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Resumen - Reivindicacion(es):

Reivindicacién namero 1.-

Un compuesto puro de la formula (A), o una sal, solvato, hidrato, o éster farmacéuticamente aceptable del mismo:

Y, X
4 S

R* b=o
RY |
N—z

R® h

R R

(A)

en donde:

X es hidrogeno; arilo o heterociclo; alquenilo de 2 a 6 atomos de carbono, alquinilo de 2 a 6 atomos de carbono, o
alquilo;

Y es hidrogeno, -R, -O-R, -NH-R, 0 -NRR;

Zes -OR, -NHR, -NRR, carboxamido, amido, carboxilo, carbonilo, o un residuo de aminoacido;

R es hidrogeno, acilo, -S(O)a-R, carboxilo, carbonilo, o un residuo de aminoacido;

cada R¥ RS, R¥ y R es independientemente hidrogeno, alquenilo de 2 a 6 atomos de carbono, alquinilo de 2 a 6

_ atomos de carbono, arilo, heterociclo, halégeno, -CN, -CF3, -OR, -NHR, -NRR, 0 -NO2;

nes0,1,62y

cada R es independientemente hidrogeno, alquilo, alquenilo de 2 a 6 atomos de carbono, alquinilo de 2 a 6 atomos de
carbono, arilo, o heterociclo.
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FOSFOINDOLES ENANTIOMERICAMENTE PUROS COMO INHIBIDORES DE VIH

(57) Resumen:

.. Reivindicacién namero 1.-

Un compuesto puro de la formula (A), o una sal, solvato, hidrato, o éster farmacéuticamente aceptable del
mismo: '

en donde:

X es hidrogeno; arilo o heterociclo; alquenilo de 2 a 6 atomos de carbono, alquinilo de 2 a 6 4tomos de carbono, o
alquilo;

Y es hidrégeno, -R, -O-R, -NH-R, 0 -NRR;

Zes -OR, -NHR, -NRR, carboxamido, amido, carboxilo, carbonilo, o un residuc de aminoacido;

* R es hidrogeno, acilo, -S(O)e-R, carboxilo, carbonilo, o un residuo de aminoécido:

cada R¥, R5 R6 y R™ es indépehdientemente higrégeno, alquenilo de 2 a 6 atomos de Carbono, alquinilo de-2'a_ 6
atomos de carbono, arilo, heterociclo, halégeno, -CN, -CF3, -OR, -NHR, -NRR, 0 -NO; -

nes0,1,62y |

cada R es independientemente hidrogeno, alquilo, alquenilo de 2 a 6 atomos de carbono, alquinilo de 2 a 6 atomos de

carbono, arilo, o heterociclo.
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FOSFOINDOLES ENANTIOMERICAMENTE PUROS COMO

INHIBIDORES DE VIH

RESUMEN, OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

Se proporcionan compuestos de 3-fosfoindol sustancialmente
en la forma de un solo enantiémero util para el tratamiento de
infecciones por virus Flaviviridae, y particularmente para infecciones
por VIH. También se proporcionan composiciones farmacéuticas que
comprenden los compuestos de 3-fosfoindol solos o en combinacion
con uno o mas agentes antivirales diferentes, procesos para su
preparacion, y métodos para la fabricacién de un medicamento que
incorpora estos compuestos. Los compuestos de 3-fosfoindol son de

la formula (A) o (B):

.Y X Y X
4 AW 4 .,
R P=0 R p':o
RY RS
6' N '
R By R® | N 1
R7 R R7 R
(A) (B)

y las sales farmacéuticamente aceptables, solvatos, hidratos, o
ésteres de los mismos. En las férmulas, X es hidrogeno, arilo o
heterociclilo; alquenilo de 2 a 6 atomos de carbono, alquinilo de 2 a
6 atomos de carbono, o alquilo; Y es hidrégeno, -R, -O-R, -NH-R, o -
NRR; Z es -OR, -NHR, -NRR, carboxamido, amido, carboxilo,

carbonilo, o un residuo de aminoacido; R' es hidrégeno, acilo, -

172
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S(0).-R, carboxilo, carbonilo, o un residuo de aminoacido; cada R*,
R*, R%, y R” es independientemente hidrégeno, alquenilo de 2 a 6
atomos de carbono, alquinilo de 2 a 6 atomos de carbono, arilo,
heterociclilo, halégeno, -CN, -CF3, -OR, -NHR, -NRR, 0-NO,; n es 0,
1, 0 2; y cada R es independientemente hidrégeno, alquilo, alquenilo
de 2 a 6 étomvos de carbono, alquinilo de 2 a 6 atomos de carbono,

arilo, o heterociclilo.

Estructura Esquematica de RT de VIH-1
K103N/Y181C con el Compuesto |

* * % % %
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FOSFOINDOLES ENANTIOMERICAMENTE PUROS COMO

INHIBIDORES DE VIH

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] En la presente se proporcionan compuestos de
fosfoindol enantioméricamente puros utiles para inhibir la réplica
viral. En ciertas realizaciones, en la presente se proporcionan
compuestos de S-fosfoindol puros utiles para inhibir la réplica viral.
En ciertas realizaciones, en la presente se proporcionan compuestos
de R-fosfoindol puros utiles para inhibir la réplica viral. Ademas se
proporcionan sales farmacéuticamente aceptables, derivados vy
analogos de los compuestos, composiciones farmacéuticas que
comprenden los compuestos, métodos para utilizar los compuestos,
por ejemplo, en el tratamiento o la profilaxis de una infecciéon por
VIH, y procesos para la preparacion de los compuestos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] Los indoles, nucledésidos y sus analogos se conocen en
la técnica, por tener utilidad en el tratamiento de infecciones virales
en mamiferos, incluyendo seres humanos. Los virus que infectan a
los mamiferos y son tratables mediante l|la administracion de
composiciones farmacéuticas que comprenden indoles, nucleésidos o
sus analogos o derivados incluyen, pero no se limitan a, hepacivirus
incluyendo virus de hepatitis C, virus de inmunodeficiencia humana
(VIH), pestivirus tales como virus de diarrea viral bovina (BVDV),

virus de fiebre porcina clasica (CSFV, también conocido como virus

AL
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de cdlera de cerdo), y virus de enfermedad limitrofe de ovejas (BDV),
y flavivirus como virus de fiebre hemorragica de dengue (DHF o
DENV), virus de fiebre amarilla (YFV), virus del Nilo Occidental
(WNV), virus de sindrome de choque y encefalitis japonesa (Moennig
y colaboradores, Adv. Vir. Res. 1992, 41: 53-98; Meyers, G. y Thiel,
H-J., Adv. En Viral Res., 1996, 47:53-118; Moennig y colaboradores,
Adv. Vir. Res. 1992, 41: 53-98; S.B. Halstead, Rev. Infect. Dis.,
1984, 6: 251-64; S.B. Halstead, Science, 1988, 239: 476-81; T.P.
Monath, New Engl. J. Med., 1988, 319: 641-3).

Indoles

[0003] Ciertos analogos y derivados del indol se han utilizado
para tratar infeccion con virus de inmunodeficiencia humana (VIiH).
[0004] Por ejemplo, Williams y colaboradores, ensefian los
indoles sustituidos para el tratamiento de infeccién por VIH en la
Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Namero 5,527,819 a
Merck. Los compuestos que se dan a conocer en la patente ‘819
comprenden una gran clase representada genéricamente por Ia

siguiente formula estructural amplia (l11):

y Y—R
N\
z
N
Lo

(IIT)

en donde las variables X, Y, Z, R y R® se definen ampliamente

para abarcar aproximadamente cien compuestos. En la mayoria de
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los ejemplos mostrados, Y es SO,, Z es —C(O)NH,, y R es un fenilo
opcionalmente sustituido.

[0005] La Patente de los Estados Unidos de Norteamérica
Namero 5,124,327 a Greenlee y colaboradores, y cedida a Merck &
Co., da a conocer una clase de compuestos de sulfonil-fenil-indol
opcionalmente sustituidos. Estos compuestos son alegadamente
activos como inhibidores de transcriptasa inversa y, por
consiguiente, son datiles en el tratamiento de infeccion por VIH vy
SIDA.

[0006] La Patente de los Estados Unidos de Norteamérica
Numero 6,710,068 a Idenix Pharmaceuticals, Ltd., da a conocer una
clase de fenil-indoles que estan sustituidos con cuando menos dos
fracciones diferentes de hidrogeno ya sea sobre el anillo de fenilo o
bien sobre el anillo de bencilo de la funciéon del indol, o sobre ambos
anillos. Los sustituyentes estan contenidos en general en las
posiciones 3" y 5" si se localizan sobre el anillo de fenilo, y en las
posiciones 4’y 5’; 5’ y 6’, o en las posiciones 5 y 7’, si se localizan
sobre el anillo de bencilo de la fraccion del indol. Véase también la
Publicaciéon del TCP Numero WO 02/083126.

[0007] La Publicacién del TCP Numero WO 2004/014364 a
Idenix Pharmaceuticals da a conocer todavia otra clase de fenil-
indoles que exhiben una mejor actividad contra el VIH. Como sus
predecesores, estos compuestos estan sustituidos con cuando
menos dos fracciones diferentes de hidrégeno ya sea sobre el anillo

de fenilo o bien sobre el anillo benzo de la funcionalidad del indol, o

16
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sobre ambos anillos. En adiciéon, estos compuestos incorporan un
namero de sustituyentes que tienen una funcionalidad de
carboxamida en la posicion 2 sobre el grupo indol del compuesto, la
posicion mostrada en la férmula (l1l1) anterior como “Z”.

[0008] Idenix Pharmaceuticals dio a conocer todavia otra ‘clase
de compuestos de fenil-indol, siendo éstos los fosfo-fenil-indoles,
que son utiles en el tratamiento de VIH y/o SIDA (Patente de los
Estados Unidos de Norteamérica Numero US 2006/0074054 vy
Publicacion Internacional Numero WO 06/054182).

[0009] Bristol Myers Squibb es la cesionaria de numerosas
patentes, solicitudes de patente publicadas, y publicaciones del TCP
que dan a conocer diversos indoles opcionalmente sustituidos,
azaindoles, piperazinas, y pirrolidinas, para el tratamiento de VIH y/o
SIDA. Véanse Publicacion de Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica Numero 2004/0006090 a Kadow y colaboradores;
Publicacion de Patente de los Estados Unidos de Norteamérica
Ndmero 2004/0063746 a Regueiro-Ren y colaboradores; Publicacién
de Patente de los Estados Unidos' de Norteamérica Numero
2003/0096825 a Wang y colaboradores; Publicacién de Patente de
los Estados Unidos de Norteamérica Namero 2003/0236277 a Kadow
y colaboradores; y Publicacion Internacional Naomero WO 03/068221
a Kadow y colaboradores.

[0010] La Publicacién Internacional Namero WO 01/02388 a
SmithKline Beecham S.P.A da a conocer fenil-indoles opcionalmente

sustituidos con un sustituyente de carbamilo que tienen utilidad en el

1y
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tratamiento de VIH, SIDA, osteoporosis, canceres, y enfermedad de
Alzheimer.

[0011] Warner-Lambert Company da a conocer diferentes indol-
tiazepinonas, oxazepinonas, diazepinonas, benzo-tiofenos, benzo-
furanos, e indol-2-carboxamidas, para el tratamiento de VIH. (Véanse
las Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nuameros U.S.
5,424,329 a Boschelli y colaboradores; U.S. 5,565,446 a Boschelli y
colaboradores; U.S. 5,703,069 a Connor y colaboradores; vy
Publicacion Internacional Numero WO 96/29077 a Warner-Lambert
Company).

[0012] Shinogi & Co. dan a conocer derivados del indol
opcionalmente sustituidos que son inhibidores de la integrasa viral
utiles como farmacos contra el VIH (Publicacién de Patente de los
Estados Unidos de Norteamérica Numero 2002/0019434 a Fujishita y
colaboradores; Patente de los Estados Unidos de Norteamérica
Numero 6,716,605 a Fujishita y colaboradores; y Patente de los
Estados Unidos de Norteamérica Numero 6,506,787 a Fujishita y
colaboradores).

[0013] La Patente de los Estados Unidos de Norteamérica
Numero 5,945,440 a Kleinschroth y colaboradores, da a conocer una

clase del indolocarbazol-amidas para el tratamiento de una variedad

de enfermedades, incluyendo céancer, enfermedades Vvirales
(incluyendo VIH), enfermedades cardiacas y vasculares,
enfermedades broncopulmonares, trastornos inflamatorios,

enfermedades degenerativas del sistema nervioso central, y otras

N



10

15

20

25

enfermedades.

[0014] Gunasekera y colaboradores, en la Patente de los
Estados Unidos de Norteamérica Numero 4,866,084, ensefa ciertos
compuestos de bisindol-alcaloide que tienen una actividad antiviral y
antitumoral, incluyendo HSV (virus de herpes simplex). La Patente
de los Estados Unidos de Norteamérica Namero 5,935,982 a Dykstra
y colaboradores, reporta una clase diferente de bisindoles que tienen
una utilidad especifica contra las infecciones retrovirales y en
especial de VIH.

[0015] Matsunaga vy col-aboradorés, en la Patente de los
Estados Unidos de Norteamérica Numero 5,852,011 (Diciembre 22,
1998), da a conocer una clase de derivados del indol sustituidos por
una funcién de heteroarilo y una funcién de amida. Se dice que los
compuestos poseen en general propiedades antitumorales,
antivirales, y antimicrobianas.

[0016] Dykstra y colaboradores, en la Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica Nimero 5,935,982, dan a conocer una clase
de bis-indoles, y proponen especificamente su uso para el
tratamiento de infecciones retrovirales, y en especial infeccién por
VIH.

[0017] Domagala y colaboradores, en la Patente de los Estados

Unidos de Norteamérica Numero 5,929,114 (Julio 27, 1999), dan a

conocer una clase de compuestos de tioarilo y bitiobisaril-amida,
incluyendo derivados del indol, que, como se reporta, tienen una

actividad antibacteriana y antiviral.
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[0018] Pevear y colaboradores, en la Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica Numero 5,830,894 (Noviembre 3, 1998), dan
a conocer una clase de derivados de triazinoindoli que, como se
reporta, tienen una actividad anti-pestivirus, mas notoriamente una
actividad BVDV.

[0019] Los indoles se han utilizado en el tratamiento de
enfermedades diferentes de VIH. La Patente de los Estados Unidos
de Norteamérica Numero 5,981,525 a Farina y colaboradores, da a
conocer un arreglo complejo del indoles para utilizarse en el
tratamiento de osteoporosis, basandose en su capacidad para inhibir
la H'-ATPasa de los osteoclastos y, por consiguiente, para reducir la
resorcion O6sea. La Patente de los Estados Unidos de Norteamérica
Numero 6,025,390, también a Farina y colaboradores, ensefia otro
grupo de derivados del indol, denominados como derivados de acido
pentadienoico heteroaromaticos que también son Uutiles en el
tratamiento de osteoporosis. La Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica Numero 5,489,685 a Houpis y colaboradores, da a
conocer una serie de los compuestos que son ésteres de acido furo-
(2,3-b)-piridin-carboxilico, cuya utilidad estad en el tratamiento de
VIH.

[0020] A la luz del hecho de que las infecciones por VIH han
alcanzado niveles epidémicos en todo el mundo, y.tienen efectos
tragicos sobre el hospedero infectado, sigue existiendo una fuerte
necesidad de proporcionar agentes farmacéuticos nuevos y efectivos

para el tratamiento de estas infecciones virales con una baja
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toxicidad para el hospedero.

[0021] Es un objeto de la invencion proporcionar compuestos,
métodos de uso, y composiciones para el tratamiento de un
hospedero infectado con VIH, o para el tratamiento de los sintomas

relacionados con el SIDA.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

[0022] De conformidad con Io'anterior, en la presente se
proporcionan compuestos enantioméricamente puros Uutiles para el
tratamiento o la prevencion de una infeccidén viral, por ejemplo, una
infeccion por VIH en un hospedero que lo necesite. Ademas, se
proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden los
compuestos, métodos para utilizar los compuestos para el
tratamiento o la profilaxis, y métodos para la preparaciéon de los
compuestos.

[0023] Como se demuestra en los Ejemplos mas adelante,
mucha de la actividad de los compuestos de fosfoindol quirales
reside en un enantibmero o estereoisomero. Ademas, ciertos
compuestos proporcionados en la presente son inhibidores potentes
y selectivos del VIH resistente al inhibidor de transcriptasa inversa
de tipo silvestre y que no es nucledésido (NNRTI) in vitro. Ciertos
compuestos proporcionados en la presente pueden proporcionar una
barrera genética mas alta para el desarrollo de resistencia al VIH,
comparandose con las terapias actuales, tales como efavirenz.
[0024] En un aspecto, en la presente se proporcionan

compuestos de S-fosfoindol puros y métodos para su uso para el
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tratamiento o la prevencién de una infecciéon viral, tal como una
infecciéon por VIH, en un hospedero que lo necesite.

[0025] En un aspecto, en la presente se proporcionan
compuestos de R-fosfoindol puros y métodos para su uso para el
tratamiento o la prevenciéon de una infeccién viral, tal como una
infeccion por VIH, en un hospedero que lo necesite.

[0026] En un aspecto, en Ila presente se proporcionan
compuestos de fosfoindol puros de acuerdo con la formula (A), o
sales farmacéuticamente aceptables, solvatos, hidratos, ésteres o

pro-farmacos de los mismos:

s Y X
. T p=o
R
Nz
R N
R” R

en donde, por ejemplo:

X es hidrégeno; arilo o heterociclo, el cual puede estar
sustituido o insustituido, y el cual puede comprender una estructura
biciclica, triciclica, o espiro; alquenilo de 2 a 6 4tomos de carbono,
alquinilo de 2 a 6 atomos de carbono, o alquilo;

Y es hidréogeno, R, O-R, NH-R, o NRR;

Z es OR, NHR, NRR, carboxamido, amido, carboxilo, carbonilo,
0 un residuo de aminoacido;

R' es hidrégeno, acilo, S(0O),-R, carboxilo, carbonilo, o un

22
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residuo de aminoacido;

cada uno de R*, R%, R® y R” es independientemente
hidrogeno, alquenilo de 2 a 6 atomos de carbono, alquinilo de 2 a 6
atomos de carbono, arilo, heterociclo, halégeno, CN, CF;, OR, NHR,
NRR, o NOy;

nes0,162;y

cada R es independientemente hidrogeno, alquilo, alquenilo de
2 a 6 atomos de carbono, alquinilo de 2 a 6 atomos de carbono, arilo,
o heterociclo.
[0027] En ciertas realizaciones, de acuerdo con la formula (A),
X es arilo o heterociclo; alquenilo de 2 a 6 atomos de carbono,
alquinilo de 2 a 6 atomos de carbono, o alquilo; e Y es hidrégeno, R,
O-R, NH-R, o NRR.
[0028] En otro aspecto, en la presente se proporcionan
compuestos de fosfoindol pdros de acuerdo con la férmula (B), o
sales farmacéuticamente aceptables, solvatos, hidratos, ésteres o

pro-farmacos de los mismos:

Y X
R* "
—Q0
RY
N Z
6' N
R |
R7| R1
(B)
en donde,' por ejemplo:
X es hidrégeno; arilo o heterociclo, el cual puede estar

AN

(WY
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sustituido o insustituido, y el cual puede comprender una estructura
biciclica, triciclica, o espiro; alquenilo de 2 a 6 atomos de carbono,
alquinilo de 2 a 6 atomos de carbono, o alquilo;

Y es hidréogeno, R, O-R, NH-R, o NRR;

Z es OR, NHR, NRR, carboxamido, amido, carboxilo, carbonilo,
o un residuo de aminoacido;

R' es hidrégeno, acilo, S(0),-R, carboxilo, carbonilo, o un
residuo de aminoacido;

cada uno de R*, R% R® y R” es independientemente
hidrégeno, alquenilo de 2 a 6 atomos de carbono, alquinilo de 2 a 6
atomos de carbono, arilo, heterociclo, halégeno, CN, CF;, OR, NHR,
NRR, o NO,;

nes0,162;y

cada R es independientemente hidrégeno, alquilo, alquenilo de
2 a 6 atomos de carbono, alquinilo de 2 a 6 atomos de carbono, arilo,
o heterociclo.
[0029] En ciertas realizaciones, de acuerdo con la formula (B),
X es arilo o heterociclo; alquenilo de 2 a 6 atomos de carbono,
alquinilo de 2 a 6 atomos de carbono, o alquilo; e Y es hidrégeno, R,
O-R, NH-R, o NRR.
[0030] En otro aspecto, en la presente se proporcionan sales
farmacéuticamente aceptables, solvatos, hidratos, ésteres y pro-
farmacos de los compuestos.
[0031] En otro aspecto, se proporcionan composiciones

farmacéuticas que comprenden un compuesto proporcionado en la
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presente, y uno o mas vehiculos, excipientes o diluyentes
farmacéuticamente aceptables.

[0032] En otro aspecto, en la presente se proporcionan
meétodos para el tratamiento o la prevencién de una infeccién por VIH
en un hospedero que lo necesite, mediante la administracion de un
compuesto o composicion farmacéutica descritos en la presente.
[0033] En otro aspecto, en la presente se proporcionan
métodos para la administracion oral de un compuesto de la formula
(A) o de la férmula (B), para terapia o para tratamiento. Como se
muestra en los Ejemplos mas adelante, ciertos compuestos de la
formula (A) estan oralmente biodisponibles con una farmacocinética
favorable.

[0034] En otro aspecto, en la presente se proporcionan
métodos para inhibir un citocromo P450. Como se muestra en los
Ejemplos mas adelante, ciertos compuestos descritos en la presente
son efectivos para inhibir uno o mas citocromos P450, incluyendo el
citocromo P450 3A4, el citocromo P450 2C8, y el citocromo P450
2C9. De conformidad con lo anterior, en la presente se proporcionan

meétodos para utilizar los compuestos proporcionados en la presente

~ para inhibir un citocromo P450. Los métodos comprenden el paso de

poner en contacto un citocromo P450 con una cantidad de un
compuesto dado a conocer en la presente, tal como un compuesto de
la formula (A), efectiva para inhibir el citocromo P450.

[0035] En otro aspecto, en la presente se proporcionan

métodos para modular la farmacocinética de un farmaco que es
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metabolizado por un citocromo P450. Los métodos comprenden el
paso de administrar el fAirmaco en combinacién o alternado con un
compuesto descrito en la presente. El farmaco puede ser cualquier
molécula farmacéuticamente aceptable conocida por los expertos en
la materia por ser metabolizada por un citocromo P450. En ciertas
realizaciones el citocromo P450 es el citocromo P450 3A4, el
citocromo P450 2C8 o el citocromo P450 2C9.

[0036] Los compuestos proporcionados en la presente, se
pueden administrar solos o en combinacion o alternados con uno o
mas agentes anti-virales diferentes. Los compuestos o sus
composiciones también se pueden utilizar profilacticamente para
prevenir o retardar el progreso de la enfermedad clinica en los
individuos que sean portadores de un anticuerpo anti-VIH, que sean
positivos para el antigeno de VIH, o que se hayan expuesto a un
virus de VIH. |

[0037] En otro aspecto, se proporcionan composiciones vy
métodos para el tratamiento de un hospedero co-infectado con VIH y
hepatitis B, los cuales comprenden administrar un compuesto puro
dado a conocer en la presente, en combinacién con uno o mas
agentes efectivos para el tratamiento de infeccion por hepatitis B. En
otro aspecto, se proporcionan composiciones y métodos para el
tratam.iento de un hospedero co-infectado con VIH y hepatitis C, los
cuales comprenden administrar un compuesto puro dado a conocer
en la presente, en combinacién con uno o mas agentes efectivos

para el tratamiento de infeccion por hepatitis C.

A
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[0038] En otro aspecto, se proporcionan procesos para la
preparacion de los compuestos descritos en la presente, incluyendo
compuestos de fosfoindol enantioméricamente puros, compuestos de
S-fosfoindol puros, compuestos de R-fosfoindol puros, compuestos
puros de acuerdo con la féormula (A), y compuestos puros de acuerdo
con la férmula (B).

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0039] La Figura 1A muestra una estructura de cristal de la
Transcriptasa Inversa de VIH K103N/Y181C con el compuesto de 3-
fosfoindol de la férmula I.

[0040] La Figura 1B muestra un esquema de la estructura de
cristal de la Transcriptasa Inversa de VIH K103N/Y181C con el
compuesto de S-fosfoindol de la férmula |I.

[0041] La Figura 2A muestra una estructura de cristal de una
molécula del compuesto Ill.

[0042] La Figura 2B muestra una estructura de cristal de una
molécula del compuesto IlI.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0043] Se proporcionan composiciones de materia, métodos de
uso, y composiciones farmacéuticas para el tratamiento de
infecciones por virus, en particular infecciones por VIH, en
mamiferos. En particular, se proporcionan compuestos de 3-
fosfoindol puros, composiciones que comprenden estos compuestos,
y meétodos de uso de los compuestos y composiciones para el

tratamiento o la profilaxis de una infeccién, incluyendo una infeccion



10

15

20

25

17

por VIH en un hospedero. En adicién, en la presente se proporcionan
procesos para la preparacién de los 3-fosfoindoles puros.
Definiciones

[0044] Como se utiliza en la presente el término “puro” cuando
se aplica a un compuesto quiral, se refiere a un enantiémero del
compuesto quiral sustancialmente libre de su enantibmero opuesto
(es decir, en un exceso enantiomérico). Por ejemplo, la forma "R"
pura de un compuesto estd sustancialmente libre de la forma “S” del
compuesto y, por consiguiente, estad en un exceso enantiomérico de
la forma "S". El término “enantioméricamente puro" o "enantiémero
puro” denota que el compuesto comprende un exceso de un
enantiomero, por ejemplo, mas del 75 por ciento en peso, mas del 80
por ciento en peso, méas del 85 por ciento en peso, mas del 90 por
ciento en peso, mas del 91 por ciento en peso, mas del 92 por ciento
en peso, mas del 93 por ciento en peso, mas del 94 por ciento en
peso, mas del 95 por ciento en peso, mas del 96 por ciento en peso,
mas del 97 por ciento en peso, mas del 98 por ciento en peso, mas
del 98.5 por ciento en peso, mas del 99 por ciento en peso, mas del
99.2 por ciento en peso, mas del 99.5 por ciento en peso, mas del
99.6 por ciento en peso, mas del 99.7 por ciento en peso, mas del
99.8 por ciento en peso, o mas del 99.9 por ciento en peso, del
enantiomero. En ciertas realizaciones, los pesos se basan en el peso
total del compuesto, es decir, todos los enantiomeros del compuesto.
En ciertas realizaciones, un enantiomero puede estar en exceso por

el 30 al 80 por ciento, o por el 30 al 70 por ciento, por el 30 al 60 por
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ciento, por el 30 por ciento, por el 35 por ciento, por el 40 por ciento,
por el 45 por ciento, por el 50 por ciento, por el 55 por ciento, o por
el 60 por ciento, o por cualquier porcentaje entre los mismos.

[0045] Como se utiliza en la presente, y a menos que se
indique de otra manera, el término “(S)-fosfoindol
enantioméricamente puro” o "(S)-fosfoindol” se refiere, por ejemplo,
a cuando menos aproximadamente el 80 pof ciento en peso de (S)-
fosfoindol y cuando mucho aproximadamente el 20 por ciento en
peso de (R)-fosfoindol, cuando menos aproximadamente el 90 por
ciento en peso de (S)-fosfoindol y cuando mucho aproximadamente
el 10 por ciento en peso de (R)-fosfoindol, cuando menos
aproximadamente el 95 por ciento en peso de (S)-fosfoindol y cuando
mucho aproximadamente el 5 por ciento en peso de (R)-fosfoindol,
cuando menos aproximadamente el 99 por ciento en peso de (S)-
fosfoindol y cuando mucho aproximadamente el 1 por ciento en peso
de (R)-fosfoindol, o cuando menos aproximadamente el 99.9 por
ciento en peso de (S)-fosfoindol y cuando mucho aproximadamente
el 0.1 por ciento en peso de (R)-fosfoindol. En ciertas realizaciones,
los pesos se basan en el peso total del compuesto, es decir, ambos o
todos los enantiomeros del compuesto.

[0046] Como se utiliza en la presente, y a menos que se
indique de otra manera, el término “(R)-fosfoindol
enantioméricamente puro” se refiere, por ejemplo, a cuando menos
aproximadamente el 80 por ciento en peso de (R)-fosfoindol y

cuando mucho aproximadamente el 20 por ciento en peso de (S)-
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fosfoindol, cuando menos aproximadamente el 90 por ciento en peso
de (R)-fosfoindol y cuando mucho aproximadamente el 10 por ciento
en peso de (S)-fosfoindol, cuando menos aproximadamente el 95 por
ciento en peso de (R)-fosfoindol y cuando mucho aproximadamente
el 5 por ciento en peso de (S)-fosfoindol, cuando menos
aproximadamente el 99 por ciento en peso de (R)-fosfoindol vy
cuando mucho aproximadamente el 1 por ciento en peso de (S)-
fosfoindol, cuando menos aproximadamente el 99.9 por ciento en
peso de (R)-fosfoindol, o cuando mucho aproximadamente el 0.1 por
ciento en peso de (S)-fosfoindol. En ciertas realizaciones, los pesos
se basan en el peso total de fosfoindol, es decir, ambos o todos los
enantiomeros del fosfoindol.

[0047] En las composiciones proporcionadas en la presente, el
fosfoindol enantioméricamente puro o una sal farmacéuticamente
aceptable, solvato, hidrato, éster o pro-farmaco del mismo, puede
estar presente con otros ingredientes activos o inactivos. Por
ejemplo, una composicién farmacéutica, la cual comprende (S)-
fosfoindol enantioméricamente puro, puede comprender, por ejemplo,
aproximadamente el 90 por ciento de excipiente y aproximadamente
el 10 por ciento de (S)-fosfoindol enantioméricamente puro. En
ciertas realizaciones, el (S)-fosfoindol enantioméricamente puro en
estas composiciones puede comprender, por ejemplo, cuando menos
aproximadamente el 99.9 por ciento en peso de (S)-fosfoindol vy
cuando mucho aproximadamente el 0.1 por ciento en peso de (R)-

fosfoindol. En ciertas realizaciones, el ingrediente activo se puede
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formular con poco o ningun vehiculo, excipiente, o diluyente.

[0048] Siempre que sea referido un intervalo en la presente,
incluye independientemente y por separado, cada miembro del
intervalo. Como un ejemplo no limitante, el término "alquilo de 1 a 10
atomos de carbono” se considera que incluye, independientemente, a
cada miembro del grupo, de tal manera que, por ejemplo, alquilo de 1
a 10 atomos de carbono incluye las funcionalidades de alquilo de 1
atomo.de carbono, de 2 atomos de carbono, de 3 4tomos de carbono,
de 4 atomos de carbono, de 5 atomos de carbono, de 6 atomos de
carbono, de 7 atomos de carbono, de 8 atomos de carbono, de 9
atomos de carbono, y de 10 atomos de carbono, rectas, ramificadas,
y cuando sea apropiado, ciclicas. De una manera similar, como otro
ejemplo no limitante, del 1 al 10 por ciento incluye
independientemente, el 1 por ciento, el 2 por ciento, el 3 por ciento,
el 4 por ciento, el 5 por ciento, el 6 por ciento, el 7 por ciento, el 8
por ciento, el 9 por ciento, y el 10 por ciento, asi como los intervalos
entre los mismos, tales como del 1 al 2 por ciento, del 2 al 3 por
ciento, etc. ‘

[0049] El término “quiral", como se utiliza en la presente,
incluye un compuesto que tiene la propiedad de que no se puede
sobreponer sobre su imagen de espejo.

[0050] El término “aislado” incluye una composicién que incluye
cuando menos el 85 o el 90 por ciento en peso, el 95 por ciento, el
98 por ciento, el 99 por ciento, o el 100 por ciento en peso, del

compuesto.
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[0051] El término “alquilo”, como se utiliza en la presente, a
menos que se especifique de otra manera, incluye un hidrocarburo
saturado primario, secundario o terciario, recto, ramificado o ciclico
de tipicamente 1 a 10 4tomos de carbono, y especificamente incluye,
pero no se limita a, metilo, CF;, CCl;, CFCIl,, CF,Cl, etilo, CH,CF,,
CF,CF3, propilo, isopropilo, ciclopropilo, butilo, isobutilo, butilo
secundario, terbutilo, pentilo, ciclopentilo, isopentilo, neopentilo,
hexilo, isohexilo, ciclohexilo, ciclohexil-metilo, 3-metil-pentilo, 2,2-
dimetil-butilo, y 2,3-dimetil-butilo. El término incluye los grupos
alquilo tanto sustituidos como insustituidos, y en particular incluye
los grupos alquilo halogenados, e incluso de una manera mas
particular, los grupos alquilo fluorados. Los ejemplos no limitantes de
las fracciones con las que puede estar sustituido el grupo alquilo se
seleccionan a partir del grupo que consiste en halégeno (flaor, cloro,
bromo o yodo), hidroxilo, amino, alquil-amino, aril-amino, alcoxilo,
ariloxilo, nitro, ciano, &cido sulfonico, sulfato, acido fosfonico,

fosfato, o fosfonato, ya sea no protegidos o bien protegidos, como

. sea necesario, como es conocido por los expertos en este campo,

por ejemplo, como es ensefiado por Greene y colaboradores,

Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley and Sons, 22

Edicion, 1991.

[0052] El termino "alquilo inferior", como se utiliza en la
presente, y a menos que se especifique de otra manera, se refiere a
un grupo alquilo saturado recto, ramificado, o si es apropiado, ciclico

(por ejemplo, ciclopropilo) de 1 a 6 atomos de carbono, incluyendo
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las fracciones tanto sustituidas como insustituidas.

[0053] Lo‘s términos “anuiIQamino” o “aril-amino” se refieren a
un grupo amino que tiene uno o dos sustituyentes de alquilo o arilo,
respectivafnente. A menos que se mencione de una manera
especifica de otra manera en esta solicitud, cuando alquilo es una
fraccion adecuada, entonces es un alquilo inferior, ya sea sustituido
o insustituido.

[0054] Como se utiliza en la presente, el término “nitro”
significa —NO;; el término “sulfhidrilo” significa —SH; y el
término “sulfonilo” significa —SO,.

[0055] Los términos “alquenilo"” y "alquinilo" incluyen las
fracciones de alquilo, incluyendo las formas tanto sustituidas como
insustituidas, en donde cuando menos un enlace C-C saturado es
reemplazado por un doble o triple enlace. Por consiguiente, alquenilo
de 2 a 6 atomos de carbono puede ser vinilo, alilo, 1-propenilo, 2-
propenilo, 1-butenilo, 2-butenilo, 3-butenilo, 1-pentenilo, 2-pentenilo,
3-pentenilo, 4-pentenilo, 1-hexenilo, 2-hexenilo, 3-hexenilo, 4-
hexenilo, o 5-hexenilo. De una manera similar, alquinilo de 2 a 6
atomos de carbono puede ser etinilo, 1-propinilo, 2-propinilo, 1-
butinilo, 2-butinilo, 3-butinilo, 1-pentinilo, 2-pentinilo, 3-pentinilo, 4-
pentinilo, 1-hexinilo, 2-hexinilo, 3-hexinilo, 4-hexinilo, o 5-hexinilo.
[0056] El término “alquileno” incluye un radical de alquilo
saturado divalente de cadena recta de la férmula —(CH,).-, en donde
“n” puede ser cualquier entero de 1 a 10.

[0057] “Alquilo”, "alcoxilo", “alquenilo”, “alquinilo", etc.,
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incluyen los grupos tanto de cadena recta como ramificada. Sin
embargo, la referencia a un radical individual, tal como “propilo”
abarca solamente ese radical de cadena recta, mientras que un
isomero de cadena ramificada, tal como “isopropilo” se denomina
especificamente como tal.

[0058] El término “protegido”, como se utiliza en la presente, y
a menos que se defina de otra manera, se refiere a un grupo que, se
agrega a un atomo de oxigeno, nitrégeno, azufre o fosforo para
prevenir su reaccion adicional o para otros propésitos. Una amplia
variedad de grupos protectores de oxigeno, nitrégeno, azufre o
fosforo son conocidos para los expertos en la técnica de la sintesis
organica.

[0059] El término “arilo", como se utiliza en la presente, y a
menos que se especifique de otra manera, se refiere a cualquier
anillo de carbono monociclico, biciclico, o triciclico estable de hasta
8 miembros en cada anillo, en donde cuando menos un anillo es
aromatico como es definido por la regla de Huckel 4n+2, y en
especial fenilo, bifenilo, o naftilo. El término incluye las fracciones
tanto sustituidas como insustituidas. El grupo arilo puede estar
sustituido con cualquier fraccion descrita, incluyendo, pero no
limitandose a, una o mas fracciones seleccionadas a partir del grupo
que consiste en halégeno (fluor, cloro, bromo o yodo), hidroxilo,
amino, azido, alquil-amino, aril-amino, alcoxilo, ariloxilo, nitro, ciano,
acido sulfonico, sulfato, acido fosfénico, fosfato, o fosfonato, ya sea

protegidas o no protegidas, como sea necesario, como es conocido
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por los expertos en este campo, por ejemplo, como se ensefia en

Greene y colaboradores, Protective Groups in Organic_Synthesis,

John Wiley & Sons, 3% Edicion, 1999.

[0060] El término “alcarilo” o "alquil-arilo" se refiere a un grupo
alquilo con un sustituyente de arilo o un grupo alquilo enlazado a la
molécula a través de un grupo arilo como se define en la presente. El
término “aralquilo” o "aril-alquilo" se refiere a un grupo arilo
sustituido con un sustituyente de alquilo o enlazado a la molécula a
tfavés de un grupo alquilo como se define anteriormente.

[0061] El término “cicloalquilo” incluye un anillo de 3 a 8
atomos de carbono, incluyendo, pero no limitandose a, ciclopropilo,
ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo y ciclo-octilo.

[0062] El termino "alcoxilo" significa un grupo alquilo de cadena
recta’ o ramificada que tiene un radical de oxigeno unido, teniendo el
grupo alquilo el numero de atomos de carbono especificado, o
cualquier numero dentro de este intervalo. Por ejemplo, un “-O-
alquilo”, alcoxilo de 1 a 4 4&tomos de carbono, metoxilo, etc.

[0063] El término “halégeno”, como se utiliza en la presente, se
refiere a cualquier miembro de la familia de haldégeno. Se incluyen
especificamente fltor, cloro, bromo y yodo.

[0064] El término “acilo" o "éster O-enlazado” incluye un grupo
de la formula C(O)R’, en donde R’ es un alquilo recto, ramificado, o
ciclico (incluyendo alquilo inferior), un residuo de carboxilato de un
aminoacido, arilo incluyendo fenilo, heteroarilo, alcarilo, aralquilo

incluyendo bencilo, alcoxi-alquilo incluyendo metoxi-metilo, ariloxi-
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alquilo tal como fenoxi-metilo; o alquilo sustituido (incluyendo alquilo
inferior), arilo incluyendo fenilo opcionalmente sustituido con cloro,
bromo, fltor, iodo, alquilo de 1 a 4 atomos de carbono o alcoxilo de 1
a 4 atomos de carbono, ésteres de sulfonato tales como alquil- o
aralquil-sulfonilo, incluyendo metan-sulfonilo, el mono-, di-, o tri-
ester de fosfato, tritilo o monometoxi-tritilo, bencilo sustituido,
alcarilo, aralquilo incluyendo bencilo, alcoxi-alquilo incluyendo
metoxi-metilo, ariloxi-alquilo tal como fenoxi-metilo. Los grupos arilo
en los esteres Optimamente comprenden un grupo fenilo. En las
realizaciones no limitantes, los grupos acilo incluyen acetilo,
trifluoro-acetilo, metil-acetilo, ciclopropil-acetilo, ciclopropil-
carboxilo, propionilo, butirilo, isobutirilo, hexanoilo, heptanoil-
octanoilo, neo-heptanoilo, fenil-acetilo, 2-acetoxi-2-fenil-acetilo,
difenil-acetilo, a-metoxi-a-trifluoro-metil-fenil-acetilo, bromo-acetilo,
2-nitro-bencen-acetilo, 4-c|oro-bencen-a¢eti|o, 2-cloro-2,2-difenil-
acetilo, 2-cloro-2-fenil-acetilo, trimetil-acetilo, cloro-difluoro-acetilo,
perfluoro-acetilo, fluoro-acetilo, bromo-difluoro-acetilo, metoxi-
acetilo, 2-tiofen-acetilo, cloro-sulfonil-acetilo, 3-metoxi-fenil-acetilo,
fenoxi-acetilo, terbutil-acetilo, tricloro-acetilo, monocloro-acetilo,
dicloro-acetilo, 7H-dodecafluoro-heptanoilo, perfluoro-heptanaoilo,

7H-dodeca-fluoro-heptanoilo, ,7-cloro-dodec'afluoro-heptanoilo, 7-

cloro-dodecafluoro-heptanaoilo, 7H-dodecafluoro-heptanoilo, 7H-
dodeca-fluoro-heptanoilo, ‘nona-fluoro-3,6-dioxa-heptanoilo,
nonafluoro-3,6-dioxa-heptanoilo, perfluoro-heptanoilo, metoxi-
benzoilo, metil-3-amino-5-fenil-tiofen-2-carboxilo, 3,6-dicloro-2-
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metoxi-benzoilo, 4-(1,1,2,2-tetrafluoro-etoxi)-benzoilo, 2-bromo-
propionilo, omega-amino-caprilo, decanoilo, n-pentadecanoilo,
estearilo, 3-ciclopentil-propionilo, 1-bencen-carboxilo, O-acetil-
mandelilo, pivaloilo acetilo, 1-adamantan-carboxilo, ciclohexan-
carboxilo, 2,6-piridin-dicarboxilo, ciclopropan-carboxilo, ciclobutan-
carboxilo, perfluoro-ciclohexil-carboxilo, 4-metil-benzoilo, cloro-metil-
isoxazolil-carbonilo, perfluoro-ciclohexil-carboxilo, crotonilo, 1-metil-
1H-indazol-3-carbonilo, 2-propenilo, isovalerilo, 1-pirrolidin-
carbonilo, 4-fenil-benzoilo.

[0065] El término “acil-amino” incluye un grupo que tiene una
estructura de “-N(R’)-C(=0)-R’ ", en donde <cada R’ es
independientemente como se define en lo anterior.

[0066] El_término “carbonilo” incluye un grupo de la estructura
“-C(=0)-X-R’ " 0 "X-C(=0)-R’ ", en donde X es O, S, o un enlace, y
cada R es independientemente como se define en lo anterior.

[0067] El término “heteroatomo” incluye un atomo diferente de
carbono o hidrogeno en la estructura de un compuesto heterociclico,
cuyos ejemplos no limitantes son nitrégeno, oxigeno, azufre, fosforo
0 boro.

[0068] El término “heterociclo" o "heterociclico", como se utiliza
en la presente excepto en donde se mencione, incluye un anillo
heterociclico monociclico estable de 5 a 7 miembros o biciclico
estable de 8 a 11 miembros, el cual esta saturado o insaturado,
incluyendo heteroarilo, y el cual consiste en atomos de carbono, y de

uno a cuatro heteroatomos, incluyendo, pero no limitandose a, O, S,

W)
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N, y P; y en donde los heteroatomos de nitrégeno y azufre pueden
estar opcionalmente oxidados, y/o el heteroatomo de nitrégeno
puede estar cuaternizado, e incluyendo cualquier grupo biciclico en
donde cualquiera de los anillos heterociclicos anteriormente
identificados esté fusionado con un anillo de benceno. El anillo
heterociclico se puede unir en cualquier heteroatomo o atomo de
carbono, lo cual da como resultado la creacién de una estructura
estable. El anillo heteroaromatico puede estar parcial o totalmente
hidrogenado, como se desee. Por ejemplo, se puede utilizar
dihidropiridina en lugar de piridina. Los grupos funcionales de
oxigeno y nitrégeno sobre un heteroarilo pueden protegerse como
sea necesario o deseado. Los grupos protectores adecuados para
oxigeno o nitrogeno incluyen trimetil-sililo, dimetil-hexil-sililo,
terbutil-dimetil-sililo, terbutil-difenil-sililo, tritilo, tritilo sustituido,
alquilp, metan-sulfonilo, p-toluen-sulfonilo, o grupos acilo tales como
acetilo y propionilo.

[0069] Los ejemplos no limitantes de los grupos heteroarilo y
heterociclicos incluyen furilo, piridilo, pirimidilo, piridazinilo,
pirazinilo, piperidinilo, piperazinilo, tienilo, pirrolilo, pirrolinilo,
pirrolidinilo, imidazolilo, tetrazolilo, triazolilo, triazinilo, tiazinilo,
oxazolilo, purinilo, carbazolilo, quinolinilo, pirazolilo, morfolinilo,
bencimidazolilo, y similares. Cualquiera de_ las fracciones
heteroaromaticas y heterociclicas puede estar opcionalmente
sustituida como se describe anteriormente para arilo, incluyendo

sustituciones con uno o mas de hidroxilo, amino, alquil-amino, aril-
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amino, alcoxilo, ariloxilo, alquilo, heterociclilo, halégeno, carboxilo,
acilo, aciloxilo, amido, nitro, ciano, acido sulfénico, sulfato, acido
fosfonico, fosfato, o fosfonato, ya sea protegidos o no protegidos,
como sea necesario, como es conocido por los expertos en este
campo, y como se ensefa, por ejemplo, en Greene y colaboradores,

Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley and Sons,

Tercera Edigién, 1999.

[0070] El término “amino”, como se utiliza en la presente, a
menos que se especifique de otra manera, incluye una fraccién
representada por la estructura “-NR,”, e incluye las aminas
primarias, secundarias y terciarias opcionalmente sustituidas por
grupos alquilo, arilo, heterociclilo, y/o sulfonilo. Por consiguiente, R,
puede representar dos atomos de hidrégeno, dos fracciones de
alquilo, o una fraccién de hidrégeno y una fracciéon de alquilo.

[0071] El término “aminoacido"” o "residuo de aminoacido”
incluye los aminoéacidos a, B, y, 6 § que se presentan naturalmente y
sintéticos, e incluye, pero no se Ilimita a, los aminoacidos
encontrados en las proteinas, es decir, glicina, alanina, valina,
leucina, isoleucina, metionina, fenilalanina, triptéfano, prolina,
serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina, glutamina, aspartato,
glutamato, lisina, arginina, e histidina. En una realizacion, el
aminoacido esta en la configuracion-L, pero también se puede
utilizar en la configuracién-D. De una manera alternativa, el
aminoacido puede ser un derivado de alanilo, valinilo, leucinilo,

isoleuccinilo, prolinilo, fenilalaninilo, triptofanilo, metioninilo,
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glicinilo, serinilo, treoninilo, cisteinilo, tirosinilo, asparaginilo,
glutaminilo, aspartoilo, glutaroilo, lisinilo, argininilo, histidinilo, R-
alanilo, fR-valinilo, R-leucinilo, R-isoleuccinilo, R-prolinilo, R-
fenilalaninilo, R-triptofanilo, R-metioninilo, B-glicinilo, B-serinilo, B-
treoninilo, R-cisteinilo, B-tirosinilo, B-asparaginilo, B-glutaminilo, R-
aspartoilo, R-glutaroilo, R-lisinilo, R-argininilo o B-histidinilo. Cuando
se utiliza el término aminoéacido, se considera que es una divulgacion
especifica é independiente de cada uno de los ésteres de a, B, y, 0 6
- glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, metionina, fenilalanina,
triptéfano, prolina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina,
glutamina, aspartato, giutamato, lisina, arginina, e histidina en las
configuraciones D y L.

[0072] El téermino “amido”, como se utiliza en la presente,
incluye un carbonilo sustituido por amino, mientras que el término
“amidino” significa un grupo que tiene la estructura “-C(=NH)-NH,".
[0073] Ciertos términos que contenian azufre o féosforo tienen

los siguientes significados estructurales: “sulfonato” incluye un grupo

de la estructura “-S(=0)-(=0)-OR’ ”; “sulfato” incluye un grupo de la
estructura “O-S(=0)-(=0)-OR’ ”; “sulfonamida” incluye un grupo de la
estructura “N(R’)-S(=0)-(=0)-R’ ”; “sulfamoilo” incluye un grupo de la

estructura “-S(=0)-(=0)-N(R’)-(R’")"; “fosforilo" incluye un grupo de la
estructura “-P(=0)-OR’ ”; y “fosforoamidato” incluye un grupo de la
estructura “Q-P(NR;R;)-(=0)-OR’ ", en donde cada R’ es
independientemente como se define en lo anterior.

[0074] El término “hospedero”, como se utiliza en la presente,

L{O
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se refiere a un organismo unicelular o multicelular, en donde puede
replicarse el virus, incluyendo lineas celulares y animales, y en
ciertos casos, un ser humano. De una manera alternativa, el
hospedero puede ser portador de una parte del genoma viral de VIH,
cuya réplica o funcién puede ser alterada mediante los compuestos
de la presente invencion. El término hospedero especificamente se
refiere a células infectadas, células transfectadas con todo o parte
del genoma del VIH y animales, en particular, primates (incluyendo
chimpancés), y seres humanos. En la mayoria de las aplicaciones en
animales de la presente invencién, el hospedero es un paciente
humano. Sin embargo, las aplicaciones veterinarias, en ciertas
indicaciones, claramente estan abarcadas por las realizaciones de la
presente invencion (tales como en chimpancés).

[0075] El término “sustituido” incluye multiples grados de
sustitucion por uno o mas sustituyentes mencionados, tales como,
por ejemplo, halégeno, hidroxilo, tio, alquilo, alquenilo, alquinilo,
nitro, ciano, azido, amino, carboxamido, etc. En donde existan
posibilidades de multiples sustituyentes, el compuesto puede estar
sustituido por uno o mas de los grupos sustituyentes dados a
conocer o reivindicados, indebendientemente unos de otros, vy
tomados de una manera individual o pluralmente.

Compuestos

[0076] En ciertas realizaciones, en la presente se proporcionan
compuestos puros de acuerdo con la férmula (A), o sales

farmacéuticamente aceptables, solvatos, hidratos, ésteres o pro-
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farmacos de los mismos:

Y, X
R4' 1 N
RY 0
Nz
R® N
R" R
(A)

en donde, por ejemplo:

X es hidrogeno; arilo o heterociclo, el cual puede estar
sustituido o insustituido, y el cual puede comprender una estructura
biciclica, triciclica, o espiro; alquenilo de 2 a 6 atomos de carbono,
alquinilo de 2 a 6 atomos de carbono, o alquilo;

Y es hidrégeno, R, O-R, NH-R, o NRR;

Z es OR, NHR, NRR, carboxamido, amido, carboxilo, carbonilo,
o un residuo de aminoacido;

R!' es hidrégeno, acilo, S(0),-R, carboxilo, carbonilo, o un
residuo de aminoacido;

cada uno de R*, R%, R® y R” es independientemente
hidrégeno, alquenilo de 2 a 6 atomos de carbono, alquinilo de 2 a 6
atomos de carbono, arilo, heterociclo, halégeno, CN, CF3;, OR, NHR,
NRR, o NOy;

nes0,162;y

cada R es independientemente hidrégeno, alquilo, alquenilo de
2 a 6 atomos de carbono, alquinilo de 2 a 6 atomos de carbono, arilo,
o heterociclo.

