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DESCRIPCION
Proceso para la sintesis de un inhibidor de indoleamina 2,3-dioxigenasa
Campo de la invencion

La presente solicitud se refiere a procesos e intermedios para preparar 4-({2-[(aminosulfonilo)amino]etilo}amino)-N-(3-
bromo-4-fluorofenilo)-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida, que es un inhibidor de la 2,3-dioxigenasa de
indoleamina util en el tratamiento del cancer y otros trastornos.

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 el primer paso y limita la velocidad en la degradacion de L-triptéfano a N-formilo-kinurenina. En las células
humanas, un agotamiento de Trp resultante de la actividad IDO es un prominente mecanismo efector antimicrobiano
inducible por interferén gamma (IFN-y). La estimulacion de IFN-y induce la activacion de IDO, lo que conduce a un
agotamiento de Trp, deteniendo asi el crecimiento de patdgenos intracelulares dependientes de Trp como Toxoplasma
gondii y Chlamydia trachomatis. La actividad de IDO también tiene un efecto antiproliferativo en muchas células
tumorales, y se ha observado induccion de IDO in vivo durante el rechazo de tumores alogénicos, lo que indica un
posible papel para esta enzima en el proceso de rechazo de tumores (Daubener, et al., 1999, Adv. Exp. Exp. Med.
Biol., 467: 517-24; Taylor, et al., 1991, FASEB J., 5: 2516-22).

Se ha observado que las células HelLa cocultivadas con linfocitos de sangre periférica (PBL) adquieren un fenotipo
inmunoinhibidor a través de la regulacion positiva de la actividad IDO. Se creia que una reduccion en la proliferacion
de PBL tras el tratamiento con interleucina-2 (IL2) era el resultado de IDO liberado por las células tumorales en
respuesta a la secrecion de IFNG por los PBL. Este efecto fue revertido por el tratamiento con 1-metilo-triptéfano
(1MT), un inhibidor de IDO especifico. Se propuso que la actividad IDO en las células tumorales puede servir para
perjudicar las respuestas antitumorales (Logan, et al., 2002, Immunology, 105: 478-87).

Recientemente, un papel inmunorregulador del agotamiento de Trp ha recibido mucha atencién. Varias lineas de
evidencia sugieren que IDO esta involucrado en la induccién de la tolerancia inmune. Los estudios de embarazo en
mamiferos, resistencia tumoral, infecciones crénicas y enfermedades autoinmunes han demostrado que las células
que expresan IDO pueden suprimir las respuestas de las células T y promover la tolerancia. Se ha observado un
catabolismo acelerado de Trp en enfermedades y trastornos asociados con la activacion inmune celular, como
infeccion, malignidad, enfermedades autoinmunes y SIDA, asi como durante el embarazo. Por ejemplo, se han
observado niveles elevados de IFN y niveles elevados de metabolitos Trp urinarios en enfermedades autoinmunes;
Se ha postulado que el agotamiento sistémico o local de Trp que ocurre en las enfermedades autoinmunes puede
estar relacionado con la degeneracion y los sintomas de desgaste de estas enfermedades. En apoyo de esta hipotesis,
se observaron altos niveles de IDO en células aisladas de la sinovia de las articulaciones artriticas. Los IFN también
estan elevados en pacientes con virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y el aumento de los niveles de IFN se
asocia con un peor pronostico. Por lo tanto, se propuso que IDO es inducida cronicamente por la infeccién por VIH, y
aumenta aun mas 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, et al., 1991, Adv. Exp.
Med. Biol., 294: 425-35). Con este fin, se ha demostrado recientemente que la inhibicién de IDO puede mejorar los
niveles de células T especificas de virus y, concomitantemente, reducir el nimero de macréfagos infectados por virus
en un modelo de VIH de ratén (Portula et al., 2005, Blood, 106: 2382-90).

Se cree que IDO desempefia un papel en los procesos inmunosupresores que evitan el rechazo fetal en el Gtero. Hace
mas de 40 afios, se observo que, durante el embarazo, el conceptus mamifero genéticamente dispar sobrevive a pesar
de lo que predeciria la inmunologia del trasplante de tejidos (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 atencioén reciente se ha centrado en la tolerancia inmunolégica de la madre.
Debido a que la IDO se expresa por las células sincitiotrofoblasto humanas y la concentracion sistémica de triptéfano
disminuye durante el embarazo normal, se planted la hipétesis de que la expresion de IDO en la interfaz materno-fetal
es necesaria para prevenir el rechazo inmunoldgico de los aloinjertos fetales. Para probar esta hipétesis, los ratones
gestantes (portadores de fetos singénicos o alogénicos) fueron expuestos a 1MT, y se observd un rapido rechazo
inducido por las células T de todos los conceptos alogénicos. Por lo tanto, al catabolizar el triptéfano, el concepto de
mamifero parece suprimir la actividad de las células T y se defiende contra el rechazo, y el bloqueo del catabolismo
del triptéfano durante el embarazo murino permite que las células T maternas provoquen el rechazo del aloinjerto fetal
(Munn, et al., 1998, Science, 281:1191-3).

La evidencia adicional de un mecanismo de resistencia inmune tumoral basado en la degradacion de triptéfano por
IDO proviene de la observacion de que la mayoria de los tumores humanos expresan IDO constitutivamente, y que la
expresion de IDO por células tumorales de ratéon inmunogénicas evita su rechazo por ratones preinmunizados. Este
efecto se acompafia de una falta de acumulacién de células T especificas en el sitio del tumor y puede revertirse en
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parte mediante el tratamiento sistémico de ratones con un inhibidor de IDO, en ausencia de una toxicidad notable. Por
lo tanto, se sugirio que la eficacia de la vacunacion terapéutica de pacientes con cancer podria mejorarse mediante la
administracion concomitante de un inhibidor de IDO (Uyttenhove et al., 2003, Nature Med., 9:1269-74). También se
ha demostrado que el inhibidor de IDO, 1-MT, puede sinergizar con agentes quimioterapéuticos para reducir el
crecimiento tumoral en ratones, lo que sugiere que la inhibicion de IDO también puede mejorar la actividad antitumoral
de las terapias citotdxicas convencionales (Muller et al., 2005, Nature Med., 11: 312-9).

Un mecanismo que contribuye a la falta de respuesta inmunolégica hacia los tumores puede ser la presentacion de
antigenos tumorales por las APC tolerogénicas del huésped. También se ha descrito un subconjunto de células
presentadoras de antigeno (APC) que expresan IDO humano que coexpresaron CD123 (IL3RA) y CCR®6 e inhibieron
la proliferacion de células T. Tanto las células dendriticas positivas para CD123 maduras como las inmaduras
suprimieron la actividad de las células T, y esta actividad supresora de IDO fue bloqueada por 1MT (Munn, et al., 2002,
Science, 297:1867-70). También se ha demostrado que los ganglios linfaticos de drenaje tumoral de ratéon (TDLN)
contienen un subconjunto de células dendriticas plasmacitoides (pDC) que expresan constitutivamente niveles
inmunosupresores de IDO. A pesar de comprender solo el 0,5% de las células de los ganglios linfaticos, in vitro, estos
pDC suprimieron potentemente las respuestas de las células T a los antigenos presentados por los propios pDC y
también, de manera dominante, suprimieron las respuestas de las células T a los antigenos de terceros presentados
por las APC no supresoras. Dentro de la poblacién de pDC, la mayoria de la actividad supresora mediada por IDO
funcional se segregé con un nuevo subconjunto de pDC que coexpresan el marcador de linaje B CD19. Por lo tanto,
se planted la hipétesis de que la supresion mediada por IDO por pDC en TDLN crea un microambiente local que es
poderosamente supresor de las respuestas de las células T antitumorales del huésped (Munn, et al., 2004, J. Clin.
Invest., 114(2):280-90).

IDO degrada el resto indol del triptéfano, la serotonina y la melatonina e inicia la produccion de metabolitos
neuroactivos e inmunorreguladores, conocidos colectivamente como kinureninas. Al agotar localmente el triptéfano y
aumentar las kinureninas proapoptéticas, la IDO expresada por las células dendriticas (CD) puede afectar en gran
medida la proliferacion y supervivencia de las células T. La induccién de IDO en CD podria ser un mecanismo comun
de tolerancia delecional impulsado por las células T reguladoras. Debido a que se puede esperar que tales respuestas
tolerogénicas operen en una variedad de condiciones fisiopatoldgicas, el metabolismo del triptéfano y la produccion
de kinurenina podrian representar una interfaz crucial entre el sistema inmune y nervioso (Grohmann, et al., 2003,
Trends Immunol., 24: 242-8) En estados de activacion inmune persistente, la disponibilidad de Trp sérico libre
disminuye y, como consecuencia de la produccion reducida de serotonina, las funciones serotoninérgicas también
pueden verse afectadas (Wirleitner, et al., 2003, Curr. Med. Chem., 10:1581-91).

Curiosamente, se ha observado que la administracion de interferén-alfa induce efectos secundarios
neuropsiquiatricos, como sintomas depresivos y cambios en la funcién cognitiva. La influencia directa sobre la
neurotransmision serotoninérgica puede contribuir a estos efectos secundarios. Ademas, debido a que la activacion
de IDO conduce a niveles reducidos de triptéfano, el precursor de la serotonina (5-HT), IDO puede desempefiar un
papel en estos efectos secundarios neuropsiquiatricos al reducir la sintesis central de 5-HT. Ademas, los metabolitos
de kinurenina, como la 3-hidroxi-kinurenina (3-OH-KYN) y el acido quinolinico (QUIN) tienen efectos tdxicos sobre la
funcién cerebral. 3-OH-KYN puede producir estrés oxidativo al aumentar la producciéon de especies reactivas de
oxigeno (ROS), y QUIN puede producir una sobreestimulacion de los receptores de N-metilo-D-aspartato (NMDA) del
hipocampo, lo que conduce a la apoptosis y la atrofia del hipocampo. Tanto la sobreproduccion de ROS como la atrofia
del hipocampo causada por la sobreestimulacion de NMDA se han asociado con la depresion (Wichers y Maes, 2004,
J. Psychiatry Neurosci., 29:11-17). Por lo tanto, la actividad IDO puede desempeiiar un papel en la depresion.

Se estan desarrollando inhibidores de molécula pequefia de IDO para tratar o prevenir enfermedades relacionadas
con IDO como las descritas anteriormente. Por ejemplo, se informan oxadiazol y otros inhibidores heterociclicos de
IDO en los documentos US 2006/0258719 y US 2007/0185165. La publicacion PCT WO 99/29310 informa métodos
para alterar la inmunidad mediada por células T que comprende alterar las concentraciones extracelulares locales de
triptéfano y metabolitos de triptéfano, usando un inhibidor de IDO como 1-metilo-DL-triptofano, p-(3-benzofuranilo)-
DL-alanina, p-[3-benzo(b)tienilo]-DL-alanina y 6-nitro-L-triptéfano) (Munn, 1999). En el documento WO 03/087347,
también publicado como Patente Europea 1501918, se describen métodos para fabricar células presentadoras de
antigeno para mejorar o reducir la tolerancia de las células T (Munn, 2003). Los compuestos que tienen actividad
inhibidora de indoleamina-2,3-dioxigenasa (IDO) se describen adicionalmente en el documento WO 2004/094409; y
la Publicacién de Solicitud de Patente de los Estados Unidos N° 2004/0234623 esta dirigida a métodos para tratar a
un sujeto con un cancer o una infeccion mediante la administracion de un inhibidor de indoleamina-2,3-dioxigenasa
en combinacién con otras modalidades terapéuticas.

A la luz de los datos experimentales que indican un papel para IDO en la inmunosupresion, resistencia y/o rechazo
tumoral, infecciones cronicas, infeccion por VIH, SIDA (incluidas sus manifestaciones como caquexia, demencia y
diarrea), enfermedades o trastornos autoinmunes (como artritis reumatoide), y la tolerancia inmunoldgica y la
prevencion del rechazo fetal en el utero, son deseables los agentes terapéuticos destinados a la supresion de la
degradacion del triptéfano mediante la inhibicién de la actividad IDO. Los inhibidores de IDO pueden usarse para
activar las células Ty, por lo tanto, mejorar la activacion de las células T cuando las células T son suprimidas por el
embarazo, malignidad o un virus como el VIH. La inhibicion de IDO también puede ser una estrategia de tratamiento
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importante para pacientes con enfermedades o trastornos neuroldgicos o neuropsiquiatricos como la depresion.

WO 2010/005958 describe derivados de 1,2,5-oxadiazol que son inhibidores de IDO y procesos e intermedios para
fabricar tales derivados de 1,2,5-oxadiazol.

Debido a la utilidad de los inhibidores de IDO, existe la necesidad de desarrollar nuevos procesos para fabricar
inhibidores de IDO. Esta aplicacion esta dirigida a esta necesidad y a otras.

Resumen de la invencion

El  compuesto  4-({2-[(@aminosulfonilo)amino]etilo}amino)-N-(3-bromo-4-fluorofenilo)-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida que tiene la Férmula I:

es un inhibidor de la enzima indoleamina 2,3-dioxigenasa (también conocida como IDO). El compuesto de Férmula |,
asi como su preparacion y uso, se ha descrito en la patente de EE.UU. N° 8,088,803, que se incorpora aqui como
referencia en su totalidad. Los intermedios y procesos proporcionados en este documento ayudan a satisfacer la
necesidad continua de desarrollar inhibidores de IDO para el tratamiento de enfermedades graves.

La presente solicitud proporciona, entre otros, productos intermedios y procesos para preparar un compuesto de
Férmula I:

Por consiguiente, la presente solicitud proporciona un proceso que comprende hacer reaccionar un compuesto de
Férmula F5:

N~O
0
HZNMNF
R
N. N
0

Br
F5 F )
con un aldehido de Féormula F6:
Pg'HN" CHO
F6

para proporcionar un compuesto de Férmula F7:
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H Nfo).:
| (@)
N
Pg'HN" %N
N_ _N
(0)

F7

Br

en donde Pg' se define mas adelante.

La presente solicitud proporciona ademas un proceso que comprende hacer reaccionar un compuesto de Férmula
F15:

con un compuesto de Férmula F5 para proporcionar un compuesto de Féormula F16:

-0
)OLO\\:(? Ho ) =0
RTINSy N
1 1 N\ /N
R' R o

Br
F16

en donde R' y R?® se definen abajo.

La presente solicitud proporciona ademas un proceso que comprende hacer reaccionar un compuesto de Férmula
F17:

JOL O‘\s'(') OMe
R4O ”f \”
OMe
F17

Br

en donde R* se define mas adelante.
Descripcion detallada

Si bien algunos de los pasos del proceso se ilustran en los Esquemas que se muestran a continuacion, se pretende
que los pasos individuales del proceso puedan reclamarse individualmente o en cualquier combinacién (por ejemplo,
en el Esquema |, pasos E, F, G, H e | puede ser reclamado individualmente o en combinacion). No se pretende que
los procesos se limiten a un proceso general que tenga todos y cada uno de los pasos en los Esquemas a continuacion.

Por consiguiente, el esquema general para la preparacion del compuesto de Férmula | se describe en el Esquema 1.
5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2799 582 T3

Esquema 1
Pg'HN" > CHO
N-O ¢ N-O agente
N | »=0 F6 H | =0 desprotector
2 — N _—— Pg1NH R N —_—
E N. N F
\O/ ‘o’
Br Br
F F7
5 . -
0 o r;JHPg2
_0 N7/ - agente
N S7 O=S. _0
/\/H 7_2,\ )=o CI” > NHPg? & rt/ H NI >=o desprotector
N - N -
HN VY base organica \,/—\(LN ——
Ny H
o G N‘o’N
Br Br
F8 - F9 L
-0,
N OH
O\\’I H >=O 00 Nt F
HoN"Z SN N base Y i |
H 7\ ———  HNTNTY N Br
N_ _N 2 H 7\ H
(o) | N_ N
Br [®)
F10
b 1

Por consiguiente, la presente solicitud proporciona un proceso que comprende hacer reaccionar un compuesto de

Férmula F5:
-0
N
H2N7_HI\N>:O
/ \
N_ _N
(@)

Br
Fs F
con un aldehido de Féormula F6:
Pg'"HN” CHO
F6

)

en donde Pg' es un grupo protector de amino, para proporcionar un compuesto de Férmula F7:

N’O>:
H | O
N
e
N_ _N
(@)

F7

Br
F

Los grupos protectores de amino Pg' pueden usarse para prevenir reacciones no deseadas de un grupo amino
mientras realiza una transformacion deseada. Los grupos protectores de amino permiten una facil unién covalente a
un atomo de nitrégeno, asi como una escision selectiva del atomo de nitrégeno. "Grupos protectores de amino"
adecuados, tales como alcoxicarbonilo (tal como etoxicarbonilo, terc-butoxicarbonilo (Boc), benciloxicarbonilo (Cbz),
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9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc) y similares), acilo (tal como acetilo (Ac), benzoilo (Bz), y similares), sulfonilo (como
metanosulfonilo, trifluorometanosulfonilo y similares), arilalquilo (como bencilo, 4-metoxibencilo, difenilmetilo,
trifenilmetilo (tritilo) y similares), alquenilalquilo (como alilo, prenilo y similares), diarilmetilenilo (como (CsHs)2C=N, y
similares) y sililo (como terc-butildimetilsililo, triisopropilsililo y similares), son conocidos por un experto en la materia.
La quimica de los grupos protectores de amino se puede encontrar en Wuts and Greene, Greene's Protective Groups
in Organic Synthesis, 4% Ed., pp 696-926, John Wiley & Sons: Nueva York, 2006.

En algunas realizaciones, Pg' es etoxicarbonilo, terc-butoxicarbonilo, benciloxicarbonilo o 9-fluorenilmetiloxicarbonilo.
En algunas realizaciones, Pg' es C1. alcoxicarbonilo.
En algunas realizaciones, Pg' es terc-butoxicarbonilo.

Los solventes apropiados para el Paso E incluyen, pero no se limitan a, metanol o tetrahidrofurano (THF), acetonitrilo
y similares. También se pueden usar disolventes de hidrocarburos halogenados (es decir, alcanos halogenados, tales
como diclorometano, cloroformo, dicloroetano o tetracloroetano).

En algunas realizaciones, dicha reaccién se realiza en un componente disolvente que comprende tetrahidrofurano.
Como se usa en el presente documento, un componente disolvente puede referirse a un disolvente o una mezcla de
disolventes. En algunas realizaciones, el componente disolvente es un disolvente organico. En algunas realizaciones,
dicha reaccion se realiza en un componente disolvente que comprende un disolvente hidrocarbonado halogenado. En
algunas realizaciones, dicho disolvente de hidrocarburo halogenado es diclorometano.

En algunas realizaciones, dicha reaccion se realiza en un componente disolvente que comprende acetonitrilo.

En algunas realizaciones, dicha reaccion se realiza en un componente disolvente que comprende diclorometano y
acetonitrilo.

En algunas realizaciones, dicha reaccion se realiza en presencia de un agente reductor.

El agente reductor puede ser cualquier compuesto capaz de reducir un compuesto organico a un estado de oxidacion
mas bajo. La reduccién generalmente implica la adicién de atomos de hidrégeno o la eliminacion de atomos de oxigeno
de un grupo. Por ejemplo, los aldehidos como F6 pueden reducirse en presencia de una amina de Férmula F5 (Paso
E, Esquema 1) mediante la adicién de hidrégeno, ya sea en forma de hidrogeno gaseoso (Hz) o usando un hidruro
reactivo (tal como NaB(OAc)sH, NaBH4, LiAlH4 y similares); usando ftrifenilfosfina; o usando una combinacién de
yoduro de sodio, clorotrimetilsilano y metanol. En algunas realizaciones, este paso puede realizarse bajo condiciones
acidas en presencia de un acido (tal como acido trifluoroacético). En algunas realizaciones, este paso se puede realizar
a una temperatura de aproximadamente -15°C a aproximadamente 30°C, p. ej., de aproximadamente -15°C a
aproximadamente 0°C, desde aproximadamente -5°C a aproximadamente 5°C, desde aproximadamente -5°C a
aproximadamente 0°C, o desde aproximadamente 0°C a aproximadamente 45°C.

En algunas realizaciones, dicho agente reductor es un agente reductor de borohidruro (por ejemplo, NaB(OAc)sH,
NaBH, u otro agente reductor de hidruro que contiene boro).

En algunas realizaciones, dicho agente reductor de borohidruro es triacetoxiborohidruro de sodio.
En algunas realizaciones, dicha reaccion se realiza en presencia de acido trifluoroacético.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende ademas desproteger dicho compuesto de Férmula F7 para
proporcionar un compuesto de Férmula F8:

/\/Nv_e\N
HaN /B
N. _N
(0)

Br

F8 F
Los agentes de desproteccion de amino utiles para este Paso F son conocidos por los expertos en la técnica, tales
como los de Wuts y Greene (supra). En particular, los grupos protectores de amino descritos anteriormente se pueden
eliminar convenientemente usando muchos agentes desprotectores de amino disponibles que son especificos para
los diversos grupos mencionados anteriormente sin afectar otras porciones deseadas del compuesto. El grupo terc-
butoxicarbonilo se puede eliminar (por ejemplo, hidrolizar) del atomo de nitrégeno, p. ., mediante tratamiento con un
acido (tal como acido clorhidrico, acido trifluoroacético, acido toluenosulfénico y similares); una combinacion de
reactivos (por ejemplo, mezcla de cloruro de acetilo y metanol) que se sabe que generan un acido; o un acido de Lewis
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(por ejemplo, BF3Et;0). El grupo benciloxicarbonilo se puede eliminar (por ejemplo, hidrogenolizar) del atomo de
nitrégeno, p. ., mediante tratamiento con hidrégeno y un catalizador (como el paladio sobre carbono).

En algunas realizaciones, el agente desprotector de amino es acido trifluoroacético. En algunas realizaciones, 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 2% a
aproximadamente 10% en volumen de agua, de aproximadamente 10% a aproximadamente 20% en volumen de agua,
o de aproximadamente 20% a aproximadamente 50% en volumen de agua. En algunas realizaciones, el agente
desprotector de amino puede ser una mezcla de acido trifluoroacético y agua en una relacién volumétrica de
aproximadamente 98:2. En algunas realizaciones, el agente desprotector de amino puede ser acido clorhidrico,
opcionalmente en un disolvente (por ejemplo, agua, THF, dioxano, acetato de etilo, etc.). En algunas realizaciones, el
componente disolvente es acetato de etilo. En algunas realizaciones, el agente desprotector de amino puede ser acido
clorhidrico opcionalmente en un disolvente tal como un alcohol (tal como isopropanol, metanol o etanol). También se
pueden usar disolventes de hidrocarburos halogenados (p. e€j., diclorometano, cloroformo, dicloroetano o
tetracloroetano). En algunas realizaciones, la relacion molar de acido clorhidrico y el compuesto de Férmula F7 es
aproximadamente 6,0, aproximadamente 5,0, aproximadamente 4,0, aproximadamente 3,0 aproximadamente 2,0,
aproximadamente 1,0 o aproximadamente 1,1. En algunas realizaciones, el Paso F se puede realizar a una
temperatura de aproximadamente -10°C a aproximadamente 60°C, p. ej., 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 algunas realizaciones, dicha desprotecciéon comprende hacer reaccionar el compuesto de Férmula F7 con acido
clorhidrico.

