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida;

N-(3-Bromo-4-fluorofenil)-N-hidroxi-4-({2-[(metilsulfonil)amino]etil}amino)-1,2,5-oxadiazol-3 -carboximidamida;
4-({3-[(Aminosulfonil)amino]propil}amino)-N-(3-bromo-4-fluorofenil)-N-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida;
N-(3-Bromo-4-fluorofenil)-N-hidroxi-4-({3-[(metilsulfonil)Jamino]propil}amino)-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida;

4-({2-[(Aminosulfonil)amino]etil}amino)-N-(3-cloro-4-fluorofenil)-N*-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3 -carboximidamida;
N-(3-Cloro-4-fluorofenil )-N-hidroxi-4-({2-[(metilsulfonil)amino]etil}amino)-1,2,5-oxadiazol-3 -carboximidamida;
4-({3-[(Aminosulfonil)amino]propiltamino)-N-(3-cloro-4-fluorofenil)-N-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida;

N-(3-Cloro-4-fluorofenil }-N-hidroxi-4-({3-[(metilsulfonil)amino]propil}amino)-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida;

4-({2-[(Aminosulfonil)amino]etil}amino)-N-[4-fluoro-3-(trifluorometil )fenil]-N-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-
3-carboximidamida;

N-[4-Fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-N-hidroxi-4-({2-[(metilsulfonil)amino]etil} -amino)-1 ,2,5-oxadiazol-
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3-carboximidamida;
4-({3-[(Aminosulfonil)amino]propiltamino)-N-[4-fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-N’-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida;
N-[4-Fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-N-hidroxi-4-({3-[(metilsulfonil)Jamino]propil}-amino)-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida;

4-({2-[(Aminosulfonil)amino]etil}amino)-N"-hidroxi-N-[3-(trifluorometil )fenil]-1,2,5-oxadiazol-3 -carboximidamida;
N’-Hidroxi-4-({2-[(metilsulfonil)amino]etil}amino)-N-[3-(trifluorometil )fenil]-1,2,5-oxadiazol-3 -carboximidamida;
4-({3-[(Aminosulfonil)amino]propil}amino)-N"-hidroxi-N-[3-(trifluorometil )fenil]-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida;

N’-Hidroxi-4-({3-[(metilsulfonil)amino]propil}amino)-N-[3-(trifluorometil )fenil]-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida;
N-(4-Fluoro-3-metilfenil)-N-hidroxi-4-({2-[(metilsulfonil)Jamino]etil}lamino)-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida;
4-({2-[(Aminosulfonil)amino]etil}amino)-N-(3-ciano-4-fluorofenil)-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida;

y
N-(3-Ciano-4-fluorofenil)-N"-hidroxi-4-({2-[(metilsulfonil)amino]etil}amino)-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida;

o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, en combinacién con un anticuerpo anti-PD-1 para el uso de
acuerdo con la reivindicacion 1.

7. 4-({2-[(Aminosulfonil)amino]etil}amino)-N-(3-bromo-4-fluorofenil)-N-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en combinacién con un anticuerpo anti-PD-1 para el uso de
acuerdo con la reivindicacion 1.

8. 4-({2-[(Aminosulfonil)amino]etil}amino)-N-(3-bromo-4-fluorofenil)-N*-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida, en
combinacién con un anticuerpo anti-PD-1 para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1.

9. El compuesto o sal para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el compuesto es una forma soélida de 4-
({2-[(aminosulfonil)amino]etil}amino)-N-(3-bromo-4-fluorofenil)-N’-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida, que es

(a) cristalina; o
(b) contiene menos del 2% de agua.

10. El compuesto o sal para el uso de acuerdo con la reivindicacion 9, donde la forma sélida tiene un punto de fusion
de 162 a 166° C, £3° C.

11. El compuesto o sal para el uso de acuerdo con la reivindicacion 9, donde la forma sélida tiene:

(a) al menos un pico XRPD, en términos de 2-theta, seleccionado de 18.4° +0.2°, 18.9° +0.2°, 21.8° +£0.2°,
23.9°

10.2°,29.2° +0.2°,y 38.7° £0.2°; 0

(b) teniendo al menos dos picos XRPD, en términos de 2-theta, seleccionados de 18.4° +0.2°, 18.9° +0.2°,
21.8° £0.2°, 23.9° £0.2°, 29.2° £0.2°, y 38.7° £0.2°; 0

(c) teniendo al menos tres picos XRPD, en términos de 2-theta, seleccionados de 18.4° +0.2°, 18.9° +0.2°,
21.8° £0.2°, 23.9° £0.2°, 29.2° £0.2°, y 38.7° £0.2°.

12. Un compuesto de Férmula F28:

OH
o~
0.0 ’ N
S NSO
HoN"> N N
n /4 \
H N. N H/\L/z
0
R4

F28

2

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en combinacién con un anticuerpo anti-PD-1 para su uso en el
tratamiento de un cancer, en donde:

R‘esF,Cl,Br,ol;y
nes162.

13. 4-({2-[(Aminosulfonil)amino]etil}amino)-N-[(4-bromo-2-furil)metil]-N-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en combinacién con un anticuerpo anti-PD-1 para el uso de
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acuerdo con la reivindicacion 12.

14. 4-({2-[(Aminosulfonil)amino]etil}amino)-N-[(4-cloro-2-furil)metil]-N-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en combinaciéon con un anticuerpo anti-PD-1 para el uso de
acuerdo con la reivindicacion 12.

15. El compuesto, sal, o forma sélida para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que
dicho cancer se selecciona de melanoma, cancer de colon, cancer de pancreas, cancer de mama, cancer de
préstata, cancer de pulmoén, cancer de cerebro, cancer de ovario, cancer de cuello uterino, cancer testicular, cancer
renal, cancer de cabeza y cuello, linfoma y leucemia.

16. El compuesto, sal, o forma sdélida para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11, en el que
el cancer es melanoma.

17. El compuesto, sal, o forma sélida para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 13, en el que
el cancer es cancer de ovario.

18. El compuesto, sal, o forma soélida para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 13, en el que
el cancer es cancer de mama.

19. El compuesto, sal, o forma sdlida para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11, en el que
el cancer es cancer de pancreas.

20. El compuesto, sal, o forma soélida para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11, en el que
el cancer es cancer de prostata.

21. El compuesto, sal, o forma soélida para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11, en el que
el cancer es cancer de pulmén.
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Figura 1
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Figura 2
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Peso (%)

Figura 3
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