[0077] En ciertas realizaciones, de acuerdo con la formula (A),
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X es arilo o heterociclo; alquenilo de 2 a 6 atomos de carbono,
alquinilo de 2 a 6 atomos de carbono, o alquilo; e Y es hidrégeno, R,
O-R, NH-R, o NRR.
[0078] En ciertas realizaciones, de acuerdo con la formula (A),
R* y R® son independientemente hidrogeno o haldégeno, y X, Y, Z,
R', R%, R”, y R son como se definen anteriormente.
[0079] En ciertas realizaciones, de acuerdo con la férmula (A):

cada uno de R* y R® es independientemente hidrégeno o
halégeno; -

R® y R” son hidrogeno;

R' es hidrégeno o S(0O).-R;

Y es hidrégeno, R, u O-R;

X es arilo opcionalmente sustituido;

Z es carboxamido, amido, carboxilo, o carbonilo;

nesO0,162;y

cada R es independientemente hidrégeno o alquilo.
[0080] En ciertas realizaciones, en la presente se proporcionan
compuestos puros de acuerdo con la férmula (C), o una sal
farmacéuticamente aceptable, solvato, hidrato, éster o pro-farmaco

de los mismos:
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en donde R*, R¥, R*, R® y R%® son independientemente
hidrégeno, haldégeno, alquilo, o alquenilo de 2 a 6 atomos de
carbono;

R* y R® son independientemente hidrogeno o halégeno;

R® y R” son hidrégeno;

R' es hidrégeno o S(0O).-R;

Y es hidrégeno, R, u O-R;

Z es carboxamido, amido, carboxilo, o carbonilo;

nes0,162;y

cada R es independientemente hidrégeno o alquilo.

[0081] En ciertas realizaciones de la formula (C):

R* y R® son independientemente alquilo o alquenilo de 2 a 6
atomos de carbono, cada uno de los cuales puede estar
opcionalmente sustituido independientemente con CN o halégeno;

R%, R* y R® son hidrégeno;

cada Lmo de R* y R® es independientemente hidrogeno o

halégeno;

uy
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R® y R” son hidrégeno;

R' es hidrégeno o S(0O),-R;

Y es hidrégeno, R, u O-R;

Z es carboxamido, amido, carboxilo, o carbonilo;

nes0,162;y

cada R es independientemente hidrégeno o alquilo.
[0082] En ciertas realizaciones, de acuerdo con la férmula (C):

R* y R® son independientemente alquilo o alquenilo de 2 a 6
atomos de carbono, cada uno de los cuéles independientemente
puede estar opcionalmente sustituido con CN o halégeno;

R?, R* y R® son hidrogeno;

cada uno de R* y R% es independientemente hidrégeno o
halégeno;

R® y R” son hidrégeno;

R' es hidrégeno;

Y es O-R;

Z es amido, carboxilo, o carbonilo; y

cada R es independientemente hidrégeno o alquilo.
[0083] En una realizacién, se proporciona un compuesto puro, o
sales farmacéuticamente aceptables, solvatos, hidratos, ésteres o

pro-farmacos del mismo:

\N
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CHa
HsCO,
F X0
Cl
N\ P CN
N NH
H 2

(1)

en donde la configuracion absoluta en el atomo de fosforo es
S. El nombre quimico del compuesto | es metil-éster del acido (2-
carbamoil-5-cloro-4-fluoro-1H-indol-3-il)-[3-((E)-2-ciano-vinil)-5-metil-
fenil]-(S)-fosfinico, y la formula empirica es C,oH1sCIFN3O3P con un
peso molecular de 431.39.
[0084] En una realizaciéon, se proporciona un compuesto puro, o
una sal farmacéuticamente aceptable, solvato, hidrato, éster o pro-

farmaco del mismo:

CH;
H3CO\ o
AN
Cl O 0
A\ CN
N NH
H 2

an

en donde la configuracion absoluta en el atomo de foésforo es

S. El nombre quimico del compuesto |l es metil-éster del acido (2-
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carbamoil-5-cloro-1H-indol-3-il)-[3-((E)-2-ciano-vinil)-5-metil-fenil]-
(S)-fosfinico, y la formula empirica es C,oH{7CIN;O3P con un peso
molecular de 413.79.
[0085] En una realizacién, se proporciona un compuesto puro
seleccionado a partir del grupo que consiste en:

metil-éster del acido (2-carbamoil-5-cloro-1H-indol-3-il)-[3-((E)-
2-ciano-vinil)-5-metil-fenil]-(S)-fosfinico; y

metil-éster del acido (2-carbamoil-5-cloro-4-fluoro-1H-indol-3-
i1)-[3-((E)-2-ciano-vinil)-5-metil-fenil]-(S)-fosfinico,

o0 una sal farmacéuticamente aceptable, solvato, hidrato, éster
o pro-farmaco de los mismos.
[0086] En ciertas realizaciones, en la presente se proporcionan
compuestos puros de acuerdo con la férmula (B), o una sal
farmacéuticamente aceptable, solvato, hidrato, éster o pro-farmaco

de los mismos:

4 Y’ 'X
A
R
Nz
R N
R" R
(B)

en donde, por ejemplo:

X es hidrogeno; arilo o heterociclo, el cual puede estar
sustituido o insustituido, y el cual puede comprender una estructura
biciclica, triciclica, o espiro; alquenilo de 2 a 6 atomos de carbono,

alquinilo de 2 a 6 atomos de carbono, o alquilo;

4%
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Y es hidrogeno, R, O-R, NH-R, o0 NRR;

Z es OR, NHR, NRR, carboxamido, amido, carboxilo, carbonilo,
o un residuo de aminoacido;

R' es hidrégeno, acilo, S(0O),-R, carboxilo, carbonilo, o un
residuo de aminoéacido;

cada uno de R*, R®, R® y R’ es independientemente
hidrégeno, alquenilo de 2 a 6 atomos de carbono, alquinilo de 2 a 6
atomos de carbono, arilo, heterociclo, halégeno, CN, CF;, OR, NHR,
NRR, o NOy;

nes0,162;y

cada R es independientemente hidrégeno, alquilo, alquenilo de
2 a 6 atomos de carbono, alquinilo de 2 a 6 4&tomos de carbono, arilo,

0 heterociclo.

- [0087] En ciertas realizaciones, de acuerdo con la féormula (B),

X es hidrégeno; arilo o heterociclo; alquenilo de 2 a 6 atomos de
carbono, alquinilo de 2 a 6 atomos de carbono, o alquilo; e Y es
hidrégeno, R, O-R, NH-R, o NRR.
[0088] En ciertas realizaciones, de acuerdo con la féormula (B),
R* y R® son independientemente hidréogeno o haldgeno, y X, Y, Z,
R', R®, R, y R son como se definen anteriormente.
[0089] En ciertas realizaciones, de acuerdo con la formula (B),
R* y R® son cada uno independientemente hidrogeno o
halégeno;
R® y R” son hidrégeno;

R' es hidrogeno o S(0),-R;

e
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Y es hidrégeno, R, u O-R;

Z es carboxamido, amido, carboxilo, o carbonilo;

nes0,162;y

cada R es independientemente hidrégeno o alquilo.
[0090] En ciertas realizaciones, en la presente se proporcionan
compuestos puros de acuerdo con la férmula (D), o una sal
farmacéuticamente -acéptable, solvato, hidrato, éster o pro-farmaco

de los mismos:

R\ R*
R® R¥
Y,
4 . "
y R —0 R2
R
N—z
RE N
RT R
(D)

en donde R?%*, R¥, R*, R¥ y R%® son independientemente
hidrogeno, haldégeno, alquilo, o alquenilo de 2 a 6 atomos de
carbono;

R* y R® son independientemente hidrogeno o halégeno;

R® y R” son hidrogeno;

R' es hidrégeno o S(0).-R;

Y es hidrégeno, R, u O-R;

Z es carboxamido, amido, carboxilo, o carbonilo;

nesO0,162;y

cada R es independientemente hidrégeno o alquilo.
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[0091] En ciertas realizaciones de la féormula (D):

R* y R® son independientemente alquilo o alquenilo de 2 a 6
atomos de carbono, el cual puede estar opcionalmente sustituido con
CN o halégeno;

R%, R* y R® son hidrégeno;

cada uno de R* y R® es independientemente hidrégeno o
haldégeno;

R% y R” son hidrogeno;

R' es hidrégeno o S(O).-R;

Y es hidrégeno, R, u O-R;

Z es carboxamido, amido, carboxilo, o carbonilo;

nes0,162;y

cada R es independientemente hidrégeno o alquilo.

[0092] En ciertas realizaciones de la formula (D):

R* y R* son independientemente alquilo o alquenilo de 2 a 6
atomos de carbono, el cual puede estar opcionalmente sustituido con
CN o halégeno;

R*, R* y R® son hidrégeno;

cada uno de R* y R® es independientemente hidréogeno o
halbégeno;

R® y R” son hidrégeno;

R' es hidrégeno;

Y es O-R;

Z es amido, carboxilo, o carbonilo; y

cada R es independientemente hidrégeno o alquilo.
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En una realizacion, se proporciona un compuesto puro, o

una sal farmacéuticamente aceptable, solvato, hidrato, éster o pro-

farmaco del mismo:

CH;

|
C N P CN

(1

en donde la configuracién absoluta en el atomo de fosforo es

R.

[0094]

En una realizacion, se proporciona un compuesto puro, o

una sal farmacéuticamente aceptable, solvato, hidrato, éster o pro-

farmaco del mismo:

CH

S
cl O
A\ CN

(1V)

en donde la configuracién absoluta en el atomo de fosforo es

R.

[0095]

En una realizaciéon, se proporciona un compuesto puro

seleccionado a partir del grupo que consiste en:

\h
-
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metil-éster del acido (2-carbamoil-5-cloro-1H-indol-3-il)-[3-((E)-
2-ciano-vinil)-5-metil-fenil]-(R)-fosfinico; y

metil-éster del acido (2-carbamoil-5-cloro-4-fluoro-1H-indol-3-
i1)-[3-((E)-2-ciano-vinil)-5-metil-fenil]-(R)-fosfinico,

o una sal farmacéuticamente aceptable, solvato, hidrato, éster
o pro-farmaco de los mismos.
[0096] En ciertas realizaciones, el compuesto de acuerdo con
(A)-(D) o (1)-(1V) es el compuesto enantioméricamente puro o una sal
farmacéuticamente aceptable, solvato, hidrato, éster o pro-farmaco
del mismo. En ciertas realizaciones, el compuesto de acuerdo con
(A)-(D) o (1)-(1V) es el compuesto enantioméricamente puro o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo. En ciertas realizaciones, el
compuesto enantioméricamente puro comprende cuando menos
aproximadamente el 80 por ciento en peso del enantiémero
designado y cuando mucho aproximadamente el 20 por ciento en
peso del otro enantiobmero o de los otros estereoisémeros, cuando
menos aproximadamente el 90 por ciento en peso del enantiémero
designado y cuando mucho aproximadamente el 10 por ciento en
peso del otro enantibmero o de los otros estereoisémeros, cuando
menos aproximadamente el 95 por ciento en peso del enantiomero
designado y cuando mucho aproximadamente el 5 por ciento en peso
del otro enantiomero o de los otros estereoisémeros, cuando menos
aproximadamente el 96.6 por ciento en peso del enantibmero
designado y cuando mucho aproximadamente el 3.4 por ciento en

peso del otro enantibmero o de los otros estereoisémeros, cuando
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menos aproximadamente el 97 por ciento en peso del enantiomero
designado y cuando mucho aproximadamente el 3 por ciento en peso
del otro enantiomero o de los otros estereoisémeros, cuando menos
aproximadamente el 99 por ciento en peso del enantiomero
designado y cuando mucho aproximadamente el 1 por ciento en peso
del otro enantibmero o de los otros estereoisémeros, o cuando
menos aproximadamente el 99.9 por ciento en peso del enantiémero
designado y cuando mucho aproximadamente el 0.1 por ciento en
peso del otro enantiémero o de los otros estereoisémeros. En ciertas
realizaciones, los pesos se basan en el peso total del compuesto.
[0097] También se proporcionan compuestos que se pueden dar
como wuna sal, éster o pro-fArmaco que, después de su
administracién al receptor, proporcionan directamente o]
indirectamente un compuesto proporcionado en la presente o que
exhibe la actividad deseada misma.

Sales Farmacéuticamente Aceptables, Pro-Farmacos,
Estereoisomeros y Tautémeros

[0098] Un compuesto proporcionado en la presente se puede
administrar como cualquier sal o pro-farmaco que, después de su
administracion al receptor, es capaz de proporcionar directa o
indirectamente el compuesto progenitor, o que exhibe actividad por
si mismo. Los ejemplos no limitantes son las sales
farmacéuticamente o fisiolégicamente aceptables. La frase “sal o
pro-farmaco farmacéuticamente o fisioldgicamente aceptable” se

utiliza a través de toda la memoria descriptiva para describir

\
LGN
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cualquier forma farmacéuticamente aceptable (tal como un éster,
amida, sal de un éster, sal de una amida o un grupo relacionado) de
un compuesto que, después de su administraciéon a un paciente,
proporciona un compuesto activo de la invencion. Las modificaciones
como éstas pueden afectar a la actividad biolégica del compuesto, en
algunos casos aumentando la actividad sobre el compuesto
progenitor,

[0099] El término “sal farmacéuticamente aceptable” se refiere
al estado de un compuesto en donde el compuesto lleva un contra-
ion que es farmacéuticamente aceptable, y en donde la sal retiene la
actividad biol6égica deseada de los compuestos identificados en la
presente, mientras que exhibe efectos toxicoldégicos indeseados
minimos. Estas sales son formas no téxicas terapéuticamente utiles
de los compuestos de la presente invencién. En la presente se
pretende incluir cualquier sal que retenga la actividad bioldgica
deseada de los compuestos contenidos en la presente, y que exhiba
efectos indeseados o toxicolégicos minimos o inexistentes. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen aquéllas derivadas a partir
de acidos y bases organicos o inorganicos farmacéuticamente
aceptables. Los acidos y bases no farmacéuticamente aceptables

también encuentran uso en la presente, como por ejemplo, en la

sintesis y/o purificacion de los compuestos de interés. Por

consiguiente, en la presente se pretende incluir a todas las “sales”.
[00100] Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen

aquéllas derivadas a partir de bases y acidos inorganicos u

W
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organicos farmacéuticamente aceptables, e incluyen las sales de
tosilato, metan-sulfonato, acetato, citrato, malonato, tartrato,
succinato, benzoato, ascorbato, alfa-quetoglutarato, alfa-
glicerofosfato, formato, fumarato, propionato, glicolato, lactato,
piruvato, oxalato, maleato, salicilato, sulfato, sulfonato, nitrato,
bicarbonato, hidrobromato, bromhidrato, yodhidrato, carbonato, vy
acido fosférico. Una realizacién particular es la sal de mono- o di-
clorhidrato. Las sales adecuadas incluyen aquéllas derivadas a partir
de los metales alcalinos, tales como potasio y sodio, de los metales
alcalinotérreos, tales como calcio y magnesio, entre otros numerosos
acidos bien conocidos en la técnica farmacéutica. Los pro-farmacos
farmacéuticamente aceptables se refieren a un compuesto que se
metaboliza, por ejemplo, se hidroliza o se oxida, en el hospedero,
para formar el compuesto de la presente invencion. Los ejemplos
tipicos de los pro-farmacos incluyen los compuestos que tienen
grupos protectores biolégicamente labiles sobre wuna fraccion
funcional del compuesto activo, incluyendo, pero no limitdndose a,
una fracciébn de éster o acilo. Los pro-farmacos incluyen los
compuestos que se pueden oxidar, reducir, aminar, desaminar,
hidroxilar, deshidroxilar, hidrolizar, deshidrolizar, alquilar,
desalquilar, acilar, desacilar, fosforilar, desfosforilar, para producir el
compuesto activo.

[00101] Las sales farmacéuticamente aceptables se pueden
obtener mediante el empleo de procedimientos convencionales bien

conocidos en la materia, por ejemplo, mediante la reaccién de un

55
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compuesto suficientemente basico, tal como una amina con un acido
adecuado, proporcionando un anion fisiolégicamente aceptable.
También se pueden hacer sales de metales alcalinos (tales como
potasio, sodio o litio) o de metales alcalinotérreos (tales como calcio)
de los acidos carboxilicos.

[00102] Los ejemplos no limitantes de las sales adecuadas
incluyen aquéllas derivadas a partir de acidos inorganicos, tales
como, por ejemplo, acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido
sulfdrico, acido fosférico, acido nitrico, acido bicarbénico, acido
carbonico; y las sales formadas con acidos organicos, tales como,
por ejemplo, acido férmico, acido acético, acido oxalico, acido
tartarico, acido succinico, acido malico, acido malénico, acido
ascorbico, acido citrico, acido benzoico, acido tanico, acido pamoico,
acido alginico, poli-acido glutadmico, acido tésico, _écido metan-
sulféonico, acido naftalen-sulfénico, acido naftalen-disulféonico, acido
a-quetoglutarico, acido a-glicerofosférico, y poli-acido galacturonico.
Las sales adecuadas incluyen aquéllas derivadas a partir de los
metales alcalinos, tales como litio, potasio y sodio, a partir de los
metales alcalinotérreos, tales como calcio y magnesio, asi como a
partir de otras bases bien conocidas por las personas expertas en la
técnica farmacéutica. Otras séles adecuadas incluyen aquéllas
derivadas a partir de los cationes de metales, tales como zinc,
bismuto, bario, o aluminio, o con un catién formado a partir de una
amina, tal como amoniaco, N,N-dibencil-etilen-diamina, D-

glucosamina, tetraetil-amonio, o etilen-diamina. Mas aun, las sales



10

15

20

25

46

adecuadas incluyen aquéllas derivadas a partir de una combinacién
de acidos y bases, tales como, por ejemplo, una sal de tanato de
zinc.

[00103] Un pro-farmaco farmacéuticamente aceptable se refiere
a un compuesto que se metaboliza (es decir, se hidroliza o se oxida,
por ejemplo) en el hospedero, para formar un compuesto de la
presente invencion. Los ejemplos tipicos de los pro-farmacos
incluyen los compuestos que tienen grupos protectores
biolégicamente labiles sobre una fraccion funcional del compuesto
activo. Los pro-farmacos incluyen los compuestoé que se pueden
oxidar, reducir, aminar, desaminar, hidroxilar, deshidroxilar,
hidrolizar, deshidrolizar, alquilar, desalquilar, acilar,desacilar,
fosforilar, y/o desfosforilar, para producir el compuesto activo.
[00104] En una realizacion, los compuestos proporcionados en la
presente poseen actividad antiviral contra el VIH, o son

metabolizados hasta un compuesto que exhibe dicha actividad.

Métodos de Tratamiento

[00105] En una realizacién, se proporcionan métodos para el
tratamiento o la profilaxis de una infeccién por VIH en un hospedero,
los cuales comprenden administrar una cantidad antiviralmente
efectiva de un compuesto descrito en la presente, incluyendo un
compuesto de las formulas A a D o los Compuestos | a |V o una sal
farmacéuticamente aceptable, éster o pro-farmaco de los mismos.

Los compuestos se pueden combinar con un vehiculo o diluyente
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farmacéuticamente aceptable.

[00106] En otra realizacion principal, se proporciona el uso de
un compuesto dado a conocer en la presente, incluyendo un
compuesto de las formulas A a D o los Compuestos | a IV, o una sal
farmacéuticamente aceptable, éster o bro-férmaco de los mismos, en
el tratamiento o la profilaxis de una infeccién por VIH en un
hospedero, opcionalmente en combinacion con un vehiculo o
diluyente farmacéuticamente aceptable.

[00107] También se proporciona el uso de un compuesto descrito
en la presente, o una sal farmacéuticamente aceptable, éster o pro-
farmaco del mismo, en la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento o la profilaxis de una infeccién por VIH en un hospedero,
opcionalmente en combinacion con un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable.

[00108] En una realizacion, se proporciona un método para el
tratamiento o la profilaxis de una infeccién por VIH en un hospedero,
el cual comprende administrar un compuesto de 3-fosfoindol
sustancialmente en la forma de un enantidmero, o una sal
farmacéuticamente aceptable, éster o pro-farmaco del mismo,
opcionalmente en combinacién con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable, a un hospedero que lo necesite. En una realizacion, el 3-
fosfoindol es de la formula A. En otra realizacion, el compuesto es de
la férmula B. En una realizacion, el 3-fosfoindol es de la formula C.
En una realizacién, el 3-fosfoindol es de la formula D. En una

realizaciéon, el 3-fosfoindol es de la férmula |, en donde Ila
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estereoquimica absoluta en el féosforo es S. En otra realizacion, el 3-
fosfoindol es de la férmula Il, con la estereoquimica absoluta R. En
una realizacion adicional, el 3-fosfoindol puede ser de la féormula Ill,
con la estereoquimica absoluta S. En otra realizacién, el 3-fosfoindol
esta representado por la formula V.

[00109] En otras realizaciones, el hospedero puede haber sido
diagnosticado mediante la medicién de una titulacion de anticuerpo
anti-VIH en la sangre. En otra realizacién, los compuestos se
administran para reducir o prevenir los sintpmas del SIDA (sindrome
de inmunodeficiencia adquirida) en un hospedero. En todavia otra
realizacion, los compuestos que se dan a conocer en la presente se
administran a un hospedero en riesgo de infe(;cic')n con VIH.

[00110] En otra realizacién, el compuesto activo exhibe actividad
contra las formas de VIH resistentes a farmacos, y por consiguiente,
exhibe una resistencia cruzada reducida contra las terapias
antivirales actualmente aprobadas. La frase “actividad contra una
forma de VIH resistente a farmacos” significa que un compuesto (o
su pro-farmaco o sal farmacéuticamente aceptable) es activo contra
la cepa mutante con una ECs, por ejemplo, con una concentracion
menor de aproximadamente 50, 25, 10 6 1 micromolar. En una
realizacion, el inhibidor de transcriptasa inversa que no es
nucledésido (NNRTI) exhibe una ECs, (en concentracién molar) contra
una cepa de VIH mutante de menos de aproximadamente 5, 2.5, 1 6
0.1 micromolar. En una realizaciéon no limitante, la cepa de VIH

mutante tiene una mutacion de transcriptasa inversa en lisina 103 >

A



10

15

20

25

49

asparagina y/o tirosina 181 - cisteina.
[00111] Los compuestos proporcionados en la presente se
pueden evaluar para' determinar su capacidad para inhibir la

actividad de transcriptasa inversa in vitro de acuerdo con los

‘métodos de rastreo convencionales. EI espectro de actividad

exhibido por cualquier compuesto particular se determina mediante la
evaluacion del compuesto en los ensayos descritos en esta memoria
descriptiva o con otros ensayos de confirmaciéon conocidos por los
expertos en la técnica de los compuestos contra el VIH. Los
compuestos pueden exhibir una ECso de menos de 10 a 15 yM.
[00112] En una realizacién, la eficacia de los 3-fosfoindoles se
mide mediante el ensayo inmunosorbente enlazado con enzimas
especifico de VIH, p24 ELISA. La eficacia del farmaco se expresa
como el porcentaje de inhibicion del antigeno p24 de VIH en este
ensayo rapido y sensible. En una realizacion relacionada util para los
experimentos especificos, la eficacia del compuesto contra el VIH se
determina mediante un "ensayo de reduccién de placas”, el cual mide
la concentraciéon del compuesto necesaria para reducir el namero de
placas del virus in vitro, de acuerdo con los métodos estipulados mas
particularmente en la presente, por un 50 por ciento (es decir, la
ECso del compuesto). En algunas realizaciones, el compuesto exhibe
una ECsy de menos de 15, o de menos de 10 micromolar hasta
cantidades nanomolares in vitro.

Terapia de Combinacion o Alternada

[00113] En ciertas realizaciones, el compuesto del indol se

60O
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administra en combinacién y/o alternado con uno o mas agentes
contra el VIH diferentes. En otra realizaciéon, la administracion de
dos o mas agentes contra el VIH da como resultado un efecto
sinérgico en la inhibicién del VIH. En otra realizaciéon, el efecto de
administrar dos o mas de estos agentes en combinacién y/o
alternados, produce un efecto aditivo en la inhibicién de la réplica
del VIH.

[00114] En ciertas realizaciones, el compuesto del indol se
administra en combinacién y/o alternado con uno o mas agentes
contra el virus de hepatitis B, o uno o mas agentes contra el virus de
hepatitis C. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, el compuesto del
indol se puede administrar a un hospedero co-infectado con VIH vy
HBV en combinacién con un agente efectivo bara el tratamiento de
HBV. El agente efectivo para el tratamiento de HBV puede ser
cualquier agente conocido por los expertos en este campo. Los
agentes de ejemplo se describen en la presente. En ciertas
realizaciones, el compuesto del indol se puede administrar a un
hospedero co-infectado con VIH y HCV en combinaciéon con un
agente efectivo para el tratamiento de HCV. El agente efectivo para
el tratamiento del virus de hepatitis C puede ser cualquier agente
conocido por los expertos en este campo.

[00115] En ciertas realizaciones, el compuesto del indol se
administra en combinacién y/o alternado con uno o mas agentes que
son metabolizados por la mono-oxigenasa de citocromo P450. EI

agente puede ser cualquier agente conocido por las personas de
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experiencia en este campo por ser metabolizado por una mono-
oxigenasa de citocromo P450. Los agentes de ejemplo se describen
en la presente. En ciertas realizaciones, el citocromo P450 es el
citocromo P450 3A4, el citocromo P450 2C8, o el citocromo P450
2C9.

[00116] En la terapia de combinacién, se administran
dosificaciones efectivas de dos o mas agentes juntos, mientras que
durante la terapia alternada se administra una dosificacion efectiva
de cada agente en serie. Las dosificaciones dependeran de las tasas
de absorcién, inactivacion, y excrecién de los farmacos, asi como de
otros factores conocidos por los expertos en la materia. Los valores
de dosificacion también variaran con la gravedad de la condiciéon que
se vaya a aliviar. Para cualquier individuo particular, los regimenes y
programas de dosificacion especificos se deben ajustar a través del
tiempo para satisfacer las necesidades del individuo y el juicio
profesional de la persona que administre o supervise Ila
administraciéon de las composiciones.

[00117] La resistencia a farmacos se presenta mas tipicamente
mediante la mutacién de un gen que codifique para una enzima
utilizada en el ciclo de la réplica viral. Se ha demostrado que la
eficacia de un farmaco contra el VIH se puede prolongar,  aumentar o
restablecer mediante la administracion del compuesto en
combinacion o alternado con un segundo, y tal vez un tercer
compuesto antiviral que induzca mutaciones diferentes de aquélla

seleccionada por el farmaco principal. Estas combinaciones de
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farmacos reducen simultaneamente la posibilidad de resistencia a
cualquier farmaco individual y cualesquiera efectos téxicos
asociados. De una manera alternativa, la farmacocinética,
biodistribucién, u otros parametros del farmaco se pueden alterar
mediante esta terapia de combinacién o alternada. Por ejemplo, el
uso de una combinacion de farmacos puede permitir que un farmaco
individual dentro de esa combinacién sea dado en una dosificacién
mas baja que la que se requeriria cuando se administre el farmaco
como un producto monoterapéutico. De la misma manera, cuando se
combinan farmacos que se dirigen a diferentes etapas del ciclo de
vida viral, existe la posibilidad de potenciar sus efectos. Mas atlin, el
uso de las combinaciones de farmacos podria reducir o eliminar los
efectos secundarios indeseables de un solo farmaco, mientras que
todavia produzca la actividad anti-viral. En general, se prefiere
tipicamente la terapia de combinacion sobre la terapia alternada,
debido a que aplica multiples presiones simultaneas sobre el virus.
Agentes de HCV

[00118] Los interferones (IFNs) para el tratamiento de hepatitis
crénica han estado disponibles comercialmente durante casi una
década, y forman la base de las terapias aprobadas para el HCV
actualmente disponibles. Los interferones son glicoproteinas
producidas por las células inmunes en respuesta a las infecciones
virales. Inhiben la réplica de un numero de virus, incluyendo HCV, y
cuando se utilizan como el unico tratamiento para la infeccién de

hepatitis C, los interferones algunas veces pueden suprimir el ARN
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de HCV hasta niveles indetectables. También, los interferones

‘pueden normalizar los niveles de aminotransferasa en suero.

Desafortunadamente, el efecto de los interferones es temporal, y se
presenta una respuesta sostenida en solamente el 8 al 9 por ciento
de los pacientes crénicafnente infectados con el virus de hepatitis C
(Gary L. Davis, Gastroenterology, 2000, 1718: S104-S114). La
mayoria de los pacientes, sin embargo, tienen dificultades para
tolerar el tratamiento con interferon, el cual provoca graves sintomas
tipo gripe, pérdida de peso, y falta de energia y de estamina.

[00119] Muchas patentes dan a conocer tratamientos para
Flaviviridae, incluyendo el virus de hepatitis C, que utilizan terapias
basadas en interferones. Por ejemplo, La Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica Numero 5,980,884 a Blatt y colaboradores,
da a conocer métodos para el re-tratamiento de los pacientes
afligidos con el virus de hepatitis C, utilizando interferon en
consenso. La Patente de los Estados Unidos de Norteamérica
Ndamero 5,942,223 a Bazer y colaboradores, da a conocer una terapia
contra el virus de hepatitis C utilizando el interferén-tau ovino o
bovino. La Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numero
5,928,636 a Alber y colaboradores, da a conocer la terapia de
combinacion de interleucina-12 e interferén-alfa, para el tratamiento
de enfermedades infecciosas, incluyendo el virus de hepatitis C. La
Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numero 5,849,696 a
Chretien y colaboradores, da a conocer el uso de timosinas, solas o

en combinacién con interferén, para el tratamiento del virus de
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hepatitis C. La Patente de los Estados Unidos de Norteamérica
Namero 5,830,455 a Valtuena y colaboradores, ensefia una terapia
de combinacion para el virus de hepatitis C que emplea interferén y
un eliminador de radicales libres. La Patente de los Estados Unidos
de Norteamérica Numero 5,738,845 a Imakawa enserfia el uso de las
proteinas humanas de interferén-tau para el tratamiento del virus de
hepatitis C. Otros tratamientos basados en interferones para el virus
de hepatitis C se dan en la Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica Niumero 5,676,942 a Testa y colaboradores, y en la
Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Namero 5,372,808 a
Blatt y colaboradores; un numero de patentes también dan a conocer
las formas pegiladas de los interferones y su uso, tales como, por
ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica
Nimeros 5,747,646; 5,792,834; y 5,834,594 todas a Hoffmann-
LaRoche, Inc.; las Publicaciones Internacionales del TCP Numeros
WO 99/32139 y WO 99/32140 a Enzon; la Publicacion Internacional
Ndmero WO 95/13090 y las Patentes de los Estados Unidos de
Norteameérica Nameros 5,738,846 y 5,711,944 a Schering
Corporation; y la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica
Numero 5,908,621 a Glue y colaboradores.

[00120] El interferén alfa-2a y el interferén alfa-2b actualmente
estan aprobados como una monoterapia para el tratamiento del virus
de hepatitis C. ROFERON®-A de Roche es la forma recombinante del
interferon alfa-2a. PEGASYS® de Roche es la forma pegilada o

modificada con polietilenglicol de! interferén alfa-2a. INTRON® A de
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Schering Corporation es la forma recombinante del interferén alfa-2b,
y PEG-INTRON® de Schering Corporation es la forma pegilada del
interferén alfa-2b.

[00121] Otras formas de interferén alfa asi como de interferon
beta, gamma, tau y omega, estan actualmente en desarrollo para el
tratamiento del virus de hepatitis C. Los ejemplos incluidos en la
presente son |INFERGEN, interferon alfacon-1, por InterMune;
OMNIFERON, un interferén natural, por Viragen; ALBUFERON por
Human Genome Sciences; REBIF, interferon beta-1a, por Ares-
Serono; Interferon Omega por BioMedicine; Interferon Alfa Oral por
Amarillo Biosciences; e interferones gamma, tau y gamma 1-b por
InterMune.

[00122] La ribavirina (1-B-D-ribofuranosil-1-1,2,4-triazolil-3-
carboxamida) es un analogo de nucledsido antiviral de amplio
espectro, sintético, no inductor de interferén, vendido bajo el nombre

comercial Virazol (The Merck Index, 11% Ediciéon, 1989, Editor:

Budavari, S., Merck & Co., Inc., Rahway, NJ; pagina 1304). Véase la
Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Namero 3,798,209 y
REZ29,835. Estructuralmente, la ribavirina es similar a la guanosina, y
tiene actividad in vitro contra varios virus de ADN y ARN, incluyendo
Flaviviridae (Gary L. Davis, 2000, Gastroenterology, 118: S104-
S114).

[00123] La ribavirina reduce los niveles de amino-transferasa en
suero hasta los normales en el 40 por ciento de los pacientes, pero

no reduce los niveles en suero del ARN de HCV (Gary L. Dauvis,
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2000, Gastroenterology, 118: S104-S114). Por consiguiente, la
ribavirina sola no es efectiva para reducir los niveles del ARN viral.
En adicion, la ribavirina tiene una toxicidad significativa, y se sabe
que induce anemia. No estd aprobada para la monoterapia contra el
virus de hepatitis C, pero se ha aprobado en combinacién con
interfer6n alfa-2a o interferén alfa-2b para el tratamiento del virus de
hepatitis C.

[00124] La norma actual de cuidado para la hepatitis C crénica
es la terapia de combinacién con un interferén alfa y ribavirina. Los
estudios han demostrado que mas pacientes con el virus de hepatitis
C responden a la terapia de cdmbinaci()n con interferéon-alfa
pegilado/ribavirina que a la terapia de combinacién con el interferén
alfa no pegilado. Sin embargo, como con la monoterapia, se
desarrollan efectos secundarios significativos durante la terapia de
combinacion, incluyendo hembdlisis, sintomas tipo gripe, anemia, y
fatiga (Gary L. Davis, 2000, Gastroenterology, 118: S104-S114).
[00125] La terapia de combinacién con capsulas de PEG-
INTRON® (peginterferon alfa-2b) y REBETOL® (Ribivarina, USP) esta
disponible en Schering Corporation. EI REBETOL® de Schering
Corporation también ha sido aprobado en combinaciéon con INTRON®
A (interfer6n alfa-2b recombinante de Schering Corporation).
PEGASYS® de Roche (interferon alfa-2a pegilado) y COPEGUS®
(ribavirina) también han sido aprobados para el tratamiento de
infeccion por el virus de hepatitis C.

[00126] Las Publicaciones Internacionales del TCP Ndmeros WO

QN
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99/59621, WO 00/37110, WO 01/81359, WO 02/32414 y WO
03/024461 todas a Schering Corporation, dan a conocer el uso de la
terapia de combinacién con interferon alfa pegilado y ribavirina para
el tratamiento de infeccion por el virus de hepatitis C. Las
Publicaciones Internacionales del TCP Numeros WO 99/15194, WO
99/64016 y WO 00/24355 todas a Hoffmann-LaRoche, Inc., también
dan a conocer el uso combinado del interferon alfa pegilado vy
ribavirina para el tratamiento de la infeccion por el virus de hepatitis
C.

[00127] Estan en desarrollo nuevos agentes antivirales para el
tratamiento de infecciones por Flaviviridae, en especial para
infecciones por hepacivirus HCV. Se estan estudiando inhibidores
especificos de las enzimas derivadas del virus de hepatitis C, como
proteasa, helicasa, y polimerasa. También se estan investigando los
farmacos que inhiben pasos en la réplica del virus de hepatitis C, e
incluyen farmacos que bloquean la produccion de los antigenos del
virus de hepatitis C del ARN (inhibidores IRES), farmacos que
impiden el procesamiento normal de las proteinas del virus de
hepatitis C (inhibidores de glicosilaciéon), farmacos que bloquean la
entrada del virus de hepatitis C en las células tal como mediante el
bloqueo de sus receptores, y agentes citoprotectores no especificos
que bloquean la lesion celular causada por la infecciéon viral. Mas
aun, se estan investigando planteamientos moleculares para tratar
la infeccién por el virus de hepatitis C. Por ejemplo, se estan

conduciendo estudios de ribozimas, enzimas que descomponen las
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moléculas del ARN viral especificas, y oligonucieétidos anti-sentido,
los cuales son pequefios segmentos complementarios del ADN que
se enlazan a, e inhiben, el ARN viral. Se puede encontrar una
revision de los tratamientos del virus de hepatitis C en Bymock y
colaboradores, Antiviral Chemistry & Chemotherapy, 2000, 11: 2, y
de Francesco y colaboradores, Antiviral Res., 2003, 58: 1-16.
[00128] Otras clases de farmacos que se estan desarrollando
para tratar infecciones de Flaviviridae e infecciones de hepatitis C
incluyen en particular:
1) Inhibidores de proteasa:

a. Los inhibidores de proteasa NS3 basados en el
sustrato son dados a conocer por Attwood y colaboradores, en la
Publicacion Internacional Numero WO 98/22496 y en la Patente
Alemana Numero DE 19914474; por Attwood y colaboradores, en
Antiviral Chemistry and Chemotherapy, 1999, 10: 259-273; y por
Tung y colaboradores, en la Publicacién Internacional Numero WO
98/17679, la cual incluye alfa-quetoamidas e hidrazino-ureas;

b. Los inhibidores de sustrato que terminan en un
electrofilo como acido borénico o fosfonato son mostrados por
Llinas-Brunet y colaboradores, en la Publicacion Internacional
Numero WO 99/07734;

C. Los inhibidores de proteasa NS3 no basados en
sustrato, tales como los derivados de 2,4,6-trihidroxi-3-nitro-
benzamida, RD3-4082 y RD3-4078 (el primero sustituido sobre la

amida con una cadena de carbono-14, y teniendo el ultimo un grupo
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para-fenoxi-fenilo), mostrados por Sudo vy colaboradores, en
Biochemical and Biophysical Res. Comm., 1997, 238: 643-7, y en
Antiviral Chemistry and Chemotherapy, 1998, 9: 186;

d. Sch 68631, una fenantren-quinona, dada a conocer
por Chu y colaboradores, en Tetrahedron Letters, 1996, 37: 7229-32,
y Sch 351633, aislado a partir del hongo Penicillium griseofulvum,
dado a conocer por Chu y colaboradores, en Bijoorganic and
Medicinal Chem. Lett., 9: 1949-52;

e. Eglina ¢, una macromolécula aislada a partir de
sanguijuela, que exhibe una inhibicién de potencia nanomolar contra
varias proteasas de serina como las proteasas A y B de S. griseus,
a-quimiotripsina, quimasa, y subtilisina, como es dado a conocer por
Qasim y colaboradores, Biochemistry, 1997, 36: 1598-1607;

f. Los inhibidores de proteasa de cisteina para inhibir
la endopeptidasa-2 del virus de hepatitis C, como se da a conocer en
la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numero 6,004,933
a Spruce y colaboradores;

g. Los inhibidores sintéticos de proteasa NS3 o del co-
factor NS4A del virus de hepatitis C que son subsecuencias de los
sustratos utilizados por la proteasa y/o el co-factor, como se muesfra
en la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numero
5,990,276 a Zhang y colaboradores;

h. Las enzimas de restriccion para tratar el virus de
hepatitis C, como se dan a conocer en la Patente de los Estados

Unidos de Norteamérica Numero 5,538,865 a Reyes y colaboradores;
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i. Los péptido‘s tales como inhibidores de proteasa de
serina NS3 del virus de hepatitis C, como se muestra en la
Publicaciéon Internacional Numero WO 02/008251 a Corvas
International, Inc., y en las Publicaciones Internacionales Numeros
WO 02/08187 y WO 02/008256 a Schering Corpbration;

j. Los inhibidores de tripéptidos del virus de hepatitis
C, como se dan a conocer en las Patentes de los Estados Unidos de
Norteamérica Numeros 6,534,523; 6,410,531; y 6,420,380 a
Boehringer Ingelheim y en la Publicaciéon Internacional Nimero WO
02/060926 a Bristol Myers Squibb;

k. Los péptidos de diarilo como los inhibidores de
proteasa de serina del virus de hepatitis C, como es ensefiado por
Schering Corporation en la Publicaciéon Internacional Numero WO
02/48172;

. Las imidazolidinonas como los inhibidores de
proteasa de sérina NS3 del virus de hepatitis C, como se dan a
conocer en la Publicacién Internacional Nimero WO 02/08198 a
Schering Corporation y en la Publicacién Internacional Numero WO
02/48157 a Bristol Myers Squibb; vy

m. Los inhibidores de proteasa del virus de hepatitis C,
como son ensefiados por Vertex Pharmaceuticals en la Publicacion
Internacional Namero WO 98/17679 y por Bristol Myers Squibb en la
Publicaciéon Internacional Numero WO 02/48116.

2) Derivados de tiazolidina que muestran una inhibicién

relevante en un ensayo de HPLC en fase inversa con una proteina de
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fusion de NS3/4A y el sustrato de NS5A/5B, como es demostrado por
Sudo y colaboradores, Antiviral Res., 1996, 32: 9-18, en especial los
compuestos RD4 6205, RD4 6193, y RD-1-6250 que tienen una
fraccion de cinamoilo fusionada sustituida por una cadena de alquilo
larga;

3) Tiazolidinas y benzanilidas, como son dadas a conocer
por Kakiuchi y colaboradores, J. EBS Letters, 421: 217-220, y por
Takeshita y colaboradores, Analytical Biochemistry, 1997, 247: 242-
46;

4) Inhibidores de helicasa, como son dados a conocer por
Diana y colaboradores, en la Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica Numero 5,633,358 y en la Publicaciéon Internacional
Numero WO 97/36554;

5) Inhibidores de polimerasa de nucleétido y gliotoxina,
como son mostrados por R. Ferrari y colaboradores, J. Virology,
1999, 73: 1649-54;

6) Cerulenina, un producto natural mostrado por V. Lohmann
y colaboradores, Virology, 1998, 249: 108-118;

7) Oligodesoxinucledétidos de fosforotioato anti-sentido (S-
ODN) complementarios para los estiramientos de secuencia en el 5'
no codificante (NCR) del virus de Flaviviridae como es demostrado
por M. Alt y colaboradores, Hepatology, 1995, 22: 707-717;

8) Los nucledtidos 326-348 que comprenden el extremo 3’
del NCR, y los nucle6tidos 371-388 localizados en la region

codificante del nucleo del ARN de HCV, como es mostrado por M. Alt

&\)



10

15

20

25

62

y colaboradores, Archives of Virology, 1997, 142: 589-599; Galderisi
y colaboradores, J. of Cellular Physiology, 1999, 181: 251-257;

9) Inhibidores de la traduccién dependiente de IRES, como
son dados a conocer por lkeda y colaboradores, Patente Japonesa
Numero JP-08268890, e Y. Kai y colaboradores, Patente Japonesa
Numero JP-10101591;

10) Ribozimas, tales como ribozimas resistentes a nucleasa,
como son mostradas por D. D. Maccjak y colaboradores, Hepatology,
1999, 30: Extracto Numero 995; Barber y colaboradores, en la
Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numero 6,043,077; y
Draper y colaboradores, en las Patentes de los Estados Unidos de
Norteamérica Numeros U.S. 5,869,253 y 5,610,054;

11) Anéalogos de nucleodsidos, incluyendo el wuso de
nucleésidos ramificados en el tratamiento de flavivirus, pestivirus, y
hepacivirus, como es mostrado por Idenix Pharmaceuticals en las
Publicaciones Internacionales Numeros WO 01/92282 y WO
01/90121, en las Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica
Ndameros U.S. 6,812,219 y U.S. 6,914,054, en donde se da a conocer
un método para el tratamiento de infecciéon por hepatitis C, pestivirus
y/o flavivirus en séres humanos y otros animales hospederos, el cual

incluye administrar una cantidad efectiva de nucledsidos -D o B-L

1', 2', 3', o 4'-ramificados biolégicamente activos, o una sal

farmacéuticamente aceptable o un derivado de los mismos,
administrados ya sea solos o bien en combinacién con otro agente

antiviral, opcionalmente en un vehiculo farmacéuticamente
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aceptable. Los analogos de nucledsidos también se encuentran en
las Publicaciones Internacionales Numer_os WO 01/32153 y WO
01/60315 a BioChem Pharma, Inc. (ahora Shire Biochem, Inc.); en
las Publicaciones Internacionales Numeros WO 02/057425 y WO
02/057287 presentadas por Merck & Co., Inc.; en la Publicacion
Internacional Numero WO 02/18404 por Roche; en ias Publicaciones
Internacionales Numeros WO 01/79246, WO 02/32920, y WO
02/48165 de Pharmasset, Ltd.; y en la Publicacién Internacional
Nimero WO 99/43691 a Emory University. En la Sesion Oral V, Virus
de Hepatitis C, Flaviviridae, 16" International Conference on
Antiviral Research, Abril 27, 2003, Savannah, GA, Eldrup vy
colaboradores describieron nucleésidos 2'-modificados para Ila
inhibicidén del virus de hepatitis C; los analogos de nucledésidos como
posibles inhibidores de la réplica del ARN del virus de hepatitis C
fueron ensefiados por Bhar y colaboradores, (pagina A75), en donde
el autor reportd que los nucledsidos 2'-modificados demuestran una
potente actividad inhibidora en los ensayos de replicones basados en
celulas; el efecto de los nucled6sidos 2’-modificados sobre la réplica
del ARN del virus de hepatitis C fue reportado por Olsen vy
colaboradores, (pagina A76).

12) Se estan desarrollando compuestos varios para tratar las

infecciones por Flaviviridae y las infecciones por hepatitis C que'

incluyen en particular: 1-amino-alquil-ciclohexanos como se
describen en la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica

Ndamero 6,034,134 a Gold y colaboradores; lipidos de alquilo,
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vitamina E y otros antioxidantes en la Patente de los Estados Unidos
de Norteamérica Numero 5,922,757 a Chojkier y colaboradores;
escualeno, amantadina, y acidos biliares, como se muestran en la
Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numero 5,846,964 a
Ozeki y colaboradores; N-(fosfono-acetil)-L-acido aspartico vy
piperidinas, como se encuentran en la Patente de los Estados Unidos
de Norteamérica Numero 5,830,905 a Diana y colaboradores;
bencen-dicarboxamidas como se dan a conocer en la Patente de los

Estados Unidos de Norteamérica Numero 5,633,388 a Diana vy

" colaboradores; derivados de poli-acido adenilico, como se describen

en la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Numero
5,496,546 a Wang y colaboradores; 2’,3’-didesoxi-inosina, como se
encuentra en la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica
Numero 5,026,687 a Yarchaon y colaboradores; bencimidazoles
como se demuestran en la Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica NGmero 5,891,874 a Colacino y colaboradores; vy
extractos de plantas, como se muestran en la Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica Numero 5,837,257 a Tsai y colaboradores, y
la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Niumero 5,725,859
a Omer y colaboradores;

13) Los compuestos que sé encuentran actualmente en
desarrollo pre-clinico o clinico para el tratamiento del virus de
hepatitis C incluyen: Interleucina-10 por Schering Plough; IP-501 por
Interneuron; Merimebodib (VX-497). por Vertex; AMANTADINE®

(Symmetrel) por Endo Labs Solvay; HEPTAZYME® por RPI; IDN-6556

¥



10

15

20

25

65

por Idun Pharmaceuticals; XTL-002 por XTL; HCV/MF59 por Chiron;
CIVACIR® (Inmunoglobulina de Hepatitis C) por NABI; LEVOVIRIN®
por ICN/Ribapharm; VIRAMIDINE® por ICN/Ribapharm (Valeant);
ZADAXIN® (timosina alfa-1) por Sci Clone; timosina mas interferén
pegilado por Sci Clone; CEPLENE® (diclorhidrato de histamina) por
Maxim; VX 950/LY 570310 por Vertex/Eli Lilly; ISIS 14803 por isis
Pharmaceutical/Elan; JTK 003 por AKROS Pharma; BILN-2061 por
Boehringer Ingelheim; CellCept (micofenolato-mofetil) por Roche;
T67 (inhibidor de R-tubulina) por Tularik; una vacuna terapéutica
dirigida a E2 por Innogenetics; FK788 por Fujisawa Healthcare, Inc.;
IdB 1016 (Siliphos, fitosoma oral de silibina-fosfatidil-colina); un
inhibidor de la réplica del ARN VP50406 por ViroPharma/Wyeth;
vacunas terapéuticas por Intercell and Epimmune/Genencor; un
inhibidor de IRES por Anadys; ANA 245 y ANA 246 por Anadys;
inmunoterapia “Therapore” por Avant; inhibidores de proteasa por
Bristol Myers Squibb/Axys y Corvas/Schering; un inhibidor de
helicasa por Vertex; un inhibidor de fusién por Trimeris; terapia de
células-T por CellExSys; inhibidor de polimerasa por Biocryst;
quimica de ARN dirigida por PTC Therapeutics; Dication por
Immtech, International; inhibidores de proteasa por Agouron vy
Chiron/Medivir; terapias anti-sentido por AVI BioPharma and
Hybridon; un hemopurificador por Aethlon Medical; una vacuna
terapéutica por Merix; “Chron-VacC”, una vacuna terapéutica, por
Tripep; UT 231B por United Therapeutics; inhibidores de proteasa,

helicasa y polimerasa por Genelabs Technologies; inhibidores de
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IRES por Immusol; R803 por Rigel Pharmaceuticals; INFERGEN®
(interferén alfacon-1) por InterMune; OMNIFERON® (interferén
natural) por Viragen; ALBUFERON® por Human Genome Sciences;
REBIF® (interferén beta-1é) por Ares-Serono; Interferébn Omega por
BioMedicine; Interferén Alfa Oral por Amarillo Biosciences;
interferones gamma, tau y gamma-1b por InterMune; interferén en
consenso por Valeant; Nexavar por Onyx Pharmaceuticals; PI-88 por
Progen Industries; transfarmaco de doxorrubicina por BioAlliance
Pharma; JBK-122 por Jenken Biosciences; Valopicitabina por Idenix;
VGX-410C por VGX Pharmaceuticals; Celgosivir por Migenix; Suvus
por Bioenvision; Multiferon por Viragen; interferon omlega por
Intarcia; INNOO101 (E1) por Innogenetics; PF-03491390 por Pfizer;
_interfer()n medusa por Flamel Technologies; 1C41 por Intercell; SCH
503034 por Schering; G126270 por GlaxoSmithKline; GV1001 por
Pharmexa; R1626 por Roche; Maxygen/Roche; R7128 por
Pharmasset/Roche; Belerofon por Nautilus Biotech; Alinia por
Romark; Bavituximab por Peregrine; Interferén alfa Oral por Amarillo
Biosciences; NOV-205 por Novelos; CGI 5005 por Globelmmune;
HCV-796 por ViroPharma/Wyeth; HCV/MF59 por Chiron /Norvartis;
EMZ702 por Transition Therapeutics; AVI-4065 por Biopharma;
ANAQ75 por ANADYS; MitoQ por Antipodean Pharmaceuticals, Inc;
ACH-0137171 por Achillion Pharmaceuticals; R1626 por Roche; XTL-
2125 por XTL; XTL-6865 por XTL; BLX-883 por Biolex Therapeutics /
OctoPlus; DEBIO-025 por DEBIO; y UT-231B por United

Therapeutics; y

AN
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14) Pro-fairmacos de nucleésidos como se describen
anteriormente para el tratamiento de otras formas de hepatitis,
incluyendo 2’-desoxi--L-nucledésidos y sus 3'-pro-farmacos para el
tratamiento del virus de hepatitis B, como se dan a conocer en las
Publicaciones Internacionales Numeros WO 00/09531 y WO 01/96353
a ldenix Pharmaceuticals; y ésteres terapéuticos de aciclovir, como
se muestran en la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica
Numero 4,957,924 a Beauchamp.