En algunas realizaciones, dicha desproteccién comprende hacer reaccionar el compuesto de Férmula F7 con acido
clorhidrico en un componente disolvente que comprende isopropanol.

En algunas realizaciones, dicha desproteccién comprende hacer reaccionar el compuesto de Féormula F7 con acido
clorhidrico en un componente disolvente que comprende un disolvente hidrocarbonado halogenado.

En algunas realizaciones, dicho disolvente de hidrocarburo halogenado es diclorometano.

En algunas realizaciones, la invencion comprende ademas hacer reaccionar dicho compuesto de Férmula F8, con
Pg?-NH-SO2-X, en presencia de una base organica para proporcionar un compuesto de Formula F9:

NHPg?

O=S. fe)
" “NH N-
0 H p=
K/NW—HI\N O
N
N, _N
0

Br
F9

en donde:

Pg? es un grupo protector de amino; y
X es halo.

En algunas realizaciones, se puede preparar Pg?-NH-SO,Cl y usarlo inmediatamente en la reaccién con el compuesto
de Férmula F8. El grupo protector Pg? podria seleccionarse de cualquiera de los grupos protectores conocidos en la
técnica para proteger aminas o sulfonamidas (tales como las descritas anteriormente para Pg'). En algunas
realizaciones, Pg? puede ser un grupo alcoxicarbonilo (tal como terc-butoxicarbonilo).

Los disolventes apropiados incluyen, pero no se limitan a, disolventes de hidrocarburos halogenados tales como
diclorometano y similares. La base organica puede ser cualquier base que sirva para neutralizar el HCI generado
durante la reaccion del compuesto de Férmula F8 y el cloruro de amino-sulfonilo protegido. La base organica puede
incluir aminas terciarias aciclicas tales como tri(C+.s)alquilamina (por ejemplo, trietilamina, diisopropiletilamina (DIPEA)
y similares), aminas terciarias ciclicas (por ejemplo, n-metilo piperidina, 1,4-diazabiciclo[2,2,2]Joctano (DABCO) y
similares). En algunas realizaciones, la base organica puede ser trietilamina. En algunas realizaciones, este paso se
puede realizar a una temperatura de aproximadamente -15°C a aproximadamente 60°C, p. gj., de aproximadamente -
15°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 tales realizaciones, el Pg?-NH-SO,Cl puede obtenerse por reaccion de un alcohol (tal como etanol, alcohol terc-
8
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butilico y similares) con isocianato de clorosulfonilo (CIS(O).NCO).

En algunas realizaciones, Pg? es etoxicarbonilo, terc-butoxicarbonilo, benciloxicarbonilo o 9-fluorenilmetiloxicarbonilo.
En algunas realizaciones, Pg? es C1. alcoxicarbonilo.

En algunas realizaciones, Pg? es terc-butoxicarbonilo.

En algunas realizaciones, dicha reaccion se realiza en un componente disolvente que comprende un disolvente
hidrocarbonado halogenado.

En algunas realizaciones, dicho disolvente de hidrocarburo halogenado es diclorometano.
En algunas realizaciones, dicha base organica comprende una tri(C4.)alquilamina.

En algunas realizaciones, dicha base organica es trietilamina.

En algunas realizaciones, X es cloro.

En algunas realizaciones, la invencion comprende ademas desproteger dicho compuesto de Férmula F9 para
proporcionar un compuesto de Férmula F10:

-0
N
HZN, \N/\/ 7_(l\N
H / \
N, _N
(6)
Br
F10

En algunas realizaciones, los agentes desprotectores adecuados pueden incluir los descritos anteriormente para
desproteger el compuesto de Férmula F7.

En algunas realizaciones, dicha desproteccion comprende hacer reaccionar un compuesto de Férmula F9 con acido
clorhidrico. En algunas realizaciones, dicha desproteccién comprende hacer reaccionar un compuesto de Férmula F9
con acido clorhidrico en un componente disolvente que comprende un alcohol. En algunas realizaciones, dicho alcohol
es etanol. En algunas realizaciones, dicha desproteccion comprende hacer reaccionar un compuesto de Férmula F9
con acido clorhidrico en un componente disolvente que comprende acetato de etilo.

En algunas realizaciones, la invencion comprende ademas hacer reaccionar dicho compuesto de Férmula F10 con
una base para proporcionar un compuesto de Férmula I:

JOH F
oo L L
H2N18\u/\/Nﬁ/_\(k” Br
N. N
O

Se puede usar una base para la conversion (por ejemplo, hidrdlisis) del anillo de oxadiazolona en F10 para revelar la
amidoxima en el compuesto de Férmula |, opcionalmente en un disolvente (Paso |, Esquema 1). La proteccion de la
amidoxima como la oxadiazolona puede ser Util para prevenir reacciones adversas del grupo hidroxilo o de la
amidoxima en su conjunto. La base puede ser una base inorganica tal como hidréxido de metal alcalino (por ejemplo,
NaOH, LiOH, KOH, Mg(OH),, etc.); o una base organica tal como una amina aciclica (por ejemplo, trietilamina,
diisopropiletilamina (DIPEA), etc.) o una amina ciclica (por ejemplo, pirrolidina, piperidina, etc.). La base puede estar
disponible en forma de resina (como Amberlite® y similares). En algunas realizaciones adicionales, la base puede
proporcionarse en forma de una solucion en agua (por ejemplo, aproximadamente 0,5 N de solucion,
aproximadamente 1 N de solucién, aproximadamente 1,5 N de solucién, aproximadamente 2,5 N de solucion, de
aproximadamente 3 N a aproximadamente 5 N de solucion, de aproximadamente 5 N a aproximadamente 10 N de
solucion). En algunas realizaciones, la base es un hidroxido de metal alcalino (tal como hidréxido de sodio). En algunas
realizaciones, la base puede ser una solucion de NaOHzN en agua. En algunas realizaciones, el disolvente puede ser
etanol o tetrahidrofurano (THF). En algunas realizaciones, el disolvente puede ser una mezcla de etanol y agua. En
algunas realizaciones, la reaccion del compuesto de Féormula F10 con una base para proporcionar el compuesto de

9
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Férmula | se puede realizar a una temperatura de aproximadamente -10°C a aproximadamente 60°C, p. gj., de
aproximadamente -10°C a aproximadamente 20°C, de aproximadamente 0°C a aproximadamente 30°C, de
aproximadamente 0°C a aproximadamente 10 °C, o de aproximadamente 0°C a aproximadamente 5 °C.

En algunas realizaciones, dicha base comprende un hidréoxido de metal alcalino.
En algunas realizaciones, dicho hidréxido de metal alcalino es hidroxido de sodio.

En algunas realizaciones, dicha reaccién se realiza en un componente disolvente que comprende tetrahidrofurano,
agua y etanol.

En algunas realizaciones, el compuesto de Formula F5, se puede obtener en una secuencia de pasos mostrados en
el Esquema 2. La preparacion del intermedio, 4-amino-N-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida F2, ha sido
descrito en J. Heterocycl. Chem (1965), 2, 253, que se incorpora aqui como referencia en su totalidad, y su conversion
a la cloroxima F3 se ha descrito en Synth. Commun. (1988), 18, 1427, que se incorpora aqui como referencia en su
totalidad. En algunas realizaciones, la cloroxima de Férmula F3 se puede acoplar a 3-bromo-4-fluoroanilina,
opcionalmente en un disolvente (tal como agua), seguido de la adicion de bicarbonato de sodio, para proporcionar una
amidoxima de Férmula F4. La funcionalidad amidoxima del compuesto de F4 se puede convertir en una oxadiazolona
o Férmula F5 usando N,N-carbonildiimidazol (DCI) en un solvente (como acetato de etilo, dioxano, THF y similares),
a temperaturas elevadas, como aproximadamente 50°C, aproximadamente 60°C, aproximadamente 70°C,
aproximadamente 80°C, aproximadamente 90°C, o aproximadamente 100°C.

Esquema 2
N-oH N-OH
1NaNO,/HCI (aq)  H,N ' NaNO, H,N '
NC”CN — NH, —— mRs
2)H,NOH-HCI N\O,N HCI/AcOH (aq.) N\O,N
A B
F1 F2 F3

“CC e
|
HoN
2 ’ 7/—\8\{;‘ B
» N_ _N
O

NaHCO; (aq.) D
c F4

o}
PR

N-O
H2N7_(lN>=°
T
N. N
0

B

F5
E

Alternativamente, el compuesto de Féormula F10 se puede obtener a través de una secuencia de pasos representados

en el Esquema 3.

Esquema 3

N—O
HZN#N%O
]\
N__N
O

.

e} (o} F5 o) o -0
)LO°SII Aminacion redsctora )LO\\,, H I >==O
R3o f:r \r;l/\CHo Rgo 'Tr \N/\/ 7/_\(\N
R! R! ™M R' R! N\O,N
F15 F16 Br
F
agente desprotector -0,
di amino ’ O‘\g ﬁ N[ =0
HN TSN N
N H
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En algunas realizaciones, la presente solicitud proporciona un proceso, que comprende hacer reaccionar un
compuesto de Férmula F15:

con un compuesto de Férmula F5:

-0
N
0
H2N7_(“\N>:
R
N, N
0

Br

para proporcionar un compuesto de Férmula F16:

o)
108 n M=o
R30 l}j’ ‘rﬂ/\/ 7/_\8\N
1 1 N_ N
R R Yo g

Br
F16

en donde:

cada R’ es independientemente un grupo protector de amino; y
R3 es C1.6 alquilo o bencilo.

En algunas realizaciones, R' es C,4 alquenilo-C+.3 alquenilo o fenilo-C1.3 alquilo, en donde dicho fenilo-C+.3 alquilo
esta opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 grupos C1.4 alcoxi seleccionados independientemente.

En algunas realizaciones, R' es C,4 alquenilo-C+.3 alquenilo o fenilo-C1.3 alquilo, en donde dicho fenilo-C+.3 alquilo
esta opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 grupos metoxi.

En algunas realizaciones, R' es alilo.

En algunas realizaciones, R' es 4-metoxibencilo.
En algunas realizaciones, R® es C1.s alquilo.

En algunas realizaciones, R® es terc-butilo.

En algunas realizaciones, R® es C14 alquilo.

En algunas realizaciones, R3 es butilo.

Preferiblemente, la reaccion se realiza en presencia de un agente reductor. El agente reductor puede ser cualquier
compuesto capaz de reducir un compuesto organico a un estado de oxidacion mas bajo. En algunas realizaciones, el
agente reductor puede ser hidrégeno gaseoso en presencia de un catalizador o un reactivo de hidruro (tal como
NaB(OAc)sH, NaBH., LiAlHs y similares); usando trifenilfosfina; o usando una combinacion de yoduro de sodio,
clorotrimetilsilano y metanol. En algunas realizaciones, este paso puede realizarse en presencia de un acido tal como
acido trifluoroacético. Los disolventes adecuados para este paso incluyen alcohol isopropilico, THF, dioxano o
similares. En algunas realizaciones, este paso se puede realizar a una temperatura de aproximadamente -15°C a
aproximadamente 30°C, p. gj., de aproximadamente -15°C a aproximadamente 0°C, desde aproximadamente -5°C a
aproximadamente 5 °C, desde aproximadamente -5°C a aproximadamente 0°C, de aproximadamente 0 a 5 °C, o desde
aproximadamente 0°C a aproximadamente 45°C.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2799 582 T3

En algunas realizaciones, dicha reaccion se realiza en un componente disolvente que comprende tetrahidrofurano.
En algunas realizaciones, dicha reaccion se realiza en presencia de un agente reductor.

En algunas realizaciones, dicho agente reductor es un agente reductor de borohidruro.

En algunas realizaciones, dicho agente reductor de borohidruro es triacetoxiborohidruro de sodio.

En algunas realizaciones, dicha reaccion se realiza en presencia de acido trifluoroacético.

En algunas realizaciones, la invencion comprende ademas desproteger dicho compuesto de Férmula F16 para
proporcionar un compuesto de Férmula F10:

-0
) N N

Br

F10
F

El tratamiento de un compuesto F16 para reemplazar RN con NH. se puede lograr por métodos para la desproteccion
de grupos protectores de aminas particulares conocidos por un experto en la técnica, tales como los de Wuts y Greene,
Greene’s Protective Groups in Organic Synthesis, 42 edicion, pp 696-926, John Wiley & Sons: Nueva York, 2006. En
algunas realizaciones, cuando R' es alilo, el agente desprotector puede ser un catalizador de paladio (por ejemplo,
Pd(PhsP)s, Pd/C o Pd(dba)DPPB). En algunas realizaciones, cuando R' es 4-metoxibencilo, el agente desprotector
puede incluir un acido organico (tal como acido ftrifluoroacético o acido metanosulfénico, y similares); un acido
inorganico (tal como acido clorhidrico); hidrégeno y paladio; o sodio en amoniaco liquido. La desproteccion se puede
realizar a una temperatura de aproximadamente 30°C a aproximadamente 90°C, p. gj., de aproximadamente 50°C a
aproximadamente 100°C, o de aproximadamente 60°C a aproximadamente 80°C.

En algunas realizaciones, dicha desproteccién comprende hacer reaccionar un compuesto de Férmula F16 con acido
trifluoroacético.

En algunas realizaciones, dicha desproteccion comprende hacer reaccionar un compuesto de Férmula F16 con acido
clorhidrico.

El compuesto F15 puede prepararse mediante un proceso de tres pasos (Pasos J, Ky L) a partir de isocianato de
clorosulfonilo, como se muestra en el Esquema 4.

Esquema 4
0] O
R%OH )LO‘\SU R agente protector

2 .S.
o, HNCHCOR® RO N™N"COR?  de amino
°s. . > H H

0O=C=N"""CI J K
F13

(o) (o) O O
)LO\\S// reduccion )J\O\‘S” ~
R%07 N"N"CO,R2. ——  R°07 TNTNT SCHO
||;1 ,'?1 L R' R!

F14 F15

Por consiguiente, la presente solicitud proporciona ademas un proceso en donde dicho compuesto de Férmula F15 se
obtiene mediante un proceso que comprende tratar un compuesto de Férmula F14:

12
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con un agente reductor para proporcionar dicho compuesto de Férmula F15; en donde R? es C14 alquilo; y R® se define
supra.

En algunas realizaciones, R? es metilo.
En algunas realizaciones, R? es etilo.

En algunas realizaciones, la reduccion se puede llevar a cabo con hidruro de diisobutilaluminio (DIBAL-H). Los
disolventes adecuados incluyen disolventes de hidrocarburos halogenados tales como diclorometano, cloroformo,
dicloroetano, tetracloroetano y similares. En algunas realizaciones, la reduccion puede realizarse a aproximadamente
temperatura ambiente, p. gj., desde aproximadamente -80°C a aproximadamente 30°C, desde aproximadamente -
78°C a aproximadamente 0°C, de aproximadamente 0°C a aproximadamente 30°C, o de aproximadamente 25°C a
aproximadamente 30°C.

En algunas realizaciones, dicho tratamiento se realiza en un disolvente hidrocarbonado halogenado.
En algunas realizaciones, dicho disolvente de hidrocarburo halogenado es diclorometano.
En algunas realizaciones, dicho agente reductor es hidruro de diisobutilaluminio.

En algunas realizaciones, dicho compuesto de Férmula F14 se obtiene mediante un proceso que comprende proteger
un compuesto de Férmula F13:

28
ROy
H H

>S
- \N/\CO2R2

F13

con uno o mas agentes protectores de amino seleccionados independientemente para proporcionar un compuesto de
Férmula F14.

El grupo protector R' en F14 se puede seleccionar de los diversos grupos protectores de amino conocidos en la técnica
(supra). En algunas realizaciones, el agente protector de amino es bromuro de alilo o cloruro de 4-metoxibencilo.

En algunas realizaciones, dicho uno o mas agentes protectores de amino se seleccionan de bromuro de alilo y cloruro
de 4-metoxibencilo.

En algunas realizaciones, dicha proteccion se realiza en presencia de una base.

En algunas realizaciones, dicha base es carbonato de potasio.

En algunas realizaciones, dicha proteccion se realiza en un componente disolvente que comprende acetonitrilo.

En algunas realizaciones, la preparacion del compuesto de F13 puede obtenerse tratando el isocianato de
clorosulfonilo con un alcohol R®0OH (donde R3 se define anteriormente) y un éster de glicina H.NCH,CO,R?, en donde
R? es C14 alquilo. En algunas realizaciones, este Paso J se lleva a cabo en presencia de un acido organico (tal como
acido acético, acido benzoico, acido ftrifluoroacético). Los disolventes adecuados para este paso incluyen

diclorometano, cloroformo, dicloroetano, tetracloroetano y similares.

En algunas realizaciones, la presente solicitud proporciona un compuesto de Férmula F13:
Rog
RO7 N ‘rlq/\cosz
H H

F13

13
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en donde:

R? es C14 alquilo; y

R3 es C1.6 alquilo o bencilo.

En algunas realizaciones, R? es metilo.

En algunas realizaciones, R? es etilo.

En algunas realizaciones, R® es C1.s alquilo.
En algunas realizaciones, R® es terc-butilo.

En algunas realizaciones, el compuesto de Formula F13 es acetato de
butoxicarbonilo)sulfamoilo)amino):

2 o it
S 0™
(6] ﬁ \b

En algunas realizaciones, la invencién proporciona ademas un compuesto de Férmula F14:

en donde:

cada R’ es independientemente un grupo protector de amino;
R? es C14 alquilo; y
R3 es C1.6 alquilo o bencilo.

etilo-2-((N-(terc-

En algunas realizaciones, R' es C,4 alquenilo-C+.3 alquenilo o fenilo-C1.3 alquilo, en donde dicho fenilo-C+.3 alquilo

esta opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 grupos C+.4 alcoxi seleccionados independientemente.
En algunas realizaciones, R' es alilo.

En algunas realizaciones, R' es 4-metoxibencilo.

En algunas realizaciones, R? es metilo.

En algunas realizaciones, R? es etilo.

En algunas realizaciones, R® es C1.s alquilo.

En algunas realizaciones, R® es terc-butilo.

En algunas realizaciones, R® es C14 alquilo.

En algunas realizaciones, R3 es butilo.

En algunas realizaciones, R® es C14 alquilo.

En algunas realizaciones, R3 es butilo.

En algunas realizaciones, el compuesto de Férmula F14 es  etilo-2-(alilo(N-alilo-N-(terc-

butoxicarbonilo)sulfamoilo)amino)acetato:

14
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/

0
0 0
ﬂ\O)LN'\\S\‘/ N
o
|

En algunas realizaciones, el compuesto de Formula F14 es etilo-2-(4-metoxibencilo(N-4-metoxibencilo-N-(terc-
butoxicarbonilo)sulfamoilo)amino)acetato:

H,CO
O o
S Ao~
(@) N™
(6]
H,CO

En algunas realizaciones, la presente solicitud proporciona un compuesto de Férmula F15:

208
N’ \rl\l/\
R' R

R30 CHO

F15

en donde:
R3 es C1.6 alquilo o bencilo; y
cada R’ es independientemente un grupo protector de amino.

En algunas realizaciones, R' es C,4 alquenilo-C+.3 alquenilo o fenilo-C1.3 alquilo, en donde dicho fenilo-C+.3 alquilo
esta opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 grupos C1.4 alcoxi seleccionados independientemente.

En algunas realizaciones, R' es alilo.

En algunas realizaciones, R' es 4-metoxibencilo.

En algunas realizaciones, R® es C1.s alquilo.

En algunas realizaciones, R® es terc-butilo.

En algunas realizaciones, el compuesto de Férmula F15 es terc-butilo alilo {[alilo(2-oxoetilo)amino]sulfonilo}carbamato:
/

S 2 A
@)
|

En algunas realizaciones, el compuesto de Férmula F15 es terc-butilo(4-metoxibencilo){[(4-metoxibencilo)(2-
oxoetilo)amino]sulfonilo}carbamato:

15
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H,CO

ST QA
O N~ H

0

H;CO
En algunas realizaciones, la invencién proporciona un compuesto de Férmula F16:

-0
Rof _n M=o
R%07 NN 7/—\8\"‘
N, _N
0

I I
R' R

Br
F16

F

en donde R3 es C alquilo o bencilo y cada R' es independientemente un grupo protector de amino.

En algunas realizaciones, R' es C,4 alquenilo-C+.3 alquenilo o fenilo-C1.3 alquilo, en donde dicho fenilo-C+.3 alquilo
esta opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 grupos C+.4 alcoxi seleccionados independientemente.

En algunas realizaciones, R' es alilo.

En algunas realizaciones, R' es 4-metoxibencilo.
En algunas realizaciones, R® es C1.s alquilo.

En algunas realizaciones, R® es terc-butilo.

En algunas realizaciones, R® es C14 alquilo.

En algunas realizaciones, R® es butilo.

En algunas realizaciones, el compuesto de Férmula F16 es terc-butilo alilo(N-alilo-N-(2-(4-(4-(3-bromo-4-fluorofenilo)-
5-ox0-4,5-dihidro-1,2,4--oxadiazol-3-ilo)-1,2,5-oxadiazol-3-ilamino)etilo)sulfamoilo)carbamato:

-0
O N
S A R 0
I N
0" 'N° N /R
N, _N
(@)

En algunas realizaciones, el compuesto de Férmula F16 es terc-butilo (4-metoxibencilo)-(N-(4-metoxibencilo)-N-(2-(4-
(4-(3-bromo-4-fluorofenilo-)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-ilo)-1,2,5-oxadiazol-3-ilamino)etilo)-
sulfamoilo)carbamato:

(@) N
SL AR AN IO
O r}l/ \r]l/\/ / \ N
Bz Bz N\O'N

Br

El esquema 5 delinea una ruta alternativa para la preparacion del compuesto de Féormula F10.
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Esquema 5
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RO N u/\r Aminacion reductora NN
OMe Q Br
F17 F18
F
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H,N"" N R N
R H N
O
Br
F10

La presente solicitud también proporciona un proceso que comprende hacer reaccionar un compuesto de Férmula
F17:

28
N,
RYO N,S\N/\rOMe
H H
OMe
F17

s

en donde R* es C1.6 alquilo, C1.6 haloalquilo, bencilo, o 9H-fluoren-9-ilmetilo con un compuesto de Férmula F5:

N/O
0
Hsz_(“\N>:
7Y
N_ _N
0

Br
Fs F
para proporcionar un compuesto de Férmula F18:

-0

(e} N

J P N

S R

H H N__N

O
Br
F18

-n

En algunas realizaciones, R* es terc-butilo.