[00129] Otros ejemplos de agentes antivirales que se pueden
utilizar en combinacion y/o alternadamente con los compuestos que
se dan a conocer en la presente incluyen, pero no se limitan a, los
agentes tales como VX-950 e interferon. Los interferones que se
pueden utilizar incluyen los productos de interferéon alfa-2b de
Schering-Plough, Intron® A y PEG-Intron™?; y Co-Pegasus vy
PEGASYS (interferén alfa—2a pegilado) de Hoffman La Roche.
Agentes de Hepatitis B

[00130] El agente de hepatitis B puede ser cualquier agente
conocido por las personas de experiencia en este campo como
efectivo para el tratamiento de la infeccién por hepatitis B en un
hospedero que lo necesite. En ciertas realizaciones, el agente de
hepatitis B es interferén-alfa (Intron A, Schering-Plough), interferdn
pegilado (Pegasys, Roche), lamivudina (Epivir-HBV, Zeffix, o
Heptodina, Glaxo-Smithkline), adefovir-dipivoxil (Hepsera, Gilead),
entecavir (Baraclude, Bristol-Myers-Squibb), telbivudina (Tyzeka o

Sebivo, Idenix) o inmunoglobulina del virus de hepatitis B (HiperHEP
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S/D, Talecris; Nabi-HBV, Nabi; Hepa Gam B, Cangene).

[00131] En ciertas realizaciones, el agente de hepatitis B es FTC
(Emtricitabina, Gilead), L-FMAU (Clevudina, Pharmasset; Levovir,
Bukwang), tenofovir (Viread, Gilead), monoval LdC (Valtorcitabina,
Idenix), DAPD (Amdoxovir, RFS Pharm LLC),
Ana 380 (LB80380, Anadys), remofovir (Pradefovir, Schering-
Plough), racivir (RCV, Pharmasset), BAM-205 (NOV-205, Novelos),
XTL-001 (HepeX-B, XTL Biopharm, Cubist), nitoxanida (Alinia,
Romark Labs), UT 231-B (United Therapeutics), Bay 41-4109
(Bayer), EHT899 (Enzo Biochem), timosina alfa-1 (Zadaxina,
SciClone), Hi-8 HBV (Oxxon), eiRNA (HepX, Nucleonics), HepaVaxx
B (Virexx), Vacuna de Antigeno de Nucleo del Virus de Hepatitis B
(Emergent Europe), o SpecifEx-HepB (Cromos).

Otros agentes antivirales

[00132] Cualquiera de los tratamientos virales descritos en los
Antécedentes de la Invenciéon en cualquier otra parte de la presente,
se pueden utilizar en combinacién o alternadamente con los
compuestos descritos en esta memoria descriptiva. Los ejemplos no
limitantes incluyen: a) inhibidores de proteasa; b) derivados de
tiazolidina; c) inhibidores de helicasa; d) benzanilidas; e) fenantren-
quinonas; f) inhibidores de polimerasa y gliotoxina; g)
oligodesoxinucleétidos de fosforotioato anti-sentido (S-ODN); h)
inhibidores de la traduccion dependiente de IRES; i) ribozimas; j)
analogos de nucleésidos; k) analogos de nucleésidos disustituidos

como son dados a conocer por ldenix Pharmaceuticals en las
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Publicaciones Internacionales Nimeros WO 01/90121, WO 01/92282,
WO 04/00300, WO 04/002999, y WO 04/002422; |I) analogos de 2’-
fluoro-nucleésidos; m) 1-NH,-alquil-ciclohexanos; n) lipidos de
alquilo; o) vitamina E y otros antioxidantes; p) escualeno,
amantadina y acidos biliares; q) N-(fosfonoacetil)-L-acido aspartico;
r) bencen-dicarboxamidas; s) derivados de poli-acido adenilico; t)
bencimidazoles; u) 2’,3’-didesoxi-inosina; v) extractos de plantas; w)
piperidinas; y x) otros compuestos actualmente en desarrollo pre-
clinico o clinico para el tratamiento de pestivirus, flavivirus y/o
hepacivirus, incluyendo ribavirina y las familias de los interferones.
[00133] El segundo agente antiviral para el tratamiento de VIH
puede ser, por ejemplo, un inhibidor de proteasa, un inhibidor de
integrasa de VIH, un inhibidor de quimiocina, o un inhibidor de
transcriptasa inversa (“RTI”), el ultimo de los cuales puede ser ya
sea un inhibidor de transcriptasa inversa de nucledsido sintético
(“NRTI") o bien un inhibidor de transcriptasa inversa que no es de
nucledésido (“NNRTI”). En otras realizaciones, un segundo o tercer
compuesto puede ser un analogo de pirofosfato o un inhibidor de
enlace de fusion. Se encuentra una lista que compila los datos de
resistencia recopilados in vitro e in vivo para ciertos compuestos
antivirales en Schinazi y colaboradores, Mutations in retroviral genes
associated with drug resistance, International Antiviral News, 1997,
5(8).

[00134] En ciertas realizaciones, el compuesto del indol se

administra en combinacién y/o alternado con FTC (2’,3’-didesoxi-3’-

80O
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tia-5-fluoro-citidina); 141W94 (amprenavir, Glaxo Wellcome, Inc.);
Viramune (nevirapina); Rescriptor (delavirdina); DMP-266
(efavirenz); DDI (2’,3’-didesoxi-inosina); 3TC (3'-tia-2',3’-didesoxi-
citidina); DDC (2’,3’-didesoxi-citidina), abacavir (1592U89), el cual es
(1S,4R)- succinato de 4-[(2-amino-6-ciclopropil-amino)-9H-purin-9-il}-
2-ciclopenten-1-metanol, Tenofovir DF (Viread), D4T, o AZT.

[00135] Otros ejempios de agentes antivirales que se pueden
utilizar en combinacion y/o alternadamente con los compuestos que
se dan a conocer en la presente incluyen, pero no se limitan a,
foscarnet; carbovir; aciclovir; interferon; inhibidores de fusion, tales
como enfuvirtida; y nucleésidos de R-D-dioxolano, tales como R-D-
dioxolanil-guanina (DXG), R-D-dioxolanil-2,6-diamino-purina (DAPD),
y [RB-D-dioxolanil-6-cloro-purina (ACP). Los interferones que se
pueden utilizar incluyen los productos de interferéon alfa-2b de
Schering-Plough, Intron® A y PEG-Intron™?; y Co-Pegasus vy
PEGASYS (interferén alfa—2a pegilado) de Hoffman La Roche. Las
combinaciones con las cuales se pueden administrar los 3-
fosfoindoles incluyen Epzicom (ABC+3TC), Trizivir (ABC + 3TC +
AZT), Truvada (FTC +Viread), y Combivir (AZT+3TC).

[00136] Los ejemplos de los inhibidores de proteasa que se
pueden utilizar en combinacién y/o alternadamente con los
compuestos que se dan a conocer en la presente incluyen, pero no
se limitan a, indinavir ({1(1S,2R),5(S)}-sulfato de 2,3,5-tridesoxi-N-
(2,3-dihidro-2-hidroxi-1H-inden-1-il)-5-[2-[[(1,1-dimetil-etil)-amino]-

carbonil]-4-(3-piridinil-metil)-1-piperazinil]-2-(fenil-metil)-D-eritro-

-1
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pentoamida; Merck & Co., Inc.); nelfinavir (Agouron); ritonavir
(Abbott Labs), saquinavir (Roche); Amprenavir; Atazanavir;
Fosamprenavir; Kaletra; y DMP-450 bismesilato de {{4R-4(r-a,5-a,6-
b,7-6)-hexahidro-5,6-bis-(hidroxi)-1,3-bis-(3-amino)-fenillmetil-4,7-

bis-(fenil-metil)-2H-1,3-diazepin-2-ona} (Triangle Pharmaceuticals,

“Inc.).

[00137] Otros compuestos que se pueden administrar en
combinacion o alternadamente con el fosfoindol para aumentar sus
propiedades antivirales incluyen (1S,4R)- succinato de 4-[2-amino-6-
ciclopropil-amino-9H-purin-9-il]-2-ciclopenten-1-metanol (1592U89,
un analogo de carbovir, de GlaxoSmithKline); BILA 1906 (N-{1S-[[[3-
[2S-{(1,1-dimetil-etil)-amino]-carbonil}-4R-]3-piridinil-metil)-tio]-1-

piperidinil]-2R-hidroxi-1S-fenil-metil)-propil]-amino]-carbonil]-2-metil-
propil}-2-quinolin-carboxamida) (Bio Mega/Boehringer Ingelheim);
BILA 2185 (N-(1,1-dimetil-etil)-1-[2S-[[[2-2,6-dimetil-fenoxi]-1-
oxoetil]-amino]-2R-hidroxi-4-fenil-butil]-4R-tiopiridinil-2-piperidin-

carboxamida) (Bio Mega/Boehringer Ingelheim); BM+51.0836
(derivado de triazolo-isoindolinona), y BMS 186,318 (inhibidor de
proteasa de VIH-1 derivado de aminodiol) (Bristol-Myers Squibb);
d4AP| (9-[2,5-dihidro-5-(fosfono-metoxi)-2-furanil]-adenina) (Gilead);
HBY097 (S-4-isopropoxi-carbonil-6-metoxi-3-[tiometil-metil]-3,4-
dihidro-quinoxalin-2(1H)-tiona); HEPT (1-[(2-hidroxi-etoxi)-metil]-6-
[tiofenil]-timina); KNI-272 (tripéptido que contenia (2S,3S)-acido 3-
amino-2-hidroxi-4-fenil-butirico); L-697,593 (5-etil-6-metil-3-(2-

ftalimido-etil)-piridin-2(1H)-ona); L-732,524 (inhibidor de proteasa de

87
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VIH-1 de hidroxi-amino-pentan-amida) (Merck & Co.); L-697,661 (3-
{[(-4,7-dicloro-1,3-benzoxazol-2-il)-metil]-amino}-5-etil-6-metil-piridin-
2(1H)-ona); L-FDDC ((-)-B-L-5-fluoro-2’,3’-didesoxi-citidina); L-FDOC
((-)-3-L-5-fluoro-dioxolan-citosina); PFA (fosfonoformato; “foscarnet”;
Astra); PMEA (9-(2-fosfonil-metoxi-etil)-adenina) (Gilead); PMPA
((R)-9-(2-fosfonil-metoxi-propil)-adenina) (Gilead); Ro 31-8959
(inhibidor de proteasa de VIH-1 derivado de hidroxi-etil-amina)
(Roche); RPI-3121 (inhibidor de proteasa de peptidilo, 1-[(3S)-3-(n-
alfa-benciloxi-carbonil)-1-asparginil)-amino-2-hidroxi-4-fenil-butiril]-n-
terbutil-1-prolin-amida); 2720 (6-cloro-3,3-dimetil-4-(isopropeniloxi-
carbonil)-3,4-dihidro-quinoxalin-2(1H)-tiona); SC-52151 (inhibidor de
proteasa de isoéster de hidroxi-etil-urea) (G.D. Searle); SC-55389A
(inhibidor de proteasa de isoéster de hidroxi-etil-urea (G.D. Searle);
TIBO R82150 ((+)-(58)-4,5,6,7-tetrahidro-5-metil-6-(3-metil-2-
butenil)-imidazo-[4,5,1-jk]-[1,4]-benzo-diazepin-2(1H)-tiona) (Janssen
Pharmaceuticals); TIBO 82913 ((+)-(5S)-4,5,6,7-tetrahidro-9-cloro-5-
metil-6-(3-metil-2-butenil)-imidazo-[4,5,1-jk]-[1,4]-benzo-diazepin-
2(1H)-tiona' (Janssen Pharmaceuticals); TSAO-m3T ([2’,5-bis-O-
(terbutil-dimetil-silil)-3’-espiro-5’-(4’-amino-1’,2’-oxatiol-2",2’-
di6éxido)]-R-D-pentofuranosil-N3-metil-timina); U90152 (1-[3-[(1-metil-
etil-amino]-2-piridinil]-4-[[5-[(metil-sulfonil)-amino]-1H-indol-2-il]-
carbonil]-piperazina); UC (derivados de tio-carboxanilida) (Uniroyal);
UcC-781 (N-[4-c|oro-3-(3-metiI;2-buteniloxi)-feniI]-2-metiI-3-furan-
carbotioamida); UC-82 (N-[4-cloro-3-(3-metil-2-buteniloxi)-fenil]-2-

metil-3-tiofen-carbotioamida); VB 11,328 (inhibidor de proteasa de
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hidroxi-etil-sulfonamida) (Vertex/Glaxo Wellcome); XM 323 (inhibidor
de proteasa de urea ciclica) (Dupont Merck); y penciclovir. En
todavia otra realizacion, el compuesto del indol de la invencién se
administra en combinacién con el inhibidor de proteasa LG 1350.

[00138] Los siguientes farmacos se pueden utilizar en
combinacién y/o alternadamente con los compuestos de la presente

invencion.

Nombre del Farmaco . Fabricante

3TC, Epivir® lamivudina de marca GlaxoSmithKline

abacavir genérico Ziagen®, ABC, o 1592U89 [ GlaxoSmithKline

ABC, Ziagen® abacavir de marca, o
GlaxoSmithKline

1592U89

ABT-378/r, o Kaletra® lopinavir/ritonavir de
Abbott Laboratories

marca

AG-1549, S-1153, o capravirina (CPV) Pfizer

AG1661, Remune® Inmunégeno de VIH-1 de | Immune Response

marca, o vacuna de Salk Corp.

Agenerase® amprenavir de marca (APV),
GlaxoSmithKline

141W04, o VX-478

aldesleucina genérico Proleukin®, o Chiron Corporation

&8
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Nombre del FaArmaco

Fabricante

Interleucina-2 (IL-2)

amdoxovir, o DAPD

Gilead Sciences

amprenavir genérico Agenerase®, APV,

141W0O4, o VX-478

GlaxoSmithKline

Aptivus®

Boehringer

Ingelheim

APV, Agenerase® amprenavir de marca,

141W094, o VX-478

GlaxoSmithKline

atazanavir genérico Reyataz"®, o BMS-

Bristol-Myers

232632 Squibb
Bristol-Myers
Atripla®

Squibb vy Gilead

AZT, Retrovir® zidovudina de marca (ZDV)

GlaxoSmithKline

Bis-(POC) PMPA, Viread® tenofovir de

marca DF

Gilead Sciences

BMS-232632, o ReyatazM® atazanavir de

marca

Bristol-Myers

Squibb

BMS-56190, o DPC-083

Bristol-Myers

O

\A
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Nombre del Farmaco

Fabricante

Squibb

calanolida A

Sarawak Medichem

capravirina (CPV), AG-1549, o S-1153

Pfizer

Combivir® zidovudina + lamivudina de

marca, o AZT + 3TC

GlaxoSmithKline

CPV (capravirina), AG-1549, o S-1153 Pfizer
Crixivan® indinavir de marca (IDV), o MK-

Merck & Co.
639
d4T, Zerit® estavudina de marca, o BMY- Bristol-Myers

27857

Squibb

DAPD, o amdoxovir

Gilead Sciences

a
O

dC, o Hivid® zalcitabina de marca

Hoffmann-La Roche

ddl, Videx® didanosina de marca, o BMY-

Bristol-Myers

40900 Squibb
delavirdina genérico Rescriptor®, DLV, o U-
Pfizer

90152S8/T

didanosina genérico Videx®, ddl, o BMY-

Bristol-Myers

g6
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Nombre del Farmaco

Fabricante

40900 Squibb
DLV, Rescriptor® delavirdina de marca, o U-
Pfizer

901562S/T

DPC-083, o BMS-56190

Bristol-Myers

Squibb

Droxia® hidroxiurea de marca (HU)

Bristol-Myers

Squibb

efavirenz genérico Sustiva®, o EFV

Bristol-Myers

Squibb

EFV, Sustiva® efavirenz de marca

Bristol-Myers

Squibb

emtricitabina genérico Emtriva“®, o FTC

Gilead Sciences

Emtriva® emtricitabina de marca, o FTC

Gilead Sciences

enfuvirtida genérico Fuzeon"R, o T-20

Trimeris y

Hoffmann-La Roche

Epivir® lamivudina de marca, 6 3TC

GlaxoSmithKline

epoetina alfa (eritropoietina) genérico

Procrit®

Orto Biotech

&9
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Nombre del Farmaco

Fabricante

Epzicom®

GlaxoSmithKline

eritropoietina (epoetina alfa) genérico

Procrit®

Orto Biotech

Fortovase® saquinavir de marca (Soft Gel

Cap), o SQV (SGC)

Hoffmann-La Roche

fosamprenavir, o GW-433908, o VX-175

GlaxoSmithKline

FTC, o Emtriva® emtricitabina de marca

Gilead Sciences

Fuzeon"R enfuvirtida de marca, o T-20

Trimeris and

Hoffmann-La Roche

GW-433908, o fosamprenavir, o VX-175

GlaxoSmithKline

HE2000, o alfa-epibromuro

HollisEden

Pharmaceuticals

Inmunégeno de VIH-1 genérico Remune®,

vacuna de Salk, o AG1661

Immune Response

Corp.

Hivid® zalcitabina de marca, o ddC

Hoffmann-La Roche

HU, o Droxia® hidroxiurea de marca

Bristol-Myers

Squibb
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Nombre del Farmaco

Fabricante

hidroxiurea genérico Droxia®, o HU

Bristol-Myers

Squibb

IDV, Crixivan® indinavir de marca, o MK-639

Merck & Co.

IL-2 (Interleucina-2), o Proleukin®

aldesleucina de marca

Chiron Corporation

indinavir genérico Crixivan®, IDV, o MK-639

Merck & Co.

Interleucina-2 (IL-2), o Proleukin®

aldesleucina de marca

Chiron Corporation

Isentress raltegravir de marca

Merck

Invirase® saquinavir de marca (Hard Gel

Cap), SQV (HGC), o Ro-31-8959

Hoffmann-La Roche

Kaletra® lopinavir/ritonavir de marca, o

ABT-378/r

Abbott Laboratories

lamivudina genérico Epivir®, o 3TC

GlaxoSmithKline

Lexiva®

GlaxoSmithKline

lopinavir/ritonavir genérico Kaletra®, o ABT-

378/r

Abbott Laboratories

N
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Nombre del Farmaco

Fabricante

MK-639, Crixivan® indinavir de marca (IDV)

Merck & Co.
nelfinavir genérico Viracept®, NFV, o AG-

Pfizer
1343
nevirapina genérico Viramune®, NVP, o Bl- Boehringer
RG-587 Ingelheim
NFV, Viracept® nelfinavir de marca, o AG-

Pfizer

1343

Norvir® ritonavir de marca (RTV), o ABT-538

Abbott Laboratories

NVP, Viramune® nevirapina de marca, o Bl- | Boehringer
RG-587 Ingelheim
: Boehringer
PNU-140690, o tipranavir
Ingelheim
Prezista® Tibotec
Progenics
PRO-542

Pharmaceuticals

Procrit® epoetina alfa de marca

(eritropoietina)

Orto Biotech

Proleukin® aldesleucina de marca, o

Chiron Corporation

ap
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Nombre del Farmaco

Fabricante

Interleucina-2 (IL-2)

Remune® Inmundégeno de VIH-1 de marca, o

Immune Response

vacuna de Salk Corp.
Rescriptor® delavirdina de marca (DLV), o
Pfizer

U-90152S/T

Retrovir® zidovudina de marca (ZDV), o AZT

GlaxoSmithKline

ReyatazM® atazanavir de marca, o BMS-
232632

Bristol-Myers

Squibb

ritonavir genérico Norvir®, RTV, o ABT-538

Abbott Laboratories

RTV, Norvir® ritonavir de marca, o ABT-538

Abbott Laboratories

vacuna de Salk, Remune® Inmundégeno de

VIH-1 de marca, o AG1661

Immune Response

Corp.

saquinavir (Hard Gel Cap) genérico

Invirase®, SQV (HGC), o Ro-31-8959

Hoffmann-La Roche

saquinavir (Soft Gel Cap) genérico

Fortovase®, o SQV (SGC)

Hoffmann-La Roche

SCH-C

Schering-Plough

a-]
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Nombre del Farmaco

Fabricante

Selzentry maraviroc de marca

Pfizer

Serostim® somatropina de marca

Serono Laboratories

somatropina genérico Serostim®

Serono Laboratories

SQV (HGC), Invirase® saquinavir de marca

(Hard Gel Cap), o Ro-31-8959

Hoffmann-La Roche

SQV (SGCQC), o Fortovase® saquinavir de

marca (Soft Gel Cap)

Hoffmann-La Roche

estavudina genérico Zerit®, d4T, o BMY-

27857

Bristol-Myers

Squibb

Sustiva® efavirenz de marca (EFV)

Bristol-Myers

Squibb

1-1249

Trimeris y

Hoffmann-La Roche

T-20, o Fuzeon™®R enfuvirtida de marca

Trimeris y

Hoffmann-La Roche

dMR

TIDF, tenofovir DF genérico Virea , 0 Bis-

(POC) PMPA

Gilead Sciences

tenofovir DF (TDF) genérico Viread®, Bis-

Gilead Sciences .
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Nombre del Farmaco

Fabricante

(POC) PMPA

Boehringer
tipranavir, o PNU-140690

Ingelheim
TMC-114 Tibotec-Virco Group
TMC-125 Tibotec-Virco Group

Trizivir® abacavir + zidovudina + lamivudina

de marca (ABC + AZT + 3TC)

GlaxoSmithKline

Truvada®

Gilead

Videx® didanosina de marca, ddl, o BMY-

40900

Bristol-Myers

Squibb

Videx® EC didanosina de marca (ddl):

Bristol-Mvyers

capsulas de liberacién demorada Squibb
Viracept® nelfinavir de marca (NFV), o AG-

Pfizer
1343
Viramune® nevirapina de marca (NVP), o Bl- | Boehringer
RG-587 Ingelheim

Viread® tenofovir DF de marca, o Bis-(POC)

PMPA

Gilead Sciences

Q

\A)
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Nombre del FaArmaco

Fabricante

VX-175, o fosamprenavir, o GW-433908

GlaxoSmithKline

zalcitabina genérico Hivid®, o ddC

Hoffmann-La Roche

ZDV, Retrovir® zidovudina de marca, o AZT

GlaxoSmithKline

Zerit® estavudina de marca, d4T, o BMY-

27857

Bristol-Mvyers

Squibb

Ziagen® abacavir de marca (ABC), o

1592U89

GlaxoSmithKline

zidovudina genérico Retrovir®, AZT, o ZDV

GlaxoSmithKline

[00139]

Los farmacos adicionales que se pueden utilizar en

combinacién y/o alternadamente con los 3-fosfoindoles incluyen:

GW5634 (GSK)

MIV-150

(Medivir/Chiron)

Tipranavir (B-I)

RO033-4649 (Roche)

TMC125 (Tibotec)

GW640385

(GSK/Vertex)

TMC114 (Tibotec)

Elvucitabina (Achillion

Ph.)

Alovudina (FLT) (B-I)
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MIV-210 (GSK/Medivir)

Racivir (Pharmasset)

SPD754 (Shire Pharm.)

Reverset (Incyte Corp.)

FP21399 (Fuji Pharm.)

AMDO70 (AnorMed)

GW873140 (GSK)

BMS-488043 (BMS)

Schering C/D (417690)

PRO 542 (Progenics

Pharm)

TAK-220 (Takeda)

TNX-355 (Tanox)

UK-427,857 (Pfizer)

[00140] Los

combinacion y/o alternadamente con los compuestos de la presente

siguientes

farmacos se

pueden

utilizar

en

invencién.
Nombre de Nombre Nombre del
Uso
Marca Genérico Fabricante
Abelcet, Anfotericina B, antifungico para
varios
Ambisome ABLC aspergilosis
Bactrim, sulfametoxazol y antibiético anti-
varios
Septra trimetoprim protozoarios para
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Nombre de Nombre Nombre del
Uso
Marca Genérico Fabricante
Neumocistis
tratamiento y
prevencion de
carinii pneumonia
antibiético para
prevencion y
Biaxin, Abbott
claritromicina tratamiento de
Klacid Laboratories
Mycobacterium
avium
ganciclovir, antiviral para
Cytovene Roche
DHPG retinitis por CMV
quimioterapia para
daunorrubicina-
Daunoxome sarcoma de Gilead
liposomal
Kaposi
antifungico para
candidiasis,
Diflucan fluconazol Pfizer
meningitis
criptococica
Doxil clorhidrato de quimioterapia para | Orto Biotech
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Nombre de Nombre Nombre del
Uso
Marca Genérico Fabricante
doxorrubicina- sarcoma de
liposomal Kaposi
antiviral para
Famvir famciclovir Novartis
herpes
antiviral para Astra
Foscarnet foscavir herpes, retinitis Pharma-
por CMV ceuticals
inmuno-refuerzo
inmunoglobulina, para prevenir
Gamimune Bayer

gamma- infecciones
N Biologicals
globulina, 1GIV bacterianas en
nifios
sarcoma de
Intron A interferon alfa-2b | Kaposi, hepatitis Schering
C
tratamiento de Roxane
Marinol dronabinol
pérdida de apetito | Laboratories
acetato de tratamiento de Bristol Myers-
Megace
megestrol apetito, pérdida Squibb
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Nombre de Nombre Nombre del
Uso
Marca Genérico Fabricante
de peso
antibidtico anti-
protozoarios para
tratamiento y GlaxoSmith
Mepron atovacuona
prevencién de Kline
Pneumocystis
carinii pneumonia
antibidético anti-
mico-bacteriano Adria
Micobutina,
rifabutina para prevencion Pharma-
Ansamicina
de Mycobacterium ceuticals
avium
antibiético anti-
protozoarios para
NebuPent pentamidina prevencion de Fujisawa

Pneumocystis

carinii pneumonia

Neutrexina

trimetrexato

glucuronato y

leucovorina

antibidtico anti-
protozoarios para

tratamiento de

MedImmune
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Nombre de Nombre Nombre del
Uso
Marca Genérico Fabricante
Pneumocystis
carinii pneumonia
sarcoma de
Ligand
Panretina alitretinoina, gel Kaposi
Pharma-
gel al 0.1 por ciento relacionado con
ceuticals
SIDA
tratamiento de
Procrit, eritropoetina, anemia
Amgen
Epogen EPO relacionada con
terapia con AZT
sarcoma de
Roferon A |interferén alfa-2a | Kaposi y hepatitis Roche
C
somatropina tratamiento de
Serostim Serono
rDNA pérdida de peso
antifungico para
Janssen
, blastomicosis,
Sporanox itraconazol Pharma-
histoplasmosis,
ceuticals

aspergilosis, y
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Nombre de Nombre Nombre del
Uso
Marca Genérico Fabricante
candidiasis
sarcoma de Bristol Myers-
Taxol paclitaxel
Karposi Squibb
antiviral para
Valcyte valganciclovir Roche
retinitis por CMV
cidofovir, antiviral para
Vistide Gilead
HPMPC retinitis por CMV
Vitrasert inserto de antiviral para Bausch &
implante ganciclovir retinitis por CMV Lomb
Vitravene
fomivirsen sodio antiviral para Isis Pharma-
intravitrea
inyeccidén retinitis por CMV ceuticals
inyectable
antibidtico para
Zithromax azitromicina Mycobacterium Pfizer
avium
[00141] Se pueden utilizar los productos que la FDA ha permitido

que procedan como Nuevos Farmacos de Investigacién (IND) para el
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tratamiento de las complicaciones de la infeccion por VIH y del SIDA.
Los siguientes farmacos se pueden utilizar en combinacion y/o
alternadamente con los compuestos de la presente invencion.

. Glucuronato de trimetrexato para el tratamiento de
Pneumocystis carinii pneumonia en los pacientes de SIDA que no
pueden tolerar las formas de tratamiento convencionales.

. Ganciclovir para el tratamiento de retinitis por
citomegalovirus en los pacientes de SIDA.

. Pentamidina aerosolizada para la prevencién de
Pneumocystis carinii pneumonia en los pacientes de SIDA.

. Eritropoietina para el tratamiento de anemia relacionada
con zidovudina.

. Atovacuona para el tratamiento de los pacientes de SIDA
con Pneumocystis carinii pneumonia que son intolerantes o que no
responden al trimetoprim-sulfametoxazol.

o Rifabutin para la profilaxis contra la bacteremia del
complejo de Mycobacterium avium en los pacientes de SIDA.

. Vistida intravenosa cidofovir para las personas infectadas
por VIH con retinitis por citomegalovirus (CMV) recurrente que ha
progresado a pesar del tratamiento (Hoffmann-La Roche).

. Serostim, una hormona de crecimiento humana
recombinante derivada de mamifero, para el tratamiento de
consuncion relacionada con SIDA (Serono Laboratories).

[00142] En las realizaciones particulares, los compuestos que se

dan a conocer en la presente se pueden administrar en combinacion
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o alternadamente con uno, dos o mas agentes contra el VIH
diferentes. En una sub-realizacion, el agente adicional se selecciona
a partir de:

un inhibidor de proteasa opcionalmente seleccionado a partir
de amprenavir, tipranavir, indinavir, saquinavir (incluyendo mesilato
de saquinavir), lopinavir, ritonavir, fosamprenavir, darunavir,
atazanavir (incluyendo la sal de sulfato), y nelfinavir (incluyendo la
sal de mesilato);

un inhibidor de transcriptasa inversa de nucledésidos o de
nucleétidos opcionalmente seleccionado a partir de lamivudina,
emtricitabina, abacavir, zalcitabina, zidovudina, tenofovir (incluyendo
fumarato de tenofovir-disoproxil), didanosina, y estavudina;

un inhibidor de transcriptasa inversa que no es de nucledsidos
opcionalmente seleccionado a partir de delavirdina, efavirenz vy
nevirapina;

una combinacion de dosis fija opcionalmente seleccionada a
partir de Atripla, Combivir, Trizivir y Truvada;

un inhibidor de entrada (tal como un inhibidor de fusién o un
antagonista del co-receptor de CCR5) opcionalmente selveccionado a
partir de maraviroc y enfuvirtida; y

un inhibidor de integrasa, tal como raltegravir (MK-0518) o
elvitegravir (GS-9137).
[00143] Cuando se utiliza un agente contra el VIH adicional,
opcionalmente puede estar en otra forma, tal como una forma de sal,

solvato, hidrato, pro-farmaco, polimorfo, enantiomero y similares. El
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agente contra el VIH adicional también se puede seleccionar a partir
de:

un inhibidor de transcriptasa inversa de nucleésido
opcionalmente seleccionado a partir de amdoxovir, apricitabina, vy
elvucitabina;

un inhibidor de proteasa, el cual es opcionalmente brecanivir o
GS-8374;

un antagonista del receptor de CCR5 opcionalmente
seleccionado a partir de Aplaviroc, PRO2000 y Vicriviroc;

un inhibidor de transcriptasa inversa que no es de nucleédsidos,
el cual es opcionalmente Etravirina (TMC-125), Rilpivirina (TMC-
278), o Calanolida A;

un inhibidor de integrasa, el cual es opcionalmente Elvitegravir,
GSK-364735 o raltegravir; y

un inhibidor de maduracion que es opcionalmente Bevirimat
(PA457);

un inhibidor celular, tal como hidroxiurea;

un inhibidor de entrada, tal como vicriviroc o TNX-355; y

un inhibidor inmuno-basado, tal como Inmunitina (alfa-
epibromuro), proleucina (IL-2), Remune (HIV-1 inmunégeno), BAY
50-4798 o IR103.
Agentes metabolizados por el citocromo P450
[00144] En ciertas realizaciones, un compuesto proporcionado
en la presente se puede administrar en combinacién o

alternadamente con un agente farmacéuticamente aceptable que se
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metaboliza mediante la mono-oxigenasa del citocromo P450. Las
mono-oxigenasas del citocromo P450 datiles de ejemplo incluyen
citocromo P450 2C8, citocromo P450 2C9 y citocromo P450 3A4. En
ciertas realizaciones, los compuestos puros proporcionados en la
presente pueden inhibir la mono-oxigenasa del citocromo P450,
mejorando de esta manera la farmacocinética del agente co-
administrado. En las realizaciones particulares, la isozima de P450
inhibida es CYP3A4. En las realizaciones particulares, el compuesto
de fosfoindol se administra en combinacién con un segundo
compuesto contra el VIH sin la necesidad de un refuerzo de ritonavir.
En las realizaciones particulares, el compuesto de fosfoindol se
administra en combinacion con uno o mas de Atazanavir,

Fosamprenavir, Darunavir, Indinavir, Lopinavir, Nelfinavir,

-Saquinavir, Tipraniavir, o Enfuvirtida.

[00145] En las realizaciones particulares, el compuesto de
fosfoindol se administra en terapia de combinacion con uno o mas
inhibidores de transcriptasa inversa de nucleésidos y/o uno o mas
inhibidores de integrasa.

[00146] El agente farmacéuticamente aceptable que se
metaboliza mediante la mono-oxigenasa del citocromo P450 puede
ser cualquier agente conocido o identificado por los expertos en la
materia. Los compuestos no limitantes de ejemplo que pueden ser
metabolizados por la mono-oxigenasa del citocromo P450 incluyen,
pero no se limitan a, paclitaxel, torsemida, amodiaquina,

cerivastatina y repaglinida (citocromo P450 2C8); ciertos farmacos
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anti-inflamatorio no esteroideos (por ejemplo, diclofenaco,
ibuprofeno, lornoxicam, meloxicam, S-naproxeno, piroxicam,
suprofeno), ciertos agentes hipoglicémicos orales (por ejemplo,
tolbutamida, glipizida), ciertos bloqueadores de angiotensina Il (por
ejemplo, losartan, irbesartan), ciertas sulfonilureas (por ejemplo,
gliburida, glibenclamida, glipizida, glimepirida, tolbutamida,
amitriptilina), celecoxib, fluoxetina, fluvastatina  gliburida,
nateglinida, fenitoina, rosiglitazona, tamoxifeno, torsemida, S-
warfarina (citocromo P450 2C9); ciertos antibidéticos de macrélidos
(por ejemplo, claritromicina, eritromicina, telitromicina), ciertos anti-

arritmicos (por ejemplo, quinidina), ciertas benzodiazepinas (por

ejemplo, alprazolam, diazepam, midazolam, triazolam), ciertos

inmuno-moduladores (ciclosporina, tacrolimus), ciertos antivirales de
VIH (por ejemplo, indinavir, nelfinavir, ritonavir, saquinavir), ciertos
pro-cinéticos (por ejemplo, cisaprida), ciertas antihistaminas (por
ejemplo, astemizol, clorfeniramina, terfenidina), ciertos bloqueadores
del canal de calcio (por ejemplo, amlodipina, diltiazem, felodipina,
lercanidipina, nifedipina, nisoldipina, nitrendipina, verapamil), ciertos
inhibidores de HMG-CoA-reductasa (por ejemplo, atorvastatina,
cerivastatina, lovastatina, simvastatina), ciertos esteroides
(estradiol, hidrocortisona, progesterona, testosterona), alfentanilo,
aprepitant, aripiprazol, buspirona, cafergot, cafeina => TMU,
cilostazol, cocaina, N-desmetilacién de codeina, dapsona,
dexametasona, dextrometorfano, docetaxel, domperidona,

eplerenona, fentanilo, finasterida, gleevec, haloperidol, irinotecano,
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LAAM, lidocaina, metadona, nateglinida, odanestrén, pimozida,
propranolol, quetiapina, quinina, risperidona, rosuvastatina NOT,
salmeterol, sildenafil, sirolimus, tamoxifeno, taxol, terfenadina,
trazodona, vincristina, zaleplon, ziprasidona, zolpidem (citocromo
P450 3A4). En las realizaciones particulares, en la presente se
proporcionan métodos en combinacion o alternaciéon con antivirales
de VIH que son metabolizados por el citocromo P450 (por ejemplo,
indinavir, nelfinavir, ritonavir, saquinavir).

[00147] Otros compuestos de ejemplo que pueden ser
metabolizados por la mono-oxigenasa del citocromo P450 incluyen,
pero no se limitan a, inhibidores de CCR5 (por ejemplo, PRO-140,
viciviroc, o SCH-417,690, y maraviroc, o UK-427,857), inhibidores de
integrasa (por ejemplo, JTK-303/GS-9137, acido 6-(3-cloro-2-fluoro-
bencil)-1-[(2S)-1-hidroxi-3-metil-butan-2-il]-7-metoxi-4-oxo-1,4-
dihidro-quinolin-3-carboxilico, MK-0518, 5-(1,1-dioxido-1,2-tiazinan-
2-il)-N-(4-fluoro-bencil)-8-hidroxi-1,6-naftiridin-7-carboxamida, y
aquéllos descritos en las Patentes de los Estados Unidos de
Norteameérica Numeros 6,924,282, 6,921,759, 6,919,351, 6,841,558,
6,541,515, 6,403,347, 6,395,743, 6,380,249, 6,306,891, 6,271,402,
6,262,055, 6,245,806, 6,124,327, 6,110,716, 5,939,414, 5,858,738,
5,759,842, 7,176,220, y 7,112,600, el contenido de las cuales se
incorpora a la presente como referencia en su totalidad), inhibidores
de proteasa (por ejemplo, saquinavir, indinavir, ritonavir, nelfinavir,
amprenavir, lopinavir, ritonavir, atazanavir, fosamprenauvir, tipranavir,

amprenavir, y darunavir), inhibidores de fusion (por ejemplo,
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enfurvitida), inhibidores de maduracion (por ejemplo, bevirimat, o
PA-457), e inhibidores de transcriptasa inversa de nucledsidos (por
ejemplo, zidovudina, didanosina, zalcitabina, stavudina, lamivudina,
abacavir, enofovir, emtricitabina, combivir, trizivir, truvada, y
epzicom).

[00148] Otros compuestos de ejemplo que pueden ser
metabolizados por la mono-oxigenasa del citocromo P450 incluyen,
pero no se limitan a, ritonavir, los inmunosupresores ciclosporina,
FK-506 y rapamicina, los agentes quimioterapéuticos taxol vy
taxotere, el antibidtico claritromicina, y los inhibidores de proteasa
de VIH A-77003, A-80987, MK-639, saquinavir, VX-478, AG1343,
DMP-323, XM-450, BILA 2011 BS, BILA 1096 BS, BILA 2185 BS,
BMS 186,318, LB71262, SC-52151, SC-629 (N,N-dimetil-glicil-N-(2-
hidroxi-3-(((4-metoxi-fenil)-sulfonil)-(2-metil-propil)-amino)-1-(fenil-
metil)-propil)-3-metil-L-valinamida), KNI-272, CGP 53437, CGP
57813 y U-103017.

[00149] En ciertas realizaciones, se proporcionan métodos para
mejorar la farmacocinética de un inhibidor de proteasa de VIH (o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo) que es metabolizado
por la mono-oxigenasa del citocromo P450. Los métodos comprenden
administrar el inhibidor de proteasa de VIH en combinacién o
alternado con un compuesto descrito en la presente. Esta
combinacion o alternacion puede ser Gtil para inhibir la proteasa de
VIH en seres humanos, y también puede ser Gtil para la inhibicién, el

tratamiento, o la profilaxis de una infeccién por VIH o SIDA en los
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seres humanos. El inhibidor de proteasa de VIH puede ser cualquier
inhibidor de proteasa de VIH conocido por los expertos en este
campo. En ciertas realizaciones, el inhibidor de proteasa de VIH es
amprenavir (Agenerase, GlaxoSmithkline), tipranavir (Aptivus,
Boehringer Ingelheim), indinavir (Crixivan, Merck), saquinavir
(Fortovase, Hoffmann-La Roche), mesilato de saquinavir (Invirase,
Hoffmann-La Roche), lopinavir y ritonavir (Kaletra, GlaxoSmithkline),
ritonavir (Norvir, Abott), darunavir (Prezista, Tibotec), sulfato de
atazanavir (Reyataz), o mesilato de nelfinavir (Viracept, Agouron), o
una combinacién de los mismos.
[00150] En las sub-realizaciones particulares, los compuestos
que se dan a conocer en la presente se pueden administrar en
combinacién o alternados con uno, dos 0 mas agentes inhibidores de
proteasa o inhibidores de integrasa contra el VIH, los cuales pueden
mejorar potencialmente el metabolismo del segundo agente. En una
sub-realizacién, el agente adicional se selecciona a partir de:

un inhibidor de proteasa opcionalmente seleccionado a partir
de amprenavir, tipranavir, indinavir, saquinavir (incluyendo mesilato
de saquinavir), llopinavir, ritonavir, fosamprenavir, darunavir,
atazanavir (incluyendo la sal de sulfato), nelfinavir (incluyendo la sal
de mesilato), brecanivir, o0 GS-8374; y

un inhibidor de integrasa, tal como raltegravir (MK-0518) o
elvitegravir (GS-9137), o GSK-364735.
[00151] En general durante la terapia alternada, se administra

una dosificacion efectiva de cada agente en serie. Durante la terapia
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de combinacion, se administran dosificaciones efectivas de dos o
mas agentes juntos. Las dosificaciones administradas dependen de
factores tales como las tasas de absorciéon, biodistribucion,
metabolismo, y excrecién para cada farmaco, asi como de otros
factores conocidos por los expertos en la materia. Se debe observar
que las cantidades de dosificacion variardn con la gravedad de la
condicion que se vaya a aliviar, la edad, el peso, y la condicién fisica
general del sujeto que reciba el farmaco. Se debe entender ademas
que para cualquier sujeto particular, los regimenes y programas de
dosificacion especificos se deben ajustar a través del tiempo de
acuerdo con la respuesta del sujeto al farmaco, las necesidades del
sujeto, y el juicio profesional de la persona que administre o
supervise la administracion de las composiciones. Los ejemplos de
los intervalos de dosificacién adecuados para los compuestos,
incluyendo los derivados de nucleésidos, tales como, por ejemplo,
D4T, DDI y 3TC, nuclebésidos 2’-ramificados o inhibidores de
proteasa como nelfinavir e indinavir, se pueden encontrar en la
literatura cientifica y en Physicians’ Desk Reference. Los intervalos
sugeridos péra las dosificaciones efectivas de los compuestos de la
presente invencion son solamente lineamientos, y no se pretende
que limiten el alcance o el uso de la invencion.

[00152] El régimen de combinacién y alternacion dado a conocer
puede ser atil en el tratamiento y la prevencion de infecciones
retrovirales y otras condiciones relacionadas, tales como, por

ejemplo, complejo relacionado con SIDA (ARC), linfadenopatia
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generalizada persistente (PGL), condiciones neuroldgicas
relacionadas con SIDA, la posicion del anticuerpo anti-VIH vy
condiciones positivas para VIH, sarcoma de Kaposi, trombocitopenia
purpurea, e infecciones oportunistas. En adiciéon, estos compuestos o
formulaciones se pueden utilizar profilacticamente para prevenir o
retardar el progreso de la enfermedad clinica en los individuos que
sean positivos para los anticuerpos anti-VIH o para el antigeno de
VIH, o que se hayan expuesto al VIH.

Ensayos

[00153] Los compuestos proporcionados en la presente se
pueden ensayar para determinar su actividad contra el VIH o la
infeccion por VIH mediante cualquier ensayo que sea considerado
como adecuado por una persona experta en la materia. Los ensayos
de ejemplo incluyen aquéllos descritos en esta seccién y aquéllos
proporcionados en los Ejemplos que se encuentran mas adelante.

Sistemas de Cultivo Celular para Determinar las Actividades

Antivirales
Esquemas de deteccion del producto amplificado

[00154] Deteccién Heterogénea: El Southern blot, por

ejemplo, es una técnica de deteccion heterogénea. En el Southern
blot, se utiliza electroforesis para separar los productos de la
amplificacién por tamafo y carga. Los productos dé tamanos
fraccionados se transfieren a una membrana o filtro mediante
difusiéon, vacio, o electromanchado. Las sondas de deteccién

marcadas se hibridan a los objetivos enlazados con membrana en
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solucién, los filtros se lavan para remover cualquier sonda no
hibridada, y se detecta la sonda hibridada sobre la membrana
mediante cualquiera de una variedad de métodos conocidos por los
expertos en la materia.

[00155] Otros tipos de deteccion heterogénea se basan en la
captura especifica de los productos de amplificacion por medio de
ensayos inmunosorbentes enlazados con enzimas (ELISAs). Un
método empleado con la reaccién en cadena de la polimerasa
involucra marcar un cebador con un hapteno o ligando, tal como
biotina, y después de la amplificaciéon, capturarlo con una microplaca
recubierta con anticuerpo o con estreptavidina. El otro cebador se
marca con un reportero tal como fluoresceina, y la deteccion se logra
mediante la adicidon de un anticuerpo anti-fluoresceina tal como un
conjugado de peroxidasa de radicula roja (HRP). Este tipo de método
no es tan especifico como la utilizacion de sondas de deteccién que
se hibridan a los productos de amplificacién definidos de interés.
[00156] El sistema de sonda LCx (Abbott Laboratories, Abbott
Park, ILO), y la prueba de VIH-1 Amplicor (Roche Molecular
Systems, Inc., Pleasanton, CA) son sistemas que utilizan los
meétodos de deteccion heterogénea. En el sistema LCx, las sondas de
oligonucleo6tidos marcadas con hapteno termociclan en la reaccién en
cadena de la ligasa. Ya sea un hapteno de captura o bien un hapteno
de detecciéon, se une covalentemente a cada uno de los cuatro
oligonucleétidos cebadores. Después de la amplificacién, cada

producto amplificado (amplicén) tiene un hapteno de captura y un
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hapteno de deteccién. Cuando la amplificacion esta completa, el
instrumento del sistema LCx transfiere la reaccion a un nuevo pozo,
en donde las microparticulas recubiertas con anticuerpo se enlazan a
los haptenos de captura. Cada microparticula se enlaza entonces de
una manera irreversible a una matriz de fibra de vidrio. Un paso de
lavado remueve la microparticula de cualquier sonda que contenga
solamente el hapteno de deteccién. El instrumento LCx agrega un
conjugado de fosfatasa alcalina (AP) — anticuerpo que se enlaza al
hapteno de deteccion. Un sustrato fluorigénico para AP es el 4-metil-
umbeliferilo. La desfosforilacién del 4-metil-umbeliferilo mediante la
fosfatasa alcalina la convierte hasta la 4-metil-umbeliferona, la cual
es fluorescente.

[00157] La prueba de VIH-1 Amplicor utiliza un formato ELISA.
Después de la am'plificaci()n mediante reaccidon en cadena de la
polimerasa, el amplicén se desnaturaliza quimicamente. Las sondas
de oligonucledtidos especificas del amplicon capturan las cadenas
desnaturalizadas sobre una microplaca recubierta. El operador lava
cualesquiera cebadores no incorporados y material no hibridado en
un paso de lavado, y entonces agrega un conjugado de avidina-
peroxidasa de radicula roja a cada pozo. El conjugado se enlaza al
amplicon marcado con biotina sobre la placa. En seguida, el
operador agrega la 3,3',5,5-tetrametil-bencidina (TMB), un sustrato
cromogénicd de peroxidasa de radicula roja. Cuando esta presente el
peroxido de hidrégeno, la peroxidasa de radicula roja oxida la TMB.

a sefal se determina colorimétricamente.
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[00158] Deteccion Homogénea: Debido a que las sondas de

deteccion hibridadas y no hibridadas no se separan fisicamente en
los sistemas de deteccion homogénea, estos métodos requieren de
menos pasos que los métodos heterogéneos, y, por consiguiente,
son menos susceptibles a la contaminacién. Entre los Kkits
comercialmente disponibles que utilizan la deteccion homogénea de
marcas fluorescentes y quimiluminiscentes, estan el sistema TagMan
(Applied Biosystems, Foster City, CA), el sistema BDProbeTecET
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ), el sistema QPCR 5000
(Perkin-Elmer Corp., Norwalk, CT), y el Ensayo de Proteccién de
Hibridacion (Gen-Probe, Inc., San Diego, CA).

[00159] El sistema TagMan detecta el amplicén en tiempo real.
La sonda de deteccion, la cual se hibrida a una regién dentro del
amplicén, contiene una fluoro-sonda donadora, tal como
fluoresceina, en su extremo 5', y una fraccién apagadora como
rodamina en su extremo 3'. Cuando tanto el apagador como el
fluor6foro estan sobre el mismo oligonucleétido, se inhibe la
fluorescencia del donador. Durante la amplificacién, la sonda se
enlaza al objetivo. La polimerasa Taq es desplazada y disocia la
sonda de deteccion a medida que sintetiza la cadena de reemplazo.
La disociacién de la sonda de deteccion da como resultado la
separacion del fluor6foro del apagador, conduciendo a un incremento
en la sefial de fluorescencia del donador. Durante cada ciclo de
amplificacién, se repite el p‘roceso. La cantidad de sefial fluorescente

aumenta a medida que aumenta la cantidad de amplicon.
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[00160] Los iluminadores moleculares también utilizan
apagadores y fluoroforos. Los iluminadores son sondas que son
complementarias para el amplicén objetivo, pero que contenian
estiramientos cortos (de aproximadamente 5 nucleo6tidos) de los
oligonucledtidos complementarios en cada extremo. Los extremos 5'
y 3' de los iluminadores se marcan con un fluoréforo y un apagador,
respectivamente. Se forma una estructura de horquilla cuando el
iluminador no se hibrida a un objetivo, poniendo en contacto el
fluor6foro y el apagador, y dando como resultado en el apagado
fluorescente. La region de ciclo contiene la region complementaria
para el amplicon. Después de la hibridacion a un objetivo, se abre la
estructura de horquilla, y se separan el apagador y el fluoréforo,
permitiendo el desarrollo de una sefial fluorescente. Un fluorimetro
mide la sefial en tiempo real.

[00161] El sistema BDProbeTecET utiliza un método de
deteccion en tiempo real que combina aspectos del TagMan y los
iluminadores moleculares. La sonda tiene una estructura de ciclo de
horquilla, y contiene marcas de fluoresceina y rodamina. Sin
embargo, en este sistema, la regién complementaria para la molécula
objetivo no esta dentro del ciclo, sino mas bien en la regién 3' para
la marca de rodamina. En lugar de contener la secuencia
complementaria para el objetivo, el ciclo de una sola cadena
contiene un sitio de restriccién para la enzima de restricciéon BsoBl.
La secuencia de una sola cadena no es un sustrato para la enzima.

Las marcas de fluoresceina y rodamina estan una cerca de la otra
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antes de l|la amplificacién, lo cual apaga la fluorescencia de la
fluoresceina. La amplificacion con desplazamiento de cadena
convierte la sonda en una molécula de doble cadena. La enzima de
restriccion BsoBl puede disociar la molécula, dando como resultado
la separacion de las marcas y un aumento en la sefial fluorescente.
[00162] El Sistema QPCR 5000 emplea
electroquimiluminiscencia con marcas de rutenio. Se utiliza un
cebador biotinilado. Después de la amplificacion, los productos de
biotina son capturados sobre perias paramagnéticas recubiertas con
estreptavidina. Las perlas se transfieren a una celda de flujo
electroquimico mediante aspiracién, y se detienen magnéticamente
en la superficie del electrodo. Después del estimulo eléctrico, la
sonda marcada con rutenio emite luz.

[00163] El Ensayo de Proteccién de Hibridacion se utiliza en los
ensayos de PACE no amplificados de Gen-Probe, asi como en los
ensayos de M. tuberculosis y C. trachomatis amplificados. Las
sondas de oligonucleodtidos de deteccién en HPA se marcan con el
éster de acridinio (AE) quimiluminiscente por medio de un brazo
enlazador. La hibridacién tiene lugar durante 15 minutos a 60°C en el
mismo tubo en el que ocurrié la amplificacién. El reactivo de
seleccion, una solucidn regulada ligeramente basica agregada
después de la hibridacion, hidroliza el éster de acridinio sobre
cualquier sonda no hibridada, haciéndola no quimiluminiscente. El
éster de acridinio sobre las sondas hibridadas se dobla dentro de Ia

ranura menor de la doble hélice, protegiéndose de esta manera de la
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hidrolisis mediante el reactivo de seleccién. El éster de acridinio
emite una sefal quimiluminiscente después de la hidrdlisis mediante
peroxido de hidrégeno seguido por hidroxido de sodio. Un
lumindmetro registra la sefial quimiluminiscente durante 2 segundos
(un periodo denominado como una "luz apagada"), y reporta los
fotones emitidos en términos de unidades de luz relativa (RLU).