En algunas realizaciones, R* es bencilo.

En algunas realizaciones, R* es etilo.

En algunas realizaciones, R* es C1.3 haloalquilo.

En algunas realizaciones, R* es 2,2,2-tricloroetilo.

En algunas realizaciones, R* es 9H-fluoren-9-ilmetilo.

En este Paso Q, los compuestos F18 pueden prepararse, en algunas realizaciones, haciendo reaccionar F17 con el
compuesto de amina de Formula F5 en presencia de un agente reductor.

17
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En algunas realizaciones, dicha reaccion se lleva a cabo en presencia de un agente reductor.

El agente reductor puede ser cualquier compuesto capaz de reducir un compuesto organico a un estado de oxidacion
inferior, por ejemplo mediante el uso de un organosilano tal como tri(C43 alquilo)silano (por ejemplo, trietilsilano);
hidrégeno elemental o usando un reactivo de hidruro (tal como NaB(OAc)sH, NaBH4, LiAlH4 y similares); usando
trifenilfosfina; o usando una combinacién de yoduro de sodio, clorotrimetilsilano y metanol. En algunas realizaciones,
este paso puede realizarse en presencia de un acido tal como acido trifluoroacético. Los disolventes adecuados
incluyen, pero sin limitacion, disolventes de hidrocarburos halogenados (por ejemplo, diclorometano, cloroformo,
dicloroetano o tetracloroetano). En algunas realizaciones, el disolvente de hidrocarburo halogenado es 1,2-
dicloroetano.

En algunas realizaciones, dicho agente reductor es un organosilano.

En algunas realizaciones, dicho agente reductor es tri(C1.3 alquilo)silano.

En algunas realizaciones, dicho agente reductor es trietilsilano.

En algunas realizaciones, dicha reaccion se lleva a cabo en presencia de un acido organico.
En algunas realizaciones, dicho acido organico es acido trifluoroacético.

En algunas realizaciones, dicho acido organico es acido metanosulfonico.

En algunas realizaciones, dicha reacciéon se realiza en un componente disolvente que comprende un disolvente
hidrocarbonado halogenado.

En algunas realizaciones, dicho disolvente de hidrocarburo halogenado es diclorometano.
En algunas realizaciones, dicho disolvente de hidrocarburo halogenado es 1,2-dicloroetano.

En algunas realizaciones, el proceso comprende ademas desproteger dicho compuesto de Formula F18 para
proporcionar un compuesto de Férmula F10:

En algunas realizaciones, un experto en la materia conoce métodos para la desproteccion de grupos protectores de
amina particulares (tales como carbamatos) en la técnica, como los de Wuts y Greene, Greene’s Protective Groups in
Organix Synthesis, 42 edicion, pp 696-926, John Wiley & Sons: Nueva York, 2006. Por ejemplo, el grupo ferc-
butoxicarbonilo (por ejemplo, cuando R* es terc-butilo) puede eliminarse (por ejemplo, hidrolizarse) del atomo de
nitrégeno, p. ej., mediante tratamiento con un acido (tal como acido clorhidrico, acido trifluoroacético, acido
toluenosulfénico y similares); una combinacion de reactivos (por ejemplo, mezcla de cloruro de acetilo y metanol) que
se sabe que generan un acido; o un acido de Lewis (por ejemplo, BF3-Et;0). El grupo benciloxicarbonilo (por ejemplo,
cuando R* es bencilo) puede eliminarse (por ejemplo, hidrogenolizarse) del atomo de nitrégeno, p. ej., mediante
tratamiento con hidrégeno y un catalizador (tal como paladio sobre carbono). Los grupos metoxicarbonilo y
etoxicarbonilo (es decir, cuando R* es metilo o etilo) pueden eliminarse mediante tratamiento con una base inorganica
(como KOH o K,COs3); una combinacion de reactivos (p. ej., mezcla de cloruro de acetilo, yoduro de sodio y
acetonitrilo); o por tratamiento con un acido (p. ej., HBr, AcOH). El grupo 2,2,2-tricloroetoxicarbonilo se puede eliminar,
p. €j., mediante tratamiento con un catalizador (por ejemplo, Zn/AcOH o Cd/AcOH). Los disolventes adecuados para
este paso incluyen, pero no se limitan a, metanol o tetrahidrofurano (THF), acetonitrilo y similares. En algunas
realizaciones, el tratamiento se realiza a una temperatura de aproximadamente 30°C a aproximadamente 90°C, p. €.,
de aproximadamente 50°C a aproximadamente 100°C, o de aproximadamente 60°C a aproximadamente 80°C.

En algunas realizaciones, dicha desproteccién comprende hacer reaccionar el compuesto de Férmula F18 con zinc
en presencia de acido acético.

En algunas realizaciones, dicha desproteccion se realiza en un componente disolvente que comprende
tetrahidrofurano.

En algunas realizaciones, el proceso comprende ademas hacer reaccionar dicho compuesto de Férmula F10 con una
base para proporcionar un compuesto de Férmula I:
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En algunas realizaciones, dicha base comprende un hidroxido de metal alcalino.
En algunas realizaciones, dicho hidréxido de metal alcalino es hidroxido de sodio.

En algunas realizaciones, dicha reaccién se realiza en un componente disolvente que comprende tetrahidrofurano,
agua y etanol.

En algunas realizaciones, el proceso comprende ademas convertir dicho compuesto de Férmula F18 en un compuesto
de Férmula I

JOH F
X
HN"T SN 7—8\N Br
H 7\ H
N\/
o

en donde dicha conversién comprende combinar el compuesto de Férmula F18 con una base para formar una primera
mezcla. En algunas realizaciones, la base es N,N-bis(2-aminoetilo)etano-1,2-diamina.

En algunas realizaciones, la conversion comprende ademas afadir un acido a la primera mezcla. En algunas
realizaciones, dicho acido es un acido fuerte acuoso. En algunas realizaciones, dicho acido acuoso fuerte es acido
clorhidrico acuoso.

En algunas realizaciones, dicha conversion se realiza en un componente disolvente que comprende tetrahidrofurano
y acetato de etilo.

La presente solicitud también proporciona un proceso que comprende:

i) hacer reaccionar un compuesto de Férmula F19:

O )OLO“S':(’) oM
OMe
O F19

con un compuesto de Férmula F5:

-0
N
H2N7_(“\N>=O
R
N, _N
0

Br
F5 F

en presencia de trietilsilano y acido metanosulfénico para proporcionar un compuesto de Férmula F20:

N—O
O )Ol\o‘\s/’o H)_XLN#O
(Y NN
N_ N
O F20 © Br
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y

i) convertir dicho compuesto de Férmula F20 en un compuesto de Férmula I:

OH
L Q0
N\ H |
HN"T SN 7/—\(kN Br
H N W H
0

en donde dicha conversion comprende combinar dicho compuesto de Formula F20 con N,N-bis(2-aminoetilo)etano-
1,2-diamina. En algunas realizaciones, dicha conversion comprende ademas afadir acido clorhidrico acuoso después
de dicha combinacion.

El compuesto F17 se puede preparar mediante un proceso de un paso (Paso P) a partir de isocianato de clorosulfonilo,
como se muestra en el Esquema 6.

Esquema 6
R4OH
MeO),CHCH,NH (o} O
o M RO owe
0=C=N"""Cl = RO NN
P H H OMe

F17

En algunas realizaciones, la preparacion del compuesto de Férmula F17 se puede obtener tratando el isocianato de
cloro sulfonilo con 2,2-dimetoxietanamina y alcohol R*OH (R* se define como anteriormente), opcionalmente en un
solvente (por ejemplo, un solvente de hidrocarburo halogenado tal como diclorometano, cloroformo, dicloroetano,
tetracloroetano). En algunas realizaciones, este paso se lleva a cabo en presencia de una base. La base puede ser
una base organica tal como una amina aciclica (por ejemplo, trietilamina, diisopropiletilamina (DIPEA), etc.) o una
amina ciclica (por ejemplo, pirrolidina, piperidina, etc.); o una base inorganica tal como alcali (por ejemplo, NaOH,
LiOH, KOH, Mg(OH),, etc.). En algunas realizaciones, la reaccion se lleva a cabo en un disolvente, p. gj., un disolvente
hidrocarbonado halogenado tal como diclorometano, cloroformo, dicloroetano o tetracloroetano.

En algunas realizaciones, la presente solicitud proporciona ademas un compuesto de Férmula F17:

050
N OMe
R‘0” N’ ‘N/Y
H H
OMe
F17

en donde R* es C1.¢ haloalquilo o bencilo.

En algunas realizaciones, R* es terc-butilo.

En algunas realizaciones, R* es bencilo.

En algunas realizaciones, R* es etilo.

En algunas realizaciones, R* es C1.3 haloalquilo.

En algunas realizaciones, R* es 2,2,2-tricloroetilo.

En algunas realizaciones, R* es 9H-fluoren-9-ilmetilo.

En algunas realizaciones, el compuesto de Férmula F17 es N-(2,2-dimetoxietilo)sulfamoilcarbamato de terc-butilo.
En algunas realizaciones, el compuesto de Férmula F17 es bencilo N-(2,2-dimetoxietilo)sulfamoilcarbamato.

En algunas realizaciones, el compuesto de Férmula F17 es N-(2,2-dimetoxietilo)sulfamoilcarbamato de etilo.

En algunas realizaciones, el compuesto de Férmula F17 es 2,2,2-tricloroetilo N-(2,2-dimetoxietilo)sulfamoilcarbamato.
20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2799 582 T3

En algunas realizaciones, el compuesto de Foérmula F17 es (9H-fluoren-9-ilo)metilo  N-(2,2-
dimetoxietilo)sulfamoilcarbamato.

En algunas realizaciones, la presente solicitud proporciona ademas un compuesto de Férmula F18:

-0
0O O N
O\I H | >:O
N
R4O)J\N/SI\N/\/N7/_\(LN
H H NN
(6]

Br
F18
en donde R* es C1.6 alquilo, C1.¢ haloalquilo o bencilo.
En algunas realizaciones, R* es terc-butilo.
En algunas realizaciones, R* es bencilo.
En algunas realizaciones, R* es etilo.
En algunas realizaciones, R* es C1.3 haloalquilo.
En algunas realizaciones, R* es 2,2,2-tricloroetilo.
En algunas realizaciones, R* es 9H-fluoren-9-ilmetilo.

En algunas realizaciones, el compuesto de Férmula F18 es bencilo ({[2-({[4-(3-bromo-4-fluorofenilo)-5-oxo-4,5-dihidro-
1,2,4-oxadiazol-3-ilo-]-1,2,5-oxadiazol-3-ilo}amino)etiloJamino}sulfonilo)carbamato:

En algunas realizaciones, el compuesto de Formula F18 es etilo ({[2-({[4-(3-bromo-4-fluorofenilo)-5-oxo-4,5-dihidro-
1,2,4-oxadiazol-3-ilo-]-1,2,5-oxadiazol-3-ilo}amino)etiloJamino}sulfonilo)carbamato:

-0
(0] N
L& K=
/\O ”/ \u/\/ 7/_\(J\N
N_ _N
o .
r

F

En algunas realizaciones, el compuesto de Formula F18 es 2,2,2-tricloroetilo ({[2-({[4-(3-bromo-4-fluorofenilo)-5-oxo-
4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-ilo-]-1,2,5-oxadiazol-3-ilo}amino)etiloJamino}sulfonilo)carbamato:

-0,
0O (@) N )
O\I/ H | (o)
ClsC” 07 NN m
N_ _N
O

Br

F

En algunas realizaciones, el compuesto de Formula F18 es (9H-fluoren-9-ilo)metilo N-(2-((4-(4-(3-bromo-4-
fluorofenilo)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-ilo)-1,2,5-oxadiazol-3-ilo)amino)etilo)sulfamoilcarbamato:
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H

N\O’N
O Br

Como se usa en el presente documento, el término "alquilo," cuando se usa solo o junto con términos de resto
adicionales, se refiere a un grupo hidrocarbonado 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. Los ejemplos de grupos alquilo incluyen metilo, etilo,
n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo y similares.

o) N-Q
O [ Osg20 - | >=0

Como se usa en el presente documento, "alquenilo” se refiere a un grupo alquilo que tiene uno o mas enlaces dobles
carbono-carbono. En algunas realizaciones, dicho grupo alquilo tiene de 2 a 6 atomos de carbono, de 2 a 4 atomos
de carbono o de 2 a 3 atomos de carbono. Los grupos alquenilo de ejemplo incluyen etenilo (vinilo), propenilo y
similares.

Como se usa en el presente documento, "alquenilalquilo” se refiere a un grupo de férmula -alquilo-alquenilo. En
algunas realizaciones, el grupo alquenilalquilo es alilo.

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 por uno o mas atomos de halégeno seleccionados independientemente de F,
Cl, Br e I. Los grupos haloalquilo de ejemplo incluyen CF3, CHF2, CH,CF3, y similares.

Como se usa en el presente documento, el término "alcoxi" se refiere a un grupo -O-alquilo. En algunas realizaciones,
el grupo alquilo tiene 1 a 6 atomos de carbono, 1 a 4 atomos de carbono o 1 a 3 atomos de carbono. Los 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, "trialquilamina” se refiere a un atomo de nitrégeno sustituido por tres grupos
alquilo seleccionados independientemente. En algunas realizaciones, cada grupo alquilo tiene de 2 a 6 atomos de
carbono, de 2 a 4 atomos de carbono o de 2 a 3 atomos de carbono. Los ejemplos de grupos de trialquilamina incluyen
trimetilamina, trietilamina y similares.

Como se usa en el presente documento, el término "alcoxicarbonilo™" se refiere a un grupo de formula -C(O)-O-alquilo.
En algunas realizaciones, el grupo alquilo tiene de 2 a 6 atomos de carbono, de 2 a 4 atomos de carbonoode 2a 3
atomos de carbono. Los ejemplos de grupos alcoxicarbonilo incluyen etoxicarbonilo, ferc-butoxicarbonilo (Boc) y
similares.

Los disolventes de hidrocarburos halogenados se refieren a alcanos halogenados, tales como diclorometano,
cloroformo, dicloroetano o tetracloroetano, en los que el alcano puede ser de cadena ramificada o lineal con 1 a 12
atomos de carbono, 1 a 6 atomos de carbono, o 1 a 4 atomos de carbono con uno o mas atomos de halo. En algunas
realizaciones, el disolvente de hidrocarburo halogenado es un alcano clorado de 1 a 12 atomos de carbono, 1 a 6
atomos de carbono o 1 a 4 atomos de carbono.

En diversos lugares de la presente memoria descriptiva, los sustituyentes de los compuestos de la invencion pueden
describirse en grupos o en intervalos. Se pretende especificamente que la invencién incluya todas y cada una de las
subcombinaciones individuales de los miembros de tales grupos y rangos.

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

Se aprecia ademas que ciertas caracteristicas de la invencion, que se describen, por claridad, en el contexto de
realizaciones separadas, también se pueden proporcionar en combinacién en una sola realizacién. A la inversa, varias
caracteristicas de la invencion que, por brevedad, se describen en el contexto de una sola realizacion, también se
pueden proporcionar por separado o en cualquier subcombinacién adecuada.

Los compuestos de la invencion pretenden ademas incluir todos los isdmeros geométricos posibles. Los isdbmeros
geométricos cis y trans de los compuestos se describen y pueden aislarse como una mezcla de isémeros o como
formas isoméricas separadas.

Los compuestos de la invencién también incluyen formas tautoméricas. Las formas tautoméricas resultan del
intercambio de un enlace simple con un enlace doble adyacente junto con la migracidon concomitante de un protén.
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Los compuestos de la invencién también pueden incluir todos los isdétopos de atomos que se encuentran en los
compuestos intermedios o finales. Los is6topos incluyen aquellos atomos que tienen el mismo nimero atémico pero
diferentes niumeros de masa. Por ejemplo, los isétopos de hidrégeno incluyen tritio y deuterio.

En algunas realizaciones, los compuestos de la invencion, y sus sales, estan sustancialmente aislados. Por
"sustancialmente aislado" se entiende que el compuesto esta al menos parcial o sustancialmente separado del entorno
en donde se formo o detectd. La separacion parcial puede incluir, p. ej., una composicion enriquecida en el compuesto
de la invencion. La separacion sustancial puede incluir composiciones que contienen al menos aproximadamente 50%,
al menos aproximadamente 60%, al menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 80%, al menos
aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95%, al menos aproximadamente 97% o al al menos
aproximadamente 99% en peso del compuesto de la invencién, o sal del mismo. Los métodos para aislar compuestos
y sus sales son rutinarios en la técnica.

La presente solicitud también incluye sales de los compuestos descritos aqui. Como se usa en el presente documento,
"sales" se refiere a derivados de los compuestos descritos en los que el compuesto original se modifica convirtiendo
un resto acido o base existente en su forma de sal. Los ejemplos de sales incluyen, entre otros, sales minerales de
acido (como HCI, HBr, H2SO4) o acido organico (como acido acético, acido benzoico, acido trifluoroacético) de residuos
basicos como aminas; sales alcalinas (como Li, Na, K, Mg, Ca) u organicas (como trialquilamonio) de residuos acidos
como los acidos carboxilicos; y similares. Las sales de la presente solicitud se pueden sintetizar a partir del compuesto
original que contiene un resto basico o acido por métodos quimicos convencionales. Generalmente, tales sales pueden
prepararse haciendo reaccionar las formas de acido o base libres 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).

La presente solicitud también incluye sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos descritos en este
documento. Las "sales farmacéuticamente aceptables" incluyen un subconjunto de las "sales" descritas anteriormente
que son sales no téxicas convencionales del compuesto original formado, p. €j., a partir de acidos inorganicos u
organicos no toxicos. Las listas de sales adecuadas se encuentran en Remington's Pharmaceutical Sciences, 172
edicién, Mack Publishing Company, Easton, Pa., 1985, p. gj. 1418 y Journal of Pharmaceutical Science, 66, 2 (1977).
La frase "farmacéuticamente aceptable" se emplea en el presente documento para referirse a aquellos compuestos,
materiales, composiciones y/o formas de dosificacion que, dentro del alcance del buen juicio médico, son adecuados
para su uso en contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin excesivo toxicidad, irritacion, respuesta
alérgica u otro problema o complicacion, proporcional a una relacion beneficio/riesgo razonable.

Los procesos descritos en el presente documento pueden monitorizarse de acuerdo con cualquier método adecuado
conocido en la técnica. Por ejemplo, la formacion del producto se puede controlar por medios espectroscopicos, como
la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (p. ej., 'H o '3C), espectroscopia infrarroja, espectrofotometria (p.
ej., UV-visible) o espectrometria de masas; o por cromatografia tal como cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC) o cromatografia en capa fina. Los compuestos obtenidos por las reacciones se pueden purificar por cualquier
método adecuado conocido en la técnica. Por ejemplo, cromatografia (presién media) sobre un adsorbente adecuado
(p. €j., gel de silice, alimina y similares), HPLC o cromatografia preparativa de capa fina; destilacion; sublimacion,
trituracion o recristalizacion. La pureza de los compuestos, en general, se determina mediante métodos fisicos como
medir el punto de fusién (en el caso de un sélido), obtener un espectro de RMN o realizar una separacion por HPLC.
Si el punto de fusion disminuye, si se reducen las sefiales no deseadas en el espectro de RMN, o si se eliminan los
picos extrafios en una traza de HPLC, se puede decir que el compuesto se ha purificado. En algunas realizaciones,
los compuestos estan sustancialmente purificados.

La preparacion de compuestos puede implicar la proteccion y desproteccion de varios grupos quimicos. Un experto
en la materia puede determinar facilmente la necesidad de proteccion y desproteccion, y la seleccion de grupos
protectores apropiados. La quimica de los grupos protectores se puede encontrar, p. gj., en Wuts y Greene, Greene's
Protective Groups in Organic Synthesis, 4.th Ed., John Wiley & Sons: Nueva York, 2006.

Las reacciones de los procesos descritos en la presente memoria pueden llevarse a cabo en disolventes adecuados
que pueden ser seleccionados facilmente por un experto en la técnica de la sintesis organica. Los disolventes
adecuados pueden ser sustancialmente no reactivos con los materiales de partida (reactivos), los intermedios o los
productos a las temperaturas a las que se llevan a cabo las reacciones, es decir, temperaturas que pueden variar
desde la temperatura de congelacion del disolvente hasta la temperatura de ebullicion del disolvente. Una reaccion
dada puede llevarse a cabo en un disolvente o una mezcla de mas de un disolvente. Dependiendo del paso de
reaccion, se pueden seleccionar los solventes adecuados para ese paso de reaccion particular. Los solventes
apropiados incluyen agua, alcanos (como pentanos, hexanos, heptanos, ciclohexano, etc., o una mezcla de los
mismos), solventes aromaticos (como benceno, tolueno, xileno, etc.), alcoholes (como metanol, etanol, isopropanol,
etc.), éteres (como dialquiléteres, metilo terc-butilo éter (MTBE), tetrahidrofurano (THF), dioxano, etc.), ésteres (como
acetato de etilo, acetato de butilo, etc.), solventes de hidrocarburos halogenados (como como diclorometano (DCM),
cloroformo, dicloroetano, tetracloroetano), dimetilformamida (DMF), dimetilsulféxido (DMSO), acetona, acetonitrilo
(ACN), hexametilfosforamida (HMPA) y N-metilpirrolidona (NMP). Dichos disolventes pueden usarse en sus formas
himedas o anhidras.
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La resolucién de mezclas racémicas de compuestos puede llevarse a cabo mediante cualquiera de los numerosos
métodos conocidos en la técnica. Un método de ejemplo incluye la recristalizacion fraccionada usando un "acido de
resolucion quiral" que es un acido organico formador de sales dpticamente activo. Los agentes de resolucion
adecuados para los métodos de recristalizacion fraccionada son, p. €., 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 épticamente activos. La resolucién de mezclas racémicas también se
puede llevar a cabo mediante elucién en una columna empaquetada con un agente de resolucion épticamente activo
(por ejemplo, dinitrobenzoilfenilglicina). La composicion solvente de elucién adecuada puede ser determinada por un
experto en la materia.