[00164] El disefio de la sonda de dete_ccién es critico en todas
las metodologias que utilizan las sondas para detectar los productos
de la amplificacién. Las buenas sondas de deteccién se hibridan
solamente a los productos de amplificaciéon especificados, y no se
hibridan a los productos no especificos. Otras cuestiones clave en la
optimizacion de las metodologias de deteccién involucran el marcado
de las sondas y la maximizacion de la produccién de muestras.

[00165] Métodos de Marcado y Moléculas Reporteras. Las

sondas de deteccion se pueden marcar de varias formas diferentes.
La incorporacion enzimatica de 2P 6 *°S en las sondas es el método
mas comun para el marcado isotoépico. En seguida de la hibridaciéon y
del lavado, se detecta la sefial en una pelicula auto-radiografica.

[00166] Para lIlevar a cabo la detecciéon no radioactiva, las
sondas se pueden marcar enzimaticamente con una variedad de
moléculas. Se puede incorporar biotina enzimaticamente, y luego se
detecta con fosfatasa alcalina conjugada con estreptavidina
utilizando sustratos de fosfatasa alcalina como fosfato de 5-bromo-4-
cloro-3-indolilo (BCIP), y tetrazolio nitroazul (NBT). También se

pueden utilizar sustratos quimiluminiscentes, tales como Lumi-Phos
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530 o Lumi-Phos Plus (Lumigen, Southfield, MI) con la fosfatasa
alcalina. En adiciéon, se puede incorporar digoxigenina-11-dUTP
enzimaticamente en el ADN o en el ARN, y se pueden utilizar
conjugados de fosfatasa alcalina anti-digoxigenina con deteccion
colorimétrica o quimiluminiscente.

[00167] Existen otros numerosos tipos de moléculas reporteras,
incluyendo las fracciones quimiluminiscentes como los ésteres de
acridinio. También estan disponibles muchas fracciones
fluorescentes. También se pueden utilizar compuestos
electroquimiluminiscentes, tales como tris-(2,2'-bipiridina)-rutenio(ll).
Se pueden encontrar discusiones adicionales de éstas y técnicas
similares en Schiff y colaboradores, Semin. Liver Dis., 1999, 19:
Suplemento 1: 3-15).

Ensayo de Biodisponibilidad en Monos Cinomolgos

[00168] Dentro de 1 semana antes del inicio del estudio, al mono
cinomolgo se le implanta quirGrgicamente un catéter venoso crénico
y una compuerta de acceso venoso subcutaneo (VAP) para facilitar
la recoleccion de sangre, y se somete a un examen fisico, incluyendo
las evaluaciones de hematologia y quimica de suero, y se registra el
peso corporal. Cada mono (seis en total) recibe cada dosis del
compuesto activo en un nivel de dosis de 10 miligramos/kilogramo,
en una concentracion de dosis de 5 miligramos/mililitro, ya sea
mediante un bolo intravenoso (3 monos, intravenosamente), o por
medio de intubacion oral (3 monos, oralmente). Cada jeringa de

dosificacion se pesa antes de la dosificacién para determinar
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gravimetricamente la cantidad de formulacién administrada. Se
recolectan muestras de orina por medio de una trampa de bandeja a
los intervalos designados (de aproximadamente 18 a 0 horas antes
de la dosis, de 0 a 4, de 4 a 8, y de 8 a 12 horas después de la
dosificacioén), y se procesan. También se recolectan muestras de
sangre (antes de la dosis, 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 6, 8, 12 y 24 horas
después de la dosificaciéon), por medio del catéter venoso crénico y
la compuerta de acceso venoso, o a partir de un vaso periférico si
no fuera posible el procedimiento del catéter venoso crénico. Se
analizan las muestras de sangre y orina por medio de LC/MS para la
concentracion maxima (Cnax), el tiempo e que se alcanza la
concentracion maxima (Tmax), €l drea debajo de la curva (AUC), la
vida media de la concentracion de la dosificacion (Ty,), la eliminacion
(CL), el volumen y la distribucién en estado continuo (Vg), y la
biodisponibilidad (F).

Ensayo de Toxicidad de Médula Osea

[00169] Se recolectan las células de médula ésea humana a
partir de voluntarios saludables normales y se separa la poblacién
mononuclear mediante centrifugacién en gradiente Ficoll-Hypaque
como se describe anteriormente en Sommadossi J-P, Carlisle R.

“Toxicity of 3'-azido-3'-deoxythymidine and 9-(1,3-dihydroxy-2-

- propoxy-methyl)guanine for normal human hematopoietic progenitor

cells in vitro” Antimicrobial Agents and Chemotherapy 1987; 31: 452-
454; y Sommadossi J-P, Schinazi RF, Chu CK, Xie M-Y. “Comparison

of cytotoxicity of the (-)- and (+)-enantiomer of 2' 3'-dideoxy-3'-
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»”

thiacytidine in normal human bone marrow progenitor cells
Biochemical Farmacologia 1992; 44: 1921-1925. Los ensayos de
cultivo para CFU-GM y BFU-E se llevan a cabo utilizando un método
de agar suave de bicapa o metil-celulosa. Se diluyen los farmacos en
el medio de cultivo de tejido y se filtran. Despues de 14 a 18 dias a
37°C en una atmésfera humidificada de CO, al 5 por ciento en aire,
se cuentan las colonias de mas de 50 células utilizando un
microscopio invertido. Los resultados se presentan como el
porcentaje de inhibicion de la formacion de colonias en la presencia
del farmaco comparandose con los cultivos de control de solvente.

Ensayo de Citotoxicidad

[00170] Las células se siembran a una tasa de entre 5 x 103 y 5
x 10* / pozo en placas de 96 pozos en un medio de crecimiento
durante la noche a 37°C en una atmodsfera de CO, (al 5 por ciento)
humidificada. Entonces se agrega el nuevo medio de crecimiento que
contenia diluciones en serie de los farmacos. Después de la
incubacion durante 4 dias, se fijan los cultivos en TCA al 50 por
ciento y se tifien con sulfo-rodamina B. Se lee la densidad o6ptica a
550 nandmetros. La concentracion citotoxica se expresa como la
concentracion requerida para reducir el nimero de células por el 50
por ciento (CCsg).

Ensayo de Proteccién Celular (CPA)

[00171] El ensayo se lleva a cabo esencialmente como es
descrito por Baginski, S. G.; Pevear, D. C.; Seipel, M.; Sun, S. C. C_;

Benetatos, C. A.; Chunduru, S. K.; Rice, C. M. y M. S. Collett

419
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“Mechanism of action de un pestivirus antiviral compound” PNAS
EUA 2000, 97(14), 7981-7986. Se siembran células MDBK (ATCC) en
placas de cultivo de 96 pozos (4,000 células por pozo) 24 horas
antes de usarse. Después de la infeccién con BVDV (cepa NADL,
ATCC), a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 0.02 unidades

formadoras de placas (PFU) por célula, se agregan las diluciones en

serie de los compuestos de prueba a tanto células infectadas como .

no infectadas, en una concentracion final de suifoxido de dimetilo al
0.5 por ciento en un medio de crecimiento. Cada dilucién se prueba
por cuadruplicado. Las densidades celulares y los in()cul_os de virus
se ajustan para asegurar un crecimiento celular continuo a través del
experimento, y para alcanzar una destruccion celular inducida por
virus mayor del 90 por ciento en los controles sin tratar después de 4
dias después de la infeccion. Después de cuatro dias, se fijan las
placas con TCA al 50 por ciento y se tiflen con sulfo-rodamina B. La
densidad 6ptica de los pozos se lee en un lector de microplacas a
550 nandémetros. Se definen los valores de concentracion efectiva del
50 por ciento (ECso) como la concentracion del compuesto que logra
una reduccion del 50 por ciento del efecto citopatico del virus.

Ensayo de Reduccién de Placas

[00172] Para cada compuesto se determina la concentracion
efectiva en placas de 24 pozos duplicadas mediante ensayos de
reduccion de placas. Las monocapas de células se infectan con 100
unidades formadoras de placas / pozo de virus. Entoces se agregan

a las monocapas las diluciones en serie de los compuestos de
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prueba en MEM complementado con suero inactivado al 2 por ciento,
y el 0.75 por ciento de metil-celulosa. Los cultivos se incuban
adicionalmente a 37°C durante 3 dias, luego se fijan con etanol al 50
por ciento y Violeta Cristal al 0.8 por ciento, se lavan y se secan al
aire. Entonces se cuentan las placas para determinar la
concentracién para obtener una supresion del virus del 90 por ciento.
Actividad Biolégica Contra las Cepas de VIH Resistentes a
Farmacos

[00173] En una realizacién, se mide la eficacia de un compuesto
contra el VIH in vitro, mediante un ensayo rapido, sensible, y
automatizado que involucra la reduccién del bromuro de 3-(4,5-
dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio (MTT). Se selecciona una
linea celular transformada por VIH que es altamente permisiva y
selectiva para la infeccién por VIN, tal como, por ejemplo, la linea
celular de T-4, MT-4, como la linea celular objetivo (Koyanagi y
colaboradores, Int. J. Cancer, 1985, 36: 445-451). La reduccién in
situ del bromuro de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio
(MTT), como se evalla espectrofotométricamente, es el estandar
mediante el cual se mide la viabilidad de tanto las células falsamente
infectadas como las células infectadas por VIH. La inhibicion del
efecto citopéatico unducido por VIH sirve como el punto final. Una
concentracion citotoxica del 50 por ciento (CCso en yM) se define
como la concentracién del compuesto que reduce la absorbencia de
la muestra de control falsamente infectada por el 50 por ciento. El

porcentaje de eficacia de un compuesto contra el VIH se calcula
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mediante la formula (expresada como un porcentaje):

(ODVIH compuesto de prueba) - (ODcontrol)/(ODcéIulas falsamente

infectadas) — (ODcontrol)

Aqui, (ODvin compuesto de prueba) €S la densidad optica medida para
una cantidad especifica de un compuesto de prueba en las células
infectadas por VIH; (OD¢ontro1) €s la densidad Optica medida para las
células de control infectadas por VIH no tratadas; y (ODcsiuias falsamente
infectadas) €S la densidad optica medida para las células falsamente
infectadas de control que no estan tratadas. Los valores de densidad
Optica tipicamente se evalian a 540 nandémetros. La dosificacion de
un compuesto de prueba anti-VIH que proporciona una proteccién del
50 por ciento de acuerdo con la férmula anterior, se define como la
concentracion inhibidora del 50 por ciento (ICso en yM). El indice de
selectividad (Sl) se define como la proporcion de la CCs¢ a la ICsp.
[00174] En otra realizacién, se utiliza el ensayo p24 ELISA para
determinar la eficacia de un compuesto anti-VIH. Este inmunoensayo
de réplica viral mide la cantidad del antigeno de capsida viral p24

(nucleo) presente, y esta disponible comercialmente en fuentes tales

como, por ejemplo, Coulter Corporation / Immunotech, Inc.®
(Westbrook, Ml).
[00175] Todavia otras realizaciones incluyen un ensayo de

transcriptasa inversa en donde la cantidad de la réplica viral se mide
utilizando un sistema de cebadores de plantilla de homopolimero de
poli-rA : oligo dT que cuantifica la incorporacién del monofosfato de

timidina tritiado en las células mediante métodos de conteo de
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cintilaciéon (Southern Research Institute, University of Alabama,
Birmingham, AL); un ensayb de inhibiciébn sincicial que emplea
células CEM-SS, Hela-CD4, o HelLa-CD4-LTR-b-galactosidasa que
tienen un punto final inmunofluorescente, quimiluminiscente, o
colorimétrico; y un ensayo de inhibidion de unién y de fusién que
utiliza lineas celulares indicadoras y la cuantificacion mediante
evaluacion quimiluminiscente, colorimétrica, o microscépica
(Southern Research Institute, University of Alabama, Birmingham,
AL).

[00176] En una realizacion, los compuestos del indol de la
presente invencion no exhiben resistencia cruzada con otros
inhibidores de transcriptasa inversa que no son nucledsidos
(NNRTIs), en que los compuestos de la presente invencién exhiben
una ECso (en concentracién molar) en una cepa de VIH mutante de
una concentracion de menos de aproximadamente 50, 25, 10 o 1 uM.
En una realizacién tipica, los NNRTIs exhiben una ECs, en una cepa
de VIH mutante de una concentracion de menos de aproximadamente
5, 2.5, 1 0 0.1 uM. El grado de resistencia cruzada contra una cepa
de VIH resistente a farmacos se mide mediante la evaluacién de la
ECso del compuesto de oxo-pirimidina deeado en el virus mutado
objetivo, es decir, resistente a farmacos.

Composiciones Farmacéuticas

[00177] Los hospederos, incluyendo los seres humanos,
infectados con un virus o con cualquier otra condicién descrita en la

presente, se pueden tratar mediante la administracién al paciente de
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una éantidad efectiva del compuesto activo o una sal
farmacéuticamente aceptable o pro-farmaco del mismo,
opcionalmente en la presencia de un vehiculo o. diluyente
farmacéuticamente aceptable. Los compuestos se pueden
administrar a wun sujeto que lo necesite, opcionalmente en
combinacién o alternadamente con otro agente terapéutico, y/o con
un vehiculo, diluyente, o excipiente farmacéuticamente aceptable. En
una realizacion, un sujeto infectado con VIH se puede tratar
mediante la administracion a ese sujeto de una cantidad efectiva de
un compuesto dado a conocer en la presente, o una sal, pro-farmaco,
estereoisomero, o tautdémero del mismo, en la presencia de un
vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. Para los sujetos
con resistencia a multiples farmacos, el compuesto de fosfoindol se
administra ya sea solo o bien en combinacién con uno o mas agentes
terapeuticos diferentes. Los compuestos activos se pueden
administrar por cualquier via apropiada, por ejemplo, oralmente,
parenteralmente, enteralmente, intravenosamente, intradérmica-
mente, subcutaneamente, percutdneamente, transdérmicamente,
intranasalmente, tépicamente o mediante terapia de inhalacion, y
pueden estar en forma solida, liquida, o de vapor.

[00178] Los compuestos activos, en una realizacién, se incluyen
dentro del vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente
aceptable, en una cantidad suficiente para éuministrar a un paciente
una cantidad terapéuticamente efectiva del compuesto activo con el

objeto, por ejemplo, de inhibir la infeccidn viral, sin provocar efectos
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toxicos graves en un sujeto tratado. Una “cantidad inhibidora” incluye
una cantidad de ingrediente activo suficiente para detener la réplica
viral, medida, por ejemplo, mediante un ensayo tal como los
referidos en la presente.

[00179] Una dosis tipica del compuesto puede estar en el
intervalo de »aproximadamente 1 a aproximadamente 50
miligramos/kilogramo, de aproximadamente 1 a aproximadamente 20
miligramos/kilogramo de peso corporal al dia, en términos mas
generales, de aproximadamente 0.1 a aproximadamente 100
miligramos/kilogramo de peso corporal del receptor al dia. Se pueden
utilizar dosificaciones mas bajas, por ejemplo, dosis de
aproximadamente 0.5 a 100 miligramos, de 0.5 a 10 miligramos, o de
0.5 a 5 miligramos por kilogramo de peso corporal al dia. Pueden ser
utiles dosis todavia mas bajas, y por consiguiente, los intervalos
pueden incluir de aproximadamente 0.1 a 0.5 miligramos/kilogramo
de peso corporal del receptor al dia. El intervalo de dosificaciéon
efectivo de los derivados farmacéuticamente aceptables se calcula
basandose en el peso del compuesto derivado del indol progenitor
que se vaya a suministrar. Si el compuesto derivado mismo exhibe
actividad, entonces la dosificacion efectiva se puede estimar como
anteriormente, utilizando el peso del derivado, o por otros medios
conocidos por los expertos en este campo.

[00180] Los compuestos convenientemente se administran en
unidades de cualquier forma de dosificacion adecuada, incluyendo,

pero no limitandose a, una que contenga de aproximadamente 7 a

e,
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3,000 miligramos, de aproximadamente 70 a 1,400 miligramos, o de
aproximadamente 25 a 1,000 miligramos de ingrediente activo por
forma de dosificacién unitaria. Por ejemplo, normalmente es
conveniente una dosificacién oral de aproximadamente 50 a 1,000
miligramos, incluyendo en una o multiples formas de dosificacion de
50, 100, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 o 1,000
miligramos. Pueden sér preferibles dosificaciones mas bajas, por
ejemplo, de aproximadamente 10 a 100 o de 1 a 50 miligramos.
También se contemplan dosis de 0.1 a 50 miligramos, de 0.1 a 20
miligramos, o de 0.1 a 10 miligramos. Adicionalmente, se pueden
utilizar dosis mas bajas en el caso de la administracién por una via
no oral como, por ejemplo, mediante inyeccién o inhalacién.

[0100] El ingrediente activo se puede administrar todo a la vez,
0 se puede dividir en un numero de dosis mas pequefias para
administrarse en intervalos de tiempo. Se entiende que la
dosificacion precisa y la duracién del trata.miento es una funcién de
la enfermedad que se esté tratando, y se pueden determinar de una
manera empirica empleando los protocolos de prueba conocidos, o
mediante extrapolacién a partir de datos de prueba in vivo o in vitro.
Se debe observar que las concentraciones y los valores de
dosificacién también pueden variar con la gravedad de la condicion
que se vaya a aliviar. Se debe entender ademas que, para cualquier
sujeto partiéular, los regimenes de dosificacion especificos se deben
ajustar a través del tiempo de acuerdo con la necesidad individual y

con el juicio profesional de la persona que administre o supervise la
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administracion de las composiciones, y que los intervalos de
concentracion estipulados en la presente son solamente de ejemplo y
no pretenden limitar el alcance o la practica de las composiciones
proporcionadas en la presente.

[0101] En ciertas realizaciones, el compuesto o0 una
composicion proporcionada en la presente, se puede administrar
como una sola dosis una vez al dia, o de preferencia como dosis
divididas a través de todo un dia. En las realizaciones particulares,
el compuesto o una composiciéon se administra cuatro veces al dia.
En las realizaciones particulares, el compuesto o una composicion se
administra tres veces al dia. En las realizaciones particulares, el
compuesto o una composicién se administra dos veces al dia. En las
realizaciones particulares, el compuesto o una composicion se
administra una vez al dia.

[00181] En una realizacién, el ingrediente activo se administra
para alcanzar concentraciones pico en plasma del compuesto activo
de aproximadamente 0.02 a 70 M, o de aproximadamente 0.5 a 10
4M. Por ejemplo, esto se puede lograr mediante la inyeccioén
intravenosa de una solucién del 0.1 al 5 por ciento del ingrediente
activo, opcionalmente en suero, o se administra como un bolo del
ingrediente activo. Se debe entender que, para cualquier sujeto
particular, los regimenes de dosificacién especificos se deben
ajustar a traves del tiempo para satisfacer las necesidades
individuales, y variaran dependiendo de las tasas de absorcion,

inactivacion, y excrecion del farmaco. Las concentraciones
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estipuladas en la presente son solamente de ejemplo, y no pretenden
limitar el alcance o la practica de la composicién reivindicada. El
ingrediente activo se puede administrar todo a la vez, o se puede
dividir en un numero de dosis mas pequefas para administrarse en
intervalos de tiempo variables.

[00182] Un modo de administracién del compuesto activo es la
administracion oral. Las composiciones orales usualmente incluyen
un diluyente inerte o un vehiculo comestible. Se pueden encerrar en
capsulas de gelatina, se pueden comprimir en tabletas, o se pueden
suministrar en una forma liquida. Para la administracién terapéutica
oral, el compuesto activo se puede incorporar con excipientes o se
puede formular como dispersiones sélidas o soluciones sdlidas, y se
utiliza en la forma de tabletas, trociscos, o capsulas. Una “dispersién
solida” significa un estado s6lido que comprende cuando menos dos
componentes, en donde un componente se dispersa mas o menos
uniformemente a través de todo el otro componente. “Solucién
solida” significa un estado so6lido que comprende cuando menos dos
componentes que se integran quimicamente y fisicamente para
producir un producto homogéneo. Una solucién sélida es tipica sobre
una _dispersi()n sOlida, debido a que forma mas facilmente una
solucion liquida después de su contacto con un medio liquido
apropiado, aumentando de esta manera la biodisponibilidad de un
farmaco. También se pueden incluir agentes de enlace y/o materiales
adyuvantes farmacéuticamente compatibles como parte de esta

composicion.
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[00183] Las tabletas, pildoras, capsulas, trociscos y similares,
pueden contener cualquiera de Ilos siguientes ingredientes o
compuestos de una naturaleza similar: un aglutinante, tal como
celulosa microcristalina, goma de tragacanto, o gelatina; un
excipiente, tal como almidén o lactosa; un agente desintegrante, tal
como acido alginico, Primogel, o almidén de maiz; un lubricante, tal
como estearato de magnesio o Sterotes; un derrapante, tal como
dioxido de silicio coloidal; un agente edulcorante, como sacarosa o
sacarina; y un agente saborizante, tal como hierbabuena, salicilato
de metilo, o saborizante de naranja. Cuando la forma unitaria de
dosificacion es una capsula, puede contener un vehiculo Il’quido, tal
como un acido graso, en adicién a cualquier material de las clases
dadas anteriormente. En adicién, las formas unitarias de dosificacion
pueden contener otros diferentes materiales que modifiquen la forma
fisica de la unidad de dosificacion, tales como, por ejemplo,
recubrimientos de azucar, shellac, u otros agentes entéricos.

[00184] Los compuestos se pueden administrar como un
componente de un elixir, suspensién, jarabe, oblea, goma de mascar,
o similares. Un jarabe puede contener sacarosa como un agente
edulcorante, conservadores, tintes, colorantes, y saborizantes en
adicion a los compuestos activos.

[00185] Los compuestos activos o sus sales farmacéuticamente
aceptables o pro-farmacos se pueden mezclar con otros materiales
activos que no perjudiquen la accién de seada, o con materiales que

complementen la accién deseada, tales como antibi6ticos,
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antifungicos, anti-inflamatorios, inhibidores de proteasa, u otros
agentes antivirales de nucleésidos y no de nucledsidos. Las
soluciones o suspensiones utilizadas para aplicacién parenteral,
intradérmica, subcutanea, o tépica pueden incluir los siguientes
componentes: un diluyente estéril, tal como agua para inyeccion,
solucion salina, aceites fijos, polietilenglicoles, glicerina,
propilenglicol u otros solventes sintéticos; agentes antibacterianos,
tales como alcohol bencilico o metil-parabenos; antioxidantes, tales
como acido ascorbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes, tales
como acido etilen-diamina-tetra-acético; reguladores, tales como
acetatos, citratos, o fosfatos, y agentes para el ajuste de la
tonicidad, tales como cloruro de sodio o dextrosa. Una preparacion
parenteral normalmente incluird agua estéril, y se puede encerrar en
ampolletas, jeringas desechables, o frascos de multiples dosis
hechos de vidrio o de plastico.

[00186] Si se administran intravenosamente, ciertos vehiculos
son suero fisioldégico, suero regulado con fosfato (PBS), una solucién
de glucosa, o una solucién mixta que comprenda glucosa y suero. En
una realizacion, el compuesto activo se prepara con un vehiculo que
proteja al compuesto contra la eliminacién rapida del cuerpo, tal
como una formulacion de liberaciéon controlada, incluyendo un
implante y/o un sistema de suministro microencapsulado. Se pueden
utilizar polimeros biocompatibles biodegradables, tales como etileno/
acetato de vinilo, polianhidridos, poli-acido glicélico, colageno, poli-

orto-ésteres, y poli-acido lactico. Los materiales se pueden obtener
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comercialmente en Alza Corporation, o se pueden preparar de
acuerdo con los métodos conocidos por los expertos en la materia. Si
la administracién es percutanea, tal como, por ejemplo, a través del
uso de un parche o ungliento, el vehiculo asociado puede
comprender un agente mejorador de la penetracion y/o un agente
humectante adecuado, que no sea dafiino para la piel. Si la via de
administracién deseada es la inhalaciéon o insuflaciéon, entonces la
composicion de la presente invencién incluye al compuesto en la
forma de una solucién, suspension, o de un polvo seco, que se
puede suministrar a través de los orificios orales y/o nasales.

[00187] Las suspensiones liposomales, las cuales incluyen
liposomas dirigidos hacia las células infectadas con anticuerpos
monoclonales para los antigenos virales, también son tipicas como
los vehiculos farmacéuticamente aceptables. Estas se pueden
preparar de acuerdo con los métodos conocidos por los expertos en
la materia, por ejemplo, como se describe en La Patente de los
Estados Unidos de Norteamérica Numero 4,522,811, la cual se
incorpora a la presente como referencia en su totalidad. Por ejemplo,
las formulaciones liposomales se pueden preparar mediante la
disolucion de los lipidos apropiados, tales como stearoil-fosfatidil-
etanolamina, stearoil-fosfatidil-colina, araquidoil-fosfatidil-colina, y
colesterol, en un solvente inorganico que se evapora posteriormente,
dejando atras una pelicula delgada de lipido seco sobre la superficie
del recipiente. Entonces se introduce en el recipiente una solucion

acuosa del compuesto activo, o una sal o pro-farmaco del mismo. El
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recipiente se rota para liberar el material de lipido de sus lados, y
para dispersar los agregados de lipido, formando de esta manera la
suspension liposomal.

Procesos para la Preparacion de los Compuestos Activos

[00188] En el Esquema 1 se proporciona un esquema general de
ejemplo para la sintesis de los fosfoindoles.

Esquema General para la Sintesis de los Fosfoindoles

Q ! Q_\ CN
Y Chcom : ; Pﬂq
I I(\/ cl
COR COR - A\ ) N
R Eormacion dm 2Ry Acopla ﬁg—cozm PTrans mcozm

H-fosfinato miento esterificacion R,
2 4
X =Br, 1, OTf l v Hidrolisis
Y=H,F
R; = Me, £t
2 = H, SO,Ph, COMe, COPh, BOC
@x @x\ o @K\CN
V Y \\P"‘—L
Cl OMe
\ CONH, AmldaC|on \ CO.H Resolucion N—coH
Quiral u
6 P(S) . 5
Enantiébmero P(R)
reciclado
Esquema 1
[00189] La sintesis involucra el tratamiento del indol N-protegido

1 con una especie litiante adecuada, por ejemplo n-butil-litio,
seguido por un electréfilo de fosforo apropiado, por ejemplo cloro-
fosfito de dietilo, para dar un intermediario de P(lil), el cual se
hidroliza parcialmente bajo condiciones acidas, para proporcionar el
H-fosfinato 2. El Paso ii consiste en una reaccion de acoplamiento

catalizada por paladio entre el H-fosfinato de indol 2 y el yodo-
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cinamo-nitrilo 11. La transesterificacién desde etilo hasta metilo,
seguida por la hidrdlisis de tanto el éster de carboxilato como de los
grupos protectores de nitrégeno, por ejemplo, con hidroxido de litio o
terbutoxido de botasio a 5°C en agua-tetrahidrofurano, da acceso al
acido del indol 5. La resoluciéon quiral de los enantiomeros del 5,
utilizando una base quiral, seguida por la formacion de amida,
proporciona el compuesto final 7.

[00190] En el Esquema 2 se proporciona un segundo esquema
general de ejemplo para la sintesis de los fosfoindoles.

Esquema General 2 para la Sintesis de los Fosfoindoles

X = Br, 1, OTf o Y ox . psOMe
Y=H,F — Cl
R; = Me, Et mCOZR1 Formacion de\ﬁif\g—cozR1 Acopla- mq)ﬁ
R, = H, SO,Ph, COMe, COPh, BOC N H-fosfinato miento N
R

R

1 2 4
] i Hidroiisis
v MeQ, : \‘—CN v MeQ, >\: \_CN v v o. : \_CN
P=, v P P,
a ° " ¢ ° . cl ™oMe
N—conH,  Amidacion N coH Resolucion N—cogH
N N Quiral N
7 6 P(S) 5
Enantiomero P(R)
reciclado
Esquema 2
[00191] Esta sintesis involucra el tratamiento del indol N-

protegido 1 con fosfinato de metilo bajo condiciones suaves de
catalizacidn con paladio para proporcionar el H-fosfinato de indol 2.

El Paso ii consiste en una reaccién de acoplamiento catalizada por
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paladio entre el H-fosfinato de indol 2 y el yodo-cinamo-nitrilo 11. La
hidrolisis de tanto el éster de carboxilato como de los grupos
protectores de nitrégeno, con, por ejemplo hidréxido de litio o
terbutoxido de potasio a 5°C en agua-tetrahidrofurano, da acceso al
acido del indol 5. La resolucion quiral de los enantibmeros del 5,
utilizando una base quiral, seguida por la formaciéon de amida,
proporciona el compuesto final 7.

[00192] En el Esquema 3 se muestra una ruta aiternativa de
ejemplo para la sintesis de los fosfoindoles.

Ruta Alternativa para la Sintesis de los Fosfoindoles

CN N
v o CN
X = Br, 1, OTf X i YR,
Y=H,F Cl N\ Cl { OMe
R; = Me, Et CO.R, O=P—H Acopla- COsRy
R, = H, SO,Ph, COMe, COPh, BOC N = N

'\?2 OMe miento hz
1 13 4
‘ i Hydrolysis
YMeQCK\CN YMeo‘@x\w v o\bx\m
Pz i P= i °P.
cl ° — ° - cl “"OMe
S—conH,  Amidacién N—coH Resolucion N—coH
N ” Quiral N
7 6 P(S) 5
Enantiémero P(R)
reciclado
Esquema 3
[00193] Una sintesis alternativa involucra el acoplamiento del

indol N-protegido 1 con el H-fosfinato de arilo 13 utilizando
catalizador de paladio, ligando, base, en un solvente apropiado, a

una temperatura moderada, para dar el fosfoindol 4. La formacién del
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H-fosfinato de arilo 13 se describe en el Esquema 4. La hidrélisis de
tanto el éster de carboxilato como de los grupos protectores de
nitrégeno, con, por ejemplo hidroxido de litio o terbutéxido de potasio
a 5°C en agua-tetrahidrofurano, da acceso al acido del indol 5. La
resoluciéon quiral de los enantiomeros del 5, utilizando una base
quiral, seguida por la formacion de amida, proporciona el compuesto
final 7.

[00194] En el Esquema 4 se muestran sintesis de ejemplo de
yodo-cinamo-nitrilo y H-fosfinato de cinamo-nitrilo.

Sintesis de yodo-cinamo-nitrilo a partir de dibromo-tolueno

935
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Br | |
i H ii iii

—_— —_— —_—

Br Formacion de Formacién de Yodacion
Aldehido Br Cinamo-nitrilo Br i

8 9 10 1

Syntheses of cinnamonitrile H-phosphinate from iodocinnamonitrile

CN CN
11
N H-P-OH PiNH, | |
H iv v
1’ —_— ——
Acoplamiento O=P—H Esterificacion O=P—H
i
! OH OMe
" 12 13
CN
CN Q |
H—FI’—OR3
H vi

—_—

Acoplamiento

4

O0=P-H  13R;=Me
y OR,  14Ry=Et

CN CN

vii

—_—

P-Transesterificacion

<

0=P-H O=P—H
OEt OMe
14 13

Esquema 4
[00195] El yodo-cinamo-nitrilo 11 se puede preparar a partir del
dibromo-tolueno 8. La formacion del mono-aldehido 9 se logra
mediante mono-litiacion, por ejemplo con n-butil-litio y cloruro de n-
butil-magnesio, y el subsiguiente tratamiento con N,N-dimetil-
formamida. Una reaccién de Wittig-Horner-Emmons sobre aldehido 9
utilizando, por ejemplo, ciano-metil-fosfonato de dietilo e hidruro de
sodio, procede para dar primordialmente el isémero-trans, el cual se

puede enriquecer adicionalmente mediante cristalizacién para dar el
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bromo-cinamo-nitrilo 10. Entonces se lleva a cabo la yodacion para
proporcionar el intermediario deseado 11.

[00196] Opcionalmente, el yodo-cinamo-nitrilo 11 se puede
convertir en el H-fosfinato de arilo 13 mediante cualquiera de: 1.
acoplamiento con la sal de &acido hipofosforoso de anilinio, seguido
por esterificacién, o por 2. un acoplamiento de paladio directo con
fosfinato de alquilo. Adicionalmente, el H-fosfinato de etil-arilo 14 se
puede transesterificar para dar el H-fosfinato de metilo 13.

[00197] Los 3-fosfoindoles se pueden preparar de acuerdo con
las técnicas conocidas por los expertos en este éampo, incluyendo
las técnicas descritas en la Publicacion de Solicitud de Patente de
los Estados Unidos de Norteamérica Numero 2006/0074054, el
contenido de la cual se incorpora a la presente como referencia en
su totalidad.

[00198] Otra sintesis general para la preparacion del fosfinato
de indol se proporciona mediante el esquema que se encuentra mas
adelante. La sintesis empieza a partir del indol 1, el cual es 3-
halogenado y N-protegido (o N-protegido y 3-halogenado), para dar
el indol protegido 3. Los grupos protectores ("PG") pueden ser fenil-
sulfonilo, carbamato de terbutilo (Boc), carbamato de bencilo (Cbz),
benzoilo, bencilo, parametoxi-bencilo o otro bencilo sustituido,
terbutil-dimetil-sililo, terbutil-difenil-sililo, o cualquier proteccion del
indol N-1. El ultimo 3 esta ya sea involucrado en un intercambio de
metal de halégeno, por ejemplo con n-butil-litio, y entonces

reacciona con un cloro-fosfito de dietilo para proporcionar, después
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de la hidrélisis acida, el H-fosfinato 4, o esta involucrado en una
reaccion catalizada por paladio con éster hipofosforoso, para
proporcionar el mismo producto 4. El H-fosfinato de indol 4 se
involucra entonces en otra reaccion catalizada por paladio con un
haluro de arilo, para dar el 3-fosfinato de indol 5. En el caso de que
R sea diferente de un grupo metilo, una trans-esterificacién del 4 en
amoniaco en metanol da la indol-carboxamida de H-fosfinato 6. Este
compuesto también esta involucrado en una reaccidén catalizada por
paladio con un haluro de arilo, para proporcionar el compuésto final

7.

R4' R4' X 5 R4' X
RE. Halogenacion R~ N Neproteccion N—Co,Et
N—co,et COEt — N 2
N \
PG

N

H H
1 2 3
R RY
R¥
. RE"
1) nBulLi H o RZ"
2) CIP(OR), Ry O=p_ Ry O=p_
3) HCI 1M RS P~OR ArX RS OR
6 N\ CO,Et Catalizador Pd, N CO,Et
H.P(O)OR N Ligando, Solvente, N
Catalizador Pd, i’G Base. i’G
Ligando, Solvente, 4 Calentamiento 5
Base, Calentamiento
NH3;/MeOH "
X= 1. Br. OTf Transesterificacion re. R
R= Me, Et, Alk, Ar (si R no es Me) RY
_ R&*
H on
R, Ox¢ R4' O - R
s L TOMe ArX RS P~0Me
Catalizador Pd, N
\©f\g’CONH2 Ligando, Solvente, N CONH;,
” Base. B
Calentamiento
6 7

Esquema 5
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[00199] | Los catalizadores de paladio adecuados para la reaccién
de acoplamiento cruzado incluyen, por ejemplo: tetraquis-(trifenil-
fosfina)-paladio, acetato de paladio, propionato de paladio,
diacetonitrilo-dicloruro de paladio, tris-(dibenciliden-acetona)-
dipaladio (Pd.,dbaj;), carbeno N-heterociclico de paladio (NHC), o
cualquier otro catalizador de paladio que sea conocido por los
expertos en este campo, utilizado solo o en asociaciéon con ligandos,
tales como ligandos de trifenil-fosfina, difenil-fosfino-ferroceno,
difenil-fosfino-propano, o aril-fosfina o difosfina, que son conocidos
por los expertos en este campo. Los solventes adecuados para la
reaccion de acoplamiento cruzado catalizada por paladio incluyen,
por ejemplo: N,N-dimetil-formamida, acetonitrilo, NMP, dioxano,
metanol, tetrahidrofurano, tolueno. Las bases adecuadas para la
reaccion de acoplamiento cruzado catalizada por paladio incluyen,
por ejemplo: Et3N, di-isopropil-amina, K,COj;, Na,COj;, NaHCO;,
Cs,COj3;, N-metil-morfolina, DABCO, DBU.

[00200] En las realizaciones adicionales, los 3-fosfoindoles se
pueden preparar mediante la reaccion de un H-aril-fosfinato con un
3-yodo-indol como se ilustra en el esquema que se encuentra mas
adelante. El 3-yodo-indol se puede preparar mediante la yodacién de
un indol utilizando reactivos de yodaciéon conocidos por los expertos
en este campo. Opcionaimente, el atomo de nitrégeno del 3-yodo-
indol se puede proteger con cualquier grupo protector que sea
considerado adecuado por los expertos en la materia. La reaccién

con un H-aril-fosfinato proporciona el compuesto de 3-fosfoindol. En
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el esquema, PG indica el grupo protector. El grupo protector se
puede remover de acuerdo con cualquier técnica conocida por los

expertos en este campo.

e KU
R¥
4 RE*
R . RZ
R® R Ospoor
A\ g
CO,Et R
N N—Cco,Et
PG N
PG

Esquema 6

Preparacion de los 3-Fosfoindoles Enantioméricamente Puros
[00201] La preparacion de los 3-fosfoindoles sustancialmente en
la forma de un enantiémero se puede lograr mediante la resolucién
de las mezclas racémicas de los 3-fosfoindoles preparados mediante
cualquier método adecuado o mediante sintesis quiral a partir de
materiales de partida, reactivos o catalizadores quirales. Los
compuestos se pueden preparar mediante una de las técnicas
descritas en la presente o mediante una combinacién de técnicas, en
donde sea necesario. Por ejemplo, la sintesis quiral se puede
combinar con resoluciéon quimica para preparar un enantiobmero de un
3-fosfoindo! en la pureza quimica y estereoisomérica deseada. En
adicién, los estereoisémeros de los 3-fosfoindoles se pueden separar
mediante cromatografia utilizando fase soélida quiral. También se

prevé la separacion cromatografica de los derivados
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diaestereoméricos de los estereoisomeros de los 3-fosfoindoles.
[00202] Para resolver una mezcla de compuestos quirales, se
puede emplear cualquier método que sea considerado adecuado por
los expertos en este campo, por ejemplo, la formacién de las sales
diaestereoméricas ionicas (o los complejos de coordinacion) con
compuestos quirales, y la separaciédn mediante cristalizacién
fraccionaria u otros métodos, la formacién de los compuestos
diaestereoméricos con reactivos de dverivacic’)n quirales, la
separacion de los diaesteredmeros, y la conversién hasta los
enantidmeros puros, la separacion de los enantiémeros directamente
bajo condiciones quirales sobre una variedad de matrices, incluyendo
cromatografia super-critica e hidrélisis enzimatica. Véase, por
ejemplo, Eliel & Wilen, 1994, Stereochemistry of Organic
Compounds, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York (1994);
Lochmuller, 1975, J. Chromatogr., 113: (3) 283-302.

[00203] Por ejemplo, las sales diaestereoméricas se pueden
formar mediante la reaccion de las bases quirales
enantioméricamente puras, tales como, por ejemplo, cinconidina,
brucina, quinina, efedrina, a-metil-B-fenil-etil-amina (anfetamina), y
similares, con los compuestos proporcionados en la presente. En
ciertas realizaciones, una sal diaestereomérica se forma mediante la
reaccién con un alcaloide, tal como cinconidina. Se puede inducir a
las sales diaestereoméricas a separarse, por ejemplo, mediante
cristalizacién fraccionaria o cromatografia i6onica. De una manera

alternativa, una mezcla de compuestos quirales que se vaya a
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resolver, se puede hacer reaccionar con un enantiomero de un
compuesto quiral, para formar un par diaestereomérico. Por ejemplo,
los compuestos diaestereoméricos se pueden formar mediante la
reaccién de los compuestos de la invencién con reactivos de
derivacién quirales enantioméricamente puros, tales como, por
ejemplo, derivados de mentvilo, seguida por la separacién de los
diaestereémeros e hidrolisis para proporcionar el compuesto
enantioméricamente enriquecido libre. De una manera alternativa,
una mezcla de compuestos quirales se puede separar mediante
cromatografia utilizando una fase estacionaria qﬁiral, véase, por
ejemplo, Chiral Liquid Chromatography, W. J. Lough, Ed. Chapman
and Hall, Nueva York, (1989); Okamoto, 1990, J. Chromatogr. 513:
375-378.

[00204] En ciertas realizaciones, en la presente se proporcionan
metodos para la produccion de un compuesto de la invencion,
mediante la reaccién de una mezcla racémica con un reactivo quiral,
seguida por la recuperaciéon del producto resultante y la conversién
hasta el compuesto de la invencidén. En ciertas realizaciones, se
proporcionan métodos para la preparacion de un compuesto de
cualquiera de las férmulas A a D, los cuales comprenden los pasos
de hacer reaccionar una forma racémica del compuesto con un
reactivo quiral tal como cinconidina, la recuperacion del producto de
reaccién, y la conversiéon hasta el combuesto de cualquiera de las
formulas A a D. En las realizaciones particulares, en la presente se

proporcionan métodos para la producciéon del compuesto |, los cuales
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comprenden el paso de poner en contacto la forma racémica del
derivado de 2-carboxilo del compuesto | con (-)-cinconidina, la
recuperacién del producto de reaccidén, y la conversion hasta el
compuesto | con, por ejemplo, acido, seguida por la formacion de
amida. En las realizaciones particulares, en la presente se
proporcionan métodos para la produccion del compuesto Il los cuales
comprenden el paso de poner en contacto la forma racémica del
derivado de 2-carboxilo del compuesto Il con (+)-cinconina, la
recuperacion del producto de reaccion, y la conversién hasta el
compuesto Il con, por ejemplo, acido, seguida por la formacién de
amida. En las realizaciones particulares, en la presente se
proporcionan métodos para la producciéon del compuesto I, los
cuales comprenden el paso de poner en contacto la forma racémica
del derivado de 2-carboxilo del compuesto Il con (-)-cinconidina, la
recuperacion del producto de reaccién, y la conversién hasta el
compuesto Il con, por ejemplo, acido, seguida por la formacién de
amida. En las realizaciones particulares, en la presente se
proporcionan métodos para la produccién del compuesto IV los
cuales comprenden el paso de poner en contacto la forma racémica
del derivado de 2-carboxilo del compuesto IV con (+)-cinconina, la
recuperaciéon del producto de reacciéon, y la conversion hasta el
compuesto IV con, por ejemplo, acido, seguida por la formacién de
amida. En las realizaciones adicionales, en la presente se
proporcionan métodos alternativos con otros reactivos quirales, tales

como efedrina y hemihidrato de efedrina.
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[00205] En ciertas realizaciones, en la presente se proporcionan
métodos para la producciéon de un compuesto proporcionado en la
presente mediante el reciclo de su enantibmero opuesto. En estas
realizaciones, una mezcla racémica se resuelve de acuerdo con una
técnica descrita en la presente. En adicién a obtener el enantidmero
deseado, el enantibmero opuesto se puede reciclar para aumentar el
rendimiento del enantidémero deseado. Por ejemplo, un compuesto de
la formula B se puede reciclar para proporcionar un compuesto de la
féormula A, y viceversa. Un compuesto de la férmula D se puede
reciclar para proporcionar un compuesto de la férmula C, vy
viceversa. En una reaccidon de reciclo, un compuesto se pone en
contacto con un reactivo capaz de racemizar el compuesto. Por
ejemplo, en ciertas realizaciones, un compuesto de fosfoindol
proporcionado en {a presente se pone en contacto con un reactivo de
racemizacién capaz de reaccionar con su grupo fosfo. En ciertas
realizaciones, el reactivo de racemizacién es, por ejemplo, un acido,
una base, o un reactivo de halogenacién. En ciertas realizaciones, el
reactivo de racemizacion es, por ejemplo, cloruro de oxalilo.
Después del contacto con el reactivo de racemizacién, los
enantiomeros se pueden resolver de acuerdo con cualquier técnica
descrita en la presente. En las realizaciones particulares, el
compuesto Il se puede reciclar para proporcionar el compuesto |I. En
las realizaciones particulares, el compuesto IV se puede reciclar
para proporcionar el compuesto Ill. Mas adelante se proporcionan

métodos de ejemplo.
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[00206] Los métodos que se encuentran mas adelante describen
la sintesis de los 3-fosfoindoles enantioméricamente puros de las
féormulas A a D o los Compuestos | a IV como los ejemplos no

iimitantes de estas técnicas.

1. Resolucién Cinética Dinamica (DKR)

[00207] En una resoluciéon cinética, empezando a partir de una
mezcla racémica S (Sg and Ss), un enantibmero reaccionara
preferencialmente para dar el producto Prg con un rendimiento
maximo teérico del 50 por ciento. Si la racemizacién puede
presentarse de una manera concurrente con la resolucién cinética,
entonces ted6ricamente el 100 por ciento de la mezcla racémica se
puede convertir hasta un enantidémero (Esquema 7). Este proceso se

conoce como resolucién cinética dinamica (DKR).

k
SR __k,»_» PR SR N S PR
krac *
k
SS ————— ISS-----» PS SS """ S PS
k.>>ks maximo rendimiento Krac>k>>Ks
Pr =50% Maximo rendimiento tedrico
Se requiere separacion de Pr y Ss 100% en Pg
Resolucion cinética estandar Resolucidn cinética dinamica

Esquema 7: (S = sustrato, P = producto)



10

15

20

25

135

[00208] Los problemas asociados con la resolucién cinética
estandar son que solamente es posible un rendimiento maximo
teérico del 50 por ciento, y es necesaria la separacion del producto
deseado a partir de una cantidad sustancial del sustrato no
convertido. Para una resolucion cinética dinamica eficiente, existen
algunos requerimientos especificos (Strauss, U. T.; Felfer, U.; Faber,

K. Tetrahedron: Asymmetry 1999, 10, 107):

1. La resolucion cinética debe ser irreversible con el objeto
de asegurar una alta enantioselectividad.

2. La proporcién enantiomérica (E = kr/ks) debe ser cuando
menos mayor de aproximadamente 20.

3. Para evitar el agotamiento de Sgr, el indice de
racemizacion (k.;c) debe ser cuando menos igual o mayor al indice
de reaccion del enantiomero rapido (kg).

4. En el caso en donde las selectividades son solamente
moderadas, k,,. debe ser mayor que kg por un factor de
aproximadamente 10.

5. Debe estar ausente cualquier reaccion espontanea que
involucre a los enantiomeros de sustrato, asi como la racemizacién

del producto.

7S
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R "
H IIR5 4
] O\\V R "
R¢ “pORg ' 3
R5' \ RP 'RG
Rapid ' O Ry"
z apida R R4 O=p. o. 2
Re’ N Rs' p Rs
5 Ry PG R," z
3' IIR5 R3ll RG' N\
R, PG
uR R " 4'
6 2 R4ll
X "R5
Catalizador de paladio R;"
. qH Fosfinas quirales "R
Ry “p-OR; Base/CH;CN ¢ Y g
0 Ry Sp Ry Osp_ "2
Nz . R Rp Ry
Re' N Lenta N Z
R7' PG RG' N
R, PG
3" 4"
Esquema 8
15
[00209] En una realizacién, en la sintesis de los 3-fosfoindoles
enantioméricamente puros, la discriminacién quiral entre los
enantiomeros con el objeto de reaccionar con el haluro de arilo se
realiza con una fosfina quiral, el cual es un componente del
20 catalizador de paladio, y producira preferencialmente el compuesto
4' (Esquema 8). Esta reaccion de acoplamiento de paladio es una
variacion de las reacciones de acoplamiento de paladio descritas en
los esquemas anteriores para la preparacion de las mezclas
racémicas de los 3-fosfoindoles. Los ligandos de fosfina quirales
25 pueden ser cualquier ligando adecuado que produzca la selectividad
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y el indice de reaccion requeridos en la transformacién del 3-
fosfoindol 3’ hasta el 3-fosfoindol sustituido 4’. Los ligandos de
fosfina quirales pueden ser ligandos monodentados o bidentados.
Los ejemplos no limitantes de los ligandos de fosfina quirales
incluyen las P-ferrocenil-fosfinas quirales, (R)-(+)-BINAP, (S)-(-)-

BINAP, (R,R)-CHIRAPHOS, y (S,S)-CHIRAPHOS.

"R R4ll
o H ° ;
R X8I 0R, Rs
Rs' P
Ny Rapida .
Rs' N ]
L PG ”
R7 R4
3! "R5 R3"
"R6 R2u
1 X
Catalizador de paladio R3s"
o H Fosfinas "R
Ry “p=OR; Base/CH,CN SN R."
R5' SP _ R4' O:pvo 2
A\ z . Rs' Rp \R3
Rg N Lenta Z
Ry PG Re' N
R,' PG
3" 4ll

En donde la quiralidad es inducida por grupos quirales: R;, Z, o PG.

Esquema 9
[00210] En otra realizaciéon, la discriminacién quiral se puede

introducir adjuntando un grupo quiral a la mezcla racémica de los 3-

fosfoindoles, produciendo una mezcla de diaesteredmeros, la cual
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reaccionarad a diferentes indices con el sistema catalizador de
paladio no quiral (Esquema 9). El segundo centro quiral se puede
agregar como un componente del sustituyente Rj;, el grupo Z, o el
grupo protector PG. El grupo quiral no esta limitado, y se puede
utilizar cualquier grupo que induzca la selectividad deseada en la
reaccion a un indice razonable. Un ejemplo no limitante de un grupo
quiral que se puede utilizar como R; en esta reaccién incluye un
alcohol quiral, por ejemplo (+) o (-)-mentol. Otros ejemplos no
limitantes de los grupos que se pueden utilizar como el grupo Z o PG
en el Esquema 9, incluyen un éster quiral o una sulfona quiral.

[00211] Cuando Rj; es (R*) quiral, para la transformaciéon en el 3-
fosfoindol objetivo, la fracciéon quiral R* se puede remover utilizando
las condiciones descritas en JOC 1975, 1523-1525 utilizando una sal
de trialquil-oxonio, seguidas por disociaciéon acida, con inversion de

la configuracién (Esquema 10):

D/\\\/CN - N\—CN

X O=p

P~oR* 1) MesO*BF X Osp. oy
cl Ro O o cl 50
N 2) TFA N
N NH
H 2 H NH2
Esquema 10
[00212] También se puede emplear el mismo proceso de

resolucion cinética dindmica con un H-fosfinato de arilo racémico y
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un bromo-indol en una reacciéon de acoplamiento cruzado (Esquema

11):
R "
"RS 4
R3ll
R4ll "R6
"R R " "
5 3 R4l O:P, IO R2
n " Répida R5' SP \R3
Re Ro .
O:E’-IIH . R ' N
OR3 R4' X 6 \
R5| R7' PG
N—z §
Ry N R,
l R7l PG R3ll
Catalizador de paladio "Re )
R," Fosfinas R, O= 0 R,
"R R n Et3N/CH3CN R ' R \R
5 3 5 N\ P N3
Z
Rg R lemw T Ry N
O:P<HS R7' PG
ORS P 4ll

En donde la quiralidad es inducida por grupos quirales: R;, Z, PG, o
utilizando fosfinas quirales.