Meétodos de uso

El compuesto de Férmula | puede inhibir la actividad de la enzima indoleamina-2,3-dioxigenasa (IDO). Por ejemplo, el
compuesto de Férmula | puede usarse para inhibir la actividad de IDO en la célula o en un individuo que necesita
modulacién de la enzima administrando una cantidad inhibidora del compuesto de Férmula I.

Los compuestos de Férmula | pueden usarse en métodos para inhibir la degradacion del triptéfano en un sistema que
contiene células que expresan IDO, como un tejido, un organismo vivo o un cultivo celular. En algunas realizaciones,
la presente solicitud proporciona métodos para alterar (por ejemplo, aumentar) los niveles de triptéfano extracelular
en un mamifero mediante la administracién de una cantidad eficaz del compuesto de Férmula I. Los métodos para
medir los niveles de triptéfano y la degradacion de triptéfano son rutinarios en la técnica.

Los compuestos de Férmula | pueden usarse en métodos para inhibir la inmunosupresion, tales como la
inmunosupresion mediada por IDO en un paciente mediante la administracion al paciente de una cantidad efectiva del
compuesto de Formula |. La inmunosupresion mediada por IDO se ha asociado con, p. €j., canceres, crecimiento
tumoral, metastasis, infeccién viral, replicacién viral, etc.

Los compuestos de Formula | también se pueden usar en métodos para tratar enfermedades asociadas con la
actividad o expresion, incluyendo actividad anormal y/o sobreexpresion, de IDO en un individuo (por ejemplo, paciente)
administrando al individuo que necesita dicho tratamiento una cantidad o dosis terapéuticamente efectiva del
compuesto de Férmula | o una composicion farmacéutica del mismo. Los ejemplos de enfermedades pueden incluir
cualquier enfermedad, trastorno o afeccién que esté directa o indirectamente vinculada a la expresién o actividad de
la enzima IDO, como la sobreexpresion o la actividad anormal. Una enfermedad asociada a IDO también puede incluir
cualquier enfermedad, trastorno o afeccidon que pueda prevenirse, mejorarse o curarse modulando la actividad
enzimatica. Los ejemplos de enfermedades asociadas con IDO incluyen cancer, infeccion viral como infeccion por
VIH, infeccion por VHC, depresion, trastornos neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad
de Huntington, traumatismos, cataratas relacionadas con la edad, trasplante de érganos (por ejemplo, rechazo de
trasplante de érganos) y enfermedades autoinmunes como asma, artritis reumatoide, esclerosis multiple, inflamacion
alérgica, enfermedad inflamatoria intestinal, psoriasis y lupus eritematoso sistémico. Los canceres de ejemplo tratables
por los métodos de la presente invencion incluyen cancer de colon, pancreas, mama, prostata, pulmon, cerebro, ovario,
cuello uterino, testiculos, renal, cabeza y cuello, linfoma, leucemia, melanoma y similares. El compuesto de Férmula |
también puede ser util en el tratamiento de la obesidad y la isquemia.

Como se usa en el presente documento, el término "célula" se refiere a una célula que es 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 "contacto" se refiere a la unién de restos indicados en un sistema
in vitro o un sistema in vivo. Por ejemplo, "poner en contacto” la enzima IDO con el compuesto de Férmula | incluye la
administracion del compuesto de Férmula | a un individuo o paciente, como un ser humano, que tiene IDO, asi como,
p. €j., introducir el compuesto de Férmula | 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", usado indistintamente, se refiere a
cualquier animal, incluidos mamiferos, preferiblemente ratones, ratas, otros roedores, conejos, perros, gatos, cerdos,
vacas, ovejas, caballos o primates, y lo mas preferiblemente humanos.

Como se usa en este documento, la frase "cantidad terapéuticamente efectiva" se refiere a la cantidad de compuesto
activo o agente farmacéutico que provoca la respuesta bioldgica o medicinal en un tejido, sistema, animal, individuo o
humano que esta buscando un investigador, veterinario, médico u otro 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 estar predispuesto a la enfermedad,
afeccion o trastorno pero que aun no experimenta o muestra la patologia o sintomatologia de la enfermedad; 2) inhibir
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la enfermedad; por ejemplo, inhibir una enfermedad, afeccién o trastorno en un individuo que esta experimentando o
mostrando la patologia o sintomatologia de la enfermedad, afeccién o trastorno (es decir, detener el desarrollo
adicional de la patologia y/o sintomatologia), o 3) mejorar la enfermedad; por ejemplo, mejorar 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, revertir la patologia y/o sintomatologia).

Terapia combinada

Uno o mas agentes farmacéuticos adicionales o métodos de tratamiento como, p. ej., agentes antivirales,
quimioterapéuticos u otros agentes anticancerigenos, potenciadores inmunes, inmunosupresores, radiacion, vacunas
antitumorales y antivirales, terapia con citocinas (p. €j., IL2, GM-CSF, etc.), y/o inhibidores de tirosina quinasa pueden
usarse en combinacién con el compuesto de Férmula | para el tratamiento de enfermedades, trastornos o afecciones
asociadas con IDO. Los agentes se pueden combinar con el compuesto de Férmula | en una sola forma de dosificacion,
o los agentes se pueden administrar simultaneamente o secuencialmente como formas de dosificacion separadas.

Los agentes antivirales adecuados contemplados para su uso en combinacion con el compuesto de Férmula | pueden
comprender inhibidores de la transcriptasa inversa nucledtidos y nucleétidos (INTI), inhibidores de la transcriptasa
inversa no nucledsidos (INNTI), inhibidores de la proteasa y otros farmacos antivirales.

Los NRTI adecuados de ejemplo incluyen zidovudina (AZT); didanosina (ddl); zalcitabina (ddC); estavudina (d4T);
lamivudina (3TC); abacavir (1592U89); adefovir dipivoxil[bis(POM)-PMEA]; lobucavir (BMS-180194); BCH-10652;
emitricitabina[(-)-F TC]; beta-L-FD4 (también llamado beta-L-D4C y denominado beta-L-2’,3'-dicleoxi-5-fluoro-citideno);
DAPD, ((-)-beta-D-2,6,-diamino-purinadioxolano); y lodenosina (FddA). Los NNRTI adecuados tipicos incluyen
nevirapina (BI-RG-587); delaviradina (BHAP, U-90152); efavirenz (DMP-266); PNU-142721; AG-1549; MKC-442 (1-
(etoxi-metilo)-5-(1-metiletilo)-6-(fenilmetilo)-(2,4(1H,3H)-pirimidinadiona); y (+)-calanolida A (NSC-675451) y B. Los
inhibidores de proteasa adecuados tipicos incluyen saquinavir (Ro 31-8959); ritonavir (ABT-538); indinavir (MK-639);
nelfnavir (AG-1343); amprenavir (141 W94); lasinavir (BMS-234475); DMP-450; BMS-2322623; ABT-378; y AG-1 549.
Otros agentes antivirales incluyen hidroxiurea, ribavirina, IL-2, IL-12, pentafusida y Yissum Project N° 11607.

Quimioterapia adecuada u otros agentes anti-cancerigenos incluyen, p. ej., agentes alquilantes (que incluyen, sin
limitacién, mostazas nitrogenadas, derivados de etilenimina, sulfonatos de alquilo, nitrosoureas y triazenos) tales como
mostaza de uracilo, clormetina, ciclofosfamida (Cytoxan™), ifosfamida, melfalan, clorambucilo, pipobromano,
trietileno-melamina, trietilentiofosforamina, busulfano, carmustina, lomustina, estreptozocina, dacarbazina y
temozolomida.

En el tratamiento del melanoma, agentes adecuados para su uso en combinacion con el compuesto de Férmula |
incluyen: dacarbazina (DTIC), opcionalmente, junto con otros medicamentos de quimioterapia como carmustina
(BCNU) y cisplatino; el "régimen de Dartmouth", que consiste en DTIC, BCNU, cisplatino y tamoxifeno; una
combinacion de cisplatino, vinblastina y DTIC; o temozolomida. Los compuestos de acuerdo con la invencién también
se pueden combinar con farmacos de inmunoterapia, que incluyen citocinas tales como interferén alfa, interleucina 2
y factor de necrosis tumoral (TNF) en el tratamiento del melanoma.

El compuesto de Férmula | también se puede usar en combinacién con la terapia de vacuna en el tratamiento del
melanoma. Las vacunas antimelanoma son, de alguna manera, similares a las vacunas antivirus que se usan para
prevenir enfermedades causadas por virus como la poliomielitis, el sarampioén y las paperas. Se pueden inyectar
células de melanoma debilitadas o partes de células de melanoma llamadas antigenos en un paciente para estimular
el sistema inmunitario del cuerpo para destruir las células de melanoma.

Los melanomas que estan confinados a los brazos o las piernas también se pueden tratar con una combinacion de
agentes que incluyen el compuesto de Férmula |, usando una técnica de perfusion de extremidad aislada hipertérmica.
Este protocolo de tratamiento separa temporalmente la circulacién de la extremidad involucrada del resto del cuerpo
e inyecta altas dosis de quimioterapia en la arteria que alimenta la extremidad, proporcionando asi altas dosis al area
del tumor sin exponer los érganos internos a estas dosis que de lo contrario podrian causar efectos secundarios
graves. Por lo general, el fluido se calienta a 102°C. a 104°F. Melfalan es el medicamento mas utilizado en este
procedimiento de quimioterapia. Esto se puede administrar con otro agente llamado factor de necrosis tumoral (TNF)
(ver seccion sobre citocinas).

Los agentes quimioterapéuticos u otros agentes anticancerigenos adecuados incluyen, p. gj., antimetabolitos (que
incluyen, sin limitacion, 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.

Los agentes quimioterapéuticos u otros agentes anticancerigenos adecuados incluyen ademas, p. ej., ciertos
productos naturales y sus derivados (por ejemplo, alcaloides de la vinca, antibiéticos antitumorales, enzimas, linfocinas
y epipodofilotoxinas) tales como vinblastina, vincristina, vindesina, bleomicina, dactinomicina, daunorrubicina,
doxorrubicina, epirrubicina, idarrubicina, ara-C, paclitaxel (TAXOL™), mitramicina, desoxicoformicina, mitomicina-C,
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L-asparaginasa, interferones (especialmente IFN-a), etopdsido y teniposido.

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

También son adecuados los agentes citotoxicos como la epidofilotoxina; una enzima antineoplasica; un inhibidor de
topoisomerasa; procarbazina; mitoxantrona; complejos de coordinacién de platino tales como cisplatino y carboplatino;
modificadores de respuesta bioldgica; inhibidores del crecimiento; agentes terapéuticos antihormonales; leucovorina;
tegafur; y factores de crecimiento hematopoyético.

Otros agentes anticancerigenos incluyen terapias de anticuerpos como trastuzumab (Herceptin), anticuerpos contra
moléculas coestimuladoras como CTLA-4, 4-1BB y PD-1, o anticuerpos contra citocinas (IL-10, TGF-B)., etc.).

Otros agentes anticancerigenos también incluyen aquellos que bloquean la migracion de las células inmunes, como
los antagonistas de los receptores de quimiocinas, incluidos CCR2 y CCRA4.

Otros agentes anticancerigenos también incluyen aquellos que aumentan el sistema inmunitario, como los adyuvantes
o la transferencia de células T adoptivas.

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

Los expertos en la técnica conocen métodos para la administracion segura y efectiva de la mayoria de estos agentes
quimioterapéuticos. Ademas, su administracion se describe en la literatura estandar. Por ejemplo, la administracion
de muchos de los agentes quimioterapéuticos se describe en la "Physicians’ Desk Reference" (PDR, p. €j., edicién de
1996, Medical Economics Company, Montvale, NJ).

Formulaciones farmacéuticas y formas de dosificacion

Cuando se emplean como productos farmacéuticos, el compuesto de férmula | se puede administrar en forma de
composiciones farmacéuticas que es una combinacion del compuesto de férmula | y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Estas composiciones pueden prepararse de una manera bien conocida en la técnica farmacéutica, y
pueden administrarse por una variedad de rutas, dependiendo de si se desea un tratamiento local o sistémico y del
area a tratar. La administracion puede ser tdpica (incluidas las membranas oftalmicas y mucosas, incluidas la
administracion intranasal, vaginal y rectal), pulmonar (por ejemplo, por inhalacion o insuflacién de polvos o aerosoles,
incluso por nebulizador; intratraqueal, intranasal, epidérmico y transdérmico), ocular, oral o transdérmica parenteral.
Los métodos para el suministro ocular pueden incluir administracion tépica (gotas para los ojos), inyeccion
subconjuntival, periocular o intravitrea o introduccién por catéter con balén o insertos oftalmicos colocados
quirdrgicamente en el saco conjuntival. La administracién parenteral incluye inyeccidon o infusion intravenosa,
intraarterial, subcutanea, intraperitoneal o intramuscular; o administracion intracraneal, p. ej., intratecal o
intraventricular. La administracion parenteral puede ser en forma de una sola dosis en bolo, o puede ser, p. €],
mediante una bomba de perfusion continua. Las composiciones y formulaciones farmacéuticas para administracion
topica pueden incluir parches transdérmicos, pomadas, lociones, cremas, geles, gotas, supositorios, aerosoles,
liquidos y polvos. Los portadores farmacéuticos convencionales, bases acuosas, en polvo o aceitosas, espesantes y
similares pueden ser necesarios o deseables.

Las composiciones farmacéuticas que contienen el compuesto de Férmula | se pueden preparar en combinacion con
uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables. Al hacer las composiciones de la invencion, el ingrediente activo
se mezcla tipicamente con un excipiente, se diluye con un excipiente o se encerra dentro de dicho vehiculo en forma
de, p. €., una capsula, bolsita, papel u otro recipiente. Cuando el excipiente sirve como diluyente, puede ser un material
solido, semisdlido o liquido, que actia como vehiculo, portador o medio para el ingrediente activo. Por lo tanto, las
composiciones pueden estar en forma de tabletas, pildoras, polvos, pastillas, sobres, sellos, elixires, suspensiones,
emulsiones, soluciones, jarabes, aerosoles (como un medio sélido o liquido), ungiientos que contienen, p. gj., hasta
10% en peso del compuesto activo, capsulas de gelatina blandas y duras, supositorios, soluciones inyectables estériles
y polvos envasados estériles.

Al preparar una formulacion, el compuesto activo se puede moler para proporcionar el tamafo de particula apropiado
antes de combinarlo con los otros ingredientes. Si el compuesto activo es sustancialmente insoluble, se puede moler
a un tamafio de particula de menos de 200 mesh. Si el compuesto activo es sustancialmente soluble en agua, el
tamafo de particula se puede ajustar mediante molienda para proporcionar una distribucion sustancialmente uniforme
en la formulacion, p. ej., aproximadamente 40 mesh.

Algunos ejemplos de excipientes adecuados incluyen lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol, almidones, goma
de acacia, 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; agentes emulsionantes y
de suspension; agentes conservantes tales como metilo y propilhidroxibenzoatos; agentes edulcorantes; y agentes
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aromatizantes. Las composiciones de la invenciéon pueden formularse para proporcionar una liberacion rapida,
sostenida o retardada del ingrediente activo después de la administracion al paciente empleando procedimientos
conocidos en la técnica.

Las composiciones pueden formularse en una forma de dosificacién unitaria, conteniendo cada dosificacion de
aproximadamente 5 a aproximadamente 100 mg, mas habitualmente de aproximadamente 10 a aproximadamente 30
mg, del ingrediente activo. El término "formas de dosificacion unitarias”" 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 calculada para producir el efecto terapéutico deseado, en asociacién con
un excipiente farmacéutico adecuado.

El compuesto activo puede ser efectivo en un amplio intervalo de dosificacion y generalmente se administra en una
cantidad farmacéuticamente efectiva. Sin embargo, se entendera que la cantidad del compuesto administrado
realmente sera determinada generalmente por un médico, de acuerdo con las circunstancias relevantes, incluida la
afeccion a tratar, la ruta de administracion elegida, el compuesto real administrado, la edad, peso y respuesta del
paciente individual, la gravedad de los sintomas del paciente y similares.

Para preparar composiciones sdlidas tales como tabletas, el ingrediente activo principal se mezcla con un excipiente
farmacéutico para formar una composicion sélida de preformulacién que contiene una mezcla homogénea del
compuesto de Férmula I. Cuando se hace referencia a estas composiciones de preformulacién como homogéneas, el
ingrediente activo se dispersa tipicamente de manera uniforme en toda la composicién, de modo que la composicion
se puede subdividir facilmente en formas de dosificacion unitarias igualmente eficaces, tales como tabletas, pildoras
y capsulas. Esta formulacion previa sélida se subdivide luego en formas de dosificacion unitarias del tipo descrito
anteriormente que contienen, p. gj., de 0,1 a aproximadamente 500 mg del ingrediente activo de la presente solicitud.

Las tabletas o pildoras que contienen el compuesto de Féormula | pueden recubrirse o combinarse para proporcionar
una forma de dosificacion que proporcione la ventaja de una accién prolongada. Por ejemplo, la tableta o pildora puede
comprender una dosificacion interna y un componente de dosificacion externa, esta ultima en forma de una envoltura
sobre la primera. Los dos componentes pueden estar separados por una capa entérica que sirve para resistir la
desintegracion en el estdmago y permite que el componente interno pase intacto al duodeno o se retrase su liberacion.
Se puede usar una variedad de materiales para tales capas o recubrimientos entéricos, tales materiales que incluyen
varios acidos poliméricos y mezclas de acidos poliméricos con materiales tales como goma laca, alcohol cetilico y
acetato de celulosa.

Las formas liquidas en las que los compuestos y composiciones de la presente solicitud pueden incorporarse para
administracion oral o por inyeccion incluyen soluciones acuosas, jarabes con sabor adecuado, suspensiones acuosas
o oleosas y emulsiones aromatizadas con aceites comestibles tales como aceite de semilla de algoddn, aceite de
sésamo, coco. aceite o0 aceite de mani, asi como elixires y vehiculos farmacéuticos similares.

Las composiciones para inhalacion o insuflacion incluyen soluciones y suspensiones en disolventes acuosos u
organicos farmacéuticamente aceptables, o mezclas de los mismos, y polvos. Las composiciones liquidas o sdlidas
pueden contener excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados como se describe anteriormente. En algunas
realizaciones, las composiciones se administran por via respiratoria oral o nasal para un efecto local o sistémico. Las
composiciones se pueden nebulizar mediante el uso de gases inertes. Las soluciones nebulizadas se pueden respirar
directamente desde el dispositivo de nebulizacién o el dispositivo de nebulizacién se puede conectar a una tienda de
mascaras faciales o a una maquina de respiracion de presion positiva intermitente. Las composiciones de solucion,
suspension o polvo pueden administrarse por via oral o nasal desde dispositivos que administran la formulacién de
manera apropiada.

La cantidad de compuesto o composicion administrada a un paciente variara dependiendo de lo que se esté
administrando, el propdsito de la administracion, tal como profilaxis o terapia, el estado del paciente, la forma de
administracion y similares. En aplicaciones terapéuticas, las composiciones se pueden administrar 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. Las dosis efectivas dependeran de la condicién de la enfermedad que se esta
tratando, asi como del juicio del médico tratante, dependiendo de factores tales como la gravedad de la enfermedad,
la edad, el peso y el estado general del paciente, y similares.

Las composiciones administradas a un paciente pueden estar en forma de composiciones farmacéuticas descritas
anteriormente. Estas composiciones pueden esterilizarse mediante técnicas de esterilizacidon convencionales, o
pueden filtrarse estériimente. Las soluciones acuosas pueden envasarse para su uso tal cual, o liofilizarse, la
preparacion liofilizada se combina con un vehiculo acuoso estéril antes de la administracién. El pH de las
preparaciones de compuestos tipicamente estara entre 3 y 11, mas preferiblemente de 5 a 9 y lo mas preferiblemente
de 7 a 8. Se entendera que el uso de ciertos excipientes, vehiculos o estabilizadores anteriores dara como resultado
la formacion de sales farmacéuticas.

La dosificacion terapéutica del compuesto de Férmula | puede variar segun, p. gj., el uso particular para el que se
27
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realiza el tratamiento, la forma de administracion del compuesto, la salud y el estado del paciente, y el juicio del médico
que prescribe. La proporcién o concentracién del compuesto de Férmula | en una composicién farmacéutica puede
variar dependiendo de una serie de factores que incluyen dosis, caracteristicas quimicas (por ejemplo, hidrofobicidad)
y la via de administracion. Por ejemplo, el compuesto de Férmula | puede proporcionarse en una solucion de tampdn
fisiolégica acuosa que contiene aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10% p/v del compuesto para administracion
parenteral. Algunos rangos de dosis tipicos son de aproximadamente 1 ug/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 dosis dependa de variables tales como el
tipo y el grado de progresion de la enfermedad o trastorno, el estado general de salud del paciente en particular, la
eficacia bioldgica relativa del compuesto seleccionado, la formulacion del excipiente y su via de administracion. Las
dosis efectivas se pueden extrapolar a partir de curvas de dosis-respuesta derivadas de sistemas de prueba in vitro o
de modelos animales.

El compuesto de Férmula | también puede formularse en combinacién con uno o mas ingredientes activos adicionales
que pueden incluir cualquier agente farmacéutico tal como agentes antivirales, vacunas, anticuerpos, potenciadores
inmunes, supresores inmunes, agentes antiinflamatorios y similares.

La presente solicitud también incluye kits farmacéuticos Utiles, p. gj., en el tratamiento o prevencion de enfermedades
o trastornos asociados a IDO, obesidad, diabetes y otras enfermedades a las que se hace referencia en el presente
documento que incluyen uno o mas recipientes que contienen una composicion farmacéutica que comprende una
cantidad terapéuticamente efectiva del compuesto de Férmula I. Tales kits pueden incluir ademas, si se desea, uno o
mas de varios componentes de kit farmacéutico convencionales, tales como, p. €j., recipientes con uno o mas
vehiculos farmacéuticamente aceptables, recipientes adicionales, etc., como sera facilmente evidente para los
expertos en la materia. Las instrucciones, ya sea como insertos o como etiquetas, que indican las cantidades de los
componentes a administrar, las pautas para la administracion y/o las pautas para mezclar los componentes, también
se pueden incluir en el kit.

Ejemplos

La invencion se describira con mayor detalle por medio de ejemplos especificos. Los siguientes ejemplos se ofrecen
con fines ilustrativos, y no pretenden limitar la invencién de ninguna manera. Los expertos en la materia reconoceran
facilmente una variedad de parametros no criticos que se pueden cambiar o modificar para obtener esencialmente los
mismos resultados.

Ejemplo 1. Sintesis de 4-({2-[(Aminosulfonilo)amino]etilo}amino)-N-(3-bromo-4-fluorofenilo)-N"*-hidroxi-1,2,5-
oxadiazol-3-carboximidamida

N-OH N-OH
) /aq.
Neen 1. NaNO,/aq.HCI HoN %NHZ NaNO, HoN 7__2\0
2. H,NOH-HCI NEY aq. HCI/AcOH "\
o o
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o)
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N A N
HoN Br i NN | »=0
C[ H2N7*(\\NH 3 O HZN#N
F e N N I
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Paso A: 4-Amino-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida (2)

Malononitrilo [Aldrich, producto n® M1407] (320,5 g, 5 mol) se afiadi6 a agua (7 L), precalentado a 45°C y se agit6 a
45°C por 5 min. La solucién resultante se enfrié en un bafio de hielo y se afadié nitrito de sodio (380 g, 5,5 mol, 1,1
equiv.). Cuando la temperatura alcanzé los 10 °C, se afiadié acido clorhidrico 6 N (55 ml). Se produjo una reaccion
exotérmica leve con una temperatura que alcanzé 16°C después de 15 minutos, se retird el bafio frio y la mezcla de
reaccion se agité durante 1,5 h a 16-18°C La mezcla de reaccion se enfrio6 a 13°C y 50% de hidrocloruro de
hidroxilamina acuoso (990 g, 15 mol, 3,0 equiv.) se afiadieron de una vez. La temperatura subi6é a 26°C Cuando la
reaccion exotérmica disminuyd, se retiré el bafo frio y se continué la agitacion durante 1 hora a 26-27°C, luego se
llevd lentamente a reflujo. El reflujo se mantuvo durante 2 h y luego la mezcla de reaccion se dejo enfriar gradualmente
durante la noche. La mezcla de reaccion se agité en un bafio de hielo y se afiadié acido clorhidrico 6 N (800 ml) en
porciones durante 40 minutos para ajustar a pH 7,0. La agitacién continud en el bafio de hielo a 5°C. El precipitado se
recogio por filtracion, se lavo bien con agua y se seco en un horno de vacio (50°C) para dar el producto deseado (644
g, 90%) como un solido blanquecino. *C RMN (75 MHz, CDs0D): & 156,0, 145,9, 141,3; CsHsNsNsO2 (MW 143,10),
LCMS (El) m/e 144,0 (M* + H).

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

.OH
NO

|
H2N7—8\
. C
N

N\ 7
O

Se afiadié 4-amino-N"-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida (422 g, 2,95 mol) a una mezcla de agua (5,9 L), acido
acético (3 L) y acido clorhidrico 6 N (1,475 L, 3,0 equiv.) y la suspension se agité a 42-45°C hasta que se logro una
solucion clara. Se afiadio cloruro de sodio (518 g, 3,0 equiv.) y esta solucién se agité en un bafio de hielo/agua/metanol.
Se afiadié una solucion de nitrito de sodio (199,5 g, 0,98 equiv.) en agua (700 ml) durante 3,5 h mientras se mantenia
la temperatura por debajo de 0°C. Después de completar la adicion, se continué la agitacion en el bafio de hielo
durante 1,5 h y luego la mezcla de reaccion se dejé calentar a 15°C. El precipitado se recogi6 por filtracion, se lavo
bien con agua, se tomé en acetato de etilo (3,4 L), se tratd con sulfato de sodio anhidro (500 g) y se agit6 a ta durante
1 h. Esta suspension se filtro a través de sulfato de sodio (200 g) y el filtrado se concentré en un evaporador rotativo.
El residuo se disolvio en metilo terc-butilo éter (5,5 1), se traté con carbén activado (40 g), se agité a ta durante 40 min
y se filtré a través de Celite. El disolvente se eliminé en un evaporador rotatorio y el producto resultante se secé en un
horno de vacio (45°C) para dar el producto deseado (256 g, 53,4%) como un soélido blanquecino. '*C RMN (100 MHz,
CD30D) & 155,8, 143,4, 129,7; C3H3CIN4O2 (MW 162,53), LCMS (El) m/e 163/165 (M* + H).

Paso C: 4-Amino-N-(3-bromo-4-fluorofenilo)-N*-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-c-arboximidamida (4)

Se mezcld cloruro de 4-amino-N-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidoilo (33,8 g, 208 mmol) con agua (300 ml). A 60
°C, se afadid 3-bromo-4-fluoroanilina (Sigma-Aldrich) (43,6 g, 229 mmol, 1,1 equiv.) a la suspension con agitacion
durante 10 minutos. Se afiadié una solucion de bicarbonato de sodio (26,3 g, 313 mmol, 1,5 equiv.) en agua (300 ml)
durante 15 minutos con agitacion a 60°C. Después de agitar durante 20 minutos, LCMS indico la finalizacion de la
reaccion. La mezcla de reaccion se enfrid luego a temperatura ambiente y se extrajo con acetato de etilo (2 x 300 ml).
La solucion combinada de acetato de etilo se seco sobre sulfato de sodio anhidro y se concentrd para dar el producto
deseado (65 g, 99%) como un sdlido blanquecino, que se us6 en la reaccidon posterior sin purificacion adicional.
CoH7BrFNsO, (MW 316,09), LCMS (El) m/e 316/318 (M* + H).

Paso D: 3-(4-Amino-1,2,5-oxadiazol-3-ilo)-4-(3-bromo-4-fluorofenilo)-1, 2,4-oxadiazol-5(4H)-ona (5)

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2799 582 T3

N-O
H2N7_(“\N>=O
T\
N. N
0

F

Br

Una mezcla de 4-amino-N-(3-bromo-4-fluorofenilo)-N*hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidaidamida (65,7 g, 208
mmol), N,N-carbonildiimidazol (Sigma-Aldrich)(50,6 g, 312 mmol, 1,5 equiv.) y acetato de etilo (750 ml) se calentd a
60°C y se agité durante 20 min. LCMS indicé reaccion completada. La reaccion se enfrié a temperatura ambiente, se
lavé con acido clorhidrico 1 N (2 x 750 ml), se sec6 sobre sulfato de sodio y se concentré. El producto bruto se triturd
con una mezcla de diclorometano, acetato de etilo y éter dietilico para dar el producto deseado (60,2 g, 85%) como
un solido blanquecino. '"H RMN (300 MHz, DMSO-ds) & 8,05 (m, 1H), 7,69 (m, 1H), 7,57 (t, 1H, J = 8,7 Hz), 6,58 (s,
2H); C10HsBrFNsO3 (MW 342,08), LCMS (EIl) m/e 342/344 (M* + H).

Paso E: [2-({4-[2-(3-bromo-4-fluorofenilo)-5-oxo-2,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-ilo-]-1,2,5-oxadiazol-3-
ilo})amino)etilojcarbamato de terc-butilo (7)
-0
N
H | >:O
sectn ™My
N_ N
(0]

Br
F

A una solucion de acido trifluoroacético (20,0 ml) y tetrahidrofurano (10,0 ml) se le afadié triacetoxiborohidruro de
sodio (10,59 g, 49,97 mmol, 10,0 equiv.) en porciones con agitacion bajo nitrégeno. Esta mezcla se agité durante 10
minutos a temperatura ambiente y luego se enfri6 a -5°C. Una solucién de 3-(4-amino-1,2,5-oxadiazol-3-ilo)-4-(3-
bromo-4-fluorofenilo)-1,2,4-oxadiazol-ol-5(4H)-ona (1,71 g, 5,0 mmol) y (2-oxoetilo)carbamato de terc-butilo (Sigma-
Aldrich) (1,99 g, 12,5 mmol, 2,5 equiv.) en THF (15,0 mL) se afiadié gota a gota durante 30 minutos con agitacion
mientras se mantiene la temperatura por debajo de 0°C. La reaccion se agitd a -5 a 0°C y porciones adicionales de (2-
oxoetilo)carbamato de terc-butilo (0,20 g, 1,2 mmol, 0,24 equiv.) en THF (1,0 ml) se agregaron gota a gota a los 20
minutos, 40 minutos a intervalos de 4 horas. La HPLC indicé que la reaccién se completé después de 5,25 h. La
mezcla de reaccion se vertio en el bicarbonato de sodio helado (500 ml) y esta solucién se agité a ta durante la noche.
El precipitado se recogio por filtracion y se lavé con salmuera. El residuo resultante se mezclé con heptano (40 ml) y
éter dietilico (40 ml) y se agit6 a ta durante 5 h. El precipitado se recogio por filtracion, se lavo con éter dietilico y se
secd en un horno de vacio para dar el producto deseado (1953 mg, 80,5%) como un solido blanquecino. "H RMN (300
MHz, dmso-ds) 6 8,08 (m, 1H), 7,71 (m, 1H), 7,59 (t, 1H, J = 8,7 Hz), 6,94 (m, 1H), 6,52 (m, 1H), 3,32 (m, 2H), 3,15
(m, 2H), 1,36 (s, 9H); C17H18BrFNsO5 (MW 485,26); LCMS (El) m/e 507/509 (M* + Na).

Paso F:  3-{4-[(2-aminoetilo)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-ilo}-4-(3-bromo-4-fluoro-fenilo)-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona
hidrocloruro (8)

N’O
H | >:O
N N

Br
F

Método A (preparado a partir de [2-({4-[2-(3-bromo-4-fluorofenilo)-5-oxo-2,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-ilo]-1,2,5-
oxadiazol-3-ilojamino)etilojcarbamato de terc-butilo; Paso E)

En un matraz de 500 ml se carg6 [2-({4-[2-(3-bromo-4-fluorofenilo)-5-oxo-2,5-dihidro-1,2,4-oxad-iazol-3-ilo]-1,2,5-
oxadiazol-3-ilo}jamino)etilo]carbamato de terc-butilo (20 g, 41,2 mmol) e isopropanol (255 ml). La suspension se agitd
a ta. Se afiadi6 cloruro de hidrégeno gaseoso (7,55 g, 207 mmol, 5,0 equiv.) a la suspension con un tubo de vidrio
subsuperficial durante 16 minutos. Luego se afadio acetato de etilo (111 ml) al lote y la reaccién se calenté a 43°C y
se agité durante 7,5 h. El lote se enfrid a 19°C y se afadio acetato de etilo (44 ml). La suspension se filtrd y el residuo
resultante se lavé con acetato de etilo (2 x 55 ml). El sélido aislado se secé a presion reducida a 45°C durante 15 h
para proporcionar el producto deseado (16,61 g, 95,5% de rendimiento) como un solido blanquecino a blanco. '"H RMN
(300 MHz, DMSO-ds) 6 8,11 (bs, 3H), 7,78 (m, 1H), 7,73 (m, 1H), 7,59 (t, 1H, J = 8,7 Hz), 6,74 (t, 1H, J = 6,1 Hz), 3,50
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(m, 2H), 3,02 (m, 2H); C12H11BrCIFNgO3 (MW 421,61; C42H1oBrFNgO3 para base libre, MW 385,15), LCMS (El) m/e
385/387 (M* + H).

Método B (preparado directamente a partir de 3-(4-amino-1,2,5-oxadiazol-3-ilo)-4-(3-bromo-4-fluorofenilo)-1,2,4-
oxadiaz-ol-5(4H)-ona; Paso D):

Se mezclé triacetoxiborohidruro de sodio (2,33 g, 11,0 mmol, 11,0 equiv.) con acido trifluoroacético (12,0 mL, 155,8
mmol, 155,8 equiv.). La solucion resultante se mezclé a temperatura ambiente durante 30 minutos. Una solucion de
3-(4-amino-1,2,5-oxadiazol-3-ilo)-4-(3-bromo-4-fluorofenilo)-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona (5, 0,342 g, 1,0 mmol) y
carbamato de terc-butilo (2-oxoetilo) (Sigma-Aldrich) (1,04 g, 6,51 mmol, 6,5 equiv.) en diclorometano (10,0 mL) y
acetonitrilo (6,0 mL) bajo N». Esta solucion se enfrio a -5°C y la solucién de triacetoxiborohidruro de sodio y acido
trifluoroacético se afadié gota a gota durante 5 min. La reaccién se agité a ta durante 4 h. HPLC y LC-MS (M* - Boc
+ H: 385/387, patron de bromuro) indicaron una proporcion del producto deseado y el material de partida fue de 4 a 1.
La mezcla se concentrd y se diluyé con diclorometano (10 ml). La solucion se enfrié a 0°C y se afiadié lentamente
hidroxido de sodio 4 N mientras se mantenia la temperatura a 0 - 5°C para ajustar el pH a 8-9. La capa acuosa se
extrajo con diclorometano (3 x 10 ml). La solucién de diclorometano combinada se lavé con bicarbonato de sodio y
salmuera, se seco sobre sulfato de sodio y se concentré. El residuo bruto se disolvié luego en diclorometano (6,0 ml)
y la solucion resultante se enfrié a 0°C. Se afiadi6 gota a gota acido clorhidrico 4 N en dioxano (3,0 ml) a 0 - 5°C. La
mezcla se agité a ta durante 20 min. El precipitado se recogid por filtracion, se lavé con éter dietilico y se secé al vacio
para proporcionar el producto deseado (289 mg, 54%) como un sdlido blanquecino. '"H RMN (300 MHz, DMSO-ds) &
8,11 (bs, 3H), 7,78 (m, 1H), 7,73 (m, 1H), 7,59 (t, 1H, J = 8,7 Hz), 6,74 (t, 1H, J = 6,1 Hz), 3,50 (m, 2H), 3,02 (m, 2H);
C12H11BrCIFNgO3 (MW 421,61; C12H10BrFNeO3 para base libre, MW 385,15), LCMS (El) m/e 385/387 (M* + H).

Paso G: ({[2-({4-[4-(3-bromo-4-fluorofenilo)-5-oxo-4, 5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-ilo]-1, 2, 5-oxadiazol-3-
ilo})amino)etiloJamino}sulfonilo)carbamato de terc-butilo (9)
-0
O 0O N
) H | >:O
O.,,-S<
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Br

Se cargo6 un reactor de vidrio de 20 L con hidrocloruro de 3-{4-[(2-aminoetilo)amino]-1,2,5-oxadiazol-3-ilo}-4-(3-bromo-
4-fluorofenilo)-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona (1200 g, 2,846 mol) y diclorometano (6,5 L) a temperatura ambiente. Se
afadié trietilamina (950 g, 9,39 mol, 3,3 equiv.) al lote durante 7 minutos. El lote se enfrid luego a -14,6°C.

Un matraz de fondo redondo de 5 L se cargd con terc-butanol (253 g, 3,41 mol, 1,2 equiv.) y diclorometano (2,6 L). La
solucién se enfrié a 0,9°C. A esta solucion se le afadio isocianato de clorosulfonilo (463 g, 3,27 mol, 1,15 equiv.)
durante 43 minutos mientras se mantenia la temperatura del lote por debajo de 10°C. La solucién resultante de
(clorosulfonilo)carbamato de terc-butilo se mantuvo a 3-5°C durante 1 h.

La solucion de (clorosulfonilo)carbamato de terc-butilo se afiadié al reactor durante 73 minutos mientras se mantenia
la temperatura del lote por debajo de 0°C. El lote se calent6 a 10°C durante 1 h y luego se agité a 10 - 14°C durante 1
h. Se afiadi6 agua (4,8 L) al lote y la mezcla de reaccion enfriada se agité a ta durante 14,5 h. El lote se dejé sedimentar
y las fases se separaron. La solucién de diclorometano se aislo, se mantuvo en el reactor y se cargé con acido acético
(513 g) durante 25 minutos para precipitar el producto. La suspension resultante se agité a 20°C por 2,5 h. El producto
se aisl6 por filtracion y se lavo con diclorometano (1,8 L). El producto se secé a presion reducida (-30 inHg) a 45°C
durante 16 h para proporcionar el producto deseado (1342 g, 83,5% de rendimiento) como un solido blanco. 'H RMN
(400 MHz, DMSO-dg): 6 10,90 (s, 1H), 8,08 (dd, J = 6,2, 2,5 Hz, 1 H), 7,72 (m, 1 H), 7,59 (t, / =8,6 Hz, 1 H), 6,58 (t, J
=5,7Hz, 1H), 3,38 (dd, J = 12,7, 6,2 Hz, 2 H), 3,10 (dd, J = 12,1, 5,9 Hz, 2 H), 1,41 (s, 9 H). C47H19BrFN;O7S (MW
564,34), LCMS (El) m/e 585,9/587,9 (M* + Na).

Paso H: N-[2-({4-[4-(3-Bromo-4-fluorofenilo)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-ilo]-1,2,5-oxadiazol-3-
ilo})amino)etilo]sulfamida (10)
-0
N
HN"T SN N
H / N\
N___N
(0)
Br
F
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A un matraz de 20 L que contiene ({[2-({4-[4-(3-bromo-4-fluorofenilo)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-ilo]-1,2,5-
oxadiazol-3-ilo}jamino)etilo]lamino}sulfonilo)carbamato de terc-butilo (1200 g, 2,126 mol) se afiadié etanol (12 L) a 20°C
La mezcla resultante se agité a ta y se cargd con cloruro de hidrégeno gaseoso (472 g, 12,9 mol, 6,07 equiv.). El lote
se calento a 50°C y la temperatura se mantuvo durante 3 h hasta que se completé la reaccion. El disolvente se elimind
por destilacion al vacio a 33-39°C y se recogieron 6 kg de destilado. Se afiadi6 acetato de etilo (6,8 L, 6,1 kg) al lote y
se destilé para recoger 5,1 kg de destilado. Se afiadié acetato de etilo (7,2 L, 6,48 kg) al lote y se destilé para recoger
5,1 kg de destilado. Se afiadi6 acetato de etilo (2,4 L, 2,14 kg) al lote para ajustar la relacion de disolventes. '"H RMN
indicd que la relacion molar de acetato de etilo a etanol era 1,0: 0,1. La solucién se calenté a 65°C. Se afadié n-
heptano (4,1 kg) a la solucién a 60-65°C durante 43 min. La suspension resultante se agité a 65°C durante 1 h. La
suspension se enfrid a 20°C durante 2,5 h y se agité a esa temperatura durante 15 h. El producto se recogié por
filtracion y se lavo con n-heptano (2,42 L). El producto se secé a presion reducida a 45°C durante 65 h para
proporcionar el producto deseado (906 g, 91,8% de rendimiento) como un sélido blanquecino. "H RMN (400 MHz,
dmso-ds) 6 8,08 (dd, J =6,2) 7,72 (m, 1 H), 7,59 (t, J = 8,7 Hz, 1 H), 6,67 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 6,55 (s, 2H) 6,52 (t, J =
6,0 Hz, 1 H), 3,38 (dd, J = 12,7, 6,3 Hz, 2 H), 3,11 (dd, J = 12,3, 6,3 Hz, 2H); C12H11BrFN;OsS (MW 464,23), LCMS
(El) m/e 485,8/487,8 (M* - CsHsO2 + Na).

Paso 1: 4-({2-[(Aminosulfonilo)amino]etilo}amino)-N-(3-bromo-4-fluorofenilo-)-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida (11)

A un reactor de vidrio de 20 L se le afiadié N-[2-({4-[4-(3-bromo-4-fluorofenilo)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-ilo]-
1,2,5-oxadiazol-3-ilo}amino)etilo]sulfamida (799,4 g, 1,72 mol) y THF (3,2 L). La solucion resultante se agité a 20°C
durante 7 min. y luego se carga con agua (1,6 L). El lote se enfri6 a 2°C y se cargd con solucion de hidréxido de sodio
al 30% en peso (475 ml, 666,4 g, 4,99 mol, 2,9 equiv.) durante 8 minutos. El lote se calenté a 20°C y la temperatura
se mantuvo durante 16 h. Luego se cargo el lote con metilo ferc-butilo éter (8,0 L) durante 23 minutos. Se afiadio agua
(2,7 L) y el lote se enfrié a aproximadamente 0°C. Luego se cargo el lote con 85% en peso de acido fosférico (370,7
g, 3,22 mol, 1,9 equiv.) durante 9 minutos. El lote se calenté a 20°C y se agit6 durante 1 h. El lote se dejé sedimentar
y las fases se separaron. La capa organica se retuvo en el reactor y se cargé con agua (2,9 L) y 85% en peso de acido
fosférico (370,7 g, 3,22 mol) y se agitdé a 20°C durante 1 h. El lote se dejo sedimentar y las fases se separaron. La
capa organica se retuvo en el reactor y se cargd con agua (3,2 L) y se agité a 20°C durante 1 h. El lote se dejé
sedimentar y las fases se separaron. La solucién organica se retuvo en el reactor y se destilé a presion reducida a
20°C para eliminar 3,4 Kg de destilado. Se cargo etanol (4,8 L) en el lote y el lote se destilé6 a un volumen de 3,2 I.
Este proceso de destilacion se repitié una vez mas. Se afiadié etanol (0,6 L) al lote para ajustar el volumen del lote a
4 L. El lote se agitd a 20°C durante 16 h y luego se cargd con agua (6,39 L). La suspension resultante se agit6é a 20°C
por 5 h. El producto se recogi6 por filtracion y se lavo dos veces con una mezcla de etanol (529 ml) y agua (1059 ml).
El producto se seco a presion reducida a 45°C durante 65 h para proporcionar el producto deseado (719,6 g, 95,4%)
como un solido blanco. "H RMN (400 MHz, DMSO-ds): & 11,51 (s, 1H), 8,90 (s, 1H), 7,17 (t, J=8,8 Hz, 1 H), 7,11 (dd,
J=6,1,2,7Hz, 1H),6,76 (m, 1 H), 6,71 (t, J = 6,0 Hz, 1 H), 6,59 (s, 2 H), 6,23 (t, J = 6,1 Hz, 1 H), 3,35 (dd, J = 10,9,
7,0Hz, 2 H), 3,10 (dd, J = 12,1, 6,2 Hz, 2 H); C11H13BrFN;04S (MW 438,23), LCMS (EIl) m/e 437,9/439,9 (M* + H).