Esquema 11

Esquema de Resolucién Cinética Dinamica Especifica
[00213] En el siguiente ejemplo no limitante de un proceso de

resolucion cinética dinamica ilustrado en el Esquema 12, el

catalizador de Pd es acetato de paladio, la fosfina quiral es (R)-1-

[(S)-2-di-2-furil-fosfino)-ferrocenil]-etil-di-(2-metil-fenil)-fosfina, la



10

15

20

25

140

base es di-isopril-etil-amina, y el solvente es acetonitrilo. Después
de calentar a 100°C se obtiene el compuesto mayor con un exceso

enantiomérico del 40 por ciento.

N\-CN
H
X O:F;
OM -
cl OMe X 9P ome
N\ . Cl 0O
Rapida A\
N N N NH
N\ CN ' H 2
_ I N
l Fosfinas quirales "Pd" \®/\(CN
H Base/CH;CN s
= X O=p
X Osp_ o P~0oMe
Cl o) Cl N o)
N Lenta N NH
X=F, H
Esquema 12
2. Resolucién Quimica de los 3-Fosfoindoles
[00214] La resoluciéon de los acidos libres de los 3-fosfoindoles

se puede llevar a cabo mediante resolucién quimica utilizando una
base quiral. Una base quiral exhibira selectividad hacia el acido libre
de wuno de los dos enantibmeros de los 3-fosfoindoles,
proporcionando de esta manera los medios para resolver los
enantibmeros. Como se describe en el Ejemplo mas adelante, la
resolucion quimica del derivado de 2-carboxilo de los 3-fosfoindoles

de la formula I/l1l se puede llevar a cabo sobre el 1 utilizando la (-)-
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Cinconidina 2 (Esquema 13, para obtener el enantiémero requerido,
primero eluyendo el isémero mediante analisis quiral de HPLC), y la
(+)-Cinconina 3 (la cual se puede utilizar para remover el
enantiomero indeseado del filtrado, y segundo, eluyendo el isémero
mediante anélisis quiral de HPLC). E! enantidmero indeseado se
puede racemizar para obtener mas material.

[00215] También se podria aplicar una estrategia utilizando la
bencil-amina sustituida por alfa-metilo quiral, como se ilustra en el
esquema que se encuentra mas adelante. El indol 1 se halogena en
la posicion 3, y luego se hidroliza la funcién de éster para dar el
indol 3. Entonces se introduce una bencil-amina sustituida por alfa-
metilo (o insustituida) quiral (en donde la quiralidad se define como
S o R) en la funcién carboxilica del indol 3 por medio de una
reaccion de acoplamiento “"tipo peptidica". De una manera
alternativa, el 4 se podria preparar por medio de la formacién del
cloruro del acido mediante el tratamiento del acido 3 con un reactivo
clorado, y entonces la adiciéon de la bencil-amina sustituida por alfa-
metilo (o insustituida) quiral. El intermediario 4 se involucra entonces
en una reaccion catalizada por paladio, para proporcionar una
mezcla de diaestereoisémeros 5a y 5b. La mezcla de 5a y 5b se
podria separar ya sea mediante gel de silice o recristalizacién. El 5a
(quiralidad S, sobre fésforo) se involucra entonces en una reaccién
de disociacion, para remover la fraccion quiral en la posicién 2 vy
proporcionar el enantiomero-(Sp) puro 6. ElI 5b se podria reciclar

mediante su transformacién en un Aacido fosfinico mediante
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disociacion (por ejemplo, con TMSBr), y entonces se vuelve a
esterificar para proporcionar una mezcla de 5a y 5b, y entonces se

pueden volver a separar los diaestereoisomeros.

4.

X
RS 5
Halogenacién Saponificacion
\©f\>-coz elogenaci \©f\g—coz Et - \@\g—COZH
N

H
R* X
R, 0
HzN)\Q\Rz"' A\
3 - N HN
Acoplamiento H
p.ej. EDCIYHOBt
4
R2III
R, R
RS R¥ Rsn
I
RS" = Pl
> Ry Osp_ R Ry O=p,,
Osp. o R RS oRO OR
atalizador Pd,
Ligando, Solvepte, N NH ” NH
Base, Calentamiento 5a 5b
R2m RZI“

Separacion de diaestereoisomeros

RS, "
R¥
Re* ,
' Ry O=p, R”
Disociacion RS ORO
5 —— -, N\
N NH,
6

Esquema 13
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Ejemplos
Ejemplo 1
[00216] El presente ejemplo describe la preparacion del
compuesto lll y el compuesto I.
Compuesto Il

|
Cl
Cl
Boc,0 A\
I 2 CO,Et
H—coEt — \T:::I:ﬁ%*‘COZE‘ \T:::jilﬁ*‘ i

N KOH/DM N DCM/DMAP
H SO H /Eo
#8 #i%
N
#11
0= P H

OMe
P~OMe 1) TFAIDCM
#9 \ , . \ COH
EtsN/ szdbas CO,Et ) LIOH H,O/THF
DMF 70°C

#10 o)k 0 #5A

L

x-CN
S _CN x._-CN
I O:F|>—H O=F|’—H
OH OMe
#12 #13 #11
Reaccion 7 a 8:
[00217] A un matraz se le agreg6, bajo argén, el indol 7 (1

equivalente), y se le agregaron Yodo (1.98 equivalentes), hidroxido

de potasio sdélido (1 equivalente), y dimetil-formamida anhidra (4.5

7573
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mililitros / milimol). La mezcla de reaccion se agitdé durante 3 horas,
entonces se le agregd agua, y la pasta acuosa se filtr6 a través de
un filtro de papel, el sélido se secd bajo presidon reducida, y se triturd
/ filtr6 en agua varias veces, para proporcionar, después de secarse
bajo presién reducida, el 3-yodo-indol 8. '"H RMN (CDCl;, 400 MHz) &
1.45 (t, 3H), 4.50 (q, 2H), 7.20-7.40 (m, 2H), 7.55 (s, 1H), 9.40 (br s,

1H).

Reacciéon 8 a 9:

[00218] A una solucién agitada del indol 8 (1 equivalente) en
dicloro-metano (3.5 mililitros / milimol) bajo nitrogeno, se le
agregaron dicarbonato de diterbutilo (1.8 equivalentes) y 4-dimetil-
amino-piridina (2 equivalentes). La mezcla de reaccion se agité
durante 18 horas, entonces se agregd regulador de fosfato (pH = 7),
y se extrajo con dicloro-metano. Las capas organicas combinadas se
secaron (Na,SO,), y se concentraron bajo presiéon reducida. El
residuo crudo se purific6 mediante cromatografia por evaporacion
instantanea sobre gel de silice (eluyente: éter de petroleo/EtOAc :
1/1), para proporcionar el N-Boc-indol protegido 9. Sélido
ligeramente amarillo. '"H RMN (ds-DMSO, 400 MHz) 6 1.34 (t, J = 8.0
Hz, 3H), 1.56 (s, 9H), 4.35 (q, J = 8.0 Hz, 2H), 7.46 (d, J = 4.0 Hz,
1H), 7.55 (dd, J = 12.0 y 4.0 Hz, 1H), 8.0 (d, J = 12.0 Hz, 1H), MS

(ES") m/z =448 (M-H).

Reaccidon 9 a 10:

7St
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[00219] Una solucion agitada de dimetil-formamida desgasificada
con Ny, el N-Boc-3-yodo-indol 9 (1 equivalente), el H-aril-fosfinato 11
(1.1 equivalentes), trietil-amina (2 equivalentes), y Pd,dba; (0.2
equivalentes), se calenté a 70°C o a 90°C hasta que se termino la
reaccion de acuerdo con el analisis de TLC o HPLC. La mezcla de
reaccion se enfriéo a temperatura ambiente, y se evapord el solvente.
El residuo crudo se purifico mediante cromatografia por evaporacién
instantanea sobre gel de silice (eluyente: éter de petroleo/EtOAC :
8/2), para proporcionar el fosfinato de indol 10 (con también algo de
indol desprotegido). Sélido blanco. *"H RMN (ds-DMSO, 400 MHz) &
1.26 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 1.58 (s, 9H), 2.35 (s, 3H), 3.70 (d, J = 11.5
Hz, 3H), 4.29 (m, 2H), 6.53 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 7.53 (dd, J = 9.0y
2.2 Hz, 1H), 7.65 (d, J = 13.3 Hz, 1H), 7.70 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 7.76
(s, 1H), 7.84 (d, J = 13.3 Hz, 1H), 7.92 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 8.06 (d, J

= 9.0 Hz, 1H), MS (ES") m/z = 543 (MH").

Reacciéon 12 a 13:

[00220] El yodo-arilo 12 (1 equivalente), dimetil-formamida (1
mililitro / milimol), trietil-amina (3 equivalentes), y la sal
hipofosforosa de anilinio* (1,25 equivalentes) se pusieron en un tubo
de presion y se desgasificaron con N, durante 15 minutos. Entonces
se agreg¢ tetraquis-paladio, y esta mezcla se agité a 85°C durante la
noche.

[00221] El solvente se evapord, y se agregd agua (pH = 5-6). La

mezcla se basific6 con NaHCO; hasta un pH = 8 y se extrajo con
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dietil-éter. La capa acuosa se acidificé con HCI 1N hasta un pH = 1,
y se extrajo con acetato de etilo. Las capas organicas combinadas se
secaron, se filtraron, y se concentraron bajo ‘presi(’)n reducida, para
dar el compuesto #13.

[00222] La sal de anilinio se sintetiz6 de acuerdo con el
procedimiento de Montchamp y colaboradores (J. Am. Chem. Soc.,
2001, 723, 510-511).

[00223] Sdlido grisaceo. '"H RMN (ds-DMSO, 400 MHz) & 6.54 (d,
J =16.8 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 549.8 Hz, 1H), 7.57 (d, J = 13.6 Hz,
1H), 7.71 (m, 3H), *'P RMN (ds-DMSO, 121.49 MHz) § 15.56, MS

(ES’) m/z =208.

Reaccién 13 a 11

[00224] Se agreg6 cuidadosamente piridina (1 equivalente) a una
solucion vigorosamente agitada de cloroformato de alquilo (1
equivalente), y acido aril-fosfinico 12 (1 equivalente) en dicloro-
metano (2 mililitros / milimol) a temperatura ambiente. Una vez que
se hubo detenido la efervescencia, la soluciéon se puso a reflujo
durante 15 minutos, y entonces se dejé enfriar a temperatura
ambiente. La solucion se vertié en acido clorhidrico 0.1M (1 mililitro /
milimol), y la capa organica se separ6. Después de lavar con agua y
de secar sobre Na,SO,, el solvente se removié al vacio, para dar el
compuesto #11. Solido blanco. '"H RMN (dg-DMSO, 400 MHz) & 2.40
(s, 3H), 3.71 (d, J = 12.2 Hz, 3H), 6.58 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 7.52 (d,

J = 576,0 Hz, 1H), 7.63 (d, J = 14.0 Hz, 1H), 7.71 (d, J = 16.8Hz,

RrAYd
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1H), 7.80 (m, 2H), MS (ES") m/z =222.

Compuesto |
F |
oC
l2 \ 2 CO,Et
mcoza KOH/DMSO oo DCM/DMAP N
H/DM
H H )ko
#7 #8 #0

CN
O P H F o:P\OMe
OMe ' OSP_ S1e 1) TFADCM  Cl
#9 § N—co,H
Et;N/ szdbaa CO,Et 2) LiOH H,O/THF N

H
DMF 70°C N
=0

I OZE”H O=FI’—H
OH OMe
#12 #13 #11
Reaccién 7 a 8:
[00225] A una solucién agitada del indol 7 (1.0 equivalentes) en

N,N-dimetil-formamida (4.4 mililitros / milimol) bajo argon, se le
agregaron yodo (1.98 equivalentes) e hidréoxido de potasio (1.0
equivalentes). La mezcla de reaccién se agité durante 3 horas. La
mezcla de reaccion se apag6 mediante la adicion de agua (8.8

mililitros / milimol), y el producto se precipito, se filtr6, y se secéd. El
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solido se volvié a someter a las condiciones de reaccién (dimetil-
formamida (4.4 mililitros / milimol) bajo argon, vyodo (0.4
equivalentes), e hidroxido de potasio (0.2 equivalentes), y se agito
durante 1 hora) para convertir el material de partida restante. La
mezcla de reaccién se apagdé mediante la adicién de agua (8.8
mililitros / milimol), y el producto se precipito, se filtr6, y se secd,
para proporcionar el 3-yodo-indol 8. Sélido color beige. '"H RMN (d,-
DMSO, 400 MHz) 6 1.39 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 4.40 (q, J = 7.2 Hz, 2H),
7.35-7.42 (m, 2H), 12.66 (s, 1H), '"°F RMN (ds-DMSO, 376 MHz)d -
126.87, MS (ESI-) m/z = 366.13 (M-H) 100 por ciento, 368.15 (M-H)"
35 por ciento.

Reacciéon 8 a 9:

[00226] A una solucion agitada del indol 8 (1 equivalente) en
dicloro-metano (3.5 mililitros / milimol) bajo nitrogeno, se le
agregaron dicarbonato de diterbutilo (1.8 equivalentes) y 4-dimetil-
amino-piridina (2 equivalentes). La mezcla de reaccién se agitd
durante 18 horas, entonces se agreg6 regulador de fosfato (pH = 7),
y se extrajo con dicloro-metano. Las capas organicas combinadas se
secaron (Na,SO,), y se concentraron bajo presién reducida. El
residuo crudo se purific6 mediante cromatografia por evaporacion
instantanea sobre gel de silice (eluyente: éter de petrdleo/EtOAC :
1/1), para proporcionar el N-Boc-indol protegido 9. Sélido blanco. 'H
RMN (ds-DMSO, 400 MHz) 6 1.35 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 1.57 (s, 9H),
4.39 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 7.64 (dd, J = 7.3y 9.1 Hz, 1H), 7.90 (d, J =

9.1 Hz, 1H), "°F RMN (ds-DMSO, 377 MHz) & - 126.9, MS (ESI, EI*)

\
Q

v;

\
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m/z = 490 (M+Na*).

Reacciéon 9 a 10:

[00227] Una solucion agitada de dimetil-formamida desgasificada
con N3, N-Boc-3-yodo-indol 9 (1 equivalente), H-aril-fosfinato 11 (1.1
equivalentes), trietil-amina (2 equivalentes), y Pd,dba; (0.2
equivalentes), se calent6 a 70°C o a 90°C hasta que se termind la
reaccion de acuerdo con el analisis de TLC o HPLC. La mezcla de
reaccion se enfrié a temperatura ambiente, y se evaporo el solvente.
El residuo crudo se purific6 mediante cromatografia por evaporacion
instantanea sobre gel de silice (eluyente: éter de petréleo/EtOAcC :
8/2), para proporcionar el fosfinato de indol 10 (con también algo de
indo! desprotegido). Sélido blanco. '"H RMN (ds-DMSO, 400 MHz) &
1.34 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 1.62 (s, 9H), 2.35 (s, 3H), 3.66 (d, J = 11.6
Hz, 3H), 4.37 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 6.51 (d, J = 16.7 Hz, 1H), 7.58-7.65
(m, 2H), 7.69-7.77 (m, 3H), 7.94 (d, J = 9.5 Hz, 1H), '"°F RMN (d,-
DMSO, 377 MHz) 6 - 116.0 (s, .1F), *'P RMN (ds-DMSO, 162 MHz) &
23.42 (s, 1P), MS (ESI, EI') m/z = 561 (M+H").

Reacciéon 12 a 13:

[00228] El yodo-arilo 12 (1 equivalente), dimetil-formamida (1
mililitro / milimol), hﬁetﬂ-arnina (3 equivalentes), y la sal
hipofosforosa de anilinio* (1,25 equivalentes) se pusieron en un tubo
de presion y se desgasificaron con N, durante 15 minutos. Entonces
se agrego tetraquis-paladio, y esta mezcla se agité a 85°C durante la

noche.

\J\

1
H

1\
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[00229] El solvente se evaporo, y se agregé agua (pH = 5-6). La

mezcla se basific6 con NaHCO; hasta un pH = 8 y se extrajo con

dietil-éter. La capa acuosa se acidifico con HCI 1N hasta un pH =1y

se extrajo con acetato de etilo. Las capas organicas combinadas se
secaron, se filtraron, y se concentraron bajo presién reducida, para
dar el compuesto #13.

[00230] La sal de anilinio se sintetiz6 de acuerdo con el
procedimiento de Montchamp y colaboradores (J. Am. Chem. Soc.,
2001, 723, 510-511).

[00231] Solido grisaceo. '"H RMN (ds-DMSO, 400 MHz) & 6.54 (d,
J =16.8 Hz, 1H), 7.46 (d, J = 549.8 Hz, 1H), 7.57 (d, J = 13.'6 Hz,
1H), 7.71 (m, 3H), *'P RMN (ds-DMSO, 121.49 MHz) § 15.56, MS
(ES") m/z =208.

Reaccion 13 a 11

[00232] Se agreg6 cuidadosamente piridina (1 equivalente) a una
solucion vigorosamente agitada de cloroformato de alquilo (1
equivalente), y 4acido aril-fosfinico 13 (1 equivalente) en dicloro-
metano (2 mililitros / milimol) a temperatura ambiente. Una vez que
se hubo detenido la efervescencia, la solucién se puso a reflujo
durante 15 minutos, y entonces se dejé enfriar a temperatura
ambiente. La solucion se vertio en acido clorhidrico 0.1M (1 mililitro /
milimol), y la capa orgénica se separ6. Después de lavar con agua y
de secar sobre Na,S0,, el solvente se removié al vacio, para dar el
compuesto #11. Solido blanco. "H RMN (ds-DMSO, 400 MHz) ¢ 2.40

(s, 3H), 3.71 (d, J = 12.2 Hz, 3H), 6.58 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 7.52 (d,

760
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J =576,0 Hz, 1H), 7.63 (d, J = 14.0 Hz, 1H), 7.71 (d, J = 16.8Hz,
1H), 7.80 (m, 2H), MS (ES") m/z =222.
[00233] Ciertos compuestos del presente ejemplo se prepararon

mediante el esquema y los siguientes métodos.

5 R4' R4. ] s R4' |
RS ] R Proteccién - N
N\ _co.gt Método AD AN CO,Et CO,Et
N 2 N Método AE, N
H H PG
10 61 62

AF, AG, o AH

re. RY
R
10 R®*
' O R
Método Al . <P or
62
\©f\g»coza
N
R=Me, Et PG
63

Esquema 14: Acoplamiento de H-aril-fosfinato con 3-yodo-indol
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. "
R¥ RY . R X
R2 Método L R Proteccion T A
N elode N—Cco,Et CO,Et
COzEt i 2 - N
N Método AD N Método AE, \
H 62 PG

H AF, AG, o AH
10 61
R, R
R¥
R®*
H .
) Ry Osg Ry Os@_  R?
Método AJ RS ~OR Método AL RS OR
\©f\gfcoza mCOzEt
N N
PG PG
64 63
Método AM RS" RY
R
RS
H o
R ! O: ] R4' OQP\ R
Re L [TOMe  MétodoAL g OMe
N—CONH, ’ N—COoNH,
N N
H H
65 66
METODO AD
[00234] A un matraz se le agregd, bajo argon, el indol 10 (1

equivalente), se le agregaron Yodo (1.98 equivalentes), hidréoxido de
potasio solido (1 equivalente), y dimetil-formamida anhidra (4.5
mililitros / milimol). La mezcla de reaccién se agité durante 3 horas,
entonces se le agreg6 agua, y la pasta acuosa se filtr6 a través de
un filtro de papel, el sélido se seco6 bajo presion reducida, y se trituré
/ se filtr6 en agua varias veces, para proporcionar, después de
secarse bajo presién reducida, el 3-yodo-indol 61.

METODO AE

[00235] A una solucion agitada del indol 10 (1 equivalente) en

Q
N
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dicloro-metano (3.5 mililitros / milimol) bajo nitrogeno, se le
agregaron dicarbonato de diterbutilo (1.8 equivalentes), y 4-dimetil-
amino-piridina (2 equivalentes). La mezcla de reacciéon se agitd
durante 18 horas, entonces se agreg6 regulador de fosfato (pH = 7),
y se extrajo con dicloro-metano. Las capas organicas combinadas se
secaron (Na,SO4), y se concentraron bajo presién reducida. EI
residuo crudo se purific6 mediante cromatografia por evaporacién
instantanea sobre gel de silice (eluyente: éter de petroleo/EtOAC :
1/1), para proporcionar el N-Boc-indol protegido 62a.

METODO AF

[00236] A una solucién agitada del indol 10 (1 equivalente) en
N,N-dimetil-formamida (3.5 mililitros / milimol) bajo nitrégeno vy
enfriada a 0°C (bafio de hielo), se le agregd hidruro de sodio (1.2
equivalentes) en porciones. La mezcla de reaccién se agité durante
15 minutos hasta que ces6 el desprendimiento de gas, y se agreg6
por goteo el cloruro de 4-metoxi-bencilo. La mezcla de reaccién se
agito durante 18 horas, y entonces se agreg6é una pequefia cantidad
de agua a 0°C. El medio de reaccion se diluyé con agua / regulador
de fosfato (pH=7). La capa acuosa se extrajo con acetato de etilo, y
las capas orgénicas se lavaron con agua, se secaron (Na,S0,), y se
concentraron bajo presiéon reducida. El residuo crudo se purifico
mediante cromatografia por evaporacion instantanea sobre gel de
silice (eluyente: éter de petréleo/EtOAc : 98/2 a 1/1), para
proporcionar el N-p-metoxi-bencil-indol protegido 62b.

METODO AG

76 3
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[00237] A una solucion agitada y enfriada (a aproximadamente
0°C) del indol-2-carboxilato de etilo 10 (1 equivalente) en N,N-
dimetil-formamida (2 mililitros / milimol) bajo N,, se le agregé NaH
(al 60 por ciento en aceite, 1.2 equivalentes) en porciones: Cuando
se detuvo el desprendimiento de gas, se agregd cloruro de bencen-
sulfonilo (1.2 equivalentes). La mezcla de reaccién se agito durante
aproximadamente 1 hora (monitoreo mediante TLC, eluyente de
dicloro-metano); entonces se agregdé cuidadosamente una pequefia
cantidad de agua y la dimetil-formamida se evapord. El residuo crudo
se disolvié en acetato de etilo, y se lavo con agua y salmuera.
Después de secar y de la evaporacion de los solventes, el
compuesto se purifico mediante cromatografia sobre gel de silice

(eluyente: CgH¢2/EtOAc 9/1 a 7/3), para dar el N-fenil-sulfonil-indol

62c.
METODO AH
[00238] A una soluciéon agitada del indol 10 (1 equivalente) en

tetrahidrofurano (3.5 mililitros / milimol) bajo nitrogeno, se le
agregaron terbutdéxido de potasio (1.5 equivalentes). La mezcla de
reaccion se agitdé durante 15 minutos, y entbnces se agregd cloruro
de benzoilo (1.2 equivalentes). La mezcla de reaccion se agitéd
durante 18 horas, y entonces se le agreg6 agua. El tetrahidrofurano
se evaporo bajo presién reducida, y la capa acuosa se extrajo tres
veces con acetato de etilo. Las capas organicas combinadas se
secaron (Na,SO,), y se concentraron bajo presiéon reducida. ElI

residuo crudo se purific6 mediante cromatografia por evaporacion
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instantanea sobre gel de silice (eluyente: éter de petréleo/EtOAc :
3/1), para proporcionar el N-Bz-indol protegido 62d.

METODO Al

[00239] Una solucion agitada de dimetil-formamida desgasificada
con N, 3-yodo-indol N-protegido 62 (1 equivalente), H-aril-fosfinato
23 (R = Me o Et) (1.1 equivalentes), trietil-amina (2 equivalentes), y
Pd.dba; (0.2 equivalentes), se calent6 a 70°C o a 90°C hasta que se
termind la reaccién de acuerdo con el analisis de TLC o HPLC. La
mezcla de reaccion se enfrié6 a temperatura ambiente, y se evapord
el solvente. El residuo crudo se purific6 mediante cromatografia por
evaporacion instantanea sobre gel de silice (eluyente: tipicamente
éter de petroleo/EtOAc : 8/2), para proporcionar el fosfinato de indol
63. (observe que cuando PG = Boc, se obtiene una mezcla del
compuesto protegido por Boc y el compuesto de indol desprotegido).

METODO AJ

[00240] A una solucién enfriada a -90°C (bafo de acetona /
nitrogeno liquido) del bromo-indol 11 (1 equivalente) en
tetrahidrofurano (5 mililitros / milimol) bajo nitrégeno, se le agreg6
por goteo n-butil-litio (2.5M en hexanos, 1.1 equivalentes), mientras
que se mantenia la temperatura alrededor de -90°C. Después del
final de la adicion, el medio de reaccion se agit6 durante 5 minutos a
la misma temperatura, y se agregdé por goteo cloro-dietil-fosfito (1
equivalente). La reaccion se dejo calentar hasta -20°C, y entonces
se lavo rapidamente con un pequefio volumen de salmuera. La capa

organica se agreg6 entonces inmediatamente a una solucioén agitada

765
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de HCI 0.5M, y la mezcla se agit6 durante 1 hora. Después de la
decantacidn, la capa acuosa se extrajo con EtOAc varias veces. Las
capas organicas combinadas se secaron (Na,S0,), entonces se
concentraron bajo presioén reducida, y el residuo oleoso se purificd
mediante cromatografia por evaporacién instantdnea sobre gel de
silice (eluyente: DCM/EtOAc : 95/5), para proporcionar el 3-H-
fosfinato de indol 64.

METODO AL

[00241] A una solucién del 3-H-fosfinato de indol 64 6 65 bajo N,
en acetonitrilo desgasificado, se le agregaron 3-yodo-5-metil-cinamo-
nitrilo (1.1 equivalentes), Et;N (1 equivalente), y tetraquis-(trifenil-
fosfina)-paladio (0.2 equivalentes). La reaccién se calenté a 100°C
hasta el final de la reaccidon (se monitore6 mediante HPLC). La
reaccion se enfrio, y el solvente se evaporé bajo presion reducida. El
residuo crudo entonces se purificO mediante cromatografia por
evaporacion instantanea sobre gel de silice, para proporcionar el 3-
H-fosfinato 63 o 66.

METODO AM

[00242] En un tubo de presion, el 3-H-fosfinato de indol 64 (1
equivalente) se disolvi6 en metanol, la solucion se enfri6 a 0°C, y
entonces se satur6 con amoniaco. La reaccion entonces se calenté a
50°C bajo presion durante 18 horas. Después de enfriarse, los
solventes se evaporaron. Se agregdé agua y se llevd a cabo la
extraccion con EtOAc. Las capas organicas se secaron (Na,SO,), y

se evaporaron al vacio. El residuo se tritur6 en acetonitrilo, y dio,
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después de la filtracion, la 3-H-fosfinato-indol-carboxamida 65.

Intermediario 62b:

1-(4-metoxi-bencil)-5-cloro-3-yodo-1H-indol-2-carboxilato de

etilo.
I
C'WOH
N @)
MeO
[00243] El Intermediario 62b se sintetiz6 de acuerdo con el

método AF. S¢lido blanco, 'H RMN (ds-DMSO, 400 MHz) & 1.33 (t, J
= 7.1 Hz, 3H), 3.67 (s, 3H), 4.35 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 5.73 (s, 2H),
6.82 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.97 (d,), 7.40 (J = 8.9 y 2.1 Hz, 1H), 7.45
(d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.72 (d, J = 8.9 Hz, 1H).

Intermediario 62c:

1-fenil-sulfonil-5-cloro-3-yodo-1H-indol-2-carboxilato de etilo.

Cl OEt
A\
N O
_s=0
O/
[00244] El Intermediario 62c se sintetiz6 de acuerdo con el

método AG. '"H RMN V(ds-DMSO, 400 MHz) 6 1.40 (t, 3H), 4.50 (br q,

2H), 7.45 (s, 1H), 7.52-7.80 (m, 4H), 8.00 (m, 3H). MS (ESI, EI') m/z

AN
N
N
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= 488 (M-H").

Intermediario 62d:

1-benzoil-5-cloro-3-yodo-1H-indol-2-carboxilato de etilo.

Cl OEt
A\
N O
O
[00245] El Intermediario 62d se sintetiz6 de acuerdo con el

método AH. Soélido ligeramente amarillo, '"H RMN (ds-DMSO, 400
MHz) 6 1.03 (t, J = 9.4 Hz, 3H), 3.88 (q, J = 9.4 Hz, 2H), 7.52-7.71
(m, 8H). MS (ESI, ElI') m/z = 476 (M+Na*), MS (ES") m/z = 452.

Intermediario 62e

1-fenil-sulfonil-5-cloro-4-fluoro-3-yodo-1H-indol-2-carboxilato de

metilo
E |
Cl N OEt
N o©
o‘©
[00246] El Intermediario 62e se sintetizé6 de acuerdo con el

método AG. Solido color beige, 'H RMN (ds-DMSO, 400 MHz) 6 1.41
(t, J = 7.2 Hz, 3H), 4.51'(q, J=17.2Hz, 2H), 7.63-7.71 (m, 3H), 7.78-

7.82 (m, 1H), 7.89-7.91 (d, 1H), 8.00-8.03 (m, 2H), '’F RMN (d-

T

765
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6DMSO, 376 MHz)-125.60 (d, 1F). MS (ESI-) m/z = 506.12 (M-H) 30
por ciento, 380.21 (M-I)" 100 por ciento, 382.21 (M-1)" 35 por ciento.

Intermediario 62h:

1-(4-metoxi-bencil)-4-fluoro-5-cloro-3-yodo-1H-indol-2-
carboxilato de metilo.

F |

Cl OEt
W@C\H
N o)

MeO
[00247] El Intermediario 62h se sintetizo6 de acuerdo con el
meétodo AF.
Solido blanco, '"H RMN (ds-DMSO, 400 MHz) 6 1.31 (t, J = 7.1 Hz,
3H), 3.67 (s, 3H), 4.34 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 5.68 (s, 2H), 6.82 (d, J =
8.6 Hz, 2H), 6.96 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.45 (dd, J = 7.0 y 9.2 Hz, 1H),
7.59 (d, J = 8.8 Hz, 1H), "°F RMN (ds-DMSO, & -126.1 (s, 1F).377
MHz) MS (ESI, EI*) m/z = 487.

Compuesto 63b:

Etil-éster del acido 1-bencen-sulfonil-5-cloro-3-[metil-3-((E)-2-

ciano-vinil)-5-metil-fenil]-fosfinoil-1H-indol-2-carboxilico.

A
TN
~0
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[00248] El compuesto 63b se sintetiz6 de acuerdo con el método
Al. Sélido blanco, '"H RMN (ds-DMSO, 400 MHz) 6 1.33 (t, J = 7.1 Hz,
3H), 2.65 (s, 3H), 3.69 (d, J = 11.7 Hz, 3H), 4.41 (m, 2H), 6.52 (d, J
= 16.7 Hz, 1H), 7.53 (dd, J = 9.0 y 2.2 Hz, 1H), 7.62 (d, J = 13.6 Hz,
1H), 7.60-7.71 (m, 3H), 7.76-7.81 (m, 3H), 7.85 (d, J = 2.2 Hz, 1H),
8.04-8.09 (m, 3H). MS (ES’) m/z = 583 (MH")

Compuesto 63¢:

Etil-éster del 4cido 1-(4-metoxi-bencil)-5-cloro-3-[metil-3-((E)-2-

ciano-vinil)-5-metil-fenil]-fosfinoil-1H-indol-2-carboxilico.

\Q/\/CN
MeO

h P:o

Cl OEt
T
N O

MeO
[00249] El compuesto 63c se sintetizdo de acuerdo con el método
Al. Solido blanco, 'TH RMN (de.Acetona, 400 MHz) 6 1.18 (t, J = 7.1
Hz, 3H), 2.39 (s, 3H), 3.74 (s, 3H), 3.76 (d, J = 11.4 Hz, 3H), 4.26

(m, 2H), 5.63 (s, 2H), 6.35 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 6.86 (d, J = 8.6 Hz,
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"2H), 7.14 (d, J = 8.6 Hz., 2H), 7.35 (dd, J = 9.0y 2.2 Hz, 1H), 7.61 (d,

J=16.8 Hz, 1H), 7.67 (dd, J = 8.9 y 1.9 Hz, 1H), 7.69 (s, 1H), 7.75
(d, J = 13.2 Hz, 1H), 7.91 (d, J = 13.2 Hz, 1H), 8.24 (d, J = 2.2 Hz,
1H). MS (ES*) m/z = 563 (MH").

Compuesto 63f:

Etil-éster del acido 1-(terbutil-carbamato)-5-cloro-4-fluoro-3-
[metil-3-((E)-2-ciano-vinil-5-metil-fenil}-fosfinoil)-1H-indol-2-

carboxilico.

=0

[00250] El compuesto 63f se sintetizé de acuerdo con el método
Al. Sdlido blanco, '"H RMN (ds-DMSO, 400 MHz) 6 1.34 (t, J = 7.1 Hz,
3H), 1.62 (s, 9H), 2.35 (s, 3H), 3.66 (d, J = 11.6 Hz, 3H), 4.37 (q, J =
7.1 Hz, 2H), 6.51 (d, J = 16.7 Hz, 1H), 7.58-7.65 (m, 2H), 7.69-7.77
(m, 3H), 7.94 (d, J = 9.5 Hz, 1H), "°F RMN (d¢-DMSO, 377 MHz) 6 -
116.0 (s, .1F), *'P RMN (dG-DM'SO, 162 MHz) 6§ 23.42 (s, 1P). MS
(ESI, EI') m/z = 561 (M+H").

Compuesto 63qg:

Etil-éster del acido 5-cloro-4-fluoro-3-[metil-3-((E)-2-ciano-vinil)-

5-metil-fenil]-fosfinoil-1H-indol-2-carboxilico.

~)
0
~
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\-CN
|
F O\p\
Cl © OEt

A\

N

N O

[00251] El compuesto 63g se sintetizé de acuerdo con el método

Al. Sdlido blanco, '"H RMN (ds-DMSO, 400 MHz) 6 1.24 (t, J = 7.1 Hz,
3H), 2.35 (s, 3H), 3.58 (d, J = 11.6 Hz, 3H), 4.24 (q, J = 7.2 Hz, 2H),
6.49 (d, J = 16.7 Hz, 1H), 7.38-7.82 (m, 6H), 13.19 (bs, 1H), '°F RMN
(ds- DMSO, 376 MHz)-115.0 (s, 1F), *'P RMN (ds-DMSO, 162 MHz)
6 25.24 (s, 1P). MS (ESI, EI') m/z = 461 (M+H").

Compuesto 63h:

Etil-éster del acido 1-(4-metoxi-bencil)-5-cloro-4-fluoro-3-[metil-

3-((E)-2-ciano-vinil-5-metil-fenil]-fosfinoil)-1H-indol-2-carboxilico.

Cl OEt

MeO
[00252] El compuesto 63h se sintetiz6 de acuerdo con el método
Al. Sélido blanco, '"H RMN (ds-DMSO, 400 MHz) 6 1.20 (t, J = 7.1 Hz,
3H), 2.35 (s, 3H), 3.61 (d, J = 11.6 Hz, 3H), 3.70 (s, 3H), 4.28 (q, J =

7.1 Hz, 2H), 5.43 (d, J = 16.2 Hz, 1H), 5.48 (d, J = 16.2 Hz, 1H), 6.48
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(d, J = 16.7 Hz, 1H), 6.88 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.12 (d, J = 8.7 Hz,
2H), 7.46 (dd, J = 6.8 y 8.8 Hz, 1H), 7.55-7.79 (m, 5H), "°F RMN (d,-
DMSO, 377 MHz) 6 -116.7 (s, 1F), *'P RMN (ds-DMSO, 162 MHz) &
24.55 (s, 1P). MS (ESI, EI*) m/z = 581 (M+H").

Intermediario 64a:

Etil-éster del acido 1-bencen-sulfonil-5-cloro-3-etoxi-hidrogen-

fosfinil-1H-indol-2-carboxilico.

[00253] El Intermediario 64a se sintetiz6 de acuerdo con el
método AJ. Aceite espeso ligeramente amarillo, '"H RMN (ds-DMSO,
300 MHz) 6 1.25 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 1.37 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 4.1 (m,
2H), 4.46 (q, J = 7.2 Hz, 3H), 7.58 (dd, J = 9.0 y 2.1 Hz, 1H), 7.71
(m, 2H), 7.80 (d, J = 609.6 Hz, 1H), 7.83 (m, 1H), 7.97 (d, J = 2.1 Hz,
1H), 8.11 (m, 3H), *'P RMN (ds-DMSO, 162 MHz) 6 13.43. MS (ES*)
m/z = 456 (MH").

Intermediario 64b:

Metil-éster del acido 1-bencen-sulfonil-5-cloro-4-fluoro-3-etoxi-

hidrogen-fosfinil-1H-indol-2-carboxilico.
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[00254] El Intermediario 64b se sintetiz6 de acuerdo con el
método AJ. Sélido blanco, '"H RMN (ds-DMSO, 300 MHz) 6 1.20 (t, J
= 6.9 Hz, 3H), 3.99 (s, 3H), 4.03 (m, 2H), 4.10 (m, 2H), 7.70 (m, 4H),
7.71 (m, 2H), 7.79 (dd, J = 616.8 y 4.8 Hz, 1H), 7.84 (m, 1H), 7.96
(m, 1H), *'P RMN (ds-DMSO, 121.49 MHz) 6 12.42 (Jp.r,= 12.6 Hz).
MS (ES') m/z = 460 (MH").

Compuesto 63f:

Etil-éster del acido 5-cloro-3-[etil-3-((E)-2-ciano-vinil)-5-metil-

fenil]-fosfinoil-1H-indol-2-carboxilico.

[00255] El compuesto 63f se sintetizé de acuerdo con el método
AL. Solido blanco, '"H RMN (ds-DMSO, 400 MHz) 6 1.09 (t, J = 7.1
Hz, 3H), 1.26 (t, J = 7.0 Hz, 3H), 2.34 (s, 3H), 3.99 (m, 2H), 4.16 (m,
2H), 6.48 (d, J = 16.5 Hz, 1H), 7.39 (dd, J = 8.8 y 2.2 Hz, 1H), 7.59
(m, 2H), 7.71 (m, 3H), 8.39 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 12.93 (brs, 1H). MS

(ES*) m/z = 597 (MH*).
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Intermediario 65a:

5-cloro-3-metoxi-hidrogen-fosfinil-1H-indol-2-carboxamida.

\
ol
Pto

Cl NH
"
N O
H

[00256] El Intermediario 65a se sintetiz6 de acuerdo con el
método AM. Sélido blanco, '"H RMN (ds-DMSO, 300 MHz) 6 3.71 (d, J
= 12.6 Hz, 3H), 7.35 (dd, J =8.7y 2.1 Hz 1H), 7.60 (dd, J =8.7 y 1.8
Hz 1H), 7.85 (d, J = 2.1 Hz 1H), 7.99 (dd, J = 616.8 y 5.4 Hz 1H),
8.00 (brs, 1H), 9.28 (brs, 1H), 12.71 (brs, 1H), *'"P RMN (ds-DMSO,
121.49 MHz) 6 22.38. MS (ES") m/z = 271 (M-H).

Intermediario 65b:

5-cloro-4-fluoro-3-metoxi-hidrogen-fosfinil-1H-indol-2-

carboxamida.

\ H
ON
F O,
Cl NH

N\ 2

N @)

H

[00257] El Intermediario 65b se sintetiz6 de acuerdo con el

método AM. Solido blanco, '"H RMN (ds-DMSO, 300 MHz) 6§ 3.72 (d, J

= 13.2 Hz, 3H), 7.45 (m, 2H), 7.99 (dd, J = 616.8 y 5.4 Hz 1H), 8.08 -

(brs, 1H), 9.96 (brs, 1H), 13.0 (brs, 1H), *'P RMN (ds-DMSO, 121.49

MHz) 6 22.79 (dd, J= 28.8 y 4.6 Hz). MS (ES’) m/z = 289 (M-H).
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Compuesto 66a:

5-cloro-3-[metil-3-((E)-2-ciano-vinil)-5-metil-fenil]-fosfinoil-1H-

indol-2-carboxamida.

@

Iz /:>\
@) prd
I
N

[00258] El compuesto 66a se sintetizé de acuerdo con el método
AL. Sélido blanco, 'H RMN (CDCls, 300 MHz) 6 2.40 (s, 3H), 3.88 (d,
J=11.7 Hz, 3H), 5.89 (d, J = 16.5 Hz, 1H), 5.97 (brs, 1H), 7.33-7.67
(m, 7H), 10.46 (s, 1H), 10.89 (brs, 1H), *'P RMN (CDCl;, 121.49
MHz) 6 31.54. MS (ES*) m/z = 414 (MH*).

Compuesto 66b:

5-cloro-4-fluoro-3-[metil-3-((E)-2-ciano-vinil)-5-metil-fenil]-

fosfinoil-1H-indol-2-carboxamida.

N\-CN
F =
Cl P~OMe
\ 0]
N NH
H 2
[00259] El compuesto 66b se sintetizé de acuerdo con el método
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AL. Sdlido blanco, "H RMN (CDCl;, 300 MHz) § 2.42 (s, 3H), 3.88 (d,
J =12.0 Hz, 3H), 6.38 (d, J = 16.5 Hz, 1H), 7.20 (brs, 1H), 7.42 (dd,
J = 8.8 and 6.7 Hz, 1H), 7.61-7.66 (m, 2H), 7.74 (m, 2H), 7.89 (m,
1H), 11.24 (s, 1H), 12.07 (brs, 1H), *'P RMN (CDCl;, 121.49 MHz) &
30.29, "*F RMN (ds-DMSO, 282.4 MHz) 6-115.0. MS (ES*) m/z = 432

(MH").

Intermediarios 4a y 4b:

I |
Cl o - Cl 0O
N HN HN—

AN
N
H H
OMe OMe
4a 4b

[00260] A una solucion del acido 3-yodo-5-cloroindol-2-
carboxilico (1 equivalente) en N,N-dimetil-formamida (7 mililitros /
milimol) bajo nitrbgeno, se le agregaron HOBt (1 equivalente), (R) o
(S)-alfa-metil-p-metoxi-bencil-amina (1 equivalente), y finalmente
EDCI (1 equivalente). EI medio de reaccion se agité durante 18
horas, y entonces se le agreg6 agua. El precipitado sélido se filtro,
se enjuagod con agua, se solubilizé con EtOAc, se sec6 con Na,SO, vy
se evaporo bajo presion reducida. El residuo crudo se purificé
mediante cromatografia por evaporacion instantanea sobre gel de

silice (eluyente: éter de petroleo/EtOAc : 95/5 a 8/2), para
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proporcionar el indol 4a 6 4b.

[00261] 4a: 5-cloro-3-yodo-N-((S)-1-(4-metoxi-fenil)-etil)-1H-
indol-2-carboxamida. Solido grisaceo, '"H RMN (ds-DMSO, 400 MHz)
6 1.48 (d, J = 7.0 Hz, 3H), 3.73 (s, 3H), 5.10 (m, 1H), 6.90 (d, J = 8.8
Hz, 2H), 7.27 (dd, J = 8.7 y 2.0 Hz, 1H), 7.35-7.38 (m, 3H), 7.45 (d, J
= 8.7 Hz, 1H), 8.37 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 12.15 (brs, 1H), MS (ES"*) m/z
=455 (MH").

[00262] 4b: 5-cloro-3-yodo-N-((R)-1-(4-metoxi-fenil)-etil)-1H-
indol-2-carboxamida: Solido blanco, '"H RMN (ds-DMSO, 400 MHz) &
1.48 (d, J = 7.0 Hz, 3H), 3.73 (s, 3H), 5.10 (m, 1H), 6.90 (d, J = 8.8
Hz, 2H), 7.27 (dd, J = 8.7 y 2.1 Hz, 1H), 7.35-7.38 (m, 3H), 7.45 (d, J

= 8.7 Hz, 1H), 8.37 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 12.20 (brs, 1H), MS (ES*) m/z

=455 (MH").
Intermediarios 5c y 5d:
\Q/\/CN U\/CN
Osp. '‘OMe O:p‘OMe
Cl o} Cl
N HN N HN
H
OMe OMe
5c 5d

[00263] Una solucion agitada de dimetil-formamida desgasificada

con N, el 3-yodo-indol 4b (1 equivalente), el H-aril-fosfinato #11 (1.1

equivalentes), trietil-amina (2 equivalentes), y Pd.,dba; (0.2
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equivalentes), se ‘calenté a 70°C hasta que se termind la reacciéon de
acuerdo con el analisis de TLC o HPLC. La mezcla de reaccién se
enfri6 a temperatura ambiente, y se evaporé6 el solvente. Los
diaesteroisomeros obtenidos se separaron mediante cromatografia
por evaporacion instantdnea sobre gel de silice (eluyente: éter de
petroleo/EtOAc : 9/1 a 1/1), para proporcionar sucesivamente el
fosfinato 5¢c y 5d. |

[00264] 5c: (Sp)-3-((E)-2-ciano-vinil)-5-metil-fenil-(2-((R)-1-(4-
metoxi-fenil)-etil-carbamoil)-5-cloro-1H-indol-3-il)-3-fosfinato de
metilo: Solido blanco, '"H RMN (ds-DMSO, 400 MHz) & 1.48 (d, J =
6.8 Hz, 3H), 2.24 (s, 3H), 3.73 (s, 3H), 3.75 (d, J = 11.8 Hz, 3H),
5.14 (m, 1H), 6.52 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 6.91 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.30
(dd, J = 8.5y 2.1 Hz, 1H), 7.36 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.56 (dd, J = 8.8
y 1.5 Hz, 1H), 7.61 (m, 2H), 7.48 (dd, J = 2.2 y 8.9 Hz, 1H), 7.70 (d,

J

16.8 Hz, 1H), 7.77 (s, 1H), 7.80 (d, J = 13.0 Hz, 1H), 11.12 (d, J
= 6.8 Hz, 1H), 12.76 (brs, 1H), MS (ES") m/z =548 (M+H").

[00265] 5d: (Rp)-3-((E)-2-ciano-vinil)-5-metil-fenil-(2-((R)-1-(4-
metoxi-fenil)-etil-carbamoil)-5-cloro-1H-indol-3-il)-3-fosfinato de
metilo: Sélido blanco, 'H RMN (ds-DMSO, 400 MHz) 6 1.48 (d, J =
7.1 Hz, 3H), 2.24 (s, 3H), 3.72 (s, 3H), 3.79 (d, J= 11.5 Hz, 3H), 5.14
(m, 1H), 6.42 (d, J = 16.5 Hz, 1H), 6.85 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.31 (dd,
J=21y 8.8 Hz, 1H), 7.34 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.44 (d, J = 13.2 Hz,
1H), 7.58 (m, 2H), 7.70 (m, 3H), 11.11 (brs, 1H), 12.77 (brs, 1H), MS

(ES*) m/z =548 (M+H").
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Compuesto (Sp)-66a:
[00266] Una solucién del (Sp)-5¢ (1 equivalente) en acetonitrilo
bajo nitrogeno, se enfrié a -15°C (NaCl/bafio de hielo), y entonces se
agreg6 por goteo nitrato de amonio cérico (7.5 equivalentes) en
agua. La reaccién se agité durante 30 minutos a esta temperatura. El
medio de reaccion se diluyé con EtOAc y agua. La capa orgéanica se
lavdé con agua, luego con salmuera, se secd (Na,SQy), y se evapord
bajo presion reducida. La HPLC quiral de la muestra cruda mostré la
presencia de un solo enantiémero del compuesto 66a: (S)-3-((E)-2-
ciano-vinil)-5-metil-fenil-(2-carbamoil-5-cloro-1H-indol-3-il)-3-
fosfinato de metilo. Datos analiticos reportados anteriormente.
[00267] De una manera alternativa, el indol 4 se podria N-
proteger antes de acoplarse mediante paladio con un H-aril-fosfinato
como se describe anteriormente. Después de la separacion de los
diaestereoisomeros N-protegidos, se puede obtener la carboxamida 6
Opticamente pura mediante la remocién en secuencia del grupo N-
protector de indol y de la fraccién quiral.
Eiemplo 2
[00268] La resolucién quimica del derivativo de 2-carboxilo de
los 3-fosfoindoles de la férmula I/1l se tlevé a cabo sobre 280.82
gramos del 1 utilizando la (-)-Cinconidina 2 (Esquema 15, para
obtener el enantiomero requerido, pﬁmero eluyendo el isédmero
mediante analisis de HPLC quiral), y la (+)-Cinconina 3 (la cual se
puede utilizar para remover el enantiomero indeseado del filtrado, y

segundo, mediante la elucion del isomero mediante analisis de HPLC
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Resolucién inicial sobre la escala de 280.82 gramos del acido

racémico

Disociacién con HCI IN

(2 h a temperatura ambiente)|
y acetato de etilo

107.34 g de acido

x-CN
0\‘
P—OMe . o ]
cl (-)-Cinconidina 2 198.5 g de s6lido
N CO.H (Proporcion 96:4)
N 280.83 g en 4.2 L de acetona

1=

Proporcién de carga 1:15

Primera Resolucién

+308.4 g de filtrado
(Proporcion 20:80)

Recuperacion del enanan-

(-)-Cinconidina 3

(('-)-Cinconidina 2

tidmero solo = 83%

(basado en los 239.56 g
esperados de sal)

Por consiguiente, 98.08 g del enantiémero
del acido requerido se aisla (70% de
recuperacion basada en 140.42 g de acido)

-322.25 g de sal de los filtrados
combinados para tratarse ademas para
recuperar mas enantiémero de acido
requerido

Disociacion con HCI IN
(2 h a temperatura ambiente)
y acetato de etilo

98.08 g de acido
(Proporcién 98.6:1.4)

Formacion de acido

(Proporcion 95:5)

Recuperacion del enanantiomero solo = 76%
(basado en los 140.42 g esperados de 4cido)

Segunda Resolucién (-)-Cinconidina 2
, 10734 gen 1.07L

i6 1:10
Proporcién de carga de acetona

199.07 g de sdlido
(Proporcion 98.6:1.4)

Recuperacion del enanantiémero solo = 70%
(basado en los 140.42 g esperados de 4cido)

Esquema 15

Formacién de acido

+13.83 g de filtrado
(Proporcidn 55:45)

Recuperacién del enanan-
tiomero solo = 83%

(basado en los 239.56 g
esperados de sal)

1. Resolucién inicial sobre la escala de 280.82 gramos de acido

racémico

Primera resolucién — utilizando la (-)-Cinconidina 2

[00269]

El acido libre del indol 1 (280.83 gramos, 675.61 moles,

Esquema 15) se suspendié en acetona (4.2 litros), y se agité a

temperatura ambiente en un matraz sellado.

Se agregbé

la (-)-

Cinconidina 2 (198.89 gramos, 675.61 milimoles) en una porcion Y,

después de 1 hora, se observé una solucién transparente. Después

757
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de una hora adicional, se observd la precipitacion de un soélido
blanco, y la suspension se agitdé a temperatura ambiente durante 2
horas adicionales (total 4 horas). Después de este tiempo, el sélido
precipitado se aislo mediante filtracion y se lavé con acetona (200
mililitros). EI filtrado se concentr6 al vacio, y tanto el sélido
precipitado como el residuo a partir del filtrado, se secaron durante
ta noche al vacio, para proporcionar 198.5 gramos del sélido (pureza
mediante analisis de HPLC quiral, proporciéon = 96:4), y 308.4
gramos del filtrado (pureza mediante analisis de HPLC quiral,
proporcion = 20:80).

Disociacion del acido de la sal

[00270] La sal parcialmente resuelta del indol 1 (198.5 gramos,
pureza mediante analisis de HPLC quiral 96:4) se suspendi6é en una
mezcla de acetato de etilo (3 litros) y HClI 1N (3 litros), y se agito
vigorosamente a temperatura ambiente durante 2 horas. Después de
este tiempo, la mezcla de reaccién se transfirio a un embudo, y las
capas se separaron. La capa acuosa se extrajo adicionalmente con
acetato de etilo (2 litros), y los extractos organicos que contenian el
producto se combinaron, se secaron con sulfato de sodio, se
filtraron, y se concentraron al vacio, para proporcionar el acido
parcialmente resuelto como un sdélido grisaceo (107.34 gramos,
pureza mediante analisis de HPLC quiral, proporcion = 95:5).
Segunda resolucion — utilizando la (-)-Cinconidina 2

[00271] El' indol de &cido parcialmente resuelto 1 (107.34

gramos, 258.78 milimoles, pureza mediante analisis de HPLC quiral,

7E2
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proporcion = 95:5) se suspendié en acetona (1.07 litros), y se agité a
temperatura ambiente en un matraz sellado. Se agregé la (-)-
Cinconidina 2 (76.18 gramos, 258.78 milimoles) en una porcion, y

después de 1 hora, se observo una solucién transparente. Después

de 1 hora adicional, se observo la precipitacién de un sélido blanco,

y la suspension se agité a temperatura ambiente durante 2 horas
adicionales (total 4 horas). Después de este tiempo, el sélido
precipitado se aisl6 mediante filtracion, y se lavdé con acetona (200
mililitros). El filtrado se concentré6 al vacio, y tanto el sélido
precipitado como el residuo a partir del filtrado, se secaron durante
la noche al vacio, para proporcionar 199.07 gramos del soélido
(pureza mediante analisis de HPLC quiral, proporcién = 98.6:1.4), y
13.83 gramos del filtrado (pureza mediante analisis de HPLC quiral,
proporcion = 55:45).

Disociacion del acido de la sal

[00272] La sal resuelta (199.07 gramos, pureza mediante
analisis de HPLC quiral, proporcién = 98.6:1.4) se suspendidé en una
mezcla de acetato de etilo (3 litros) y HCI 1N (3 litros), y. se agité
vigorosamente a temperatura ambiente durante 2 horas. Después de
este tiempo, la mezcla de reaccion se transfiri6 a un embudo, y las
capas se separaron. La capa acuosa se extrajo adicionalmente con
acetato de etilo (2 litros), y los extractos organicos que contenian el
producto se combinaron, se secaron con sulfato de sodio, se
filtraron, y se concentraron al vacio, para proporcionar el acido

resuelto como un sélido grisdceo (98.08 gramos, pureza mediante

\
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analisis de HPLC quiral, proporcién = 98.6:1.4).

[00273] '"H RMN (de-DMSO, 400 MHz): & 2.33 (3H, s, Ar-CHsj),
3.70 (3H, d, J 11.72 Hz, P-OCHj3), 6.50 (1H, d, J 16.84 Hz,
CH=CHCN), 7.34 (1H, dd, J 1.95Hz, J 8.79 Hz), 7.57 (1H, d, J 8.56
Hz), 7.62-7.79 (3H, m), 7.82-7.85 (1H, m 6 d con J 13.43Hz), 7.98
(1H, m), 13.02 (1H, s, CO.4), 14.36 (1H, br-s, NH); *'P RMN (de-
DMSO, 161.8 MHz): §33.42; m/z (ES+) 415 (M+H)".

Recuperacion

[00274] Po.r consiguiente, se aislaron 98.08 gramos del
enantiomero del acido requerido (70 por ciento de recuperacion
basandose en 140.42 gramos del enantiémero de acido disponible a
partir de 280.83 gramos del acido racémico). 322.25 gramos
adicionales de sal a partir de los filtrados combinados de las dos
resoluciones 4 (308.4 gramos + 13.85 gramos) se trataron
adicionalmente para recuperar mas enantiomero requerido.

2. Recuperacion a partir del filtrado

Disociacion del acido de la sal

[00275] La sal combinada parcialmente resuelta 4 (322.25
gramos) se suspendi6 en una mezcla de acetato de etilo (4.8 litros) y
HCI 1N (4.8 litros), y se agité vigorosamente a temperatura ambiente
durante 2 horas (Esquema 16). Después de este tiempo, la mezcla
de reaccion se transfirié a un embudo, y las capas se separaron. La
capa acuosa se extrajo adicionalmente con acetato de etilo (4 litros),
y los extractos organicos que contenian el producto se combinaron,

se secaron con sulfato de sodio, se filtraron, y se concentraron al
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vacio, para proporcionar el acido parcialmente resuelto como un
solido grisaceo (169.75 gramos, pureza mediante analisis de HPLC
quiral, proporcion = 22:78)

Recuperacion del enantiomero requerido a partir del filtrado

X-CN
O. Disociacién con 1N HCI (2 (+)-Cinconidina 3
“P-OMe horas a temperatura ambiente) 169.75 gr en 4.2L de acetona
Cl y acetato de etilo .

N—co,

m 169.75 gr de acido | 224241 de 6o 8071 gr de filtrado
i (Proporcidn + P ; 23
N 332.25 gr de sal parrgusa:r;% e Primera Resolucién 4.5:95.5) (Proporcién 77:23)

P ibn 22:78
[(-}-Cinconidina 21* Formacié6n de acido { mpomé ) Proporcién de carga 1:25
i
Sales 4 desde filtrado combinado  Por consiguiente, 22% significa que se pueden aislar 37.35 gr del 4cido requerido Disociaciéon con 1N HCI (2
Disociacién con 1N HCI (2 horas a temperatura ambiente)
horas a temperatura ambiente) y acetato de etilo

y acetato de etilo

(-}-Cinconidina 2

Segunda Resolucion

N +33.7 gr del filtrado Proporcién de carga 1:10
Se recuper6 un total de 25.87 gr de enantiémero 25.879 of acid (Proporcion 39:61)
acido requerido desde los filtrados combinados {Ratio 97.4:2.6

(69% de recuperacion basada en 37.35 gr de acido
disponible en la mezcla con una proporcion inicial
de 22:78)

Esquema 16

Primera resolucién - utilizando la (+)-Cinconina 3

[00276] El indol de acido parcialmente resuelto (169.75 gramos,
409.25 moles, pureza mediante analisis de HPLC quiral, proporciéon =
22:78) se suspendid en acetona (3.06 Ilitros), y se agité a
temperatura ambiente en un matraz sellado. Se agrego la (+)-
Cinconina 3 (120.48 gramos, 409.25 milimoles) en una porcién vy,
después de 1 hora, se observé una solucién transparente. Después
de 5 minutos adicionales, se observé la precipitacion rapida de un
solido blanco, y la suspensidon espesa requirié de acetona adicional
(1.14 litros - volumen total de acetona utilizada = 4.2 litros), para
permitir la agitacion de la mezcla de reaccién a temperatura

ambiente durante 3 horas adicionales (total 4 horas). Después de

N 46.97 gr en 470 mi de acetona
122.14 gr de 4cido ) .
122.14 gr del enantiomero no (pm%ordan 48.(; r%r dc:c?g:do 46.(9P7 gr de 4cido
deseado {Proporcion 3.5:96.5) — 3.5:96.5) Disociacién acida 97_5;?2_5) 7;:23)

7E S



10

15

20

25

176

este tiempo, el sdlido precipitado se aislé6 mediante filtracién, y se
lavo con acetona (150 mililitros). El filtrado se concentré al vacio, y

tanto el soélido precipitado como el residuo a partir del filtrado, se

secaron durante la noche al vacio, para proporcionar 324.2 gramos

del sélido (pureza mediante analisis de HPLC quiral, proporcién =
4.5:95.5), y 80.71 gramos del filtrado (pureza mediante analisis de
HPLC quiral, proporciéon = 77:23).

Disociacion del acido de la sal para obtener el enantiémero

indeseado
[00277] La sal parcialmente resuelta (324.2 gramos, pureza
mediante analisis de HPLC quiral, proporcién = 4.5:95.5) se

suspendié en una mezcla de acetato de etilo (4.8 litros) y HCI 1N

(4.8 litros), y se agitd vigorosamente a temperatura ambiente durante

2 horas. Después de este tiempo, la mezcla de reaccién se transfirié
a un embudo, y las capas se separarovn. La capa acuosa se extrajo
adicionalmente con acetato de etilo (3 litros), y los extractos
organicos que contenian el producto se combinaron, se secaron con
sulfato de sodio, se filtraron, y se concentraron al vacio, para
proporcionar el acido resuelto como un soélido grisaceo (122.14
gramos, pureza mediante andlisis de HPLC quiral, proporcién =
3.5:96.5).

[00278] 'H RMN (dg-DMSO, 400 MHz): 6§ 2.33 (3H, s, Ar-CHa),
3.70 (3H, d, J 11.72 Hz, P-OCH,), 6.50 (1H, d, J 16.84 Hz,
CH=CHCN), 7.34 (1H, dd, J 1.95Hz, J 8.79 Hz), 7.57 (1H, d, J 8.56

Hz), 7.62-7.79 (3H, m), 7.82-7.85 (1H, m 6 d con J 13.43Hz), 7.98
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(1H, m), 13.02 (1H, s, COgzy), 14.36 (1H, br-s, NH); *'P RMN (de-
DMSO, 161.8 MHz): 633.42m/z (ES+) 415 (M+H)".

Disociaciéon del acido de la sal para obtener el enantiéomero
requerido a partir del filtrado

[00279] La sal parciaimente resuelta (80.71 gramos, pureza
mediante analisis de HPLC quiral, proporciéon = 77:23) se suspendid
en una mezcla de acetato de etilo (1.21 litros) y HCI 1N (1.21 litros),
y se agitdé vigorosamente a temperatura ambiente durante 2 horas.
Después de este tiempo, la mezcla de reaccién se transfiri6 a un
embudo, y las capas se separaron. La capa acuosa se extrajo
adicionalmente con acetato de etilo (1 litro), y los extractos
organicos que contenian el producto se combinaron, se secaron con
sulfato de sodio, se filtraron, y se concentraron al vacio, para
proporcionar el acido parcialmente resuelto como un sélido grisaceo
(46.97 gramos, pureza mediante analisis de HPLC quiral, proporcion
= 77:23)

Segunda resolucién — utilizando la (-)-Cinconidina 2

[00280] El indol de acido parcialmente reéuelto (46.97 gramos,
113.24 milimoles, pureza mediante analisis de HPLC quiral,
proporcién = 77:23) se suspendi6.en acetona (470 mililitros), y se
agitd a temperatura ambiente en un matraz sellado. Se agreg6 Ié (-)-
Cinconidina 2 (33.34 gramos, 113.24 milimoies) en una porcién vy,
despues de 1 hora, se observd una solucion transparente. Después
de 1 hora adicional, se observé la precipitacion de un solido blanco,

y la suspension se agitdé a temperatura ambiente durante 2 horas
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adicionales (total 4 horas). El sélido precipitado se aisl®o mediante
filtracion, y se lavé con acetona (100 mililitros). EIl filtrado se
concentro al vacio, y tanto el sélido como el residuo a partir del
filtrado, se secaron durante la noche al vacio, para proporcionar 48.5
gramos del soélido (pureza mediante analisis de HPLC quiral,
proporcion = 97.5:2.5), y 33.7 gramos del filtrado (pure;a mediante
analisis de HPLC quiral, proporcion = 39:61).

Disociacion del acido de la sal para obtener el enantiémero
requerido a partir del filtrado

[00281] La sal parcialmente resuelta (48.5 gramos, pureza
mediante analisis de HPLC quiral, proporcién = 97.5:2.5) se
suspendié en una mezcla de acetato de etilo (728 mililitros) y HCI 1N
(728 mililitros), y se agitd vigorosamente a temperatura ambiente
durante 3 horas. Después de este tiempo, la mezcla de reaccién se
transfiri6 a un embudo, y las capas se separaron. La capa acuosa se
extrajo adicionalmente con acetato de etilo (700 mililitros), y los
extractos organicos que contenian el producto se combinaron, se
secaron con sulfato de sodio, se filtraron, y se concentraron al vacio,
para proporcionar el acido resuelto como un sélido grisaceo (25.87
gramos, pureza mediante analisis de HPLC quiral, proporcién =
97.4:2.6)

[00282] 'H RMN (d¢-DMSO, 400 MHz): § 2.33 (3H, s, Ar-CH,),
3.70 (3H, d, J 11.72 Hz, P-OCH;), 6.50 (1H, d, J 16.84 Hz,
CH=CHCN), 7.34 (1H, dd, J 1.95Hz, J 8.79 Hz), 7.57 (1H, d, J 8.56

Hz), 7.62-7.79 (3H, m), 7.82-7.85 (1H, m 6 d con J 13.43Hz), 7.98
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(1H, m), 13.02 (1H, s, COzu), 14.36 (1H, br-s, NH); *'P RMN (de-
DMSO, 161.8 MHz): 633.42;m/z (ES+) 415 (M+H)".

Recuperacion

[00283] Por consiguiente, se recuperaron 25.87 gramos del
enanti(?mero requerido a partir del filtrado.

Recuperacion total del enantiomero de acido requerido:-

98.08 gramos + 25.87 gramos = 123.95 gramos (de los posibles
140.42 gramos a partir de 280.83 gramos del acido racémico) =
88 por ciento de rendimiento.
Ejemplo 3
Resoluciéon quimica de los 3-fosfoindoles de la formula l11/IV
[00284] La resolucién del indol de acido libre de la formula I11/1V
se llevd a cabo, por consiguiente, sobre 432.6 gramos del 5
utilizando la (-)-Cinconidina 2. Este proceso se ilustra en el siguiente
Esquema 17.

Resolucién inicial sobre una escala de 432.6 gramos del acido

racemico
Disociacion con 1N HCI (2
X-CN [¢-}Cinconidina 2] horas a temperatura ambiente),
324.2 gr de sélido y acetato de etilo 145.44 gr de Acido
O. {Proporcién 98:2) (Proporcién
F “p-oMe 432.6 g in 7.79L of acetone Formacién de cido 98.4:1.6)
Cl
N CO,H ) ) +420.52 gr de filtrado Recuperacion de enantiomero solo = 68%
N Primera Resolucion (Proporcion 9:91 (basado en 216.3 gr de 4cido esperado)
H : B )
s Proporcién de carga 1:18 Recuperacion de enantidmero solo = 94%

(basado en 363.58 gr de sal)

Por consiguiente, se aisla 145.44 gr de
enantiémero acido (68% de recuperacion
basada en 216.3 gr de acido)

-420.52 gr de sal de los filtrados
combinados para tratarse ademas para
recuperar mas enantiomero de acido
requerido

(-}Cinconidina 2 {+)Cinconidina 3

IE &
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Esquema 17

Procedimiento Experimental
1. Resoluciéon inicial sobre una escala de 432.6 gramos del
acido racémico
Resolucién — utilizando la (-)-Cinconidina 2
[00285] El indol de acido libre 5 (432.6 gramos, 1.0 moles) se
suspendi6 en acetona (7.79 litros), y se agité a temperatura
ambiente en un matraz sellado. Se agregdé la (-)-Cinconidina 2
(294.39 gramos, 1.0 moles) en una porci6n, y la suspension se agité
a temperatura ambiente durante 4 horas. Después de este tiempo, el
sélido (no se observo precipitacion alguna, siempre estuvo presente
una suspension sobre esta escala) se aisl6 mediante filtracion, y se
lavé con acetona (300 mililitros). El filtrado se concentré al vacio, y
tanto el so6lido como el residuo a partir del filtrado, se secaron
durante la noche al vacio, para proporcionar 343.2 gramos del sélido
(pureza mediante analisis de HPLC quiral, proporcién = 98:2), y
420.52 gramos del filtrado (pureza mediante analisis de HPLC quiral,
proporcion = 9:91).
Disociacion del acido de la sal
[00286] La sal parcialmente resuelta del indol 5 (343.2 gramos,
pureza mediante analisis de HPLC quiral 98:2) se suspendié en una
mezcla de acetato de etilo (5.2 litros) y HCI 1N (5.2 litros), y se agitd
vigorosamente a temperatura ambiente durante 2 horas. Después de
este tiempo, la mezcla de reaccién se transfiri6 a un embudo, y las

capas se separaron. La capa acuosa se extrajo adicionalmente con

77



10

15

20

25

181

acetato de etilo (2.7 litros), y los extractos organicos que contenian
el producto se combinaron, se secaron con sulfato de sodio, se
filtraron, y se concentraron al vacio, para proporcionar el acido

resuelto como un sélido grisaceo (145.44 gramos, pureza mediante

. analisis de HPLC quiral, proporciéon = 98.4:1.6).

[00287] '"H RMN 64 (400 MHz, de-DMSO): 2.35 (3H, s, Ar-CHs3),
3.78 (3H, d, POCHS3), 6.52 (1H, d, CH=CHCN), 7.46 (2H, d, Ar-H),
7.66 (1H,_d, CH=CHCN), 7.69, 7.81 (2H, 2 x d, H-6, H-7), 7.77 (1H, s,
Ar-H), 13.63 (1H, s, N-H), 15.70 (1H, br-s, COOH); *'P RMN 6, (162
MHz, ds-DMSO): 36.44 (1P, s); '°F RMN &¢ (376 MHz, dg-DMSO): -
114.27 (1F, s); m/z (ESI+): 433.0 (MH", 100 por ciento), 435.0 (MH",
35 por ciento).

Recuperacion

[00288] Por consiguiente, se aislaron 145.44 gramos del
enantiomero del acido requerido (68 por ciento de recuperacién
basandose en 216.3 gramos del enantiémero de acido disponible a
partir de 432.6 gramos del acido racémico). 420.52 gramos
adicionales de sal a partir del filtrado se trataron ‘adicionalmente
para recuperar mas enantiémero requerido.

2. Recuperacién a partir del filtrado

Disociacion del acido de la sal

[00289] La sal combinada parcialmente resuelta 4 (420.52
gramos) se suspendié en una mezcla de acetato de etilo (6.31 litros)
y HCI 1N (6.31 litros), y se agitd vigorosamente a temperatura

ambiente durante 2 horas (Esquema 18). Después de este tiempo, la

797
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mezcla de reaccién se transfiri6 a un embudo, y las capas se
separaron. La capa acuosa se extrajo adicionalmente con acetato de
etilo (3 litros), y los extractos organicos que contenian el producto se
combinaron, se secaron con sulfato de sodio, se filtraron, y se

concentraron al vacio, para proporcionar el acido parcialmente

resuelto como un sélido grisaceo (222.7 gramos, pureza mediante

analisis de HPLC quiral, proporcién = 9:91)

Recuperacién del enantiomero requerido a partir del filtrado

x-CN
0. Disociacién con 1N HCI (2
F “p_ome horas a temperatura ambiente) (+)-Cinconidina 2
Cl acetato de etilo 5 222.7 gren 4.88 L de acetona
o Y 22217 grde daido g 360.6 gr de sciido 58.32 gr e fitrado
N : 420.52 gr de sal il Primera Resolucién (Proporcion 3:97) + | (Proporcion 84:12)
H ) ) (Proporcion 9:91) 4 . - -
[¢-}-Cinconidina 2]* Formacion de acido Proporcién de carga 1:22
Sales § desde filtrado combinado PO consiguiente, 9% significa que se pueden aistar 20 gr del 4cido requerido Disociacion con 1N HCI (2 horas

a temperatura ambiente
Disociacion con 1N HCI (2 horas a P )

temperatura ambiente)

{-}-Cinconidina 2
210.0 gr del enantidmero no deseado 210.0 gr de 4cido 36.65 gr en 367 ml de acetona
-— (Proporcion 2:98)

(Proporcion 2:98)

i 1:10
+36.02 gr del filtrado Proporcién de carga

({Proporcién 99:1)

Se recuperé un total de 13.02 gr de enantiémero
acido requerido desde los filtrados combinados (65%
de recuperacién basada en 20 gr de acido disponible

en la mezcla con una proporcion inicial de 9:91)

13.02 gr de 4cido
- : (Proporcién 99:1)

Disociacion con 1N HCI (2 horas
a temperatura ambiente)

Esquema 18

Primera resolucion — utilizando la (+)-Cinconina 3
[00290] El indol de &acido parcialmente resuelto (222.7 gramos,

409.25 moles, pureza mediante analisis de HPLC quiral, proporcion =

24.92 gr de sélido 36.85 gr de acido
Proporcion 99:1 Prop
(Propo ) Sequnda Resolucién : 88:12)
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9:91) se suspendié en acetona (4.38 litros), y se agitd a temperatura
ambiente en un matraz sellado. Se agregd (+)-Cinconina 3 (120.48
gramos, 409.25 milimoles) en una porcion y, después de 1 hora, se
observéo una solucion transparente. Después de 5 minutos
adicionales, se observo la precipitacion rapida de un sélido blanco, y
la suspension espesa requiri6 de acetona adicional (0.5 litros -
volumen total de acetona utilizada = 4.88 litros), para permitir la
agitacion de la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 3
horas adicionales (total 4 horas). Después de este tiempo, el sdlido
precipitado se aisld mediante filtracion, y se lavd con acetona (400
mililitros). EI filtrado se concentr6 al vacio, y tanto el sélido
precipitado como el residuo a partir del filtrado, se secaron durante
la noche al vacio, para proporcionar 360.6 gramos del sélido (pureza
mediante analisis de HPLC quiral, proporcién = 3:97), y 58.32
gramos del filtrado (pureza mediante analisis de HPLC quiral,
proporciéon = 84:12).

Disociacion del acido de la sal para obtener el enantiémero
indeseado

[00291] La sal parcialmente resuelta (360.6 gramos, pureza
mediante analisis de HPLC quiral, proporciéon = 3:97) se suspendid
en una mezcla de dicloro-metano (5.4 litros) y HCI 1N (5 litros), y se
agité vigorosamente a temperatura ambiente durante 2 horas.
Después de este tiempo, la mezcla de reaccién se transfiri6 a un
embudo, y las capas se separaron. La capa acudsa se extrajo

adicionalmente con dicloro-metano (2 litros), y los extractos

A
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organicos que contenian el producto se combinaron, se secaron con
sulfato de sodio, se filtraron, y se concentraron al vacio, para
proporcionar el acido resuelto como un sodlido grisaceo (210.0
gramos, pureza mediante analisis de HPLC quiral, proporcion =
2:98).

[00292] '"H RMN & (400 MHz, ds-DMSO): 2.35 (3H, s, Ar-CHs;),
3.78 (3H, d, POCHj;), 6.52 (1H, d, CH=CHCN), 7.46 (2H, d, Ar-H),

7.66 (1H, d, CH=CHCN), 7.69, 7.81 (2H, 2 x d, H-6, H-7), 7.77 (1H, s,

Ar-H), 13.63 (1H, s, N-H), 15.70 (1H, br-s, COOH); *'P RMN 6p (162,

MHz, ds-DMSO): 36.44 (1P, s); '"F RMN &g (376 MHz, dg-DMSO): -.
114.27 (1F, s); m/z (ESI+): 433.0 (MH", 100 por ciento), 435.0 (MH",
35 por ciento).

Disociacion del acido de la sal para obtener el enantiomero
requerido a partir del filtrado

[00293] La sal parcialmente resuelta (58.32 gramos, pureza

mediante analisis de HPLC quiral, proporcién = 84:12) se suspendi6 .

en una mezcla de dicloro-metano (875 mililitros) y HCI 1N (875

mililitros), y se agitdé vigorosamente a temperatura ambiente durante

2 horas. Después de este tiempo, la mezcla de reaccioén se transfirio -

a un embudo, y las capas se separaron. La capa acuosa se extrajo

adicionalmente con dicloro-metano (400 mililitros), y los extractos

organicos que contenian el producto se combinaron, se secaron con °

sulfato de sodio, se filtraron, y se concentraron al vacio, para

proporcionar el acido parcialmente resuelto como un sélido grisaceo

(36.65 gramos, pureza mediante analisis de HPLC quiral, proporcion
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= 88:12).

Segunda resolucién — utilizando la (-)-Cinconidina 2

[00294] El indol de acido parcialmente resuelto (36.65 gramos,
85.0 milimoles, pureza mediante analisis de HPLC quiral, proporci()n:
= 88:12) se suspendié en acetona (367 mililitros), y se agito a
temperatura ambiente en un matraz sellado. Se agregé la (-)-
Cinconidina 2 (25.02 gramos, 85.0 milimoles) en una porciéon vy,
después de 1 hora, se observo una solucién transparente. Después
de 1 hora adicional, se observo la precipitacion de un sélido blanco,
y la suspensiéon se agitdé a temperatura ambiente durante 2 horas
adicionales (total 4 horas). El sélido precipitado se aislo mediante.
filtracion, y se lavé con acetona (100 mililitros). El filtrado se
concentro al vacio, y tanto el sélido como el residuo a partir del
filtrado, se secaron durante la noche al vacio, para proporcionar,
24.92 gramos del sé6lido (pureza mediante analisis de HPLC quiral,
proporcion = 99:1), y 36.65 gramos del filtrado (pureza mediante;
analisis de HPLC quiral, proporcién = 49:51).

Disociacién del acido de la sal para obtener el enantiémero

requerido a partir del filtrado

[00295] La sal parcialmente resuelta (24.92 gramos, pureza
mediante analisis de HPLC quiral, proporcién = 99:1) se suspendié,
en una mezcla de dicloro-metano (374 mililitros) y HCI 1N (374
mililitros), y se agité vigorosamente a temperatura ambiente durante .

2 horas. Después de este tiempo, la mezcla de reaccidén se transfirié
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a un embudo, y las capas se separaron. La capa acuosa se extrajé
adicionalmente con dicloro-metano (200 mililitros), y los extractog
organicos que contenian el producto se combinaron, se secaron cor{_
sulfato de sodio, se filtraron, y se concentraron al vacio, para
proporcionar el acido resuelto como un soélido grisaceo (13.02
gramos, pureza mediante anélisis de HPLC quiral, proporcién =
99:1).

[00296] 'H RMN 6y (400 MHz, de-DMSO): 2.35 (3H, s, Ar-CHa),
3.78 (3H, d, POCH,;), 6.52 (1H, d, CH=CHCN), 7.46 (2H, d, Ar-H),‘
7.66 (1H, d, CH=CHCN), 7.69, 7.81 (2H, 2 x d, H-6, H-7), 7.77 (1H, s,
Ar-H), 13.63 (1H, s, N-H), 15.70 (1H, br-s, COOH); *'P RMN 6, (162
MHz, dg-DMSO): 36.44 (1P, s); '*F RMN & (376 MHz, ds-DMSO): -
114.27 (1F, s); m/z (ESI+): 433.0 (MH", 100 por ciento), 435.0 (MH",.
35 por ciento).

Recuperacion

[00297] Por consiguiente, se recuperaron 13.02 gramos del,
enantiomero requerido a partir del filtrado.

Recuperacion total del enantiémero de acido requerido:-

145.44 gramos + 13.02 gramos = 158.46 gramos (de los.
posibles 216.3 gramos a partir de 432.6 gramos del acido
racémico) = 73 por ciento de rendimiento.
[00298] La resolucién del acido libre de 3-fosfoindol 6 se llevo a
cabo sobre 1.02 gramos del compuesto utilizando (1R,2S8)-Efedrina 7

y hemihidrato de (1S,2R)-Efedrina 8 en EtOH al 95 por ciento

(Esquema 19). El principio de esta resolucidon es el mismo que aquél

™
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descrito anteriormente utilizando las bases de Cinconidina.

O;
Cl \OMe
op 1L NHMe N—copH o, Ty NHMe
){<Me N S\ Me
H "o , H' “OH
Acido 6

(1R, 28)-(-) Efedrina 7 (1R, 28)-(+) Hemihidrato de efedrina 8

1.2 gren 12 mL de EtOH al 95%
Primera purificacién Primera purificacion

Proporcién de carga 1:10

558 mg de sélido  (+ 7.6 mg de filtrado) 618 mg de sdlido  (+ 840 mg de filtrado)
Segunda purificacién Segunda purificacion
(558 mg en 12mL de EtOH al 95% (618 mg en 12mL de EtOH al 95%
Proporcioén de carga 1:20 _ Proporcién de carga 1:19
236 mg de solido  (+ 197 mg de filtrado) 250 mg de sélido  (+ 127 mg de filtrado)
Disociacién con 1N HCI (3 Disociacién con 1N HCI (3
horas a temperatura horas a temperatura
ambiente) y acetato de etilo ambiente) y acetato de etilo
106 mg de acido resuelto 108 mg de acido resuelto
Sefial HPCL a los 9.39 mins (99% puro) Sefial HPCL a los 13.11 mins (99% puro)
[a]o = -59.1° [a]o = -59.2°
Rendimiento total = 18% Rendimiento total = 18%
(basado en posibles 0.6 gr de (basado en posibles 0.6 gr de
1.2 gr de acido racémico) 1.2 gr de acido racémico)

Esquema 19

Ejemplo 4

1. Primera resolucion - utilizando la (1R,2S)-(-)-Efedrina 7

[00299] El 3-fosfoindol de acido libre 6 (1.2 gramos, 3.17

792
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milimoles) se suspendi6é en etanol al 95 por ciento (12 mililitros), y seI
agité a temperatura ambiente en un matraz sellado. Se agregd Ial
(1R,2S8)-(-)-Efedrina 7 (0.52 gramos, 3.17 milimoles) en una porcién
y, después de 5 minutos, se observd una solucién transparente.
Después de 5 minutos adicionales, se observd la precipitacion rapida
de un soélido blanco, y se continudé la agitacion a temperatura
ambiente durante 3 horas. Después de este tiempo, el sélido

precipitado se aisl6 mediante filtracion, y se lavé con etanol al 95 por

ciento (2 mililitros). El filtrado se concentré al vacio, y tanto el sélido

precipitado como el residuo a partir del filtrado, se secaron durante

la noche al vacio, para proporcionar 558 miligramos del sdlido

precipitado (pureza mediante analisis de HPLC quiral, proporciéon =

14:86), y 706 miligramos del filtrado (pureza mediante analisis de
HPLC quiral, proporcién = 74:26).

Segunda resolticién

[00300] La sal parcialmente resuelta del 6 (558 miligramos,l

pureza mediante analisis de HPLC quiral 14:86) se suspendidé en

etanol al 95 por ciento (12 mililitros), y se agité a temperatura

ambiente en un matraz sellado durante 3 horas. Después de este

tiempo, el sélido se aislé6 mediante filtracién, y se lavé con etanol al
95 por ciento (2 mililitros). El filtrado se concentré al vacio, y tanto el

solido como el residuo a partir del filtrado, se secaron durante la

noche al vacio, para proporcionar 236 miligramos del sélido (pureza.

mediante analisis de HPLC quiral, proporcion = 1:99), y 197

miligramos del filtrado (pureza mediante analisis de HPLC quiral,

08
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proporciéon = 25:75).

Disociacion del acido de la sal

.[00301] La sal resuelta del 6 (236 miligramos, pureza mediante

analisis de HPLC quiral 1:99) se suspendié en una mezcla de acetato
de etilo (7 mililitros) y HCI 1N (7 mililitros), y se agité vigorosamente
a temperatura ambiente durante 3 horas. Después de este tiempo, la
mezcla de reaccién se transfirié a un embudo, (se requirieron acetato

de etilo (3 mililitros) y HCI 1N (3 mililitros) adicionales para transferir

el material desde el matraz), y las capas se separaron. La capa

acuosa se extrajo adicionalmente con acetato de etilo (6 mililitros, 2

veces), y los extractos organicos se combinaron, se secaron con

sulfato de sodio, se filtraron, y se concentraron al vacio, para

proporcionar el acido resuelto como un solido blanco (106
miligramos, pureza mediante analisis de HPLC quiral, proporcién =

1:99, [a]p = -59.1°).

[00302] 'H RMN (ds-DMSO, 400 MHz): 6§ 2.27 (6H, s, 2 x Ar-

CHs), 3.71 (3H, d, J 11.72 Hz, P-OCH3), 7.2-7.30 (1H, m), 7.35-7.45

(m, 3H), 7.57-7.6 (m, 1H), 7.78-7.79 (m, 1H), 12.99 (1H, s, CO,y),
14.73 (1H, br-s, NH); *'P RMN (d¢-DMSO, 161.8 MHz): §35.41; m/z
(ES+) 378 (M+H)".

2. Primera resolucién — utilizando la (1S,2R)-(+)-Efedrina 8
[00303] El indol de acido libre 6 (1.2 gramos, 3.17 milimoles) se
suspendié en etanol al 95 por ciento (12 mililitros), y se agité a

temperatura ambiente en un matraz sellado. Se agreg6 la (1S,2R)-
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(+)-Efedrina 8 (0.55 gramos, 3.17 milimoles) en una porcion y
después de 5 minutos, se observé una soluciéon transparente:
Después de 5 minutos adicionales, se observo la precipitaciéon rapida
de un sélidb blanco, y se continudé la agitacién a temperaturé
ambiente durante 3 horas. Después de este tiempo, el sélido
precipitado se aislé6 mediante filtracion, y se lavé con etanol al 95 por

ciento (0.5 mililitros). EIl filtrado se concentré al vacio, y tanto el

solido precipitado como el residuo a partir del filtrado, se secaron

durante la noche al vacio, para proporcionar 618 miligramos del
sélido precipitado (pureza mediante analisis de HPLC quiral,
proporcion = 94:6), y 840 miligramos del filtrado (pureza mediante
analisis de HPLC quiral, proporciéon = 25:75).

Segunda resolucioén

[00304] La sal parcialmente resuelta (618 miligramos, pureza

mediante analisis de HPLC quiral 94:6) se suspendid en etanol al 95

por ciento (12 mililitros), y se agitdo a temperatura ambiente en un
matraz sellado durante 3 horas. Después de este tiempo, el sélido se

aisl6 mediante filtracioén, y se lavé con etanol al 95 por ciento (0.5.

mililitros). EI filtrado se concentr6 al vacio, y tanto el sélido

precipitado como el residuo a partir del filtrado, se secaron durante

la noche al vacio, para proporcionar 250 miligramos del sélido

(pureza mediante analisis de HPLC quiral, proporcién = 100:0), y 127

miligramos del filtrado (pureza mediante analisis de HPLC quiral,
proporcion = 85:15).

Disociacién del acido de la sal

Vo=l
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[00305] La sal resuelta del 6 (250 miligramos, pureza mediante
analisis de HPLC quiral 100:0) se suspendid en una mezcla de
acetato de etilo (7 mililitros) y HCI 1N (7 mililitros), y se agité
vigorosamente a temperatura ambiente durante 3 horas. Después de
este tiempo, la mezcla de reaccién se transfiri6 a un embudo, (se

requirieron acetato de etilo (3 mililitros) y HCI 1N (3 mililitros)

adicionales para transferir el material desde el matraz), y las capas

se separaron. La capa acuosa se extrajo adicionalmente con acetato

de etilo (6 mililitros, 2 veces), y los extractos organicos se

combinaron, se secaron con sulfato de sodio, se filtraron, y se
concentraron al vacio, para proporcionar el acido resuelto como un.

s6lido blanco (108 miligramos, pureza mediante analisis de HPLC

quiral, proporciéon = 100:0, [a]p = +59.2°)

[00306] 'H RMN (de-DMSO, 400 MHz): § 2.27 (6H, s, 2 x Ar-
CHs), 3.71 (3H, d, J 11.72 Hz, P-OCHj), 7.2-7.30 (1H, m), 7.35-7.45.
(m, 3H), 7.57-7.6 (m, 1H), 7.78-7.79 (m, 1H), 12.99 (1H, s, CO.y),

14.73 (1H, br-s, NH); *'P RMN (d¢-DMSO, 161.8 MHz): 635.41;. m/z

(ES+) 378 (M+H)".

Recuperacion

[00307] La recuperacion total es del 18 por ciento a partir del
acido racémico 6 utilizando ya sea la (1R,28)-efedrina 7 o bien el
hemihidrato de (1S,2R)-Efedrina 8 pero sin optimizacién alguna del
proceso.

Ejemplo 5

Sintesis quiral de los 3-Fosfoindoles
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[00308] Sintesi.s con intermediarios 6pticamente puros, en dondq
el centro quiral se conserva completamente o se invierte
completamente. En este caso, la base utilizada para el acoplamiento
cruzado (por ejemplo, EtzN) no es suficientemente fuerte para
permitir que se presente la racemizacion del fosfinato H-P de partida
(contrariamente al proceso de resolucién cinética dinamica). La
reaccion de acoplamiento cruzado procede con retencién de la
configuracion. La disociacion del fosfinato de mentilo utilizando la sal"
de trialquil-oxonio, seguida por tratamiento acido, proceden con;
inversion de la configuracion (J. Org. Chem 1975, 1523-1525). Estel

proceso se ilustra en el Esquema 20.

“Rs

Ry Ry

X "Rs Rs" Catalizadores de paladio Re ; tR o Ry O:'s‘OMZZ"
Rs" Fosfinas Ry O=p., ™2 1) MeO*BF - Rg"
Ny R NP ORy EGNICHCN R “Mentilo 1) MesO'BFy” Nz
Re' N * 0=P=H ) . Nz 2) TFA a N
6 b ! retencion de configuracion Re' N inversién de configuracién "¢ b

. Y PG
Ry 0‘Mentilo Ry PG 7
" R4™ 1
"Rs R "Rs ¢
e |
" " "Re
Ry x . Ry . Catalizadores de paladio Re L R, Os R,"
Rs' Rs Rs Fosfinas Ry O=p_ 4 "2 1) Me-G*BF . ) * = PuoMe
Ny o« Et;N/CH;CN Rs' “Mentilo )Me,O'BFy Ry {
Re' N "R Ry" ) ) Nz 2) TFA z
R ‘PG O=PH retencién de configuracion Re' N inversién de configuracién Rg' N
| M ) .
’ OMentilo R, PG Ry PG
i
Esquema 20 ;
[00309] La preparacioén del compuesto de fosfinato de mentilo se -

lleva a cabo en dos pasos a partir de haluros de arilo o triflatos’
(Esquema 21). El primer paso es la preparacion del acido H-fosfinico

de acuerdo con los métodos descritos, tales como el trabajo de
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Montchamp y colaboradores, J. Am. Chem. Soc. 2001, 123: 510-511
y Montchamp y colaboradores, J. Organomet. Chem. 2002, 643-644:
154-163. El segundo paso es una reaccion de Hewitt, tal como se

describe en Tetrahedron Lett. 2003, 781-783.

PhNH5*OP(O)H,

—_— = .
» (+) 0 (-)-cloroformato de metilo R®

Pd(Phg), RS piridina/DCM

DMF O=P—H
/P\ |
CI Cl O\ _—
X=1,Br,Cl,OTf Mentllq
Esquema 21
[00310] Un segundo planteamiento para sintetizar el fosfinato de

mentilo empieza también a partir de un haluro de arilo para producir:
el dicloro-fosfito, con el método disponible en la literatura (Esquema

22). Entonces, el ataque del (-) o (+)-mentol da el fosfinato de metilo.

como una mezcla diaestereomérica, como se describe en

J.Am.Chem.Soc. 1967, 90, 3459-3465.

~_"
HO R4
R3" R R¥
1) Mg or RLi

2 on (+) 0 (-)-cloroformato de metilo R R?

R2 2)PCl, " (1o
piridina/DCM O=P—H
0
X=1,Br,CI,OTf “Mentilo

2e 3
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Esquema 22
[00311] La separacion de los diaestereocisémeros se realiza
mediante cristalizacion utilizando o adaptando las condiciones
descritas en J.Am.Chem.Soc. 1970, 92, 5809-5810, Heteroatom

Chemistry 1995, 6, 365-70, Russ.J.Gen.Chem. 2005, 75, 656-657

(Esquema 23).

R4" R4" R4"
"R5 R3" "R5 R3" RS R3
separacion
" Y diaestereoisomérica "R R."
Re R ———" Ry Ry + 'R& Y TR,
—D p.ej. mediante _D.. O=P=H
O_l? H cristalizacion a baja O_F,) 'H (')
O-Mentilo T enhexano OMentilo “Mentilo
racémico
Esquema 23
[00312] Los Esquemas 24 y 25 ilustran la sintesis quiral de los;

3-fosfoindoles de las formulas | y Il utilizando este planteamiento:

7 D/\/CN \D/\/CN
Pd

X g o X O=p_Re X Osp,
cl { 0-F7 S "Pd” cl [TOMent 1) Me,0'BF; Cl \8;9 Me
HRp STEA
N oM Et;N/CH;CN D—CoNH,  2)TFA T CONH:
H N H
H
Esquema 24

s (/
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CN

-
\C\7/\/CN

II X O\P

"pd" ‘O Ment
\
COEt M/ Et3N/CH3CN \ COLEt

SOzPh

retencion de configuracion

R 7@“

X O= 1 O‘P‘
\P: NH3/MeOH
1) Me;O*BF _OMe 5 CONH
2 TFA \ CO,Et  or 1)LiOH 2)CDI 3)NH, 2
inversion de configuracion
Esquema 25
[00313]' Para la separacion analitica de los enantiomeros, las

condiciones para el analisis de HPLC quiral son:

Columna:

Fase movil A:

Fase movil B:

Isocratica:

Velocidad de flujo:

DAICEL CHIRALPAK® AD-H, 5 micras;
250 x 4.6 milimetros de diametro interno
Metanol

IPA + acido trifluoro-acético al 0.5 por
ciento

A/B (25/75)

0.4 mililitros/minuto
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Deteccion: PDA max, grafica 210-400 nan6metros
Enantidmero 1 RT = 13.4 minutos;
Enantiébmero 2 RT = 19.6 minutos.

Método de preparacion:
Inyeccion de 2 gramos de mezcla racémica (IM403):
Columna: DAICEL CHIRALPAK® AD 20 micras,
260 x 50 milimetros de diametro interno
Fase movil: 50 etanol/50 metanol/0.1 dietil-amina

(volumen/volumen /volumen)

Velocidad de flujo: 120 mililitros/minuto
Deteccion: UV 320 nanémetros
Enantidémero 1 RT = 7.0 minutos;
Enantiomero 2 | RT = 25.3 minutos.

Otro planteamiento para la sintesis de los 3-fosfoindoles
enantioméricamente puros se ilustra en los Esquemas 49 y 50.
[00314] La determinacién de la eficiencia del estereocontrol para

cada paso se debe llevar a cabo mediante *'P RMN y HPLC, con el

objeto de confirmar si la retencién o inversion predichas estan

completas, o si se observa mezcla de diaestereémeros. El paso mas

sensible podria ser la desproteccion del borano, el cual requiere

calor. A partir de esta etapa, la medicién del exceso enantidGmerico.

requiere del uso de una columna analitica de HPLC quiral.

[00315] Si la configuracion en el fosforo es controlada al 100 por

ciento en cada paso, el precursor individual 4 puede conducir
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también a los dos diferentes enantiomeros 8 0 12, dependiendo de la

senda quimica seleccionada.

Ejemplo 6

Resoluciéon de Intermediarios Diaestereoméricos

[00316] Un método adicional para la preparacion de los 3-
fosfoindoles enantioméricamente puros se apoya en la preparaciéon
de diaesteredomeros mediante la funcionalizacion de los indoles con
reactivos quirales. El uso de aminoacidos quirales para preparar los
3-fosfoindoles diaestereoméricos se ilustra en el Esquema 26. Lé
quiralidad-S en el atomo de carbono del aminoacido-alfa queda sm

cambios. La sintesis se hace como sigue:

Quiral Quiral

o] Q

_>—0Me MeOH.NH3 }NHZ acido de indol °=P;
HN— 70°C HN—C O _}‘

AN, —— ‘Pw
7 ” p HOBT/EDCH N-—J S
O O FTCHAD @fi—« 3
8%

Esquema 26

Los 2 diaesteredmeros se separan utilizando una columna de
silice convencional.
[00317] Esta estrategia se puede aplicar para preparar otras
amidas diaestereoméricas con bencil-aminas enantioméricamente

puras, por ejemplo, o para preparar ésteres diaestereoméricos en

203
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lugar de las amidas que se podrian disociar después de la
separacion diaestereomérica para liberar el enantiomero separado.

Este planteamiento se muestra en el siguiente Esquema 27.

o o O@Do @
)—OMe MeOH.NH3 )—NHZ scido deindol V0 Osp
2 _— “

O =TT W

separacion diaestereomérica

MeOH.NH3 MeOH NH3
10 J ¢ '

. tp"vo :
I
m m«NHz

enantibmeros separados

15
Esquema 27
20 Ejemplo 7 :
HsCOL &
3 PQO
Cl N P CN
m NH,

25

208
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Preparacion del Compuesto |

al i a v c
N—coMe —o N—coMe N—co,Me
N N N

O;\Sﬁo o= :3:0
e s 6
Condiciones: .
i. Boc,O 3.0eq, n-heptano, 90°C 4hr F Br F

ii. n-BuLi 3.1eq, |, 3.5eq, -80°C < T < -75°C Cl 5 Cl
iii. 1. ¢.HC! 6.0eq, 55°C; 2. 2M NaOH, 15°C N—coMe ~— N—co,Me
iv. DABCO, Acido pirtivico, Pd(OAc), N N 2

v. 1. CDI, DMF; 2. MeOH or EtOH

vi. 1. NaH, DMF; 2. PhSO,CI 8 9
vii. Bry, DCM
viii. DBDMH, THF

ix. 1. NaH, DMF; 2. PhSO,CI .
Etil ester alternativo

Parte A: Sintesis del intermediario de 3-bromo-indol

Compuesto 102
F
Lt
N~ O
: /’\

[00318] La 4-cloro-3-fluoro-anilina (250.3 gramos, 1.719 moles)
se agrego a un matraz de fondo redondo, de 4 cuellos, de 5 litros,
equipado con agitador superior, condensador de reflujo, manto de

calentamiento, controlador de temperatura, una sonda de

260
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temperatura interna, y una entrada de argon. Se cargaron en e\l
matraz heptano normal (2,000 mililitros), y dicarbonato de diterbutilo
(450.3 gramos, 2.064 moles). La mezcla se agitd bajo argén a
temperatura ambiente durante 15 minutos, permitiendo la disolucién
de la mayoria de los sélidos. La mezcla se calenté a reflujo durante 4
horas bajo arg6n (precaucién: generacién of CO,). El analisis de la
mezcla de reaccion mediahte el meétodo de HPLC, Prueba 20
(THF:MeCN, 1:1) indicé una conversion completa del material de
partida (R{ 4.57 minutos) hasta un producto (R; 6.17 minutos).
[00319] La reaccion se dejé enfriar a 50-55°C y se transfirid en
dos porciones a un matraz de fondo redondo de un cuello, de 3 litros.
Se removié un total de 1,500 mililitros del destilado mediante
concentracién al vacio a 45°C, para dar una solucién color durazno
con cristales blancos. La pasta acuosa se dejé enfriar a temperatura
ambiente, con agitacién durante 1.5 horas. El matraz se guardé a
4°C durante 15 horas, después de cuyo tiempo, los cristales se
filtraron al vacio, y se lavaron con heptano normal frio (400
mililitros).

[00320] Después de secarse a 35°C al vacio durante 7 horas, se
obtuvieron cristales blancos muy finos del compuesto 102 (393.1
gramos, 93 por ciento de rendimiento). Compuesto 102:
C11H3CIFNO, 245.68gmo|'1. Analisis de HPLC (Prueba 20, MeCN): R;
6.16 minutos; pureza del 99 por ciento @ 254 nan6metros. p.f.: 103-
104°C. '"H RMN &4 (400 MHz, CDCl3): 1.51 (9H, s, 3 x CH,), 6.56 (1H,

br-s, N-H), 6.94, 7.25, 7.35 (3 x 1H, 3 x m, 3 x Ar-H).

270
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Compuesto 103
F

Cl\ﬁ:[lj\
N“To

[00321] El compuesto 102 (80.2 gramos, 0.326 moles), sé
agregd a un matraz de fondo redondo de cuatro cuellos, de 3 litros,
equipado con agitador superior, una sonda de temperatura interna,
embudo de adicién de 500 mililitros, y una entrada de argon. Se
cargé tetrahidrofurano anhidro (640 mililitros) al matraz, y se enfrié
utilizando un bafo de hielo seco mas nitrégeno liquido, asegurando
una temperatura interna de -80°C < T < -75°C en todos los tiempos
durante la reaccion. El n-butil-litio (405 mililitros, 1.011 moles) se
transfirio por medio de canula al embudo llenado con argén, y se Ig
agregan por goteo a la solucion con salpicado minimo durante 2
horas. Después de afiejar durante 40 minutos, se agregdé por goteo
una solucién de yodo (289.9 gramos, 1.142 moles) en
tetrahidrofurano anhidro (430 mililitros + 100 mililitros de enjuague),
a la mezcla de reaccién fria, asegurando una temperatura interna de
-80°C < T < -75°C durante 3 horas.

La mezcla de reaccion se dejé calentar lentamente a -30°C duranté
14 horas, después de cuyo tiempo, el analisis mediante el método d;e
HPLC, Prueba 20 (la muestra se apagé con NaHSO; acuoso, se
diluy6é con MeCN, y entonces la capa de MeCN se diluyé con MeOH)
indico la conversién casi cdmpleta del material de partida (Rt 6.17
minutos, 1.6 por ciento @ 254 nand6metros) hasta un producto (Rt

6.73 minutos).
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[00322] Se agreg6 gradualmente una solucién de NH,CI (41.6
gramos en 160 mililitros de agua), seguida por una solucién de
NaHSO; (184.8 gramos en 560 mililitros de agua) asegurando una T
< -10°C. La mezcla apagandose se dejo calentar a 10°C con
agitacién durante 1.5 horas.

[00323] Después de transferir la mezcla a un matraz de un
cuello, se removieron 1,370 mililitros del destilado de
tetrahidrofurano, y se agregdé agua (500 mililitros). La mezcla se
agité vigorosamente a 4°C durante 15 horas, y se filtr6. Después de
lavar con agua (400 mililitros) se obtuvo un sélido color beige con un
filtrado incoloro el cual no contenia producto de acuerdo con la
HPLC.

[00324] El s6lido se disolvid en etanol caliente (65°C) (706
mililitros), y se filtr6 mientras estaba caliente para remover e_I
material insoluble (3.5 gramos, ningun producto de acuerdo con Ig
HPLC). EIl filtrado obtenido se concentré a 45°C al vacio hasta 15b
mililitros, en cuyo punto, los sélidos empezaron a precipitarse. Se
agrego6 por goteo agua (32 mililitros) a la mezcla, la cual entonces se
enfrié lentamente a 4°C durante 1.5 horas. La filtracion al vacio, el
lavado con etanol:agua 2:1 a 4°C (250 mililitros), y el secado al vacib
a 40°C, dieron el compuesto 103 como un sélido amarillo palido
(114.1 gramos, 94 por ciento de rendimiento). Compuesto 103:
C11H12CIFINO, 371.57gmol'. Analisis de HPLC (Prueba 20, MeOH):
Rt 6.73 minutos; pureza del 99 por ciento @ 272 nandémetros. p.f.:

66-67°C. '"H RMN &, (400 MHz, CDCl3): 1.45 (9H, s, 3 x CH3), 7.27
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(1H, dd, Ar-H), 7.55 (1H, t, Ar-H), 8.70 (1H, s, CON-H). "*C RMN §¢

(100 MHz, CDCl3): 28.04 (C(CH3)3), 79.73 (C(CHs)s), 86.23, 86.49 (C-

1), 115.11, 115.32 (C-Cl), 122.35, 122.38 (C-N), 129.89 (C-H);,

140.99, 141.02 (C-H), 152.94 (C=0), 155.47, 157.87 (C-F).
Compuesto 104

F

C|\©i|
NH,

[00325] El compuesto 103 (110.0 gramos, 0.296 moles) se

agreg6é a un matraz de fondo redondo de cuatro cuellos, de 3 Iitros',
equipado con agitador superior, condensador de reflujo, bafio de
agua, embudo de adicién de 250 mililitros, una sonda de temperatur;
interna, y una entrada de argén. Se carg6 etanol (900 mililitros) en el
matraz, y se enfrié6 a 5°C. Se agreg6 por goteo acido clorhidrico (37
por ciento, 145.9 mililitros), manteniendo la temperatura interna
debajo de 15°C.