Ejemplo 2. Preparacion alternativa de N-[2-({4-[4-(3-Bromo-4-fluorofenilo)-5-0x0-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-
ilo]-1,2,5-oxadiazol-3-ilo}amino)etilo]sulfamida
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Paso 1: {[(terc-butoxicarbonilo)-amino]sulfonilo}aminoacetato de etilo (13)

xod
ko N"7 N7 COE
H H

Una solucién de clorosulfonilisocianato (Sigma-Aldrich) (5,0 ml, 57,4 mmol) en diclorometano (100 ml) se enfrié a 0°C.
Se afadié diclorometano de alcohol terc-butilico (4,26 g, 57,4 mmol, 1,0 equiv.) a través de un embudo de adicién.
Esta solucion se agité a 0°C durante 30 min. Se afiadio clorhidrato de éster etilico de glicina (8,82 g, 63,2 mmol, 1,1
equiv.) seguido de la adicién gota a gota de trietilamina (20,0 ml, 144 mmol, 2,5 equiv.) a 0°C. Esta mezcla de reaccion
se agitd a ta durante 4 h. La reaccion se diluyé con diclorometano (100 ml) y se lavé con acido clorhidrico 0,1 Ny
salmuera. La capa organica se secd sobre sulfato de sodio y se concentrd para dar el producto deseado (13,2 g,
81,4%) como un sdlido crudo blanco, que se usé en la reaccion posterior sin purificacion adicional. '"H RMN (300 MHz,
DMSO-de) 6 10,88 (s, 1H), 8,07 (t, 1H, J = 6,1 Hz), 4,08 (q, 2H, J =7,1 Hz), 3,78 (d, 2H, J = 6,1 Hz), 1,40 (s, 9H), 1,18
(t, 3H, J=7,1 Hz).

Paso 2a (alilo{[alilo(terc-butoxicarbonilo)amino]sulfonilo}amino)acetato de etilo (14a)

7 /

({[(terc-butoxicarbonilo)amino]sulfonilo}aminoacetato de etilo (1,0 g, 3,54 mmol) se mezclé con carbonato de potasio
(2,45 g, 17,7 mmol, 5,0 equiv.) y acetonitrilo (23,0 mL) bajo N, a temperatura ambiente. Se afiadié gota a gota bromuro
de alilo (1,84 mL, 21,2 mmol, 6,0 equiv.). Esta mezcla de reaccion se calentd a 70°C y se agité a esa temperatura
durante 14 h. La HPLC y la LCMS indicaron la finalizacion de la reaccion. La reaccion se filtrd y el filirado se concentro.
El residuo se disolvié en diclorometano y se lavo con bicarbonato de sodio y salmuera. La capa organica se seco sobre
sulfato de sodio y se concentré para dar el producto deseado (1,11 g, 87%) como un solido crudo blanco, que se usé
en la reaccion posterior sin purificacion adicional. '"H RMN (300 MHz, DMSO)-ds) 8 5,75 (m, 2H), 5,20 (m, 4H), 4,12
(m, 6H), 3,89 (m, 2H), 1,43 (s, 9H), 1,18 (t, 3H, J = 8,7 Hz).

Paso 2b. [{[(terc-butoxicarbonilo)(4-metoxibencilo)amino]sulfonilo}(4-metoxibencilo)-amino]acetato de etilo (14b)
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({[(terc-butoxicarbonilo)amino]sulfonilo}amino)acetato de etilo (1,00 g, 4,0 mmol) se mezclé con N, N-dimetilformamida
(DMF, 6,0 ml) y se agit6 a ta. Se afiadieron a la mezcla yoduro de sodio (0,01 g, 0,1 mmol, 0,025 equiv.), carbonato
de potasio (2,40 g, 20 mmol, 5,0 equiv.) y cloruro de para-metoxibencilo (2,64 mL, 19,5 mmol, 4,875 equiv.). Esta
reaccion se calentd a 80°C y se agitd a 80°C durante 2 h. LCMS indicé la finalizacion de la reaccion. La reaccion se
enfrié a temperatura ambiente y se filtré a través de Celite. El lecho de Celite se lavo con diclorometano y los filtrados
organicos combinados se concentraron. El residuo concentrado se disolvié en diclorometano (20 ml) y se lavé con
bicarbonato de sodio (5 x 12 ml) y salmuera. La capa organica se seco sobre sulfato de sodio y se concentré. El
residuo se purificéd en gel de silice (0-40% de acetato de etilo/elucion en gradiente de hexano) para dar el producto
deseado (1,39 g, 80%) como un solido blanquecino. "H RMN (300 MHz, DMSO-ds) & 7,22 (m, 2H), 7,14 (m, 2H), 6,88
(m, 4H), 4,64 (s, 2H), 4,33 (s, 2H), 4,03 (q, 2H, J = 7,1 Hz), 3,92 (s, 2H), 3,72 (s, 3H), 3,71 (s, 3H), 1,39 (s, 9H), 1,14
(t, 3H, J=7,1 Hz).

Paso 3a. Alilo{[alilo(2-oxoetilo)amino]sulfonilo}carbamato de terc-butilo (15a)

Y]

000
%OJ\N’S\N/\CHO
/.

Una solucion de (alilof[alilo(terc-butoxicarbonilo)amino]sulfonilo}amino)acetato de etilo (1,11 g, 3,05 mmol) en
diclorometano (15 ml) a -78°C bajo N se traté con hidruro de diisobutilaluminio 1,0 M en diclorometano (3,66 ml, 3,66
mmol, 1,2 equiv.). La mezcla de reaccion se agit6é a -78°C durante 1 h y luego se enfrié con metanol (1,5 ml) y se traté
con una solucién saturada de tartrato de sodio y potasio (65 ml). Esta solucion se agité a ta durante la noche. La capa
acuosa se extrajo luego con diclorometano (3 x 20 ml). La solucion de diclorometano combinada se lavé con salmuera,
se seco sobre sulfato de sodio, se filtré y se concentré para dar el producto deseado (0,62 g, 64%) como un aceite
incoloro grueso y crudo, que se usd en una reaccion posterior sin purificacion adicional. "H RMN (300 MHz, DMSO-
ds) © 9,45 (s, 1H), 5,76 (m, 2H), 5,18 (m, 4H), 4,15 (m, 4H), 3,72 (m, 2H), 1,43 (s, 9H).

Paso 3b (4-metoxibencilo){[(4-metoxibencilo)(2-oxoetilo)amino]sulfonilo}carbamato de terc-butilo (15b)
MeO

0 Q
S o
0" N %

MeO

Una soluciéon de [{[(terc-butoxicarbonilo)(4-metoxibencilo)amino]sulfonilo}(4-metoxibencilo)-aminolacetato de etilo
(5,30 g, 10 mmol) en diclorometano (20,0 ml) a -78°C bajo N se traté con hidruro de diisobutilaluminio 1,0 M en
diclorometano (12,2 ml, 12,2 mmol, 1,22 equiv.). La mezcla de reaccién se agitd a -78°C por 3 h. La reaccion se enfrié
luego con metanol (3 ml) y se traté con diclorometano (100 ml) y una solucién saturada de tartrato de sodio y potasio
(150 ml). Esta solucion se agit6 a ta durante la noche. La capa acuosa se extrajo luego con diclorometano (3 x 20 ml).
La solucion de diclorometano combinada se lavé con salmuera, se seco sobre sulfato de sodio y se concentré. El
residuo se purifico luego sobre gel de silice (elucion con gradiente de acetato de etilo/hexano al 0-30%) para dar el
producto deseado (3,45 g, 71%) como un solido blanquecino. 'H RMN (300 MHz, DMSO-ds) & 9,24 (s, 1H), 7,23 (m,
4H), 6,88 (m, 4H), 4,68 (s, 2H), 4,31 (s, 2H), 4,07 (s, 2H), 3,72 (s, 3H), 3,71 (s, 3H), 1,40 (s, 9H).

Paso 4a alilo(n-alilo-N-(2-(4-(4-(3-bromo-4-fluorofenilo)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4--oxadiazol-3-ilo)-1,2,5-oxadiazol-3-
ilamino)etilo)sulfamoilo)carbamato de terc-butilo (16a)
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A un matraz de 50 ml se le afadié triacetoxiborohidruro de sodio (1,06 g, 5,0 mmol, 1,0 equiv.), acido trifluoroacético
(TFA, 2,0 mL, 26 mmol) y tetrahidrofurano (THF, 1,0 mL) a temperatura ambiente. Esta mezcla se enfrié a -5°C bajo
N2 y se agitdé a 0 - 5°C durante 10 min. A esta solucion se le afiadié 3-(4-amino-1,2,5-oxadiazol-3-ilo)-4-(3-bromo-4-
fluorofenilo)-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona (0,171 g, 5,0 mmol; Paso D) y alilo{[alilo(2-oxoeti)amino]sulfonilo}carbamato
de terc-butilo (0,398 g, 2,5 mmol, 0,5 equiv.) en THF (1,5 mL) gota a gota a 0-5 °C durante 5 min. La mezcla de
reaccion resultante se agité bajo N, a 0 - 5°C. A 20 min, 40 min y 2,5 h, una solucion de alilo{[alilo(2-
oxoeti)amino]sulfonilo}carbamato de terc-butilo (0,040 g, 0,125 mmol, 0,25 equiv.) en THF (0,20 ml) se afiadi6 gota a
gota a 0 - 5°C. A las 2,5 h, se afiadi6 una solucion de triacetoxiborohidruro de sodio (0,211 g, 1,0 mmol, 0,2 equiv.) en
acido trifluoroacético (TFA, 1,5 mL, 9,5 mmol) a 0 - 5°C. La reaccion se calentd a temperatura ambiente y se agitd
durante la noche. La mezcla de reaccion se vertié luego en una solucién saturada de carbonato de sodio enfriada con
hielo (50 ml) y se extrajo con diclorometano (3 x 20 ml). Los extractos de diclorometano combinados se lavaron con
salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio y se concentraron. El residuo se purificd luego sobre gel de silice (0-75%
de acetato de etilo/elucion en gradiente de hexano) para dar el producto deseado (0,239 g, 74,2%) como un solido
blanquecino. 'H RMN (300 MHz, DMSO-dg) & 8,07 (m, 1H), 7,71 (m, 1H), 7,58 (t, 1H, J = 8,7 Hz), 6,62 (m, 1H), 5,77
(m, 2H), 5,19 (m, 4H), 4,17 (m, 2H), 3,89 (m, 2H), 3,44 (m, 2H), 3,38 (m, 2H), 1,42 (s, 9H); Ca3H27BrFN;O;S (MW
644,47), LCMS (EI) m/e 544/546 (M* - Boc + H).

Paso 4b. N-(2-(4-(4-(3-bromo-4-fluorofenilo)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-y- 1)-1, 2,5-oxadiazol-3-ilamino)etilo)-
N-(4-metoxibencilo)sulfamoilo(4-metoxibencilo)carbamato de terc-butilo (16b)

A un matraz de 50 ml se le afiadio triacetoxiborohidruro de sodio (0,50 g, 2,37 mmol, 4,74 equiv.), acido trifluoroacético
(TFA, 1,0 ml, 13 mmol) y tetrahidrofurano a temperatura ambiente. Esta mezcla se enfrié a 0 - 5°C bajo Nz y se agité
a 0-5°C durante 10 min. A esta solucion se le afiadié (4-metoxibencilo){[(4-metoxibencilo)(2-oxoetilo)amino]sulfonilo}-
carbamato de ferc-butilo (0,40 g, 0,84 mmol, 1,68 equiv) y 3-(4-amino-1,2,5-oxadiazol-3-ilo)-4-(3-bromo-4-fluorofenilo)-
1,2,4-oxadiaz-ol-5(4H)-ona (0,17 g, 0,50 mmol; Paso D) en tetrahidrofurano (THF, 1,50 mL) a O - 5°C La reaccion se
agito a 0 - 5°C durante 45 minutos y una solucion de (4-metoxibencilo){[(4-metoxibencilo)(2-oxoetilo)amino]sulfonilo}-
carbamato de terc-butilo (0,12 g, 0,20 mmol, 0,4 equiv.) en THF (0,50 ml) se afiadié luego a 0 - 5°C. Después de agitar
a 0 - 5°C durante 1 h, la reaccién se calenté gradualmente a temperatura ambiente con agitacion. A los puntos de
tiempo de 2,5 h y de 4,5 h, se afadid acido trifluoroacético (0,25 ml). A las 5 h, una solucién de (4-metoxibencilo){[(4-
metoxibencilo)(2-oxoetilo)amino]sulfonilo}carbamato de ferc-butilo (0,060 g, 0,1 mmol, 0,2 equiv.) en THF (0,20 mL)
adicional. A las 6,5 h, se afiadié una solucion de triacetoxiborohidruro de sodio (0,060 g, 0,24 mmol, 0,48 equiv.) en
acido trifluoroacético (0,25 ml). La HPLC indicé aproximadamente el 4% del material de partida 3-(4-amino-1,2,5-
oxadiazol-3-ilo)-4-(3-bromo-4-fluorofenilo)-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona (del Paso D) aun restante. La mezcla de
reaccion se agitd a ta durante la noche. La HPLC indic¢ la finalizacion de la reaccion. La mezcla de reaccion se vertio
en una solucién saturada de carbonato de sodio enfriada con hielo (50 ml) y la mezcla se extrajo con diclorometano
(3 x 20 ml). Los extractos de diclorometano combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio
y se concentraron. El residuo se purificé luego sobre gel de silice (elucidon con gradiente de acetato de etilo/hexano al
0-30%) para dar el producto deseado (0,33 g, 82,5%) como un sdlido blanquecino. '"H RMN (300 MHz, DMSO-ds) &
8,06 (m, 1H), 7,69 (m, 1H), 7,57 (t, 1H, J = 8,7 Hz), 7,22 (m, 4H), 6,87 (m, 4H), 6,48 (m, 1H), 4,72 (s, 2H), 4,36 (s, 2H),
3,70 (S, 6H), 3,39 (m, 2H), 3,31 (m, 2H), 1,37 (s, 9H); C3H3H3sBrFN;7O9S (MW 804,64), LCMS (El) m/e 826/828 (M* -
Boc + Na).

Paso 5: N-[2-({4-[4-(3-Bromo-4-fluorofenilo)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-ilo]-1,2,5-oxadiazol-3-
ilo})amino)etilo]sulfamida (10)
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A un matraz de 25 ml se le afiadi6 {[[2-({4-[4-(3--bromo-4-fluorofenilo)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-ilo]-1,2,5-
oxadiazol-3-ilo}jamino)etilo](4-metoxibencilo)amino]sulfonilo}(4-metoxibencilo)carbamato de terc-butilo (40,2 mg,
0,050 mmol) en acido trifluoroacético (TFA, 0,50 ml, 6,5 mmol) a temperatura ambiente. Esta mezcla de reaccién se
calenté a 70°C bajo N y se agité durante 1 h. HPLC indico reaccion completada. La mezcla de reaccion se enfrié a
temperatura ambiente y el TFA se evapord. El TFA residual se eliminé por tratamiento con diclorometano (3 x 10 ml)
seguido de evaporacion al vacio. El residuo se triturd luego con diclorometano y metanol para dar el producto deseado
(20 mg, 87%) como un solido crudo de color blanquecino. 'H RMN (400 MHz, dmso-ds) & 8,08 (dd, J = 6,2, 2,5 Hz, 1
H), 7,72 (m, 1 H), 7,59 (t, J = 8,7 Hz, 1 H), 6,67 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 6,55 (s, 2H) 6,52 (t, J = 6,0 Hz, 1 H), 3,38 (dd, J =
12,7,6,3 Hz, 2 H), 3,11 (dd, J = 12,3, 6,3 Hz, 2H); C12H11BrFN;OsS (MW 464,23), LCMS (EIl) m/e 487,8/489,8 (M* +
Na).

Ejemplo 3. Preparacion alternativa de N-[2-({4-[4-(3-Bromo-4-fluorofenilo)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-ilo]-
1,2,5-oxadiazol-3-ilo)amino)etilo]sulfamida

O,
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N |
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Paso 1a. N-
(2, 2-dimetoxietilo)sulfamoilcarbamato de terc-butilo (17a)
j\o\\89 OMe
O NN
H H

OMe

Se enfrid una solucion de clorosulfonilisocianato (11,32 g, 80 mmol) en diclorometano (120 ml) a 0°C. Se anadio
alcohol terc-butilico (7,65 ml, 80,0 mmol, 1,0 equiv.) mediante un embudo de adicion. La mezcla se agit6é a 0°C durante
1,5 h. A esta mezcla, se afiadi6 gota a gota una soluciéon de aminoacetaldehido dimetilo acetal (8,76 ml, 80,0 mmol,
1,0 equiv.) y trietilamina (TEA, 33,4 ml, 240 mmol, 3,0 equiv.) en cloruro de metileno (DCM 120,0 ml) embudo adicional.
La reaccion se calenté a temperatura ambiente y se agitdé durante la noche. La reaccioén se traté con acido clorhidrico
0,1 N y la capa organica se lavd con salmuera, se seco sobre sulfato de sodio y se concentré para dar el producto
deseado (15,6 g, 68,5%) como un sdlido crudo blanco, que se usé para la subsiguiente reaccion sin purificacion
adicional: "H RMN (300 MHz, DMSO-ds) 8 10,84 (s, 1H), 7,62 (t, 1H, J = 6,0 Hz), 4,38 (t, 1H, J = 5,5 Hz), 3,24 (s, 6H),
2,96 (dd, 2H, J = 5,8 Hz), 1,41 (s, 9 H).
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Paso 1b N-(2,2-dimetaxietilo)sulfamoilcarbamato de bencilo (17b)

00

N

O)LN,S\N/\KOMe
H H OMe

Una solucion de clorosulfonilisocianato (16,26 g, 114,9 mmol) en diclorometano (100 ml) se enfrié a 0°C. Se afadio
alcohol bencilico (12,44 g, 115,0 mmol, 1,0 equiv.) mediante un embudo de adicién. La mezcla se agité a 0°C por 0,5
h. A esta mezcla se le afiadié una mezcla de aminoacetaldehido dimetilo acetal (13,25 g, 126,0 mmol, 1,1 equiv.) y
trietilamina (TEA, 17,4 g, 172 mmol, 1,5 equiv.) gota a gota a través de un embudo de adicién a menos de 15°C. La
reaccion se calent6é a temperatura ambiente y se agité durante la noche. La mezcla de reaccion se traté con acido
clorhidrico 0,5 N (100 ml) y la fase organica recogida se lavd con salmuera, se sec6 sobre sulfato de sodio y se
concentro al vacio para dar el producto deseado (23,5 g, 64,3%) como un crudo crudo. sélido. '"H RMN (300 MHz,
DMSO-ds) 8 11,29 (s, 1H), 7,90 (t, 1H, J = 6,0 Hz), 7,37 (m, 5H), 5,12 (s, 2H), 4,35 (t, 1H, J = 5,5 Hz), 3,21 (s, 6H),
2,97 (dd, 2H, J = 5,8 Hz).

Paso 1c. N-(2,2-dimetoxietilo)sulfamoilcarbamato de etilo (17c¢)

o) 0\19

/\O/U\ >S. OMe

N N
HoHo Ome

Una solucion de clorosulfonilisocianato (11,32 g, 80 mmol) en diclorometano (120 ml) se enfrié a 0°C. Se afiadié etanol
(4,67 ml, 80,0 mmol, 1,0 equiv.) mediante un embudo de adicion. La mezcla se agité a 0°C durante 1,5 h. A esta
mezcla se le afiadié una solucion de aminoacetaldehido dimetilo acetal (8,76 ml, 80,0 mmol, 1,0 equiv.), trietilamina
(TEA, 33,4 ml, 240 mmol, 3,0 equiv.) en diclorometano (DCM, 120,0 ml) gota a gota mediante un embudo de adicion
0°C. La reaccion se calenté a temperatura ambiente y se agitd durante la noche. La reaccion se tratd con acido
clorhidrico 0,1 N y la fase organica recogida se lavé con salmuera, se secd sobre sulfato de sodio y se concentro al
vacio para dar el producto deseado (11,2 g, 55%) como un soélido crudo de color blanquecino. '"H RMN (300 MHz,
DMSO-de) & 11,13 (s, 1H), 7,81 (t, 1H, J = 6,0 Hz), 4,37 (t, 1H, J = 5,5 Hz), 4,09 (q, 2H, J = 7,1 Hz), 3,23 (s, 6H), 2,97
(dd, 2H, J =5,8 Hz), 1,19 (t, 3H, J = 7,1 Hz).

Paso 1d. 2,2,2-Tricloroetilo N-(2,2-dimetoxietilo)sulfamoilcarbamato (17d)

Una solucion de clorosulfonilisocianato (6,96 ml, 80 mmol) en diclorometano (120 ml) se enfrié a 0°C. Se afiadi6 2,2,2-
tricloroetanol (7,67 ml, 80,0 mmol, 1,0 equiv.) mediante un embudo de adicién a 0°C. Esta mezcla se agit6 a 0°C
durante 1,5 h. Luego, a esta mezcla se le afiadié una solucién de aminoacetaldehido dimetilo acetal (8,76 mi, 80,0
mmol, 1,0 equiv.) y trietilamina (TEA, 33,4 ml, 240 mmol, 3,0 equiv.) en diclorometano (DCM, 120,0 ml) afiadido gota
a gota mediante embudo de adicion a 0°C. La reaccion se calenté a temperatura ambiente y se agité a ta durante la
noche. La reaccion se tratd con acido clorhidrico 0,1 N y la fase organica recogida se lavd con salmuera, se seco sobre
Na>SO, y se concentro para dar el producto deseado (28,01 g, 97%) como un sélido blanquecino bruto, que se us6
en la reaccion posterior sin purificacion adicional. '"H RMN (300 MHz, dmso-ds) & 11,79 (s, 1H), 8,08 (t, 1H, J = 5,9
Hz), 4,90 (s, 2H), 4,37 (t, 1H, J = 5,5 Hz), 3,23 (s, 6H), 3,00 (dd, 2H, J = 5,7 Hz).

Paso 2a ({12-({[4-(3-bromo-4-fluorofenilo)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-ilo-]-1,2,5-oxadiazol-3-
ilo})amino)etiloJamino}sulfonilo)carbamato de terc-butilo (18a)
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Una mezcla de 3-(4-amino-1,2,5-oxadiazol-3-ilo)-4-(3-bromo-4-fluorofenilo)-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona (103 mg, 0,302
mmol, 1,5 equiv.; Paso D) y N-(2,2-dimetoxietilo)sulfamoilcarbamato de terc-butilo (57,2 mg, 0,201 mmol) en
diclorometano (1,0 ml) se agitd bajo N2 a temperatura ambiente. A esta mezcla se le afiadié acido trifluoroacético (0,50
ml, 6,5 mmol) y trietilsilano (80,2 pL, 0,502 mmol, 2,5 equiv.) gota a gota. Esta mezcla de reaccion se agitd a ta durante
2 h. HPLC indicé aproximadamente 30% de conversion. La mezcla de reacciéon se enfrio a 0°C y se apag6 con
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bicarbonato de sodio saturado a pH. La mezcla se extrajo en acetato de etilo (3 x 10 ml). Los extractos organicos
combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio y se concentraron. El residuo se purificé por
TLC preparativa (50% acetato de etilo/hexano) para dar el producto deseado (27,5 mg, 29,5%) como un solido
blanquecino. '"H RMN (DMSO-ds, 400 MHz): & 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, 9H).
C17H19BrFN707S (MW 564,34), LCMS (EIl) m/e 485,8/487,8 (M* - CsHgO2 + Na).