[00326] La mezcla se calenté a 50-55°C durante 2 horas,
después de cuyo tiempo, el analisis mediante el método de HPLQ,
Prueba 20 (MeOH) indicé una conversién completa del material dé
partida (Rt 6.73 minutos) hasta un producto (Rt 5.44 minutos). La
reaccién se enfrio a 5°C, y se agreg6 gradualmente una solucién dé
NaOH (preparada como 80.0 gramos en 1,000 mililitros de agua, se
agregaron 865 mililitros), manteniendo la temperatura debajo de

15°C, monitoreando el pH hasta quedar neutro. La mezcla se

transfiri6 a un matraz de un cuello, y se almacené a 4°C durante 15

N

(W
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horas.

[00327] Se removid un total de 970 mililitros del destiladd
mediante concentracién al vacio a 35°C, para dar una solucion
incolora con sélidos precipitados. La pasta acuosa se dejé enfriar a
4°C durante 1 hora, después de cuyo tiempo, el sdlido se filtro all
vacio y se lavé con etanol:agua 1:4 a 4°C (200 mililitros). Después
de secar a 35°C al vacio durante 72 horas, se obtuvo el compuesto
104 impuro (80 gramos, 99 por ciento de rendimiento, pureza del 95
por ciento a 254 nanémetros).

[00328] El soélido se disolvié en etanol caliente (60°C) (450
mililitros), y se filtr6 mientras estaba caliente para remover el
material fino insoluble. El filtrado obtenido se concentré a 35°C a;1I
vacio hasta 175 mililitros, en cuyo punto, se agregdé por goteo agua
(70 mililitros) a la mezcla durante 3 a 4 horas, la cual entonces se
enfrié lentamente a 4°C y se agitdé durante 0.5 horas adicionales. La
filtracion al vacio, el lavado con etanol:agua 3:2 a 4°C (100
mililitros), y el secado al vacio a 35°C, dieron el compuesto 104
como agujas color naranja (70.5 gramos, 88 por ciento de
rendimiento, purezé del 98 por ciento @ 272 nandmetros). Se obtuvo

una segunda cosecha del material a partir del licor madre como un

solido amarillo palido (4.6 gramos, 5 por ciento, pureza del 98 por

ciento a 272 nanometros). Rendimiento combinado=93 por ciento.

Compuesto 104: CzH,CIFIN 271.45gmol .
Analisis de HPLC (Prueba 20, MeCN): R; 5.44 minutos; pureza

del 98 por ciento @ 272 nanémetros. p.f.: 80.5-81°C. ESI +ve: m/z
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271.9 [M+H]" 65 por ciento; 312.9 [M+MeCN+H]* 100 por ciento. 'H
RMN Sy (400 MHz, d6-DMSO): 5.69 (2H, s, 2 x N-H), 6.55 (1H, d, Ar-
H), 7.18 (1H, t, Ar-H). "*C RMN 6. (100 MHz, d6-DMSO): 70.97,
71.24 (C-1), 104.03, 104.25 (C-Cl), 110.14, 110.17 (C-H), 129.90 (C-
H), 150.09, 150.14 (C-N), 155.45, 157.82 (C-F). '""F RMN & (376

MHz, d6-DMSO): -91.60 (1F, d).

Compuesto 105

F
Cl
N—coH
N
H
[00329] El compuesto 104 (74.5 gramos, 0.275 moles) sé

agreg6 a un matraz de fondo redondo de cuatro cuellos, de 2 litros,
equipado con agitador superior, condensador de reflujo, manto de
calentamiento, controlador de temperatura, embudo de adiciéon de
250 mililitros, una sonda de temperatura interna, y una entrada de
argéon. Se cargd N,N-dimetil-formamida (575 mililitros) al matraz a
temperatura ambiente. Se agreg6 DABCO (95.5 gramos, 0.851
moles) en una porcién y la temperatura interna bajé hasta 15°C. La
mezcla se agité durante 20 minutos para efectuar la disolucién, y la
solucion se desgasific6 mediante burbujeo de argdn a través de ella
vigorosamente durante 10 minutos. Se agregd acido piruvico (57.33
mililitros, 0.824 moles), a la solucion color café durante 10 minutos y

la temperatura interna se elevé hasta 36°C. La soluciéon se

75
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desgasifico nuevamente con argén durante 10 minutos, y se agregé
acetato de paladio (678 miligramos, 0.0030 moles) en una porcion. ‘
[00330] La mezcla se calenté a 100°C durante 3 horas, después
de cuyo tiempo, el analisis mediante el método de HPLC, Prueba 20
(MeCN, filtrado) indic6 una conversion completa del material de
partida (Rt 5.44 minutos) hasta un producto (Rt 3.64 minutos). La
reaccion se enfri6 a temperatura ambiente durante 15 horas, y
subsiguientemente a 5°C. Se agregdé gradualmente una solucién del
acido clorhidrico (1.15N, 575 mililitros, y luego 0.115N, 280
mililitros), manteniendo la temperatura debajo de 10°C, monitoreando
el “pH” hasta un pH = 3.5. Se precipité un sblido bronceado a partir
de la solucion, y la mezcla se agitéo durante 0.5 horas adicionales a
5°C. EIl solido se filtr6 al vacio y se lavdé con agua a 10°C (200
mililitros, 3 veces). Después de secarse a 40°C al vacio durante 36
horas, se obtuvo el compuesto 105 (55.9 gramos, 95 por ciento de
rendimiento). Compuesto 105: CyHsCIFNO, 213.59gmol' Analisis
de HPLC (Prueba 20, MeCN): R; 3.63 minutos; pureza del 99 por
ciento @ 272 nanémetros ESI -ve: m/z 212.1 [M-H]" 10 por ciento;
168.1 [M-COOH] 100 por ciento '"H RMN &, (400 MHz, d6-DMSO):
7.10, 7.11 (1H, d, Ar-H), 7.25-7.32 (2H, m, 2 x Ar-H), 12.30, 13.33 (2
x 1H, 2 x s, N-H, COO-H) "*C RMN &¢ (100 MHz, d6-DMSO): 102.45
(C-3), 108.76, 108.92 (C-9), 110.20, 110.24 (C-6), 116.88, 117.09 (C-
5), 125.46 (C-7), 130.34 (C-2), 137.90, 138.00 (C-8), 149.76, 152.25
(C-4), 162.12 (C=0) "°F RMN & (376 MHz, d6-DMSO): -121.35 (1F,

d).
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Compuesto 106

cl
N—co,Me

N
H

[00331] El compuesto 105 (55.9 gramos, 0.262 moles) se
agregoé a un matraz de fondo redondo, de 4 cuellos, de 5 Iitroé,
equipado con agitador superior, embudo de adicién, una sonda de
temperatura interna, y una entrada de argén. Se cargd N,N-dimetil-
formamida (695 mililitros) al matraz a temperatura ambiente bajo
argon, agitando durante 20 minutos, para obtener una solucion color
café. Se agreg6 carbonil-di-imidazol (51.0 gramos, 0.314 moles) en
una porcion, dando una suspension color café. La mezcla se agitd
durante 1 hora bajo argén a temperatura ambiente, después de cuyo
tiempo, el analisis mediante el método de HPLC, Prueba 20 (MeOH
para dar el éster de Me, filtrado) indicé una conversién incompleta
del material de partida (Rt 3.64 minutos, 0.5 por ciento) hasta el
producto mayor (Rt 5.48 minutos) mas intermediario (Rt 4.77
minutos). Se agregaron carbonil-di-imidazol (0.43 gramos, 0.0026
moles)>y N,N-dimetil-formamida (45 mililitros) adicionales, vy :Ia
reaccion se agité durante 2 horas adicionales, después de cuyo
tiempo, el analisis mediante el método de HPLC, Prueba 20 (MeOH
para dar el ester de Me, filtrado) indicé una conversién completa del
material de partida (Rt 3.64 minutos) hasta el producto (Rt 5.48

minutos). Se agregé metanol (297 mililitros, 7.34 moles) a la mezcla

Qﬁ
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!

de reaccion agitada bajo argén a 24°C, para dar una suspension
color café nebulosa. Después de 3 horas, el analisis mediante gl
metodo de HPLC, Prueba 20 (MeCN, filtrado) indicé un producto (Rt
5.48 minutos). La mezcia de reaccién se enfrié utilizando un bafo de
hielo, y se agregdé agua (2,000 mililitros) durante 0.5 horas,
manteniendo la temperatura interna a 15-20°C, para precipitar un
solido bronceado. El sélido se filtro al vacio y se lavé con agua a 5°C
(400 mililitros, 2 veces). Después de secar al aire, el sélido se
absorbié en dicloro-metano (800 mililitros), y acetato de etilo (1600
mililitros), y se secd con sulfato de sodio anhidro (400 gramos). La
filtracién a través de Celite, y la elucién con dicloro-metano (1,000
mililitros) proporcioné una solucién color naranja transparente. La
solucion se concentré al vacio a 30°C dejando una pasta acuosa de
cristales en el acetato de etilo restante (160 mililitros). La pasta
acuosa se enfrio a 5°C con un bafo de hielo durante 15 minutos. La
filtracion al vacio, el lavado con acetato de etilo:n-heptano 1:1 a 4°C
(100 mililitros, 2 veces), y luego 1:3 (100 mililitros), y el secado al
vacio a 35°C, dieron el compuesto 6 como agujas blancas largas
(37.3 gramos, rendimiento del 63 por ciento, pureza del 99 por ciento
@ 272 nanometros). Se obtuvo una segunda cosecha del material a
partir del licor madre como agujas menos blancas (5.3 gramos, 9 por
ciento, pureza del 98 por ciento a 272 nandometros). Rendimiento
combinado = 72 por ciento. Compuesto 106: C,(H;CIFNO, 227.62
gmol”' Analisis de HPLC (Prueba 20, MeCN): R; 5.48 minutos;

pureza del 99 por ciento @ 272 nandémetros.
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p.f.: 216.5-218°C 'H RMN 6, (400 MHz, d6-DMSO): 3.88 (3H,
s, CH3), 7.16 (1H, s, Ar-H), 7.27-7.35 (2H, m, 2 x Ar-H), 12.48 (1H, s,
N-H) '*C RMN &¢ (100 MHz, d6-DMSO): 52.15 (CO,CH3;), 102.90 (C-
3), 108.97, 109.12 (C-9), 110.27, 110.31 (C-6), 116.77, 116.98 (C-5),
125.84 (C-7), 128.82 (C-2), 138.00, 138.09 (C-8), 149.77, 152.26 (C-
4), 161.05 (C=0) "°F RMN &¢ (376 MHz, d6-DMSO): -121.11 (1F, d)

Compuesto 107
F
Cl :
\©f\>—COZMe
N

5
[00332] El compuesto 106 (46.5 gramos, 0.204 moles) se
agreg6 a un matraz de fondo redondo de cuatro cuellos, de 2 Iitroé,
equipado con agitador superior, bafio de hielo, una sonda de
temperatura interna, y una entrada de argon. Se cargdé N,N-dimetil-
formamida anhidra (450 mililitros) al matraz a temperatura ambienie
bajo argén, agitando para obtener una soluciéon color naranja. Se
agrego hidruro de sodio (95 por ciento, 7.30 gramos, 0.290 moles) en
porciones durante 45 minutos, manteniendo la temperatura interna
debajo de 5°C. No se observé ningin desprendimiento de gas
adicional. Se agreg6é por goteo cloruro de fenil-sulfonilo (35'.8
mililitros, 0.280 moles) durante 15 minutos, manteniendo la

temperatura interna debajo de 10°C. La reaccion se agité durante 1

hora, después de cuyo tiempo, el analisis mediante el método de

79
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HPLC, Prueba 20 (MeCN) indico6 una conversion incompleta dgl
material de partida (Rt 5.48 minutos, 4 por ciento a 272 nanémetros)
hasta el producto (Rt 6.42 minutos). Se agregaron porciones
adicionales de hidruro de sodio (95 por ciento, 1.1 gramos) y clorurb
de fenil-sulfonilo (4.0 mililitros), y la mezcla se agit6 durante 1.5
horas adicionales. El analisis mediante el método de HPLC, Prueba
20 (MeCN) indicé una conversion incompleta del material de partida
(Rt 5.48 minutos, 3 por ciento a 272 nanémetros) hasta el producto
(Rt 6.43 minutos). La reaccién se procesé mediante la adiciéon lenta
de agua (770 mililitros) durante 25 minutos, asegurando que la
temperatura interna permaneciera debajo de 20°C, permitiendo la
precipitacién de un so6lido amarillo. El solido se filtré al vacio, se lavé
con agua a 5°C (770 mililitros), y se sec6 a 37°C durante 15 horaé.
El sélido se absorbié en etanol (700 mililitros), y se calentd a 55°C
con agitacion durante 1 hora. La suspensidén caliente se concentré al
vacio a 40°C, removiendo 350 mililitros del destilado, entonces se
dejo enfriar a 5°C durante 0.5 horas. La filtracién al vacio, el lavado
con etanol a 4°C (150 mililitros), y el secado al vacio a 40°C, dieron
el compuesto 107 como un sélido amarillo palido (68.5 gramos, 91
por ciento de rendimiento). Compuesto 107: C,sH{CIFNO,S 367.78
gmol' Analisis de HPLC (Prueba 20, MeCN): R; 6.43 minutos;
pureza del 98 por ciento @ 272 nanémetros p.f.: 163°C expandido,
166-167°C fundido.

'H RMN &y (400 MHz, d6-DMSO0): 3.88 (3H, s, CH;), 7.51 (1H,

s, Ar-H), 7.62-7.68 (3H, m, 3 x Ar-H), 7.77 (1H, t, Ar-H), 7.92 (1H, d,

\
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Ar-H), 8.04 (2H, d, Ar-H) '*C RMN &¢ (100 MHz, d6-DMSO): 53.21
(CO2CH3), 110.60 (C-3), 112.30, 112.34 (C-6), 114.02, 114.17 (C-9),

117.93, 118.14 (C-5), 127.14 (2 x Ar-C), 128.78 (C-7), 129.85 (2 x

- Ar-C), 132.29 (C-2), 135.24 (C-para), 136.82 (C-ipso), 136.88,

136.96 (C-8), 149.37, 151.89 (C-4), 160.51 (C=0) "°F RMN & (376

MHz, d6-DMSO): -119.42 (1F, d)

Compuesto 108

F Br

cl
N—co,Me
N

Oﬁ\S;O

[00333] El compuesto 107 (68.4 gramos, 0.186 moles) se
agrego6 a un matraz de fondo redondo de cuatro cuellos, de 2 Iitro's,
equipado con agitador superior, embudo de adicion, bafo de hiel'o,
una sonda de temperatura interna, y una entrada de argén. Se cargc’)
dicloro-metano anhidro (685 mililitros) al matraz a temperatura
ambiente bajo argdn, agitando para obtener una suspensién parcial.
Se agrego6 por goteo bromo (11.5 mililitros, 0.223 moles) durante 20
minutos, manteniendo la temperatura interna debajo de 10°C, dando
una mezcla color rojo profundo. La mez'cla de reaccién se dejé
calentar a temperatura ambiente durante 1 hora, después de cuyo

tiempo, el analisis mediante el método de HPLC, Prueba 20 (la
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muestra se apag6 con NaHSO; acuoso, se diluyé con metanol,
entonces el metanol se filtr6, y se diluyé con MeCN) indicd uné
conversion incompleta del material de partida (Rt 6.43 minutos, 78
por ciento @ 272 nandémetros) hasta un producto menor (Rt 6.76
minutos). Se agregd bromo adicional (12.4 mililitros) en porciones
durante el transcurso de las siguientes 6 horas, y la reacciéon se dejé
agitandose a temperatura ambiente durante 14 horas, en cuyo punto,
el analisis mediante el método de HPLC, Prueba 20 (la muestra sle
apag6 con NaHSO; acuoso, se diluyé6 con metanol, entonces el
metanol se filtr6, y se diluyé con MeCN) indicdé una conversion
completa del material de partida (Rt 6.43 minutos) hasta un produc’%o
mayor (Rt 6.76 minutos). La reacciéon se apagdé mediante la adicidn
por goteo de una solucion de NaHSO; (132 gramos en 400 mililitros
de agua) asegurando una T < 15°C durante 30 minutos. Las capas se
separaron, y la capa organica se lavé con bicarbonato de sodio
acuoso saturado (400 mililitros, 2 veces). Las capas acuosas ée
extrajeron con dicloro-metano (400 mililitros), y las capas orgénicas

1

combinadas se lavaron con agua (1,000 mililitros), y se secaron con

sulfato de sodio anhidro (500 gramos). La filtracién vy ‘-Ia
concentracion al vacio a 28°C dieron un soélido amarillo crudo (78
gramos). El solido se trituré en etanol caliente (650 mililitros) a 50°C
durante 1 hora. La suspension caliente se concentré al vacio a 4050,
removiendo 450 mililitros del destilado, y entonces se dejo enfriar a

5°C durante 0.5 horas. La filtracién al vacio, el lavado con etanol a

4°C (150 mililitros), y el secado al vacio a 25°C dieron el compuesto

22
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108 como un polvo amarillo palido (72.6 gramos, 88 por ciento de
rendimiento, pureza del 93 por ciento a 272 nandémetros). Este sélidb
se disolvi6é en acetato de etilo caliente (500 mililitros) a 50°C durantj‘e
1 hora. Se agregd6 lentamente etanol (200 mililitros) a 50°C, y s‘e
agité durante 15 minutos. Empezo la precipitacién, y la suspension
caliente se concentr6é al vacio a 40°C, removiendo 475 mililitros del
destilado, y entonces se dej6 enfriar a 5°C durante 0.5 horas. La
filtracion al vacio, el lavado con etanol a 4°C (150 mililitros), y el
secado al vacio a 25°C, dieron el compuesto 108, 3-bromo-5-cloro-
4-fluoro-1-bencen-sulfonil-indol-2-carboxilato de metilo, como un
polvo amarillo palido (57.4 gramos, 69 por ciento de rendimiento,
pureza del 97 por ciento a 272 nanémetros). Se obtuvo una segunda
cosecha del material a partir del licor madre como un sélido amarillo
(9.6 gramos, 12 por ciento). Rendimiento combinado = 81 por ciento.
3-bromo-5-cloro-4-fluoro-1-bencen-sulfonil-indol-2-carboxilato de
metilo. Compuesto 108: C,cH;(BrCIFNO,S 446.68 gmol™' Analisis de
HPLC (Prueba 20, MeCN): R; 6.76 minutos; pureza del 97 por ciento
@ 272 nandometros ESI +ve: m/z 447.8 [M+H]® 90 por ciento; 464.8

[M+NH,]" 100 por ciento

ESI -ve: m/z 445.9 [M-H]" 100 por ciento '"H RMN &4 (400 MHz,
d6-DMSO): 3.99 (3H, s, CH3), 7.66 (3H, t, 3 x Ar-H), 7.78 (1H, t, !Ar-
H), 7.90 (1H, d, Ar-H), 7.98 (2H, d, 2 x Ar-H) '*C RMN 6. (100 MHz,
d6-DMSO): 53.88 (CO,CH;), 96.66 (C-3), 111.87, 111.90 (C-6),

115.36, 115.51 (C-9), 117.29, 117.45 (C-5), 127.16 (2 x Ar-C),

223
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129.40 (C-7), 130.15 (2 x Ar-C), 130.45 (C-2), 134.63, 134.69 (C-8),

135.46 (C-para),

135.81 (C-ipso), 149.31,

151.85 (C-4),

160.30

(C=0) "°F RMN & (376 MHz, d6-DMSO): -124.00 (1F, d)

Parte B: Sintesis del Compuesto |

F

Br
Cl
] N

\ (6]
SO,Ph
201
C47H2BrCIFNO,S
Mol. Wt.: 460.70

1. TMSBr,DCM, 40C  Cl

1. BuLi, THF, -90C
o

2. OxalilCI, DCM, 5C

3. MeOH, 5C

1. (-)cinconidina, Acetona

o \Q/r
F N/ | cl

BuMgLi, MePh, -50C P\H
2. CIP(OEt), \_OEt
3. 0.05N HCI, 20C N\

P —

CN

N
AN
N

Pd(PPh;), TEA, ! Y
\ Tolueno , 80C SO,Ph
SO,Ph 203
202 CagHasCIFN,OgPS
C1gH15CIFNOGPS Mol. Wt.: 615.01
Mol. Wt.: 473.84
JCN |
MeO, JCN
EY MeO :
A F MeO <
(0] P\
\ ~ OEt cl 0
LIOH-H,0, THF, 5C \ ~ OH
N o
\ 0 N
0, KOBu, THF, H,0, 5C H 0
205A
CaoH15CIFN,O4P
Mol. Wt.: 432.77
205
CagH23CIFN,06PS

Mol. Wt.: 600.98

2. 1N HCI, EtOAc

[00334] Un

JTCN
F MeO_ ) 1, CDI, 1,2-DME
N
cl o] 2. NH,(g)
\ OH
N ©
206

CaoH15CIFN,O4P
Mol. Wt.: 432.77

Compuesto 202

reactor adecuado se cargo

con

Cl

Compuesto |
CogH4gCIFNZO5P
Mol. Wt.: 431.78

el compuesto 201

N
N
-



10

15

20

25

215

(57 gramos, 0.12 moles), y tetrahidrofurano (570 mililitros). La
solucion resultante se helé de -90°C a -100°C bajo nitréogeno,
utilizando un bafo viscoso de LN, / IPA, entonces se traté con n-
butil-litio (2.5M en hexanos, 52 mililitros, 0.13 moles) agregado
durante 10 minutos. A esto se le agregd cloro-fosfito de dietilo (20.5
gramos, 0.13 moles) durante 10 minutos. La HPLC (Método 001, RT
= 17.7 minutos) no mostré6 material de partida, y mostro
aproximadamente el 70 por ciento del producto. La reaccion
entonces se diluyd con acetato de etilo (570 mililitros), y se dejé
calentar a -40°C. La mezcla se traté entonces con acido clorhidrico
(0.5M, 400 mililitros), y se dejé calentar a temperatura ambiente,. y
se agité durante 30 minutos. Las capas resultantes se separaron, y
la capa acuosa se extrajo con acetato de etilo (500 mililitros). Los
organicos se combinaron y se lavaron con salmuera (500 mililitroé),
se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron, y se concentraron
hasta obtener un aceite. AUC de HPLC del 78 por ciento (Método 20,
RT = 5.6 minutos) >100 por ciento de rendimiento debido a las
impurezas y al solvente. Se utiliz6 como estaba en el siguiente paso.
Datos para el C-2-metil-éster: #2x: C.3HcCIFNOzPS 459.81 gm'ol'1
m/z (ESI+): 460.0 (MH", 100 por ciento), 462.0 (MH", 35 por ciento).
Compuesto 203
[00335] Un reactor adecuado se cargd con el compuesto i02
(56 gramos, estimado 0.10 moles), yodo-cinamo-nitrilo (27 gramos,
0.10 moles), trietil-amina (17 mililitros, 0.12 moles), y tolueno (475

mililitros). La mezcla resultante se desgasificO mediante burbujeo

czs
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con una corriente de nitrégeno durante 10 minutos a temperatura
ambiente, después de cuyo tiempo, se agregd tetraquis-(trifenill-
fosfina)-paladio(0) (6.0 gramos, 0.005 moles). La mezcla se burbujeo
durante 5 minutos adicionales, y entonces se calenté a 80°C duranfe
2 horas. La HPLC (Método 20, RT = 6.2 minutos) mostré una
reaccion completa. La mezcla se enfrié6 a temperatura ambiente, y se
filtr6 a través de Celite, y se lavé con acetato de etilo (1,000
mililitros). Los organicos combinados se lavaron con salmuera (500
mililitros, 2 veces), entonces se secaron sobre sulfato de sodio, se
filtraron, y se concentraron hasta obtener un volumen de 170
mililitros. El concentrado se enfrié a 0°C, y se agité durante 1 hora,
durante cuyo tiempo, el producto se cristaliz6. Los soélidos se
filtraron y se lavaron con hexano:tolueno (2:1, 150 mililitros). Se
secaron para dejar 54 gramos, AUC DE HPLC 85 por ciento (Método
20).

[00336] El sélido crudo entonces se purifico media;ﬂe
cromatografia en columna eluida con acetato de etilo al 25 por ciento
en cloruro de metileno. Las fracciones puras se recolectaron y se
combinaron para dar los compuestos 203, 41 gramos, 67 por cielnto
de rendimiento, AUC de HPLC del 96 por ciento (método: Prueba 20,
RT = 6.2 minutos). _
[00337] Datos para el C-2-etil-éster: #3: ngH25CIFNZO§PS
615.01gmol”’ "H RMN &, (400 MHz, CDCIs3): 1.35 (3H, t, P02CH2CH3),
1.52 (3H, t, CO,CH,CH;), 2.40 (3H, s, Ar-CHs), 4.08-4.20 (2H, m,

PO,CH,CH3), 4.61 (2H, q, CO,CH,CH;), 5.90 (1H, d, CH=CHCN),

226
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7.33-7.37 (3H, m, 2 x Ar-H, CH=CHCN), 7.55 (2H, a-t, 2 x Ar-H), 7.6:7
(1H, a-t, Ar-H), 7.74-7.79 (3H, m, 3 x Ar-H), 8.13 (2H, d, 2 x Ar-H)
[00338] Datos para el C-2-metil-éster: #3x: C28H23CIFN206P‘S
600.98 gmol™’

m/z (ESI+): 601.1 (MH", 100 por ciento), 603.0 (MH"*, 35 por
ciento) '"H RMN 6y (400 MHz, d6-DMSO): 1.18 (3H, t, CH;CH,OP),
2.34 (3H, s, Ar-CHs), 4.02 (5H, m, CH3;CH,0OP, CO,CH;), 6.47 (1H, ‘d,
CH=CHCN), 7.54 (1H, d, Ar-H), 7.62 (1H, t, Ar-H), 7.72 (1H, d,
CH=CHCN), 7.70-7.76 (4H, m, 4 x Ar-H), 7.82 (1H, t, Ar-H), 7.91 (1H,
d, Ar-H), 8.13 (2H, d, 2 x Ar-H). Mlltiples valores J&¢ indican jla
division de la sefal de carbono debido a F y/o P. *C RMN 6. (100
MHz, d6-DMSO): 15.97, 16.03 (CH;CH,0OP), 20.79 (Ar-CH3), 53.88
(CO.CH;), 61.73, 61.79 (CH3CH,OP), 98.39 (CH=CHCN), 107.50,
107.54 (C), 108.95, 108.99 (C), 111.37, 111.42 (C), 115.47, 115.63
(C), 116.82, 116.91, 117.01, 117.10 (C), 118.43 (CN), 127.44
(8SO2Ph, 2 x Cono), 127.91, 128.02 (C-H), 128.67 (C-H), 130.:27
(SO2Ph, 2 x Cneta), 131.21, 131.41 (C-H), 132.68 (C), 133.29, 133.40
(C-H), 134.12, 134.27 (C), 134.55, 134.63, 134.72 (C), 135.49
(SO2Ph, Cipso), 136.09 (SO,Ph, CPA,,), 139.10, 139.25 (C), 149.06,
151.60 (C-4), 149.51 (CH=CHCN), 161.10 (C=0). '"*F RMN é¢ (376
MHz, d6-DMSO): -112.36 (1F, d). *'P RMN &, (162 MHz, d6-DMSO):
23.49 (1P, s)

Compuesto 204
[00339] Un reactor adecuado se cargd con el compuesto 203

(41 gramos, 0.067 moles) y cloruro de metileno (175 mililitros). La
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solucion resultante se enfri6 a 0°C, y se tratdé con bromo-trimetil-
silano (46 gramos, 0.30 moles) agregado durante 15 minutos. La
reaccion entonces se calenté a 40°C durante 1.5 horas. La HPL{C
(Método 20, RT = 4.3 minutos) indicé una reaccién completa. El
exceso de TMSBr se desprendié al vacio (40 — 45°C), y el sélido
pegajoso resultante se volvid a suspender en dicloro-metano (200
mililitros), y se enfri6 a 0°C. Se agreg6 cloruro de oxalilo (j2
mililitros, 0.13 moles) durante 15 minutos, seguido por N,N-dimetil-
formamida (1.0 mililitros), ambos agregados a 0°C. Se observd
desprendimiento de gas durante la adicién de la N,N-dimetil-
formamida. Después de 1 hora al ambiente, la HPLC (Método 20, RT
= 6.0 minutos, muestra apagada con metanol antes de la inyeccién)
mostré una reaccion completa. Los solventes se desprendieron
nuevamente para remover el cloruro de oxalilo residual, y la mezcla
se volvio a suspender en cloruro de metileno (100 mililitros). _;La
solucion se helé a 0°C - 5°C, y entonces se traté con metanol (300
mililitros), y se dejo calentar a temperatura ambiente. Después}de
dos horas, la HPLC indic6é una reaccion completa (Método de HPLC
20, RT = 6.0 minutos). Los solventes se desprendieron, y el sé?ido
crudo se utilizé como estaba en el siguiente paso. Compuesto 204:
48 gramos, AUC de HPLC del 91 por ciento, >100 por ciento. de
rendimiento debido a los solventes e impurezas. |

[00340] Datos para el C-2-etil-éster: 204: C,3H,3CIFN,O4PS
600.98 gmol" 'H RMN &4 (400 MHz, CDCIl;): 1.53 (3H, t,

CO,CH,CH3;), 2.40 (3H, s, Ar-CH,), 3.79 (3H, d, POCH,), 4.61 (2H, q,
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CO,CH,CH3), 5.90 (1H, d, CH=CHCN), 7.33-7.37 (3H, m, 2 x Ar—H,
CH=CHCN), 7.55 (2H, a-t, 2 x Ar-H), 7.67 (1H, a-t, Ar-H), 7.73-7.79
(3H, m, 3 x Ar-H), 8.13 (2H, d, 2 x Ar-H) |

[00341] Datos para el C-2-metil-éster: 204x: C,;H,;CIFN,O4zPS
586.96 gmol' m/z (ESI+): 587.1 (MH", 100 por ciento), 589.0 (MH",
35 por ciento) '"H RMN &, (400 MHz, d6-DMSO): 2.33 (3H, s, Ar-
CH;), 3.66 (3H, d, POCH,;), 4.02 (3H, s, CO,CH;), 6.47 (1H, d,
CH=CHCN), 7.53 (1H, d, Ar-H), 7.61 (1H, dd, Ar-H), 7.70 (1H, d,
CH=CHCN), 7.68-7.76 (4H, m, 4 x Ar-H), 7.82 (1H, t, Ar-H), 7.90 (1H,
d, Ar-H), 8.13 (2H, d, 2 x Ar-H). Mdltiples valores d&¢ indican:la
division de la sefial de carbono debido a F y/o P. '*°C RMN é¢ (100
MHz, d6-DMSO): 20.81 (Ar-CHj;), 52.07, 52.13 (CH3;OP), 53.99
(CO.CH3s), 98.46 (CH=CHCN), 106.99 (C), 108.41 (C), 111.45 (C-H),
115.51, 115.67 (C), 116.77, 116.86, 117.07 (C), 118.48 (CN), 127.51
(SO2Ph, 2 x Coro), 127.92, 128.04 (C-H), 128.71 (C-H), 130.32
(SO2Ph, 2 X Cneta), 131.56 (C-H), 132.20 (C), 133.35, 133.46 (C-H),
134.19, 134.34 (C), 134.55, 134.63, 134.72 (C), 135.47 (SO,Ph,
Cipso), 136.16 (SO,Ph, CPA,,), 139.20, 139.35, 139.39, 139.54 (O),
149.09, 151.63 (C-4), 149.51 (CH=CHCN), 161.15 (C=0). '"*F RMN &;
(376 MHz, d6-DMSO): -113.93 (1F, d). *'"P RMN 6, (162 MHz, d6-
DMSO): 25.42 (1P, s).

Compuesto 205

[00342] Un reactor adecuado se cargdé con el compuesto 204
(48 gramos, aproximadamente 0.072 moles), y tetrahidrofurano (800

mililitros). La solucién resultante entonces se enfrio a 5°C y se trato
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con monohidrato de hidréxido de litio (12 gramos, 028 moles), y se
agrego6 agua (180 mililitros) durante 15 minutos. La reaccién se dejé
calentar a temperatura ambiente, durante cuyo tiempo, se aclard el
color. Después de la agitaciéon durante la noche, la HPLC indicé una
reaccion completa (Método: Prueba 20, producto RT = 4.5, impureéa
mayor RT = 3.7). La reacciéon se enfrié a 5°C y se acidificé con éciéo
clorhidrico (5N, 300 mililitros). El exceso de tetrahidrofurano ée
removié por evaporacidon bajo presion reducida, y los soélidos
pegajosos resultantes se formaron en una pasta en acetona (200
mililitros). La mezclé se calentd a 40°C durante 30 minutos, y
entonces se dejé enfriar a temperatura ambiente. Los solidos 'ise
dejaron granular durante 2 horas, y entonces se filtraron y se lavaron
con acetona / agua (2:1, 100 mililitros). Se secaron para dejar: el
compuesto 205, 21 gramos, 67 por ciento de rendimiento. AUC de
HPLC 93 por ciento (método: Prueba 20). Se utiliz6 como estaba en
el siguiente paso.
Compuesto 206 (resolucion quiral)

[00343] Un reactor adecuado se cargd con el compuesto 205
(432.6 gramos, 1.0 moles), y acetona (7.79 litros). Se agregd la (-)-
Cinconidina (294.39 gramos, 1.0 moles) en una porcién, y la
suspension resultante se agité durante cuatro horas. Los sélidos se
aislaron mediante filtracion, y se lavaron con acetona (300 miIiIitrbs),
para dejar 343.2 gramos de la sal después de secar al vacio.
Analisis de HPLC quiral: proporciéon = 98:2. |

[00344] La sal se suspendid en una mezcla de acetato de etilo

2.30
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(5.2 litros) y HCI 1N (5.2 litros), y se agitdé vigorosamente ‘a
temperatura ambiente durante 2 horas. Después de este tiempo, Iés
capas se separaron. La capa acuosa se extrajo adicionalmente con
acetato de etilo (2.7 litros), y los extractos organicos se combinaron,
se secaron con sulfato de sodio, se filtraron, y se concentraron bajo
presiéon reducida, para proporcionar el compuesto resuelto 206 como
un soélido blanco. 145.44 gramos, 68 por ciento de rendimiento totél,
Analisis de HPLC quiral, proporcion = 98.4:1.6. Se utilizdé como
estaba en el siguiente paso. #6: C,oH5sCIFN,O4P 432.77 gmol'1 m/z
(ESI+): 433.0 (MH", 100 por ciento), 435.0 (MH", 35 por ciento). |

'H RMN 6, (400 MHz, d6-DMSO): 2.35 (3H, s, Ar-CH;), 3.78
(3H, d, POCHj;), 6.52 (1H, d, CH=CHCN), 7.46 (2H, d, Ar-H), 7;66
(1H, d, CH=CHCN), 7.69, 7.81 (2H, 2 x d, H-6, H-7), 7.77 (1H, s, Ar-
H), 13.63 (1H, s, N-H), 15.70 (1H, br-s, COOH). '"®*F RMN & (376
MHz, d6-DMSO): -114.27 (1F, s). *'P RMN 6, (162 MHz, d6-DMSO):
36.44 (1P, s).

Compuesto |

[00345] Un reactor adecuado se cargd con el compuesto 206
(0.63 gramos, 0.0014 moles) y 1,2-dimetoxi-etano (10 mililitros). La
mezcla se traté con 1,1-carbonil-di-imidazol (0.47 gramos, 0.0028
moles) agregado en una porciéon, y la mezcla se dejo agitandose a
temperatura ambiente hasta que ces6 el desprendimiento de i"gas
(aproximadamente 1.5 horas). La soluciéon entonces se enfrio a 5°C,
y se burbujedé con gas de amoniaco durante 5 minutos. La HPLC

(Método 20, producto RT = 5.0 minutos) mostré una reaccion
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completa después de una hora a temperatura ambiente. La reaccidn
se apago mediante la adicion de 10 gramos de hielo triturado, y ée
concentré bajo presién reducida para remover el DME. La pasta
acuosa resultante se agité durante una hora a 5°C para granular el
producto. Los soélidos se filtraron y se secaron para dejar el
compuesto | puro (metil-éster del acido (2-carbamoi|-5-cloro-4-fluor‘lo-
1H-indol-3-il)-[3-((E)-2-ciano-vinil)-5-metil-fenil]-(S)-fosfinico). 0.56
gramos, 89 por ciento de rendimiento. HPLC (Método 20), pureza
quimica del 98.5 por ciento. Pureza quiral del 97 por cfento.

[00346] Un reactor adecuado se carg6é con el compuesto 206
(10 gramos, 0.024 moles) y 1,2-dimetoxi-etano (150 mililitros). :.La
mezcla se traté6 con 1,1-carbonil-di-imidazol (7.8 gramos, 0.648
moles) agregado en una porciéon, y la mezcla se dejo agiténdosé a
temperatura ambiente hasta que ceso el desprendimiento de gas. La
solucion entonces se enfri6 a 5°C, y se burbujed con gasfde
amoniaco durante 5 minutos. La HPLC (Método 20, producto RT=5.0
minutos) mostré una reaccién completa después de una hora. La
reaccion se apag6é mediante la adicion de 100 gramos de hielo
triturado, y se concentré bajo presién reducida para remover el DME.
El solido oleoso resultante (en agua) se diluyé con metano!l (20
mililitros), y se agité durante una hora a 5°C para granular el
producto. Los so6lidos se filtraron y se sécaron para dejar el
compuesto | puro (metil-éster del acido (2-carbamoil-5-cloro-4-fluoro-
1H-indol-3-il)-[3-((E)-2-ciano-vinil)-5-metil-fenil]-(S)-fosfinico). “ 9.8

gramos, 98 por ciento de rendimiento.

232



10

15

20

25

223

HPLC (Método 20), pureza quimica del 99.5 por ciento. Pureia
quiral del 94.3 por ciento. Sélido blanco, |
[00347] Compuesto I: C,HsCIFN;O3;P 431.78 gmol'1 m/z
(ESI+): 432.1 (MH", 100 por ciento), 434.0 (MH", 35 por ciento) Vpyax
(KBr disco) (cm™) 1619.0 (amida 1), 1672.5 (amida |1), 2218.4 (CN),
3063.0, 3286.0 (N-H) [a]p?° : +33.42 (¢, 10.04 mgml' en CHCI;) p.f.:
177°C destella, 181°C se reblandece, 183-185°C se funde. Analisis
elemental: C,,H,7CIN3O3;P calculado C 55.63 por ciento, H 3.73 por
ciento, N 9.73 por ciento, Cl 8.21 por ciento, F 4.40 por ciento,_. P
7.17 por ciento. Encontrado C 55.56 por ciento, H 3.74 por ciento, N
9.72 por ciento, Cl 8.24 por ciento, F 4.21 por ciento, P 7.11 por
ciento '"H RMN 6, (400 MHz, d6-DMSO): 2.32 (3H, s, Ar-CH,), 3;70
(3H, d, CH;0P), 6.49 (1H, d, CH=CHCN), 7.37 (1H, dd, H-6), 7.43
(1H, dd, H-7), 7.54 (1H, d, H-6’), 7.66 (1H, d, CH=CHCN), 7.69 (1H,
d, H-2’), 7.73 (1H, s, H-4’), 8.05, 10.63 (2 x 1H, 2 x s, NH;), 13.02
(1H, s, N-H) Multiples valores d¢ indican la divisién de la sefial de
carbono debido a F y/o P. '*C RMN &6 (100 MHz, d6-DMSO): 20.77
(Ar-CH3), 51.70, 51.76 (CH;0P), 96.03, 96.07, 97.52, 97.56 (C-3),
98.29 (CH=CHCN), 110.70 (C-7), 111.66, 111.83 (C-5), 118.04,
118.13, 118.22, 118.32 (C-9), 118.56 (CN), 125.84 (C-6), 127.11,
127.22 (C-2’), 131.05 (C-4’), 132.57, 132.67 (C-6’), 132.96, 134.50
(C-1"), 134.03, 134.18 (C-3’), 136.40, 136.51, 136.61 (C-8), 138.95,
139.10 (C-5’), 141.71, 141.91 (C-2), 149.19, 151.70 (C-4), 149.65
(CH=CHCN), 160.46 (C=0). "°F RMN 6¢ (376 MHz, d6-DMSO): -

113.11 (1F, d). *'P RMN 65 (162 MHz, d6-DMSO): 33.39 (1P, s)
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[00348] @ Un reactor adecuado se cargbé con el compuesto 361
(100 gramos, 0.23 moles), y tetrahidrofurano (1 litro). La solucidn
resultante se heldé entre -90°C y -100°C bajo nitrégeno, utilizando un
bafio viscoso de LN, / IPA, y entonces se traté con n-butil-litio (2.5M
en hexanos, 99 mililitros, 0.25 moles) agregado durante 10 minutos.
A esto se le agregd cloro-fosfito de dietilo (37.1 gramos, 0.24 moles)
durante 10 minutos. La HPLC (Método 001, RT = 18.9 minutés)
mostr6 que no habia material de partida, y que habia
aproximadamente el 85 por ciento del producto. La reaccién
entonces se diluyé con acetato de etilo (1 litro), y se dejo calentar a
-40°C. La mezcla se tratdé entonces con acido clorhidrico (0.5M, 590
mililitros), se dejoé calentar a temperatura ambiente, y se agitd
durante 30 minutos. Las capas resultantes se separaron, y la capa
acuosa se extrajo con acetato de etilo (500 mililitros). Los organicos
se combinaron y se lavaron con salmuera (500 mililitros), se secaron
sobre sulfato de sodio, se filtraron, y se concentraron hasta obtener
un aceite. AUC de HPLC del 88 por ciento (Método 20, RT = 5.8
minutos) 115 gramos, >100 por ciento de rendimiento debido a las
impurezas y al solvente. Se utilizé como estaba en el siguiente paso.
Compuesto 303 |
[00349] Un reactor adecuado se cargd con el compuesto 302
(111 gramds, estimado 0.18 moles), yodo-cinamo-nitrilo (47.1
gramos, 0.175 moles), trietil-amina (29.3 mililitros, 0.21 moles), y
tolueno (800 mililitros). La mezcla resultante se desgasificé mediante

burbujeo con una corriente de nitrogeno durante 10 minutos a
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temperatura ambiente, después de cuyo tiempo, se le agregé
tetraquis-(trifenil-fosfina)-paladio(0) (10.1 gramos, 0.0088 moles). La
mezcla se burbujedé durante 5 minutos adicionales, y entonces ée
calenté a 80°C durante 2 horas. La HPLC (Método 20, RT = 6;.5
minutos) mostré6 una reacciéon completa. La mezcla se enfrio' a
temperatura ambiente, se filtr6 a través de Celite, y se lavd con
acetato de etilo (400 mililitros). Los organicos combinados se lavaron
con salmuera (500 mililitros, 2 veces), entonces se secaron sobre
sulfato de sodio, se filtraron, y se concentraron hasta un volumen de
350 mililitros. El concentrado se enfri6 a 0°C, y se agité durante 1
hora, durante cuyo tiempo, el producto se cristalizé. Los sélidos.se
filtraron y se lavaron con hexano:tolueno (2:1, 150 mililitros). .Se
secaron para dejar 95 gramos, 90 por ciento de rendimiento, AUC de
HPLC del 98 por ciento (Método 20). Se utiliz6 como estaba en la
siguiente reaccion. | |

[00350] 303: Cy9H,6CIN,OgPS 597.02 gmol”' m/z (ESI+): 597.0
(MH*, 100 por ciento), 599.0 (MH*, 35 por ciento) '"H RMN &4 (‘400
MHz, CDCI;): 1.38, 1.48 (2 x 3H, 2 x t, COOCH,CHS,, POOCH2CH3),
2.41 (3H, s, Ar-CHj), 4.09-4.16 (2H, m, POOCH,CH3), 4.52 (2H, q,
COOCH,CH3), 5.93 (1H, d, CH=CHCN), 7.33-7.38 (3H, m, CH=CHCN,
2 x Ar-H), 7.52 (2H, t, 2 x Ar-H), 7.64 (1H, t, Ar-H), 7.74, 7.77 (2 x
1H, 2 x d, 2 x Ar-H), 7.85 (1H, d, Ar-H), 7.94 (1H, dd, Ar-H), 8.08
(2H, d, 2 x Ar-H) '"H RMN 6, (400 MHz, d6-DMSO): 1.26, 1.33 (2 X
3H, 2 x t, COOCH,CH;, POOCH,CH3), 2.34 (3H, s, Ar-CH3), 3.95-4.10

(2H, m, POOCH,CH3), 4.40 (2H, q, COOCH,CH;), 6.52 (1H, d,
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CH=CHCN), 7.52 (1H, dd, Ar-H), 7.60-7.84 (8H, m, CH=CHCN, 7 x
Ar-H), 8.07 (3 x 1H, m, 3 x Ar-H). |
Compuesto 304

[00351] Un reactor adecuado se cargo con el compuesfo 303
(537 gramos, 0.90 moles) y cloruro de metileno (2.0 litros). _i_a
solucion resultante se enfrio a 0°C, y se traté con bromo-trimetil-
silano (450 gramos, 2.9 moles) agregado durante 15 minutos. ILa
reaccion entonces se calenté a 40°C durante 1.5 horas. La HPLC
(Método 20, RT = 4.4 minutos) indicé una reaccion completa. El
exceso de TMSBr se desprendié al vacio (40°C — 45°C), y el sdlido
pegajoso resultante se volvid a suspender en dicloro-metano (2.5
litros), y se enfrié a 0°C. Se agreg6 cloruro de oxalilo (156 mililitros,
1.8 moles) durante 15 minutos, seguido por N,N-dimetil-formam;ida
(13.7 mililitros, 0.18 moles), ambos agregados a 0°C. Se observéd
desprendimiento de gas durante la adicion de la N,N-dimetil-
formamida. Después de 1 hora, la HPLC (Método 20, RT = 6.2
minutos, muestra apagada con metanol anhidro antes de la
inyeccion) mostré6 una reaccion completa. Los solventes ~se
desprendieron nuevamente para remover el cloruro de oxalilo
residual, y la mezcla se volvié a suspender en metanol helado (3.0
litros) a 0°C - 5°C, y entonces se dejo calentar a temperatura
ambiente. Después de dos horas, la HPLC indicé una reaccién
completa (Método de HPLC 20, RT = 6.2 minutos). La solucién se
concentr6 hasta un volumen de 1.5 litros, y la pasta acuosa delgada

resultante se enfri6 a 0°C, y se diluyé con una solucién acuosa de
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bicarbonato de sodio (126 gramos, 3 litros de agua). Después de;2
horas a 5°C, el producto se filtr6 y se lavo con agua fria / metanol
(2:1, 1.5 litros), y entonces se secOd para dejar 500 gramos del
compuesto 304. HPLC (Método 20), pureza del 92 por ciento, se
utiliz6 como estaba.
Compuesto 305 |

[00352] Un reactor adecuado se cargd con el compuesto 3'04
(aproximadamente 280 gramos, 0.48 moles), y tetrahidrofurano (2.8
litros). La solucidn resultante entonces se enfrié a 5°C y se tratdé con
monohidrato de hidréxido de litio (45 gramos, 1.07 moles) agregédo
en una porcion. La reaccion se dejo calentar a temperatura ambiente,
durante cuyo tiempo, se aclar6é el color, y se formé un precipitédo
blanco. Después de la agitacién durante la noche, la HPLC indicé
una reaccion incompleta (Método 20, producto RT = 4.3,
parcialmente desprotegido RT = 5.1, impureza mayor RT = 3.8).'.Se
agrego un 10 por ciento adicional de LiOH-H,0, pero después de 10
horas, el intermediario parcialmente desprotegido permanecié en el 5
por ciento, y el pico de impurezas a los 3.8 minutos habia aumentado
hasta aproximadamente el 25 por ciento. La reaccién se enfriéo a 5°C
y se acidificd con acido clorhidrico (5N, 280 mililitros), y entonces se
diluy6é con acetato de etilo (2 litros). Las capas se se.pararon, y la
capa acuosa se extrajo con acetato de etilo (500 mililitros). Los
organicos combinados se lavaron con salmuera (1 litro), se secaron
con sulfato de sodio, y entonces se concentraron para dejar un

sélido oleoso crudo, Compuesto 305. Aproximadamente 300 gramos,
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AUC de HPLC del 57 por ciento.
[00353] El producto crudo se absorbié en acetonitrilo (1.2 litros)
a 40°C y el producto se trituré con agua (1.2 litros). La pasta acuosa
resultante se enfrié a 5°C, y se dejo granular durante 30 minutos,
después de‘ cuyo tiempo, el producto se filtr6 y se lavé con ACN:H,0O
(1:1, 100 mililitros). Aproximadamente 103 gramos, 88 por cieﬁto
mediante HPLC. El producto entonces se recristalizé6 a partir de 360
mililitros de ACN a 40°C y 360 mililitros de agua como antes. Se
filtro, se lavd, y se secd para dejar 75 gramos del compuesto 305.
AUC de HPLC del 97 por ciento. Se utiliz6 como estaba en el
siguiente paso.

Compuesto 306 (resolucién quiral)
[00354] Un reactor adecuado se cargdé con el compuesto §05
(280 gramos, 0.66 moles), y acetona (4.2 litros). La pasta acuosa
delgada resultante se tratdé entonces con (-)-cinconidina (199
gramos, 0.66 moles) agregada en una po-rcic’)n. Después de una hora,
se habia formado una solucién, y después de una hora adicional, se
precipité un solido blanco, y la mezcla se dejé agitidndose durante
dos horas adicionales (cuatro horas en total), después de cuyo
tiempo, los soélidos se filtraron, se lavaron con acetona (200
mililitros), y se secaron para dejar 199 gramos del compuesto crudo
306, sal de cinconidina. La HPLC mostr6 una proporcion de
isomeros de 96:4.
[00355] La sal cruda entonces se formé en una pasta en acetato

de etilo (3 litros) y acido clorhidrico (1N, 3 litros). La solucién en dos

\
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fases se agitd vigorosamente durante 2 horas a temperatu:ra
ambiente. Las capas se separaron, y la capa acuosa se extrajo c%m
acetato de etilo (3 litros). Los organicos se combinaron, se secaron
con sulfato de sodio, y se concentraron, para dejar la base libre qel
compuesto 306, 107 gramos, 95:5 mediante HPLC quiral. |
[00356] El compuesto crudo 306 se suspendié entonces ‘en
acetona (1.07 litros), y se tratd con (-)-cinconidina (76 gramos, 0.]26
moles). Después de un tiempo de agitacion total de 4 horas (como
anteriormente), los sé6lidos se filtraron, se lavaron con acetona (200
mililitros), y se secaron, para dejar 199 gramos de la sal. HELC
98.6:1.4.
[00357] La sal se descompuso mediante su disolucién en acet_lato
de etilo (3 litros) y acido clorhidrico (1N, 3 litros). La solucién en dos
fases se agitdé durante 2 horas a temperatura ambiente. Las capas se
separaron, y la capa acuosa se extrajo con acetato de etilo (2 litros).
Los organicos se combinaron, se secaron con sulfato de sodio, y se
concentraron, para dejar la base libre del compuesto 306, 98
gramos, 98.6:1.4 mediante HPLC quiral. 70 por ciento de
recuperacion del isémero deseado, 35 por ciento de rendimiento a
partir del compuesto racémico 306. #6: C,oHsCIN,O,P 414.78 gmol'1
m/z (ESI+): 415.1 (MH", 100 por ciento), .417.0 (MH*, 35 por ciento)
[alo?® : -47.51 (c, 10.66 mgmi™' en EtOAc).