Paso 2b ({[2-({[4-(3-bromo-4-fluorofenilo)-5-ox0-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-ilo-]-1,2,5-oxadiazol-3-
ilo}amino)etilolamino}sulfonilo)carbamato de bencilo (18b)

-0
G D
H H NN
(@)
Br
F

Una mezcla de 3-(4-amino-1,2,5-oxadiazol-3-ilo)-4-(3-bromo-4-fluorofenilo)-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona (68 mg, 0,20
mmol; del Paso D) y {[(2,2-dimetoxietilo)amino]sulfonilo}carbamato de bencilo (191 mg, 0,60 mmol, 3,0 equiv.) en 1,2-
dicloroetano (3,0 ml) se enfrié a 0°C A esta mezcla se le ahadié acido trifluoroacético (1,0 ml, 13,0 mmol) y trietilsilano
(105 pL, 0,66 mmol, 3,3 equiv.) gota a gota. Esta mezcla de reaccion se agité a 0°C durante 2 h. La HPLC indico la
finalizacion de la reaccion. La mezcla de reaccion se enfrid a 0°C y se apagd con bicarbonato de sodio saturado a pH
y la mezcla de reaccion apagada se extrajo con EtOAc (3 x 10 ml). Los extractos organicos combinados se lavaron
con salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio y se concentraron. El residuo se agité luego en una mezcla de
heptano y éter dietilico durante la noche. Los solidos se recogieron por filtracion, se lavaron con heptano y se secaron
al vacio para dar el producto deseado (125 mg, 99%) como un sélido crudo de color blanquecino. "H RMN (300 MHz,
DMSO-de) & 11,31 (s, 1H), 8,05 (m, 1H), 7,87 (m, 1H), 7,68 (m, 1H), 7,56 (m, 1H), 7,32 (m, 5H), 6,54 (m, 1H), 5,07 (s,
2H), 3,29 (m, 2H), 3,09 (m, 2H); C20H17BrFN;0;S (MW 598,36), LCMS m/e 598/600 (M* + H).

Paso 2c. ({I2-({4-[4-(3-bromo-4-fluorofenilo)-5-oxo-4, 5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-ilo]-1, 2, 5-oxadiazol-3-
ilo})amino)etilamino}sulfonilo)carbamato de etilo (18c)
-0
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Una mezcla de 3-(4-amino-1,2,5-oxadiazol-3-ilo)-4-(3-bromo-4-fluorofenilo)-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona (68 mg, 0,20
mmol; del Paso D) y {[(2,2-dimetoxietilo)amino]sulfonilo}carbamato de etilo (154 mg, 0,600 mmol, 3,0 equiv.) en 1,2-
dicloroetano (2,50 mL, 31,7 mmol) se agitd a 0°C. A esta mezcla se afiadié acido trifluoroacético (1,00 ml, 13,0 mmol)
y trietilsilano (105 pL, 0,66 mmol, 3,3 equiv.) = gota a gota. La mezcla de reaccion se agité a 0°C por 3 h. La HPLC
indicd una conversion del 97,5% en el producto deseado. La mezcla de reaccion se enfrid6 a 0°C y se apag6 con
bicarbonato de sodio saturado a pH. La mezcla se extrajo en acetato de etilo (3 x 10 ml). Los extractos organicos
combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio y se concentraron. El residuo se agité en una
mezcla de heptano y éter dietilico durante la noche. Los sdlidos se recogieron por filtracion, se lavaron con heptano
para dar el producto deseado (95 mg, 88%) como un sélido crudo de color blanquecino. 'H RMN (300 MHz, DMSO-
ds) © 11,18 (s, 1H), 8,08 (m, 1H), 7,70 (m, 2H), 7,59 (t, 1H, J = 8,7 Hz), 6,56 (s, 1H), 4,04 (d, 2H, J = 7,2 Hz), 3,35 (m,
2H), 3,11 (m, 2H), 1,15 (t, 3H, J = 7,2 Hz); C15H1sBrFN;O7S (MW 536,29), LCMS (EI) m/e 536/538 (M* + H).

Paso 2d. 2,2, 2-tricloroetilo ({[2-({4-[4-(3-bromo-4-fluorofenilo)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-ilo]-1,2,5-oxadiazol-
3-ilo}amino)etilojJamino}sulfonilo)carbamato (18d)
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Una suspension de 3-(4-amino-1,2,5-oxadiazol-3-ilo)-4-(3-bromo-4-fluorofenilo)-1,2,4-oxadiazol-5(4H)-ona (5, 0,680 g,
1,99 mmol) y 2,2,2-tricloroetilo {[(2,2-dimetoxietilo)amino]sulfonilo}carbamato (17d, 2,22 g, 6,17 mmol, 3,1 equiv.) en
diclorometano (DCM, 6,0 ml) se agit6 a ta. A esta mezcla se le afiadio trietilsilano (1,27 ml, 7,95 mmol, 4,0 equiv.) y
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una solucion de acido trifluoroacético (TFA, 3,0 ml, 39,0 mmol) en diclorometano (DCM, 2,0 ml) mientras se mantenia
la temperatura de reaccion por debajo de 30°C La mezcla de reaccion se volvié homogénea después de 5 min con
agitacion a temperatura ambiente y se agit6 a ta durante 1 h. La HPLC indic6 la finalizacion de la reaccion. La reaccion
se filtré y el precipitado se suspendié en una mezcla de diclorometano y heptano (la relacion de diclorometano a
heptano fue de 1 a 9 en volumen). La suspension se agitd a ta durante la noche. El precipitado se recogié por filtracion
y se lavo con diclorometano al 10% en heptano y se seco al vacio para dar el producto deseado (1,15 g, 90,4%) como
un solido blanquecino, que se uso en la reaccion posterior sin purificacion adicional. "H RMN (300 MHz, DMSO-ds) &
11,85 (s, 1H), 8,07 (m, 2H), 7,70 (m, 1H), 7,57 (t, 1H, J = 8,7 Hz), 6,56 (m, 1H), 4,88 (m, 2H), 3,37 (m, 2H), 3,16 (m,
2H); C15H12BrCIsFN;O7S (MW 639,62), LCMS (El) m/e 638/640/642 (M* + H).

Paso 3. N-[2-({4-[4-(3-Bromo-4-fluorofenilo)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-ilo]-1,2,5-oxadiazol-3-
ilo})amino)etilo]sulfamida (10)
-0
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Una solucion de 2,2,2-tricloroetilo ({[2-({4-[4-(3-bromo-4-fluorofenilo)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-ilo]-1,2,5-
oxadiazol-3-ilo}jamino)etilolamino}sulfonilo)carbamato (320 mg, 0,50 mmol; del Paso Q, Método D) en tetrahidrofurano
(THF, 4,0 ml) se agit6 a ta. Se afiadieron secuencialmente acido acético (0,30 ml, 5,3 mmol) y escamas de zinc (160
mg, 2,5 mmol, 5,0 equiv.). Esta mezcla de reaccién se agité a ta durante 3 h. La HPLC indico6 la finalizacion de la
reaccion. La mezcla de reaccion se filtré a través de Celite y la Celite se lavd con THF. El filtrado combinado se
concentro al vacio y el residuo resultante se disolvié en acetato de etilo (20 ml). La solucién de acetato de etilo se lavd
con carbonato de sodio saturado y salmuera, se seco sobre sulfato de sodio y se concentré. El material bruto se
cristalizé en acetato de etilo y éter dietilico para dar el producto deseado (147 mg, 63%) como un sélido blanquecino.

Ejemplo 4. Preparacion alternativa de 4-({2-[(Aminosulfonilo)amino]etilo}amino)-N-(3-bromo-4-fluorofenilo)-N'-
hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida
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Paso 1. (9H- fluoren-9-
ilo)metilo N-(2,2-dimetoxietilo)sulfamoilcarbamato
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En un matraz de fondo redondo de 4 bocas y 2 L, secado al horno, se cargé 9-fluorenilmetanol (50,0 g, 255 mmol) y
DCM anhidro (382 ml) a temperatura ambiente. La suspension resultante se enfri6 en un bafio de hielo a
aproximadamente 0 - 5°C. Se afiadi6 gota a gota una solucion de isocianato de clorosulfonilo (CSI, 23,0 ml, 264 mmol)
en DCM anhidro (127 ml) a la suspension a través de un embudo de adicion durante 22 minutos, manteniendo la
temperatura de la mezcla de reaccién a <5°C La mezcla resultante se agité a 0 - 5°C durante 1,75 h, produciendo una
suspension espesa y blanca. Se afiadié a la mezcla una solucién de aminoacetaldehido dimetilo acetal (27,9 ml, 255
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mmol) en DCM anhidro (382 ml) y 4-metilmorfolina (84,0 ml, 764 mmol) a aproximadamente 0 - 5°C durante 71 minutos.
La mezcla de reaccion resultante se agit6 luego en el bafio de hielo durante 1,5 horas. Cuando la HPLC mostré que
la reaccion se habia completado, la mezcla de reaccion se acidificd6 mediante la adicién gota a gota de un acido
fosforico 1,0 M (HzPOs, acuoso, 640 ml) durante 22 minutos a pH 1-2. Luego se afiadieron agua (300 ml), EtOAc (2150
ml) y heptano (250 ml) y la mezcla resultante se agité durante 10 minutos. Las dos fases se separaron y la fase
organica se lavod secuencialmente con agua (500 ml), heptano (300 ml) y agua (2 x 500 ml) y se secé sobre MgSO,.
El filtrado se concentro al vacio hasta sequedad. Los sdlidos resultantes se redisolvieron en EtOAc (600 ml) a 65°C y
la solucién caliente se filtré en un matraz limpio de fondo redondo de 3 L. El filirado se enfrié a temperatura ambiente
y se agité durante 2,5 h antes de afiadir heptano (1200 ml) a través de un embudo de adicién durante 80 min. Después
de agitar durante la noche a temperatura ambiente, la mezcla se enfrié en un bafio de hielo durante 1 h. Los sélidos
resultantes se recogieron por filtracion, se lavaron con EtOAc al 25%/heptano (250 ml) y se secaron durante la noche
a aproximadamente 40-45°C a vacio para proporcionar 9H-fluoren-9-ilmetilo {[(2,2-
dimetoxietilo)amino]sulfonilo}carbamato (91,3 g, 88% de rendimiento) como un polvo blanco. '"H RMN (300 MHz,
DMSO-de) 6 11,43 (s, 1H), 7,98-7,85 (m, 3H), 7,76 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 7,43 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 7,33 (d, J = 7,4, 1,1
Hz, 2H), 4,44-4,33 (m, 3H), 4,33-4,22 (m, 1H), 3,23 (s, 6H), 2,99 (t, J = 5,8 Hz, 2H) ppm.

Paso 2. 9H-fluoren-9-iimetilo  ({[2-({4-[4-(3-bromo-4-fluorofenilo)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-ilo]-1,2,5-
oxadiazol-3-ilojamino)etiloJamino}sulfonilo)carbamato
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A una suspension agitada de 3-(4-amino-1,2,5-oxadiazol-3-ilo)-4-(3-bromo-4-fluorofenilo)-1,2,4-oxadiazol-5-4-(4H)-
ona (10,00 g, 29,23 mmol) en DCM (160 ml) se afadi6 acido metanosulfénico (MeSOszH, 8,46 g, 88,04 mmol) y
trietilsilano (Et3SiH, 8,37 g, 71,96 mmol) a temperatura ambiente durante 10 minutos para dar una suspension. Se
afadié en porciones 9H-fluoren-9-ilmetilo {[(2,2-dimetoxietilo)amino]sulfonilo}carbamato sélido (12,25 g, 30,14 mmol)
en porciones (1 g/3-4 min; durante 1 h) mientras se mantenia la temperatura interna a menos de 20°C utilizando un
bafio de agua. Después de la adicion, la mezcla resultante se agité a aproximadamente 13 a 22°C por 3 dias. Se
afadieron ftrietilsilano  adicional (EtsSiH, 0,1755 g, 1,51 mmol) y 9H-fluoren-9-ilmetilo  {[(2,2-
dimetoxietilo)amino]sulfonilo}carbamato (0,3082 g, 0,76 mmol) y la mezcla resultante se agité a ta durante 23 h
adicionales. Se afnadio alcohol isopropilico (IPA, 15 ml) y la mezcla resultante se agitdé a ta durante 1 h. Se afiadié
heptano (100 ml) y la mezcla se agitd a ta durante 2 h adicionales. Los soélidos se recogieron por filtracion, se lavaron
con IPA/heptano (1/5; 2 x 30 ml) y heptano (2 x 30 ml), y se secaron al vacio para proporcionar 9H-fluoren-9-ilmetilo
({[2-({4-[4-(3-bromo-4-fluorofenilo)-5-oxo-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-ilo]-1,2,5-oxadiazol-3-
ilo}amino)etiloJamino}sulfonilo)carbamato como un soélido blanco (18,30 g, 91,1% de rendimiento). "H RMN (500 MHz,
DMSO-de) & 11,44 (s, 1H), 8,07 (dd, J =6,2, 2,5 Hz, 1H), 7,90 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 7,88 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,72 (d, J =
7,0 Hz, 2H), 7,71 (ddd, J = 8,9, 4,3, 2,6 Hz, 1H), 7,57 (dd, J = 8,7, 8,7 Hz, 1H), 7,40 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 7,31 (td, J =
7,4,1,0 Hz, 2H), 6,55 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 4,35 (d, J = 7,3 Hz, 2H), 4,25 (t, J =7,2 Hz, 1H), 3,39 (q, J = 6,4 Hz, 2H), 3,15
(9, J = 6,3 Hz, 2H); '*C RMN (126 MHz, DMSO-ds) & 159,03 (d, J = 248,7 Hz), 156,61 (s), 155,22 (s), 151,55 (s),
148,67 (s), 143,29 (s), 140,68 (s), 133,82 (s), 133,39 (s), 130,05 (d, J = 8,5 Hz), 128,54 (d, J = 3,2 Hz), 127,73 (s),
127,07 (s), 125,24 (s), 120,11 (s), 117,42 (d, J = 24,0 Hz), 108,19 (d, J = 22,5 Hz), 66,70 (s), 46,17 (s), 43,34 (s),
40,79(s) ppm; "°F RMN (376 MHz, dmso-dg) & -103,99 - -107,39 (m) ppm.

Paso 3. 4-({2-[(Aminosulfonilo)amino]etilo}amino)-N-(3-bromo-4-fluorofenilo-)-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-
carboximidamida
.OH
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En un matraz de fondo redondo de 4 bocas de 1 L se cargd 9H-fluoren-9-ilmetilo ({[2-({4-[4-(3-bromo-4-fluorofenilo)-5-
ox0-4,5-dihidro-1,2,4-oxadiazol-3-ilo]-1,2,5-oxadiazol-3-ilo}amino)etiloJamino}sulfonilo)carbamato (25,0 g, 36,4 mmol)
y THF anhidro (250 ml) a temperatura ambiente para producir una solucion homogénea. La solucion se enfrio luego a
0 - 5°C en un bafio de hielo antes de afiadir N,N-bis(2-aminoetilo)etano-1,2-diamina (114 ml, 728 mmol) gota a gota
durante 35 minutos a través de un embudo de adicion. El embudo de adicion se enjuagd con THF anhidro (50 ml) y el

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2799 582 T3

enjuague se afadio a la mezcla de reaccion. El bafio frio se retir6 y la reaccion se calenté gradualmente a temperatura
ambiente y se agité a ta durante 2,5 h. Se afiadié EtOAc (400 ml) y la mezcla resultante se transfirié a un matraz de
fondo redondo de 4 bocas y 2 litros y se enfrié a aproximadamente 0 - 5°C en un bafio de hielo. Se afiadi6 gota a gota
una solucién de HCI acuoso 2,0 M (400 ml, 800,0 mmol) a través de un embudo de adicién, mientras se mantenia la
temperatura interna por debajo de 10°C. Las dos fases se separaron y la fase acuosa se extrajo con EtOAc (200 ml).
Las fracciones organicas se combinaron y se enfriaron a aproximadamente 6-7°C. Se afiadié gota a gota una solucion
de HCI acuoso 2,0 M (200,0 ml, 400,0 mmol) a la fraccion organica fria, manteniendo la temperatura interna por debajo
de 10°C Las dos fases se separaron y la fase organica se lavo con agua (2 x 400 ml), se secé sobre MgSO, y se
concentro a presion reducida hasta un jarabe amarillo claro. El jarabe se disolvié en EtOAc (60,0 ml) para producir una
solucion homogénea. A la solucion se le afadié una solucion de DCM (250,0 ml) y terc-butilo metilo éter (TBME, 100,0
ml) gota a gota. La suspension resultante se agitd durante la noche a temperatura ambiente, luego se enfrid en un
bafio de hielo durante 1 h. Los sdlidos se recogieron por filtracion, se lavaron con una solucion helada de 250 ml de
DCM (150 ml) y TBME (100 ml), y se secaron al vacio para dar 14,4 g del producto bruto deseado como solidos
blancos.

El producto bruto se disolvié en EtOAc (140,0 ml) a 60°C y la solucion tibia se filtrd. El filtrado se enfrié a temperatura
ambiente antes de agregar heptano (100,0 ml) gota a gota durante 55 minutos. La mezcla resultante se agit6 luego
durante la noche a temperatura ambiente. Los sdlidos se recogieron por filtracién, se lavaron con una mezcla 2:1 de
heptano y EtOAc (75 ml) y se secaron al vacio a 40-50°C a peso constante para proporcionar 4-({2-
[(@aminosulfonilo)amino]etilofamino)-N-(3-bromo-4-fluorofenilo)-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida (12,9 g,
81% de rendimiento) como un sélido blanco.

Ejemplo A: Ensayo enzimatico de 2,3-dioxigenasa humana (IDO)

Indoleamina 2,3-dioxigenasa humana de indoleamina humana (IDO) con una etiqueta His N-terminal se expreso en
E. coli y se purificé hasta homogeneidad. IDO cataliza la escision oxidativa del anillo de pirrol del ntcleo de indol de
triptéfano para producir N'-formilquinurenina. Los ensayos se realizaron a temperatura ambiente como se describe en
la literatura utilizando IDO 95 nM y D-Trp 2 mM en presencia de ascorbato 20 mM, azul de metileno 5 yM y catalasa
de 0,2 mg/ml en tampon de fosfato de potasio 50 mM (pH 6,5). Las velocidades de reaccion iniciales se registraron
siguiendo continuamente el aumento de la absorbancia a 321 nm debido a la formacion de N-formilquilquinurenina
(Ver: Sono, M., et al., 1980, J. Biol. Chem. 255, 1339-1345). El compuesto de Férmula | se probo en el ensayo del
Ejemplo A y se encontré que tenia un Clsg de <200 nM.

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

Las células HelLa (n° CCL-2) se obtuvieron de la American Type Tissue Culture Collection (ATCC, Manassas, Va.) y
se mantuvieron de forma rutinaria en medio esencial minimo (eagle) con L-glutamina 2 mM y el BSS de Earle ajustado
para contener 1,5 g/L de bicarbonato de sodio, aminoacidos no esenciales 0,1 mM, piruvato de sodio 1 mM y suero
bovino fetal al 10% (todo de Invitrogen). Las células se mantuvieron a 37°C en una incubadora humidificada con 5%
de COs. El ensayo se realiz6 como sigue: las células HeLa se sembraron en una placa de cultivo de 96 pocillos a una
densidad de 5 x 10® por pocillo y se cultivaron durante la noche. Al dia siguiente, IFN-y (concentracion final de 50
ng/ml) y diluciones en serie de compuestos (en un volumen total de 200 pL de medio de cultivo) se afadieron 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/l de acido tricloroacético 6,1 N (n° T0699, Sigma) en cada pocillo y se incubaron a
50°C durante 30 minutos para hidrolizar la N-formilquinnurenina producida por la 2,3-dioxigenasa de indoleamina a
kinurenina. La mezcla de reaccién se centrifugd luego durante 10 minutos a 2500 rpm para eliminar los sedimentos.
Se ftransfirieron 100/ del sobrenadante por pocillo a otra placa de 96 pocillos y se mezclé con 100/l de p-
dimetilaminobenzaldehido al 2% (p/v) (n° 15647-7, Sigma-Aldrich) en acido acético. El color amarillo derivado de
kinurenina se midié a 480 nm usando un lector de microplacas SPECTRAmax 250 (Molecular Devices). Se uso L-
kinurenina (n°® K8625, Sigma) como estandar. Los estandares (240, 120, 60, 30, 15, 7,5, 3,75, 1,87 uM) se prepararon
en medios de cultivo de 100 pL y se mezclaron con un volumen igual de p-dimetilaminobenzaldehido al 2% (p/v). Se
determind el porcentaje de inhibicion a concentraciones individuales y se obtuvieron los valores promedio de
duplicados. Los datos se analizaron mediante el uso de regresion no lineal para generar valores Clsg (Prism Graphpad).
Ver: Takikawa 0, et al., 1988, J. Biol. Chem., 263 (4): 2041-8.

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

Se recogieron monocitos de células mononucleares periféricas humanas mediante leucoforesis. A continuacion, los
monocitos se sembraron a una densidad de 1 x 10° células/pocillo en una placa de 96 pocillos, usando medio RPMI
1640 suplementado con suero bovino fetal al 10% y L-glutamina 2 mM (todo de Invitrogen). Las células adherentes
fueron retenidas en la placa después del cultivo nocturno a 37°C. Los monocitos adherentes fueron estimulados
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 LPS de Salmonella typhimurium (n° 437650, Sigma) y 50 ng/mL de IFN-y. (n° 285-
IF, R&D Systems) durante 2 dias adicionales para inducir la maduracién de las células dendriticas.
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Después de la activacion de las células dendriticas, el medio se reemplazé con RPMI 1640 completo suplementado
con 100-200 U/ml de ILO-2 (n° CYT-209, ProSpec-Tany TechnoGene) y 100 ng/ml de anticuerpo anti-CD3 (n° 555336,
PharMingen), Células T (2-3 x 10° células/pocillo) y diluciones en serie de compuestos IDO. Después de la incubacién
durante 2 dias mas, se midio la proliferacion de células T mediante el ensayo de incorporacién de BrdU, usando un kit
ELISA de proliferacion celular colorimétrico segun las instrucciones del fabricante (n°® 1647229, Roche Molecular
Biochemicals). Las células se cultivaron continuamente durante 16-18 horas en presencia de solucion de marcaje
BrdU 10 uM. A continuacion, se retiré el medio de marcado y se afiadieron a las células 200 pl de FixDenat por pocillo
y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se elimind la solucién FixDenat y se afiadié una solucion
de trabajo conjugada de anticuerpo anti-BrdU-POD de 100 uL/pocillo. La reaccion se llevé a cabo durante 90 minutos
a temperatura ambiente. Luego se elimind el conjugado de anticuerpo, y las células se enjuagaron tres veces con una
solucién de lavado de 200 uL/pocillo. finalmente, se afiadieron 100 pL/pocillo de solucion de sustrato y los resultados
se obtuvieron usando un lector de microplacas (Spectra Max PLUS, Molecular Devices) durante el desarrollo del color.
Se obtuvieron multiples lecturas en varios puntos de tiempo para garantizar que los datos estuvieran dentro del rango
lineal. Los datos se obtuvieron rutinariamente de experimentos replicados, y se incluyeron controles apropiados. Ver:
Terness P, et al. 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 se puede probar usando protocolos modificados de aloinjerto/xenoinjerto tumoral
modificado. Por ejemplo, se ha descrito en la literatura que la inhibicion de IDO puede sincronizarse con quimioterapia
citotoxica en ratones inmunocompetentes (Muller, AJ, et al. 2005, Nat. Med. 11: 312-319). Se demostrd que esta
sinergia dependia de las células T en comparacion con 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 inmunocompetentes a los observados en ratones singénicos tratados con anticuerpos
neutralizantes anti-CD4, o los mismos tumores cultivados en ratones inmunocomprometidos (por ejemplo, nu/nu).

El concepto de efectos antitumorales diferenciales en ratones inmunocompetentes frente a inmunocomprometidos
también puede permitir la prueba de inhibidores de IDO en investigacion como agentes unicos. Por ejemplo, los
tumores LLC crecen bien en su cepa hospedadora singénica, C57B1/6. Sin embargo, si estos ratones se tratan con el
inhibidor IDO 1-MT (versus placebo), la formacién de tumores se retrasa notablemente, lo que implica que la inhibicion
IDO era inhibidora del crecimiento (Friberg, M., et al. 2002, Int. J. Cancer 101:151-155). Siguiendo esta ldgica, se
puede examinar la eficacia de la inhibicion de IDO en el modelo de tumor de xenoinjerto LLC cultivado en ratones
inmunes inmunes C57B1/6 y compararlo con los efectos de los inhibidores de IDO sobre el crecimiento tumoral LLC
en ratones desnudos o SCID (o ratones C57B1/6 tratados con anticuerpos que neutralizan la actividad de las células
T). Como los efectos de aliviar la actividad inmunosupresora de IDO mediada por el tumor probablemente diferiran
dependiendo del potencial inmunogénico de diferentes modelos tumorales, se pueden realizar modificaciones
genéticas en 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., et al. 1993, Proc. Natl. Acad. Sci., EE.UU., 90:
3539-3543). Como tal, en algunos modelos tumorales (p. €j., B16.F10) se pueden generar [policlones] que expresan
proteinas inmunoestimulantes como GM-CSF y probar los efectos inhibidores del crecimiento de los inhibidores de
IDO contra tumores establecidos a partir de estas células tumorales en ratones tanto competentes como
comprometidos.

Una tercera via para evaluar la eficacia de los inhibidores de IDO in vivo emplea modelos de aloinjerto/xenoinjerto de
tumor murino de preinmunizacion. En estos modelos, los ratones inmunocompetentes se sensibilizan a un antigeno o
antigenos tumorales especificos para imitar una vacunacion antitumoral terapéutica. Esto prepara a los ratones para
una respuesta antitumoral mediada por el sistema inmune cuando los ratones son desafiados posteriormente con
lineas celulares tumorales murinas (que poseen antigenos tumorales similares a los utilizados para la inmunizacion)
en experimentos de xenoinjerto. Se ha demostrado que la expresion de IDO reduce la respuesta antitumoral y permite
que los xenoinjertos crezcan mas rapidamente. Es importante destacar que el crecimiento de tumores en este modelo
es inhibido por el inhibidor IDO 1-MT (Uyttenhove, C., et al. 2003, Nat. Med. 9:1269-1274). Este modelo es
particularmente atractivo ya que la actividad IDO es permisiva para el crecimiento tumoral de P815 y, por lo tanto, la
inhibicion especifica de IDO deberia inhibir el crecimiento.

Por ultimo, la inmunizacion terapéutica puede usarse para evaluar el impacto de los inhibidores de IDO in vivo. Por
ejemplo, se ha demostrado usando células B16-BL6 que se puede desafiar a los ratones Blk/6 con una inyeccion
intravenosa de células tumorales seguido de tratamiento con un péptido inmunogénico bien caracterizado (por
ejemplo, TRP-2) expresado por las células tumorales (Ji, et al., 2005, J. Immunol, 175:1456-63). Es importante
destacar que los modificadores del sistema inmunitario, como el anticuerpo anti-CTL-4, pueden mejorar las respuestas
a tales inmunizaciones terapéuticas. El impacto de los inhibidores de IDO puede evaluarse de manera similar:
inmunizacion con péptido tumoral con o sin inhibidor de IDO. La eficacia se evallia mediante la supervivencia de los
animales (tiempo hasta la morbilidad) o mediante la medicion de metastasis tumorales en los pulmones y/u otros
organos en puntos de tiempo definidos.

En cualquiera/todos los modelos mencionados anteriormente, también puede ser posible medir directa y/o
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indirectamente el nimero y/o actividad de las células inmunes reactivas tumorales. Los métodos para medir el nimero
y/o la actividad de las células inmunes reactivas tumorales estan bien establecidos y se pueden realizar utilizando
técnicas familiares para los expertos en la materia (Current Protocols in Immunology, Vol. 4, Coligan, JE, et al;
Immunotherapy of Cancer, Human Press, 2006, Disis, ML y referencias alli). Conceptualmente, una reduccioén en los
efectos inmunosupresores de IDO puede dar como resultado un aumento en el nimero o la reactividad de las células
inmunes especificas del tumor. Ademas, la inhibicién de IDO puede aumentar ain mas el nimero o la reactividad de
las células inmunes reactivas al tumor cuando se combina con otras terapias, por ejemplo quimioterapéuticas y/o
moduladores inmunes (por ejemplo, anticuerpo anti-CTLA4).

Todos los experimentos de aloinjerto/xenoinjerto se pueden realizar utilizando técnicas tumorales estandar (revisadas
por Corbett, et al., In Cancer Drug Discovery and Development: Anticancer Drug Development Guide: Preclinical
Screening, Clinical Trials, and Approval, 22 Ed. Teicher, BA y Andrews, PA, Gumana Press Inc.: Totowa, NJ, 2004).
La clonacion e introduccion de genes (por ejemplo, IDO, GM-CSF) en lineas celulares tumorales, se puede realizar
utilizando técnicas familiares para los expertos en la materia (revisado en Sambrook, J. y Russel, D., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual). (32 edicién), Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor, NY, 2001).

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

1. Aislamiento celular e infeccién viral

Los monocitos y PBL se pueden obtener mediante elutriacion centrifuga a contracorriente de paquetes de leucoféresis
de donantes de VIH-1, 2 y hepatitis B seronegativos. Los monocitos se cultivan en cultivo en suspension usando
matraces de teflén en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, Sigma-Aldrich) suplementado con suero humano
agrupado inactivado por calor al 10%, glutamina al 1%, 50 pyg/ml de gentamicina, 10 pg/ml de ciprofloxacina (Sigma)
y factor estimulante de colonias de macréfagos humanos recombinantes altamente purificados de 1000 U/ml. Después
de siete dias en cultivo, los MDM se infectan con VIH-1apa con una multiplicidad de infeccién de 0,01.

2. Ratones Hu-PBL-NOD/SCID HIVE

Se pueden comprar ratones macho NOD/CB-17 SCID de cuatro semanas de edad (Jackson Laboratory). Los animales
se mantienen en jaulas de microisoladores estériles en condiciones libres de patéogenos. Todos los animales se
inyectan intraperitonealmente con anti-CD122 de rata (0,25 mg/raton) tres dias antes del trasplante de PBL y dos
veces con anticuerpos asialo-GM1 de conejo (0,2 mg/ratén)(Wako) un dia antes y tres dias después de la inyeccion
de PBL (20 x 108 células/ratén). Se inyectan MDM infectados con VIH-1apa (3 x 10° células en 10 pl) intracranealmente
(i.c.) ocho dias después de la reconstitucion de PBL generando ratones hu-PBL-NOD/SCID HIVE. Inmediatamente
después de la inyeccion i.c. de MDM infectado con VIH-1, los ratones hu-PBL-NOD/SCID HIVE se implantan
subcutaneamente (s.c.) con granulos de control (vehiculo) o compuestos (liberacion lenta de 14 o 28 dias, Innovative
Research). Los experimentos iniciales estan disefiados para confirmar la induccion de CTL especificos de virus en los
animales hu PBL-NOD/SCID HIVE tratados con compuestos IDO. Esto se confirma mediante tinciéon con tetramero y
analisis neuropatoldgicos de la eliminacion de MDM del tejido cerebral. A continuacion, el experimento esta disefiado
para analizar la reconstitucion de linfocitos humanos, las respuestas inmunes humorales y las alteraciones
neuropatolégicas. En estos experimentos, los animales se sangran el dia 7 y se sacrifican a los 14 y 21 dias después
de la inyeccion i.c. de MDM humano. La sangre recolectada en tubos que contienen EDTA se usa para citometria de
flujo y el plasma se usa para la deteccion de VIH-1 p24 usando ELISA (Beckman Coulter™). Los anticuerpos
especificos para VIH-1 se detectan mediante pruebas de transferencia Western de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (kit de transferencia Western Cambridge Biotech VIH-1, Calypte Biomedical). Se detecta una cantidad
similar de anticuerpos especificos de virus en animales de control y tratados con compuestos. Se pueden realizar un
total de tres experimentos independientes utilizando tres donantes de leucocitos humanos diferentes.

3. FACScan de sangre periférica y bazo en ratones hu PBL-NOD/SCID HIVE

Se pueden realizar analisis FACS de dos colores en sangre periférica en las semanas 1-3 y en los esplenocitos en las
semanas 2 y 3 después de la inyeccion i.c. de MDM humano. Las células se incuban con Abs monoclonales
conjugados con fluorocromo (mAbs) a CD4, CD8, CD56, CD3, IFN-y humanos. (eBioscience) durante 30 minutos a
4°C. Para evaluar la respuesta inmune celular, la tincion intracelular IFN-y se realiza en combinacién con CD8
antihumano y CD45 anti-ratén conjugado con FITC para excluir células murinas. Para determinar la CTL especifica de
Ag, tincién de tetramero conjugado con aloficocianina para VIH-1929 (p17 (aa77-85) SLYNTVATL, SL-9) y VIH-1p9
[(2a476-485) ILKEPVHGYV, IL-9] se realiza en esplenocitos estimulados con fitohemaglutinina/interleucina-2 (PHA/IL-
2). Las células se tifien siguiendo la recomendacion del NIH/National Institute of Allergy and Infections Disease,
National Tetramer Core Facilities. Los datos se analizaron con un FACS Calibur™ utilizando el software CellQuest
(Becton Dickinson Immunocytometry System).

4. Histopatologia y analisis de imagenes

Se recolecta tejido cerebral en los dias 14 y 21 después de la inyeccion i.c. de MDM, se fija en paraformaldehido
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tamponado con fosfato al 4% y se incrusta en parafina o se congela a -80°C para uso posterior. Se cortan secciones
coronales de los bloques incrustados para identificar el sitio de inyeccién. Para cada raton, se cortan 30-100 (5 ym de
espesor) secciones en serie del sitio de inyeccion de MDM humano y se analizan 3-7 portaobjetos (con 10 secciones
separadas). Las secciones del cerebro se desparafinan con xileno y se hidratan en alcoholes de gradiente. La tincion
inmunohistoquimica sigue un protocolo indirecto basico, usando recuperacion de antigeno calentando a 95°C en 0,01
mol/L de tampodn de citrato durante 30 minutos para la recuperacion de antigeno. Para identificar células humanas en
cerebros de ratones, se usa mAb a vimentina (1:50, clon 3B4, Dako Corporation), que identifica todos los leucocitos
humanos. Los linfocitos MDM y CD8* humanos se detectan con los anticuerpos CD68 (dilucion 1:50, clon KP 1) y CD8
(dilucién 1:50, clon 144B), respectivamente. Las células infectadas por virus se marcan con mAb a VIH-1 p24 (1:10,
clon Kal-1, todas de Dako). Las células microgliales murinas reactivas se detectan con el anticuerpo Iba-1 (1:500,
Wako). La expresion de IDO humana (hulDO) se visualiza con Abs obtenido del Departamento de Farmacologia
Celular, Instituto de Investigacion Central, Escuela de Graduados de Medicina, Universidad de Hokkaido, Sapporo,
Japon. 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) Las secciones inmunotinuladas se contratifien con
hematoxilina de Mayer. Las secciones de las que se elimina el anticuerpo primario o se incorpora el isotipo IgG
irrelevante sirvieron como controles. Dos observadores independientes en forma ciega cuentan el nimero de linfocitos
CD8*, células CD68* MDM y VIH-1 p24* en cada seccion de cada ratdon. El examen microscoépico ligero se realiza con
un microscopio Nikon Eclipse 800 (Nikon Instruments Inc). El analisis semicuantitativo para Ibal (porcentaje del area
ocupada por inmunotincion) se lleva a cabo mediante analisis de imagen asistido por computadora (Image-Pro®Plus,
Media Cybernetics) como se describié anteriormente.

5. Analisis estadistico

Los datos pueden analizarse utilizando Prism (Graph EAP) con la prueba t de Student para comparaciones y ANOVA.
Los valores de p < 0,05 se consideraron significativos.

6. Referencia

Poluektova LY, Munn DH, Persidsky Y y Gendelman HE (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 proceso que comprende hacer reaccionar un compuesto de Férmula F5:
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H2N7_(KN>:O
/ \
N. N
o

Fs F

Br

con un aldehido de Féormula F6:

Pg'"HN" CHO
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)

en donde Pg' es un grupo protector de amino, para proporcionar un compuesto de Férmula F7:

)

N-
N
N_ _N
(@)

F7

Br

2. El proceso de la reivindicacion 1, en donde Pg' es:

(a) etoxicarbonilo, terc-butoxicarbonilo, benciloxicarbonilo o 9-fluorenilmetiloxicarbonilo; o
(b) terc-butoxicarbonilo.

3. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que dicha reaccion se realiza en presencia de un
agente reductor, en el que dicho agente reductor es:

(a) un agente reductor de borohidruro; o
(b) un agente reductor de borohidruro que es triacetoxiborohidruro de sodio.

4. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que comprende ademas desproteger dicho compuesto de
Férmula F7 para proporcionar un compuesto de Férmula F8:

N-O.

1 e
N

/ \

N. N

o)

H,N
Br

F8 .

N

opcionalmente en donde dicha desproteccién comprende hacer reaccionar el compuesto de Férmula F7 con acido
clorhidrico.

5. El proceso de la reivindicacion 4, que comprende ademas hacer reaccionar dicho compuesto de Férmula F8, con
Pg?-NH-SO2-X, en presencia de una base organica para proporcionar un compuesto de Férmula F9:
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en donde:
Pg? es un grupo protector de amino; y
X es halo.

6. El proceso de la reivindicacion 5, en donde Pg? es:

(a) etoxicarbonilo, terc-butoxicarbonilo, benciloxicarbonilo o 9- fluorenilmetiloxicarbonilo; o
(b) terc-butoxicarbonilo; y en donde X es cloro.

7. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 5-6, que comprende ademas desproteger dicho compuesto de
Férmula F9 para proporcionar un compuesto de Férmula F10:

Br

opcionalmente en donde dicha desproteccion comprende hacer reaccionar un compuesto de Férmula F9 con acido
clorhidrico.

8. El proceso de la reivindicacion 7, que comprende ademas hacer reaccionar dicho compuesto de Férmula F10 con
una base para proporcionar un compuesto de Férmula I:

opcionalmente en el que dicha base es hidréxido de sodio.

9. Un proceso que comprende hacer reaccionar un compuesto de Férmula F15:

con un compuesto de Férmula F5:
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para proporcionar un compuesto de Férmula F16:
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en donde:

cada R' es independientemente un grupo protector de amino seleccionado entre Cy.4 alquenilo-C+.3 alquilo o fenilo-C+-
salquilo, en donde dicho fenilo-C+.3 alquilo esta opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 grupos C1.4 alcoxi seleccionados
independientemente; y

R3 es C1.6 alquilo o bencilo.

10. El proceso de la reivindicacion 9, en donde:

(a) cada R'es alilo;

(b) cada R' es 4-metoxibencilo;
(c) R3es Cys alquilo; o

(d) RS es terc-butilo.

11. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 9-10, en el que dicha reaccién se realiza en presencia de un
agente reductor, en el que dicho agente reductor es:

(a) un agente reductor de borohidruro; o
(b) un agente reductor de borohidruro que es triacetoxiborohidruro de sodio; y en el que dicha reaccion se realiza
en presencia de acido trifluoroacético.

12. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 9-11, que comprende ademas desproteger dicho compuesto
de Férmula F16 para proporcionar un compuesto de Férmula F10:

Br

en donde dicha desproteccién comprende:

(a) hacer reaccionar un compuesto de Férmula F16 con acido trifluoroacético; o
(b) hacer reaccionar un compuesto de Férmula F16 con acido clorhidrico.

13. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 9-12, en el que dicho compuesto de Férmula F15 se obtiene
mediante un proceso que comprende tratar un compuesto de Férmula F14:
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con un agente reductor para proporcionar dicho compuesto de Férmula F15; en donde R? es C1.4 alquilo;
opcionalmente en el que dicho agente reductor es hidruro de diisobutilaluminio.

14. El proceso de la reivindicacion 13, en el que dicho compuesto de Férmula F14 se obtiene mediante un proceso
que comprende proteger un compuesto de Férmula F13:

R30” "N"""N” “CO,R?

F13

’

con uno o mas agentes protectores de amino seleccionados independientemente para proporcionar un compuesto de
Férmula F14; opcionalmente en donde dicho uno o mas agentes protectores de amino se seleccionan de bromuro de
alilo y cloruro de 4-metoxibencilo, y en donde dicha proteccion se realiza en presencia de una base.

15. Un compuesto de Férmula F15:

en donde:

R3 es C1.6 alquilo o bencilo; y
cada R’ es independientemente un grupo protector de amino.

16. El compuesto de la reivindicacion 15, que es:

(a) alilo{[alilo(2-oxoetilo)amino]sulfonilo}carbamato de terc-butilo; o
(b) (4-metoxibencilo){[(4-metoxibencilo)(2-oxoetilo)amino]sulfonilo}carbamato de terc-buitilo.

17. Un proceso que comprende hacer reaccionar un compuesto de Férmula F17:

O o ,(I)
R4o)J\N'S‘N/\(°Me
H H
OMe
F17

en donde R* es C1.6 alquilo, C1.¢ haloalquilo, bencilo o 9H-fluoren-9-ilmetilo con un compuesto de Férmula F5:

N-O
0
HoN ' N>:
7\

N7

(@)
Br

para proporcionar un compuesto de Férmula F18:
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Br
F18

18. El proceso de la reivindicacion 17, en el que R* es:

(a) terc-butilo;

(b) bencilo;

(c) etilo; 0

(d) 2,2,2-tricloroetilo.

19. El proceso de la reivindicacion 18, en el que dicha reaccion se lleva a cabo en presencia de un agente reductor;
opcionalmente en donde dicho agente reductor es trietilsilano, y en donde dicha reaccion se lleva a cabo en presencia
de un acido organico; opcionalmente en donde dicho acido organico es acido trifluoroacético.

20. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 18-19, que comprende ademas desproteger dicho compuesto
de Férmula F18 para proporcionar un compuesto de Férmula F10:

©)
]

N'O>:
H | (o)
H / \
N. _N
O

F10

O

\

H,N

Br

)

opcionalmente en el que dicha desproteccién comprende hacer reaccionar el compuesto de Férmula F18 con zinc en
presencia de acido acético.

21. El proceso de la reivindicacién 20, que comprende ademas hacer reaccionar dicho compuesto de Férmula F10
con una base para proporcionar un compuesto de Férmula I:

opcionalmente en el que dicha base es hidréxido de sodio.
22. El proceso de la reivindicacion 17, en el que R* es 9H-fluoren-9-ilmetilo.

23. El proceso de la reivindicacion 22, en el que dicha reaccion se lleva a cabo en presencia de un agente reductor;
opcionalmente en donde dicho agente reductor es trietilsilano; y en el que dicha reaccion se lleva a cabo en presencia
de un acido organico; opcionalmente en el que dicho acido organico es acido metanosulfonico.

24. El proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 22-23, que comprende ademas convertir dicho compuesto
de Férmula F18 en un compuesto de Férmula I:

en donde dicha conversiéon comprende combinar el compuesto de Férmula F18 con una base para formar una primera
mezcla; opcionalmente en el que dicha base es N,N-bis(2-aminoetilo)etano-1,2-diamina.
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25. El proceso de la reivindicacion 24, en el que dicha conversién comprende ademas afadir acido clorhidrico acuoso

a dicha primera mezcla.

26. Un compuesto de Férmula F17:

(0] o ’(I)
R“O)J\N:S\N OMe
H H OMe

F17

en donde R* es C1.¢ haloalquilo, bencilo, o 9H-fluoren-9-ilmetilo.
27. El compuesto de la reivindicacion 26, que es:
(a) N-(2,2-dimetoxietilo)sulfamoilcarbamato de bencilo;
(b) 2,2,2-tricloroetilo N-(2,2-dimetoxietilo)sulfamoilcarbamato; o
(c) (9H-fluoren-9-ilo)metilo N-(2,2-dimetoxietilo)sulfamoilcarbamato.

28. Un compuesto que es:

(a) N-(2,2-dimetoxietilo)sulfamoilcarbamato de terc-butilo; o
(b) N-(2,2-dimetoxietilo)sulfamoilcarbamato de etilo.

29. Un proceso que comprende:

i) hacer reaccionar un compuesto de Férmula F19:

con un compuesto de Férmula F5:

Br

F5 F

en presencia de trietilsilano y acido metanosulfénico para proporcionar un compuesto de Férmula F20:

N’O>:
() JLO\SIO M
] B

N. _N

O
O F20

ii) convertir dicho compuesto de Férmula F20 en un compuesto de Férmula I:

y

50
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LOH F
QL N N /@[
HzN/S\u/\/Nﬁ/_\(ku Br
N_ _N
o

en donde dicha conversion comprende combinar dicho compuesto de Férmula F20 con N, N-bis(2-aminoetilo)etano-

1,2-diamina.
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