[Enantiémero opuesto [a]p?® : +47.26 (¢, 9.60 mgml™' in EtOAc)]
'H RMN &, (400 MHz, d6-DMSO): 2.33 (3H, s, Ar-CH;), 3.71 (3H, d,

CH30P), 6.50 (1H, d, CH=CHCN), 7.36 (1H, dd, H-8), 7.57 (1H, d, H-

Yo
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7), 7.66-7.71 (2H, m, H-4, Ar-Hyo), 7.67 (1H, d, CH=CHCN), 7.84
(1H, d, Ar-Hqro), 7.98 (1H, s, Ar-Hpara), 12.97 (1H, s, N-H), 14.38 (1H,
br-s, COOH) Multiples valores &¢ indican la division de la sefal de
carbono debido a P. '*C RMN 6¢ (100 MHz, d6-DMSO): 20.68 (Ar-
CHj3), 51.70 (CH;0P), 98.15 (CH=CHCN), 102.33, 103.85, 114.98,
120.91 (3 x C), 118.47 (CN), 125.39 (C), 126.78 (C), 127.74, 127.86
(C-Horto), 129.78, 129.88 (C), 131.25 (C), 132.06 (C), 133.44, 133.55
(C), 133.89, 134.05 (C), 134.62, 134.75 (C), 135.47, 135.66 (C),
138.78, 138.91 (C), 149.62 (CH=CHCN), 160.40 (C=0) *'P RMN 6,
(162 MHz, d6-DMSO): 33.50 (1P, s).
Compuesto lli

[00358] Un reactor adecuado se cargdé con el compuesto 306
(0.63 gramos, 0.0014 moles) y 1,2-dimetoxi-etano (10 mililitros). La
mezcla se traté6 con 1,1-carbonil-di-imidazol (0.47 gramos, 0.0028
moles) agregado en una porcién, y la mezcla se dejo agitandose a
temperatura ambiente hasta que ces6 el desprendimiento de gas
(aproximadamente 1.5 horas). La solucién entonceé se enfrié a 5°C,
y se burbujeé con gas de amoniaco durante 5 minutos. La HPLC
(Método 20, producto RT = 5.0 minutos) mostré una reaccién
completa después de una hora a temperatura ambiente. La reaccién
se apag6 mediante la adicion de 10 gramos de hielo triturado, y se
concentré6 bajo presidén reducida para remover el DME. La pasta
acuosa resultante se agité durante una hora a 5°C para granular el
producto. Los sélidos se filtraron y se secaron para dejar el

compuesto puro Il (metil-éster del acido (2-carbamoil-5-cioro-4-

57
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fluoro-1H-indol-3-il)-[3-((E)-2-ciano-vinil)-5-metil-fenil]-(S)-fosfinico)
como un solido blanco, 0.56 gramos, 89 por ciento de rendimiento.
HPLC (Método 20), pureza quimica del 98.5 por ciento. Pureza quiral
del 97 por ciento.

[00359] Un reactor adecuado se cargdé con el compuesto 306
(10 gramos, 0.024 moles) y 1,2-dimetoxi-etano (150 mililitros). La
mezcla se traté con 1,1-carbonil-di-imidazol (7.8 gramos, 0.048
moles) agregado en una porcién, y la mezcla se dej6 agitandose a
temperatura ambiente hasta que ces6 el desprendimiento de gas. La
solucion entonces se enfrié a 5°C, y se burbuje6 con gas de
amoniaco durante 5 minutos. La HPLC (Método 20, producto RT =
5.0 minutos) mbstré una reaccidén completa después de una hora. La
reaccién se apagé mediante la adicion de 100 gramos de hielo
triturado, y se concentré bajo presion reducida para remover el DME.
El sdélido oleoso resultante (en agua) se diluyé con metanol (20
mililitros), y se agité durante una hora a 5°C para granular el
producto. Los sdlidos se filtraron y se secaron para dejar el
compuesto pé;iro Il (metil-éster del acido (2-carbamoil-5-cloro-4-
fluoro-1H-indol-3-il)-[3-((E)-2-ciano-vinil)-5-metil-fenil]-(S)-fosfinico).
9.8 gramos, 98 por ciento de rendimiento. HPLC (Método 20), pureza
quimica del 99.5 por ciento. Pureza quiral .deI 94.3 por ciento.
Compuesto IlI: C,yH;;CIN;O3P 413.79 gmol'1 m/z (ESI+): 414.1
(MH", 100 por ciento), 416.1 (MH"*, 35 por ciento) vmax (KBr disco)
(cm™) 1620.0 (amida 1), 1670.6 (amida Il), 2218.7 (CN), 3125.5,

3291.9 (N-H) [alp?® : -75.08 (c, 9.04 mgml"' en CHCI;) p.f.: 144-

g
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148°C transicion hasta un semi-soélido opaco, 209-210°C se funde.
Analisis elemental: C,,H,;CIN;O;P calculado C 58.05 por ciento, H
4.14 por ciento, N 10.15 por ciento, Cl 8.57 por ciento, P 7.49 por
ciento. Encontrado C 58.13 por ciento, H 4.08 por ciento, N 10.16 por
ciento, Cl| 8.69 por cientd, P 7.44 por ciento '"H RMN &6, (400 MHz,
d6-DMSO): 2.32 (3H, s, Ar-CH3), 3.74 (3H, d, CH;0P), 6.52 (1H, d,
CH=CHCN), 7.30 (1H, dd, H-6), 7.53-7.58 (3H, m, H-4, H-7, H-6"),

7.68 (1H, d, CH=CHCN), 7.73 (1H, s, H-4’), 7.75 (1H, d, H-2’), 8.02,

. 10.15 (2 x 1H, 2 x s, NH;), 12.80 (1H, s, N-H) Mdltiples valores &¢

indican la division de la sefial de carbono debido a P. '*C RMN 6¢
(100 MHz, d6-DMSO): 20.77 (Ar-CH;), 51.75, 51.81 (CH3;OP), 98.39,
98.91 (C-3), 98.44 (CH=CHCN), 115.05 (C-7), 118.53 (CN), 119.96
(C-4), 124.73 (C-6), 126.68 (C-5), 127.15, 127.26 (C-2'), 129.25,
129.35 (C-9), 131.37 (C-4’), 132.45, 134.04 (C-1’), 132.69, 132.80
(C-6"), 133.92 (C-8), 134.30, 134.44 (C-3’), 139.33, 139.46 (C-5'),
139.96, 140.17 (C-2), 149.55 (CH=CHCN), 160.65 (C=0) *'P RMN 6,
(162 MHz, d6-DMSO): 33.72 (1P, s)

Ejemplo 9

Reciclaje del enantiomero R del compuesto | - acido 2-
carboxilico 2(Pg):

oﬁj\/\ Ob\/\ Ob\/\
F ¢ A~ \ AN Foy ANeN

N - PR F ~,
al OMe 1)Cloruro de oxalilo a Pome IO Cl OMe
Cat. DMF 1)Cinconidina COH
CO,H -
N 0, DCM, 0-5°C N CO,H Acetona N 2
H 2) 1N NaOH aq. H

H
2(Pr) 3) 1NHCl/Acetona 2(Ps),2(Pg) 2) HCI, DCM 2(Py)

4
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[00360] A una solucién fria (0-5°C) del enantiomero de partida
2(Pgr) (50.0 gramos, 120.8 milimoles) en dicloro-metano anhidro (300
mililitros), se le agregd por goteo cloruro de oxalilo (15.2 mililitros,
174.2 milimoles, 1.5 equivalentes) durante un periodo de 5 minutos.
Se agreg6é la N,N-dimetil-formamida anhidra (1.43 mililitros, 18.5
miIimoIe.s), utilizando una jeringa durante un periodo de 2 minutos.
Se observo desprendimiento de gas. La solucién amarilla resultante
se mantuvo agitandose bajo una atmoésfera de argén a 0-5°C.
Después de 60 minutos, el resultado de la HPLC de la alicuota de
reaccion apagada con metanol indicdé que solamente el 10 por ciento
del acido de partida quedo sin reaccionar. Después de agitar durante
10 minutos mas, la mezcla de reaccion se diluy6é con dicloro-metano
frio (0-5°C) (300 mililitros). La mezcla diluida se transfirio
rapidamente a un embudo de adicion, y se agregé a una solucion
acuosa de NaOH en agitacion (1N, 695 mililitros) durante un periodo
de 7 minutos. La temperatura de la mezcla apagandose subié (desde
26.5°C, temperatura inicial del NaOH acuoso) hasta 33°C cuando se
completdé la adicion. Después de la agitaciéon continua durante 3
minutos adicionales, se decanto el liquido de la capa superior. La
capa inferior (que contenia la sal precipitada) se concentré bajo
presiéon reducida para remover el dicloro-metano. El residuo se
absorbié en acetona (300 mililitros), y se acidificé utilizando HCi 1N
(se agregaron 275 mililitros en total) hasta un pH de 4. La mezcla
resultante se agité a temperatura ambiente durante 30 minutos. El

producto sélido se recolecté mediante filtracién, y se lavé el sélido
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con 1:1 de acetona/agua desionizada (100 mililitros). El sdélido
obtenido se sec6é en un horno al vacio a 45°C durante 18 horas. Peso
neto de este material de la primera cosecha = 31.4 gramos. Pureza
quimica del 98.4 por ciento mediante HPLC (AUC). El resultado de la

HPLC quiral indicé una mezcla de 2(Ps) (51.7 por ciento), y 2(Pg)

(47.5 por ciento). El espectro de 'H-RMN indicé un producto limpio

con trazas de dicloro-metano.

[00361] Recuperacion del producto de la segunda cosecha a
partir del licor madre del producto de la primera cosecha: Estuvieron
presentes dos capas en el licor madre. Las capas se separaron. La
capa superior se extrajo con dicloro-metano (400 mililitros). La capa
inferior del licor madre de la primera cosecha (aceite color café,
principalmente el producto de acuerdo con la HPLC) se absorbi6é en
tolueno (30 mililitros), y se lavé con una mezcla de HCI 1N (5
mililitros), y salmuera (15»mi|i|itros). La capa de tolueno se combind
con el extracto de dicloro-metano, se lavdé con agua desionizada (400
mililitros), y se sec6 sobre suifato de sodio anhidro. Los solventes se
removieron bajo presiéon reducida. El material de la segunda cosecha
se secO bajo un alto vacio durante 16 horas. Peso neto = 15.1
gramos. Pureza quimica del 90 por ciento de acuerdo con la HPLC
(AUC). EIl resultado de la HPLC quiral indicé una mezcla de 2(Ps)
(91.4 por ciento), y 2(Pr) (8.6 por ciento). El espectro de 'H-RMN
indico principalmente el producto con un residuo de tolueno (5.3 por
ciento en peso), y trazas de impurezas menores. Recuperacion total

del acido libre (mezcla de 2 enantiomeros) = 92 por ciento.

'?,((,- 53
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Reciclaje del enantiomero R del compuesto Ill - acido 2-

carboxilico 1(Pg):

O\ Jij\/\ O\\ b\/\ O\\ ﬁj\/\
CN
~OMe 7 CN 1)Cloruro de oxalilo OMe #Z “CN o P oMe
Clw Cat. DMF Cl® 1)Cinconidina w
N CO,H DCM, 0-5°C N CO,H Acetona N CO,H
H 2) 1N NaOH aq. H H
3; INHGE O 2) HCI, DCM 1Ps)

1Pr) 1(Ps),1(Pg)

[00362] A una solucién turbia fria (de 0°C a 5°C) del
enantiomero de partida 1(Pgr) (50.0 gramos, 120.8 milimoles) en
dicloro-metano anhidro (300 mililitros), se le agregd por goteo
cloruro de oxalilo (15.7 mililitros, 180 milimoles, 1.5 equivalentes)
durante un periodo de 5 minutos. Se agregé la N,N-dimetil-
formamida anhidra (1.45 mililitros, 18.8 milimoles) utilizando una
jeringa durante un periodo de 2 minutos. Se observod
desprendimiento de gas. La solucion amarilla resultante se mantuvo
agitandose bajo una atmoésfera de argén a 0-5°C durante 30 minutos.
La mezcla de reacciéon entonces se diluyé con dicloro-metano (300
mililitros), y se transfiri6 rapidamente a un embudo de adicion. La
mezcla diluida de reaccién se agregoé a una solucién acuosa de
NaOH en agitaciéon (1N, 725 mililitros) durante un periodo de 6
minutos. La temperatura de la mezcla apagandose subié (desde
24.5°C, temperatura inicial del NaOH acuoso) hasta 33°C cuando se
completé la adicién. Después de la agitacion continua durante 5

minutos adicionales, la mezcla apagada se colocé sobre un bafo de

(\] _
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hielo. Se agregé HCI 1N (365 mililitros) a través de un embudo de
adicion durante 2 minutos. La mezcla acidificada resultante (pH = 2)
se agité durante 5 minutos. Las capas se separaron utilizando un
embudo de separacioén. La capa acuosa se extrajo adicionalmente
con dicloro-metano (200 mililitros, 2 veces). Se combinaron la capa
organica y los extractos de dicloro-metano. Se lavé con agua
desionizada (200 mililitros), y se sec6 sobre sulfato de sodio anhidro.
El dicloro-metano se removiéo bajo presion reducida. El material
crudo se sec6 en un horno al vacio durante 42 horas. Peso neto =
52.4 gramos. Pureza quimica del >97 por ciento mediante HPLC
(AUC). EI resultado de la HPLC quiral indico una mezcla de 1(Ps)
(64.1 por ciento), y 1(Pr) (35.9 por ciento). El espectro de "H-RMN
indicé un pfoducto limpio con dicloro-metano residual (4.3 por ciento
en peso), y trazas de N,N-dimetil-formamida. Recuperacidén del acido
libre (mezcla de 2 enantiémeros) = 100 por ciento.

Eiemplo 10

Preparaciéon del yodo-cinamo-nitrilo

CN CN
Br Q |
\Q/ i \Q/U\H i ii
Br
Br Br |

2 3 4 1
3-bromo-5-metil-benzaldehido (3)
[00363] Se agreg6 tolueno anhidro (365 mililitros) a un matraz de
fondo redondo de cuatro cuellos, de 3 litros, equipado con agitador

superior, un embudo de 250 mililitros, y un embudo de adicion de un
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litro, una sonda de temperatura interna, y una entrada de argon. El
matraz se sumergio en un bafio de hielo/metanol, con el objeto de
mantener la temperatura interna en la regioén de -15°C. Se agregd n-
butil-litio (2.5M en hexano, 232 mililitros, 0.581 moles) al matraz
mediante una jeringa, bajo argéon, a una velocidad de agitacién
moderada. Se introdujo cloruro de n-butil-magnesio (2.0M en
tetrahidrofurano, 145 mililitros, 0.290 moles, solucién color café
claro) en el embudo de adicion de 250 mililitros mediante una
jeringa, bajo argén. La adicién de esta solucion se llevé a cabo por
goteo durante 22 minutos, durante cuyo tiempo, la temperatura
interna se elevd desde —16°C hasta —13°C, y la mezcla cambi6 desde
transparente hasta un color amarillo claro opaco. La solucién se
agitdé durante 0.5 horas adicionales a —13°C.

[00364] Una solucién de 3,5-dibromo-tolueno (196 gramos,
0.784mol; Aldrich) en tolueno anhidro (1,458 mililitros) se preparé en
un matraz de fondo redondo de un cuello, de 2 litros, bajo argédn.
Esta solucion color amarillo palido se transfiri6 en dos porciones al
embudo de adiciéon de 1 litro. La adicién de esta solucion se llevo a
cabo por goteo durante 50 minutos, durante cuyo tiempo, la
temperatura interna se mantuvo entre —13°C y —-17°C, y la mezcla
lleg6 a ser de un color naranja-café opaco mas oscuro. La
suspension se agito durante 2.75 horas adicionales entre —13°C y —
17°C bajo argén. Se tomd una muestra de HPLC después de 2 horas,
y se prepard mediante la adicion de 2 gotas de metanol, seguido por

remocion del solvente bajo presién reducida. Método de HPLC: La

24§



10

15

20

25

239

Prueba 20 indic6é que no hubo ningtn material de partida restante (R,
6.64 minutos), y una mezcla de intermediarios (R, 4.94 minutos, 6.15
minutos, 7.40 minutos). Esta suspensidén se etiqueté como la ‘Mezcla
A

[00365] Durante la adicion del 3,5-dibromo-tolueno, se agregé la
N,N-dimetil-formamida anhidra (78.7 mililitros, 1.016 moles)
mediante una jeringa a un matraz de fondo redondo, de 4 cuellos, de
5 litros, equipado con agitador superior, un embudo de adicién de 1
litro, una sonda de temperatura interna, y una entrada de argén. El

matraz se sumergié en un bafio de hielo/metanol, con el objeto de

mantener la temperatura interna en la regién de -15°C. Se agregé -

tolueno anhidro (91ml) al matraz mediante una jeringa, bajo argén a
una velocidad de agitacion moderada. Esta solucion se etiquetd
como la ‘Mezcla B’.

[00v366] La Mezcla A se transfiri6 en dos porciones (950
mililitros, 2 veces) al embudo de adicién de 1 litro del matraz de 5
litros que contenia la Mezcla B. El embudo de adicién se envolvio
con lamina de aluminio para evitar el influjo de calor excesivo. La
adicion de la Mezcla A se Ilevd a cabo por goteo durante 38 minutos,
durante cuyo tiempo, la temperatura interna de la reaccién se

mantuvo entre —16°C y —-12°C, y la reaccién se convirti6 en una

'solucidn color naranja. La solucién se agité durante 1 hora adicional

entre —13°C y —16°C bajo argén, después de cuyo tiempo, se prepard
una muestra de HPLC mediante la remocién del tolueno bajo presién

reducida, la disolucién en metanol, y la filtracion de cualquier

NJ
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material insoluble. Método de HPLC: La Prueba 20 indicé un
producto mayor (R; 5.42 minutos).

[00367] La reaccion se consider6 completa y lista para apagarse.
[00368] Una solucién preparada del acido citrico (341.54
gramos) en agua (650 mililitros), en un matraz cénico de 1 litro, se
agrego lentamente durante 20 minutos a la mezcla de reaccion en
porciones de 50 mililitros, manteniendo la temperatura interna debajo
de 0°C. Esta solucion amarilla se agité a 0°C durante 20 minutos
adicionales.

[00369] Después de este tiempo, la mezcla de reaccidén apagada
se transfiri6 a un embudo de separaciéon de 4 litros, y las dos fases
se separaron. La capa orgéanica se lavoé con agua (650 mililitros) y
salmuera saturada (550 mililitros) antes de secarse mediante la
adicion de sulfato de sodio anhidro (500 gramos). El agente de
secado se removié mediante filtracion al vacio. La capa organica
seca se transfirié en dos porciones a un matraz de fondo redondo de
3 litros, y los solventes se removieron bajo un alto vacio a 35°C. Se
obtuvo un aceite color rojo-naranja de baja viscosidad del 3-bromo-5-
metil-benzaldehido (159.1 gramos, 102 por ciento de rendimiento).
CsH;BrO 199.04 gmol’; HPLC: R, 5.42 minutos; pureza del 96 por
ciento @ 272 nandémetros; '"H RMN 64 (400 MHz, CDCl3): 2.41 (3H, s,
CHs;), 7.58, 7.60, 7.81 (3 x 1H, 3 x s, 3 x Ar-H), 9.92 (1H, s, CHO);
'*C RMN 8¢ (100 MHz, CDCI3): 21.17 (CH3), 123.27 (C-3), 129.15,
129.93 (C-2, C-6), 138.06 (C-1), 138.11 (C-4), 141.33 (C-5), 191.20
(CHO).
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3-bromo-5-metil-cinamo-nitrilo (4)

[00370] Se agregd hidruro de sodio (dispersion al 60 por ciento
en aceite mineral, 39.2 gramos, 0.980 moles) a un matraz de fondo
redondo, de 4 cuellos, de 5 litros, equipado con agitador superior,
embudo de adicion de 250 mililitros, una sonda de temperatura
interna, y una entrada de argon. Se agreg6 tetrahidrofurano anhidro
(2.6 litros) al matraz bajo argéon, y comenzd la agitacién a una
velocidad moderada, para dar una suspensién blanca opaca. Se
introdujo ciano-metil-fosfonato de dietilo (152.1 mililitros, 0.941
moles, liquido amarillo palido ligeramente viscoso) en un embudo de
adicion de 250 mililitros, bajo argén. La adicion del fosfonato se llevd
a cabo por goteo durante 56 minutos, durante cuyo tiempo, la
temperatura interna se elevdé desde 21°C hasta 29°C, y la mezcla se
convirtio en una suspensién color amarillo muy palido menos opaco.
La solucién se agité durante 1 hora adicional, durante 6uyo tiempo,
la temperatura interna cay6 desde 29°C hasta 22°C, y la mezcla se
convirtio en una solucién transparente color amarillo palido.

[00371] -EI 3-bromo-5-metil-benzaldehido (159 gramos, 0.784
moles, se asumidé como cuantitativo, aceite rojo) se transfiri6 desde
su matraz de fondo redondo de 3 litros hasta el embudo de adiciéon
de 250 mililitros mediante vertido. El matraz se enjuagd con

tetrahidrofurano anhidro (5 mililitros, 3 veces). Los tres enjuagues

también se vertieron en el embudo de adicién, el cual entonces se

inundé con argén. La adicion del aldehido se llevd a cabo por goteo

bajo argon, durante 71 minutos, durante cuyo tiempo, la temperatura

N
\
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interna se elevd desde 20°C hasta 33°C, y la mezcla se convirtié en
una solucién color naranja oscuro.

[00372] " La solucién se agité durante 2 horas adicionales,
durante cuyo tiempo, la temperatura interna cayé desde 32°C hasta
19°C. Se prepardé una muestra de HPLC de la solucién color café
oscuro en 1 hora mediante dilucién con tetrahidrofurano. Método de
HPLC: La Prueba 20 indicé una conversion completa del material de
partida (R{ 5.42 minutos) hasta un producto mayor con una mezcla de

10:1 de isébmeros E:Z (272 nandémetros, R, 5.76 minutos Z; Rt 5.83

minutos E).

[0037 3] Se mezclaron acido clorhidrico (6N, 21.66 mililitros) vy
agua (2578.33 mililitros) en un matraz coénico de 4 litros, para dar
una solucién acuosa de HCI 0.05M (2.6 litros).

[00374] La mezcla de reaccién se diluydé con terbutil-metil-éter
(0.5 litros), y se apagdé con HCI acuoso 0.05M (0.5 litros), después
de lo cual, la temperatura interna se elevé hasta 22°C. La mezcla de

reaccion parcialmente apagada se transfiri6 a un embudo de

- separacion de 22 litros. El residuo a partir del recipiente de reaccién

se transfiri6 al embudo de separacion mediante el enjuague
consecutivo con terbutil-metil-éter (1.5 litros), HCIl acuoso 0.05M (1.0
litros), terbutil-metil-éter (2.0 litros), HCI acuoso 0.05M (1.1 litros), y
terbutil-metil-éter | (1.2 litros). Las capas se agitaron durante 30
segundos, permitiendo que los gases escaparan periédicamente, y la
capa acuosa se separ0 en un matraz de 22 litros. La capa organica

se lavé con agua (2.0 litros), y las capas acuosas se combinaron. La
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capa organica se sec6 con sulfato de sodio anhidro (500 gramos)
durante 10 minutos, y el agente de secado entonces se filtr6 al
vacio. Los solventes se removieron bajo presién reducida, para dar
un so6lido amarillo palido, el cual se sec6 durante la noche al vacio a
30°C. El material crudo resultante (200.2 gramos) fue un sélido
amarillo polvoso pero ligeramente pegajoso.

[00375] El sélido amarillo crudo (200 gramos), en un matraz de
fondo redondo, de tres cuellos, de 2 litros, equipado con sonda de
temperatura interna, embudo de adicién de 500 mililitros, y agitador
superior, se disolvié en metanol (700 mililitros) mediante inmersiéon
en un bafo de agua a 50°C. Después de la disolucién, el sélido
amarillo se convirti6 en una solucién color rojo-naranja. El bafio de
agua se removid, y se introdujo agua (250 mililitros) en el embudo de
adicion de 500 mililitros. La adicion del agua se llevé a cabo por
goteo a una velocidad de agitacion moderada durante 3 horas,
durante cuyo tiempo, la temperatura interna cayé desde 50°C hasta
25°C. Se empezd a precipitar un sélido amarillo hacia fuera de la
solucioén color rojo-naranja después de cinco minutos, y la adicién de
50 mililitros de agua. El licor madre se verific6 periédicamente
mediante HPLC para determinar la proporcion de los isémeros E:Z
todavia en solucién. Después de agregar 250 mililitros de agua la
proporcion de E:Z fue de 1:1.2 y se determindé como favorable. La
suspensiéon se enfri6 en un bafio de hielo durante 10 minutos,
permitiendo que la temperatura interna cayera hasta 17°C, antes de

filtrarse a través de un embudo de vidrio sinterizado de 3 litros bajo



10

15

20

25

244

presion reducida. El s6lido resultante se lavdé con una solucidon fria
de metanol:agua (1:1, 50 mililitros, 2 veces, 5-10°C). El sélido se
secO hasta obtener un peso constante en un horno al vacio a 35°C.
Se obtuvo un sélido amarillo palido del 3-bromo-5-metil-cinamo-
nitrilo (144.1 gramos, 83 por ciento de rendimiento). Sin embargo,
este material estaba contaminado con el aceite mineral sin remover,
como se observo en los espectros de RMN de protones y de carbono.
3-bromo-5-metil-cinamo-nitrilo: CqoHgBrN 222.08 gmol‘1; HPLC:
Isbmero-E R 5.83 minutos; pureza del 97 por ciento @ 272
nanometros. Isémero-Z Ry 5.76 minutos; aproximadamente 1.7 por
ciento @ 272 nanémetros; '"H RMN &, (400 MHz, CDCI3): 2.36 (3H, s,
CH3), 5.86 (1H, d, Jy, H‘16.7, CH=CHCN), 7.17 (1H, s, Ar-H), 7.28
(1H, d, Ju, 4 16.7, CH=CHCN), 7.39 (2 x 1H, s, 2 x Ar-H); *C RMN &¢
(100 MHz, CDClI;3): 21.23 (CH3), 97.86 (CH=CHCN), 117.89 (CN),
123.19 (C-3), 127.03, 127.38 (C-4, C-6), 134.85 (C-2), 135.38 (C-1),
141.16 (C-5), 149.31 (CH=CHCN).

3-yodo-5-metil-cinamo-nitrilo (1)

[00376] Tres matraces de presioén, sellables, de tapa de rosca,
de 500 mililitros (etiqguetados como A, B y C) se equiparon
individualrﬁente con un agitador magnético y se arreglaron sobre
bafios de aceite calentados a 115°C. Por separado, se agregaron en
secuencia a cada matraz: 3-bromo-5-metil-cinamo-nitrilo (3 x 47.5
gramos, 3 x 0.214 moles); m-xileno (3 x 171 mililitros), dando una
solucidon color naranja; dimetil-éter de dietilenglicol (3 x 43 mililitros);

yoduro de sodio (3 x 64.12 gramos, 3 x 0.428 moles); yoduro de
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cobre (I) (3 x 4.08 gramos, 3 x 0.0214 moles); y finalmente N,N’-
dimetil-etilen-diamina (3 x 4.60 mililitros, 3 x 0.0427 moles), en cuyo
punto, el color se hizo verde oscuro-negro. La tapa de rosca de cada
matraz se enjuagd con m-xileno (3 x 1 mililitro). El yoduro de sodio
solido insoluble endurecido se movilizé con una espatula, mientras
que la solucién se desgasificaba: Se burbujearoh corrientes
continuas de argén a través de las soluciones de cada matraz
durante 10 minutos.
[00377] Los tres matraces se sellaron bajo una atmésfera de
argon, y se bajaron hasta sus bafios de aceite respectivos a 115°C,
asegurando una velocidad de agitacion moderada en cada una. Las
reacciones se dejaron agitandose a 115°C, detras de un escudo de
explosion durante 14 horas, durante la noche.
[00378] Después de este tiempo, se encontréo que el Matraz C
habia detenido la agitacion. Los matraces se dejaron enfriar en aire
durante 5 minutos antes de abrirse. Las muestras de HPLC de las
tres reacciones se prepararon mediante la remocion del m-xileno
bajo presidén reducida y la disolucién en MeCN. El analisis se llevé a
cabo utilizando el Método de HPLC: Prueba 20.

Matraz A: Producto mayor (R 5.97 minutos), 2.5 por ciento de
material de partida (R; 5.83 minutos).

Matraz B: Producto mayor (R; 5.97 minutos), 1.0 por ciento de
material de partida (R; 5.83 minutos).

Matraz C: Producto mayor (R; 5.97 minutos), 20 por ciento de

material de partida (R; 5.83 minutos).

Vs3
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[00379] Los tres matraces se desgasificaron mediante burbujeo
de corrientes continuas de argén a través de las mezclas de reaccion
respectivas durante 10 minutos. Los tres matraces se sellaron bajo
una atmoésfera de argbébn, y se bajaron hasta sus bafos de aceite
respectivos a 120°C, asegurando una velocidad de agitacién
moderada en cada una. Las reacciones se dejaron agitdndose a
120°C, detras de un escudo de explosion durante 2 horas.

[00380] Después de este tiempo, los matraces se dejaron enfriar
en aire durante 5 minutos antes de abrirse. Las muestras de HPLC
de las tres reacciones se prepararon mediante la remocién del m-
xileno bajo presién reducida y la disolucion en MeCN. El analisis se
llevo a cabo utilizando el Método de HPLC: Prueba 20.

Matraz A: Producto mayor (R; 5.97 minutos), 1.9 por ciento de
material de partida (R; 5.83 minutos).

Matraz B: Producto mayor (R; 5.97 minutos), 0.9 por ciento de
material de partida (R; 5.83 minutos).

Matraz C: Producto mayor (R; 5.97 minutos), 7.5 por ciento de
material de partida (Ry 5.83 minutos).

Las reacciones A y B se consideraron completas y se dejaron
enfriar a temperatura ambiente. El Matraz C se desgasificd
nuevamente mediante burbujeo de una corriente continua de argén a
través de la mezcla de reaccion durante 10 minutos. El matraz se
sell6 bajo una atmoésfera de argdén y se bajé hasta el bafio de aceite
a 125°C, asegurando una velocidad de agitacion moderada. La

reaccion se dejoé agitandose a 125°C, detrdas de un escudo de

256
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explosion, durante 4 horas adicionales.
[00381] Después de este tiempo, el Matraz C se dejé enfriar en
aire durante 5 minutos antes de abrirse. Se prepardé una muestra de
HPLC de la reaccién mediante la remocién del m-xileno bajo presién
reducida y la disolucion en MeCN. EIl analisis se llevdo a cabo
utilizando el Método de HPLC: Prueba 20.

. Matraz C: Producto mayor (R; 5.97 minutos), 2.0 por ciento de
material de partida (R; 5.83 minutos).

La Reaccion C se consideré completa y se dejé enfriar a

temperatura ambiente.
[00382] El' Matraz A se diluyé con terbutil-metil-éter (150
mililitros, 2 veces), y la mezcla se filtré6 al vacio, para remover los
materiales insolubles, a través de un embudo de vidrio sinterizado de
3 litros que contenia Celite (1.5 litros), previamente lavado con el
terbutil-metil-éter.
Los Matraces B y C se diluyeron de una manera similar y se filtraron
a través del mismo embudo sinterizado de Celite, combinando los
tres filtrados A, B y C en un matraz conico de 12 litros. Los matraces
se enjuagaron, y el Celite se eluyd con terbutil-metil-éter (3 litros).
[00383] Los filtrados combinados se volvieron a filtrar al vacio a
través de un embudo de vidrio sinterizado limpio de 3 litros que
contenia Celite fresco (1.5 litros), previamente lavado con terbutil-
metil-éter, para remover los particulados nebulosos restantes. La
elucion se llevé a cabo con terbutil-metil-éter (4 litros). El filtrado

color rojo-café transparente resultante fue estable al almacenamiento

oS )
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a 4°C durante 48 horas.

[00384] El filtrado se concentré bajo presion reducida a 40°C y
entonces se removieron los solventes de alto punto de ebullicion
bajo un alto vacio a 45°C. La co-evaporaciéon con metanol (50
mililitros, 2 veces) proporcioné un sélido crudo color café (203
gramos).

[00385] El sé6lido crudo color café (200 gramos), en un matraz de
fondo redondo, de tres cuellos, de 2 litros, equipado con sonda de
temperatura interna, embudo de adicién de 500 mililitros, y agitador
superior, se disolvié en metanol (700 mililitros) mediante inmersion
en un bano de agua a 53°C. Después de la disolucién, el sélido color
café se convirtié en una solucion color rojo-café. El bafio de agua se
removio, y se introdujo agua (300 mililitros) en el embudo de adicién
de 500 mililitros. La adicion del agua se llevo a cabo por goteo a una
velocidad de agitacion moderada durante 3 horas, durante cuyo
tiempo, la temperatura interna cay6 desde 50°C hasta 24°C. Se
empezd a precipitar un sélido color amarillo-café hacia fuera de la
solucion color rojo-café después de diez minutos, y la adicion de 80
mililitros de agua. El licor madre se verifico periédicamente mediante
HPLC para determinar la proporcién de los isomeros E:Z todavia en
solucion. Después de agregar 300 mililitros de agua la proporcién de
E:Z fue de 1:1.1, y se determiné como favorable. La suspensién se
enfri6 durante 14 horas, permitiendo que la temperatura interna
cayera hasta 4°C, antes de filtrarse a través de un embudo de vidrio

sinterizado de 3 litros bajo presién reducida. El solido resultante se

S5E
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lavé con una soluciéon fria de metanol:agua (1:4, 100 mililitros, y
luego 200 mililitros, 5°C). El so6lido se secé hasta obtener un peso
constante en un horno al vacio a 35°C. Se obtuvo un sélido palido
color café del 3-yodo-5-metil-cinamo-nitrilo (149.4 gramos, 86 por
ciento de rendimiento). Sin embargo, este material estaba
contaminado con el aceite mineral sin remover, como se observd en
los espectros de RMN de protones y de carbono.

[00386] El sélido color café ligeramente pegajoso (148.8
gramos), en un matraz coénico de 2 litros, se disolvié en acetonitrilo
(1.5 litros), para dar una solucién color naranja oscuro-café con
glébulos insolubles de aceite mineral. Esta mezcla se filtr6 por
gravedad a través de un papel filtro (Whatman, 541) removiendo la
mayor parte del aceite mineral (10.6 gramos). El filtrado se transfirio
a un embudo de separacion de 4 litros, y se lavé con heptano (0.5
litros). La capa de heptano se extrajo con acetonitrilo (250 mililitros),
y se concentré bajo presiéon reducida, para dar mas aceite mineral
(3.2 gramos). Las capas de acetonitrilo se combinaron, se
concentraron bajo presion reducida, y se secaron en un horno al
vacio a 35°C, proporcionando el 3-yodo-5-metil-cinamo-nitrilo (132.5
gramos, 77 por ciento de rendimiento) como un sélido color café
claro. Se observé que este material estaba libre de todo el aceite
mineral, mediante los espectros de RMN de protones y de carbono.
3-yodo-5-metil-cinamo-nitrilo: C;oHgIN 269.08 gmo!™'; P.F.: 98°C se
reblandece, 99-100°C se funde; HPLC _(Acetonitrilo): Isbmero-E R;

5.97 minutos; pureza del 97 por ciento @ 272 nandémetros (3-bromo-



10

15

20

25

250

5-metil-cinamo-nitrilo, Isémero-E R; 5.83 minutos; aproximadamente
el 1.4 por ciento @ 272 nanémetros.); 'H RMN &4 (400 MHz, CDCl3):
2.33 (3H, s, CH3), 5.85 (1H, d, Jy, 1 16.7, CH=CHCN), 7.20 (1H, s, Ar-
H), 7.25 (1H, d, J4, 4 16.7, CH=CHCN), 7.59, 7.60 (2 x 1H, 2 x s, 2 x
Ar-H); "*C RMN &¢ (100 MHz, CDCl3): 21.09 (CH3), 94.93 (C-3), 97.70
(CH=CHCN), 117.91 (CN), 127.61 (C-6), 133.37 (C-2), 135.44 (C-1),
140.81 (C-4), 141.15 (C-5), 149.18 (CH=CHCN).

Ejemplo 11

Configuracién absoluta del compuesto Il de metil-éster del acido
(2-carbamoil-5-cloro-1H-indol-3-il)-[3-((E)-2-ciano-vinil)-5-metil-
fenil]-(S)-fosfinico

[00387] 5 miligramos del compuesto |ll se suspendieron en 50
mililitros de anisol. Se formaron cristales adecuados para el analisis
de rayos-X de un solo cristal después de 2 dias. Los cristales fueron
monoclinicos con a grupo de espacio de P21 y dimensiones celulares
unitarias de: a = 13.0983 A, b = 10.9625 A, ¢ = 16.4266 A, ¢ = 90°,
L =103.6063°, y y = 90°. En el cristal, la unidad asimétrica contenia
dos moléculas independientes del compuesto Il (molécula A y
molécula B), y wuna sola molécula, parcialmente ocupada,
(aproximadamente el 86 por ciento) de anisol como el solvente. El
parametro de Flack se determin6é como de -0.04(7) para la molécula
A y 1.04(7) para la molécula B. Con base en la determinacién
anterior, se asignd la estereoquimica absoluta, y los centros quirales
en P1A y P1B estan am.bos en la configuracién S. La Figura 2A

proporciona una vista de la molécula A incluyendo la estereoquimica
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en P1A, y la Figura 2B proporciona una vista de la molécula B,
incluyendo la estereoquimica en P1B.
Eiemplo 12
Farmacologia del Compuesto |
Metil-éster del acido (2-carbamoil-5-cloro-4-fluoro-1H-indol-3-il)-
[3-((E)-2-ciano-vinil)-5-metil-fenil]-(S)-fosfinico
y
Compuesto il
Metil-éster del acido (2-carbamoil-5-cloro-1H-indol-3-il)-[3-((E)-2-
ciano-vinil)-5-metil-fenil]-(S)-fosfinico
[00388] Las siguientes Tablas muestran la actividad anti-VIH in
vitro de los 3-fosfoindoles enantioméricamente puros de los
compuestos | y Ill en los ensayos, incluyendo el a.nélisis de
resistencia a los farmacos probados. La Tabla 1 muestra la actividad
de los compuestos contra un panel de enzimas de transcriptasa
inversa de VIH-1 mutante. La actividad antiviral de los compuestos
de 3-fosfoindol del compuesto | y el compuesto Il se compara con la
actividad de los compuestos de control del compuesto EFV
(efavirenz, 6-cloro-4-ciclopropil-etinil-4-trifluoro-metil-1,4-dihidro-2H-
3,1-benzoxazin-2-ona) con varios virus.
[00389] Como se muestra en la Tabla 1, el compuesto | inhibié la
enzima de transcriptasa inversa (RT) de VIH-1 (subtipo'B, cepa
BH10) con valores medios de la concentracion inhibidora del 50 por
ciento (ICs0) en el intervalo de 0.366 + 0.251 uM (transcriptasa

inversa de tipo silvestre) a 1.411 + 0.873 yM (K103N/Y181C). De una
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manera similar, las |Csps del compuesto |ll estuvieron en el intervalo
de 0.343 + 0.083 pM (transcriptasa inversa de tipo silvestre) a 1.614
* 0.279 yM (K103N/Y181C). El compuesto | y el compuesto lil no

fueron inhibidores para las polimerasas humanas alfa (ICsqs = 145

. MM), beta (ICs0s 2 422pM) o gamma (ICsps =2 60 uM) como se ve en

la Tabla 5, demostrando la selectividad de los compuestos de
prueba. Los estudios cristalograficos con el compuesto | y el doble
mutante K103N/Y181C de transcriptasa inversa de VIH revelaron que
el compuesto | se enlaza a la buchaca de NNRTI hidrofébica
conocida en la enzima.

[00390] En los ensayos.de cultivo celular de VIH-1, utilizando
células MT-4 y un VIH-1 subtipo B (cepa BH-10), el compuesto | y el
compuesto Il inhibieron la produccion de VIH con valores medios de
la concentracion efectiva del 50 por ciento (ECsy) de 1 nM y 1.2 nM,
respectivamente (véase la Tabla 6). en los ensayos llevados a cabo
en células mononucleares de sangre periférica humanas, el
compuesto | y el compuesto |l inhibieron la producciéon de VIH-1 con
una ECso media de 0.4 nM (cepa BH-10) o de 1.5 nM (cepa NL4-3).
Contra 3 diferentes cepas virales de VIH-1 en 5 diferentes lineas
celulares humanas hospederas, el intervalo de ECs, determinado
para el compuesto | fue de 0.5 a 2.0 nM, y para el compuesto [ll fue
de 0.5 a 1.7 nM. EIl compuesto | y el compuesto Ill fueron activos
contra un panel de 9 diferentes subtipos de VIH-1 con intervalos de
potencia respectivos de 0.25 a 3.2 nM, y de 0.2 a 2.14 nM. Las

actividades del compuesto | y del compuesto |l se redujeron 24.8 y

26>
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19.5 veces, respectivamente, en la presencia de la glicoproteina de

acido alfa-1 y suero humano al 45 por ciento.

[00391] En la prueba de citotoxicidad de 4 dias en 6 lineas
celulares hospederas humanas de VIH-1, el compuesto | y el
compuesto Il mostraron valores medios de la concentracion

citotoxica del 50 por ciento (CCsy) de 16.6 a 32.9 uyM, y de 14.8 a
50.0. uM, respectivamente. En las células mononucleares de sangre
periférica, se determinaron los valores CCs, de 52.6 (Compuesto 1), y
66.9 uM (Compuesto Ili). En la prueba de 9 a 12 dias en las lineas
celulares HeLa, HuH7 y HepG2, los valores CCs, del compuesto | y
del compuesto Ill estuvieron en el intervalo de 23.5 a 31.5 uM.
Basandose en las proporciones de CCs5,/ECs, determinadas en
células MT-4, se calcularon los valores de indice de Selectividad (SI)
de >22,000 y >18,000 para el compuesto |l y el compuesto I,
respectivamente.

[00392] En la prueba de resistencia cruzada utilizando una
variedad de lineas celulares y cepas de VIH-1, el compuesto | y el
compuesto Ill retuvieron una buena potencia contra los virus
resistentes a NNRTI portadores de las mutaciones K103N, Y181C o
K103N/Y181C (los valores ECs, respectivos permanecieron debajo de
4.5 y 14.5 nM), mientras que el EFV mostr6 una resistencia
considerable contra el doble mutante en particular (valores ECsq de
36 a 116 nM).

[00393] El perfil de resistencia del compuesto | y del compuesto

1l se examindé a mayor profundidad utilizando 3 paneles diferentes
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de virus en la prueba llevada a cabo por Monogram BioSciences
(anteriormente ViroLogic): un panel de rastreo de virus con
resistencia baja a moderada a EFV; un panel de 8 virus altamente
resistentes a EFV, y un panel de amblio espectro de 64 virus
incluyendo 40 virus resistentes a NNRTI con mutantes de resistencia
a NNRTI! individuales, dobles, y triples. EI compuesto | y el
compuesto [l fueron altamente activos contra un sub-panel de
mutantes portadores de las mutaciones NRTI y Pl. El compuesto | y
el compuesto Ill fueron superiores a EFV contra esencialmente todos
los virus resistentes a EFV, incluyendo los virus con mutantes dobles
y triples. El compuesto | fue de 2 a 3 veces mas potente que el
compuesto Ill contra los virus resistentes a EFV con mutantes dobles
y triples.

[00394] En una serie de estudios de interaccidn in vitro, no se
observé ninguna interaccion negativa entre el compuesto | y el
compuesto Ill y los 7 NRTIs o los 6 Pls aprobados para la terapia de
VIH-1 en la clinica.

FARMACODINAMICA PRIMARIA

Lista de abreviaturas

B Cepa de laboratorio de VIH-1 cominmente utilizada
A98 Alanina en la posicién 98 de la transcriptasa inversa
AAG Glicoproteina de acido alfa-1

SIDA Sindrome de inmunodeficiencia adquirida

AZT ~ Zidovudina

BH10 Cepa del virus de inmunodeficiencia humana tipo 1
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CCso
CPE
ADN
DSA

E138K
ECso0, ECs0s
EFV

ELISA

F227F/L

FBS

G190A
G190A/G
G190S

GLP

H9

HepG2

HelLa

255

adaptada en el laboratorio

Concentracion citotdéxica del 50 por ciento

Efecto citopatico

Acido desoxirribonucleico

Ensayo de susceptibilidad a farmacos

Cambio de glutamato a lisina en la posicion 138 de la
transcriptasa inversa

Concentracion efectiva del 50 por ciento

Efavirenz

Ensayo inmunosorbente enlazado con enzimas
Fenilalanina/leucina en la posiciéon 227 de la
transcriptasa inversa

Suero bovino fetal

Cambio de glicina a alanina en la posicion 190 de la
transcriptasa inversa

Cambio de glicina/alanina en la posicién 190 de la
transcriptasa inversa

Cambio de glicina a serina en la posicion 190 de la
transcriptasa inversa

Buenas practicas de laboratorio

Linea de células-T humana derivada de un paciente
con linfoma de células-T

Linea celular de hepatoma humano

Linea celular humana aislada a partir de un paciente

con adenocarcinoma
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HIV, HIV-1
HIV-2
HS

HuH7

|C50‘ |C50$ )

IND

K101E

K103N

K103R

K103S

L1000l

M184V

mg

MOLT-4

MT-2

MT-4
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Virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 \\
Virus de inmunodeficiencia humana tipo 2 \”\
Suero humano

Linea celular de hepatoma humano

concentracion inhibidora del 50 por ciento
Solicitud de Nuevo Farmaco de Investigacion
Cambio de lisina a glutamato en la posicion 101 de la
transcriptasa inversa

Cambio de lisina a asparagina en el residuo 103 de
la transcriptasa inversa

Cambio de lisina a arginina en el residuo 103 de la
transcriptasa inversa

Cambio de lisina a serina en la posicién 103 de la
transcriptasa inversa

Cambio de leucina a isoleucina en la posiciéon 100 de
la transcriptasa inversa

Cambio de metionina a valina en la posicion 184 de
la transcriptasa inversa

Miligramos

Ceélulas-T humanas aisladas a partir de un paciente
con leucemia

Linea de células-T humana aislada a partir de un
paciente con leucemia de células-T de adultos

Linea de células-T humana aislada a partir de un

paciente con leucemia de células-T de adultos
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MTS

MTT

NAM

NL4-3, 4595
nM

NNRTI,
NNRTIs

NRTI

P225H

P227L

P236L

p24
p28

Pl
PBMC
RC
ROD
RT

SD

257

(3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-5-(3-carboxi-metoxi-fenil)-
2-(4-sulfo-fenil)-2H-tetrazolio, sal interna)

bromuro de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil-
tetrazolio

Mutacion asociada con nucleésidos

Cepa de laboratorio de VIH-1 comunmente utilizada
Nanomolar

Inhibidores de transcriptasa inversa que no son
nucledsidos

Inhibidor de transcriptasa inversa de
nucleésidos/nucleodtidos

Cambio de prolina a histidina en el residuo 225 de la
transcriptasa inversa

Cambio de prolina a leucina de la posicion 227 de la
transcriptasa inversa

Cambio de prolina a leucina en la posicion 236 de la

transcriptasa inversa

HIV p24 proteina de nucleo

SIV p28 proteina de nlcleo

Inhibidor de proteasa

Células mononucleares de sangre periférica
Capacidad de réplica

Cepa de laboratorio de VIH-2 comUnmente utilizada
Transcriptasa inversa

Desviacion estandar
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Sl

SIvV

U937

V106A

V106M

V108l

V179D

WT, W.T., wt
Y181C

Y181V

Y188L

Mg
MM

258

indice de selectividad

Virus de inmunodeficiencia de simio

Linea celular de monocitos humana aislada a partir
de un paciente con linfoma

Cambio de valina a alanina en la posicion 106 de la
transcriptasa inversa

Cambio de valina a metionina en la posicion 106 de
la transcriptasa inversa

Cambio de valina a isoleucina en la posicién 108 de
la transcriptasa inversa

Cambio de valina a acido aspartico en el residuo 179
de la transcriptasa inversa

Tipo silvestre

Cambio de tirosina a cisteina en el residuo 181 de la
transcriptasa inversa

Cambio de tirosina a valina en la posicion 181 de la
transcriptasa inversa

Cambio de tirosina a leucina en la posicion 188 de la
transcriptasa inversa

Microgramos

Micromolar

Actividad antiviral in vitro contra la enzima de transcriptasa

inversa de VIH

[00395] Los perfiles de actividad del compuesto |, el compuesto

268



10

15

20

25

259

IIl, y EFV contra la transcriptasa inversa de VIH se determinaron
utilizando un panel de ensayos de transcriptasa inversa (RT) de VIH
in vitro, como se muestra en la Tabla 1. Estos estudios emplearon la
enzima de transcriptasa inversa de VIH de tipo silvestre derivada a
partir de VIH subtipo B (cepa BH-10), junto con un panel estandar de
enzimas mutantes resistentes a NNRTI| dirigidas al sitio con las
sustituciones K103N e Y181C solas o en combinacion.

[00396] Cuando se probdé in vitro, el compuesto | inhibié la
transcripcion inversa de VIH con los valores ICsq en el intervalo de
0.366 + 0.251uM (transcriptasa inversa de tipo silvestre) a 1.411 +
0.873 uyM (K103N/Y181C). De wuna manera similar, las ICsys
derivadas del compuesto il estuvieron en el intervalo de 0.343 %
0.083uM (transcriptasa inversa de tipo silvestre) a 1.614 + 0.279 yM
(K103N/Y181C). EFV proporcion6 el perfil de inhibicién in vitro
esperado exhibiendo actividad de tipo silvestre contra la enzima
Y181C, pero una actividad fuertemente deteriorada contra las
enzimas mutantes K103N y K103N/Y181C.

"Tabla 1
Actividad contra la Transcriptasa Inversa de VIH-1

en el Ensayo Enzimatico

Promedio de Valores IC5y (UM)
Com-
+ Desviacion Estandar
pues (N

to Y181C/
W.T.? Y181CP® K103NP®
K103NP°
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| 4] 0.366 +0.251 | 0.526 +0.285 | 0.782+0.801 | 1.411+0.873
mn 5| 0.343+0.083 | 0.361+0.086 | 2.203+1.259 | 1.614 + 0.279
EFV |4 | 0.055+0.019 | 0.0765+ 0.047 | 1.7973 +0.19 | 1.4313 + 0.31

ICs0 = Concentracion del inhibidor que reduce la actividad enzimatica

por el 50 por ciento.

estructura base de BH10.

[00397]

comparacion contra los diferentes virus se puede ver a partir de los

El numero de experimentos de réplica realizados.

Enzima de Transcriptasa Inversa de VIH de tipo silvestre en la

La actividad relativa de los agentes de prueba y de

datos de veces de resistencia presentados en la Tabla 2.

Tabla 2
Veces de Cambio
Compuesto
W.T Y181C K103N Y181C/K103N
| 1 1.6 + 0.7 3.2+ 35 50+ 34
1] 1 3.2+ 1.1 1.2+ 0.4 12.7 + 4.3
EFV 1 2.3 +1.5 34.3 +17.5 36.8 + 20.5

Veces de Cambio = ECs, para el VIH mutante dividido por la ECsg

para el virus de VIH de tipo silvestre.

Se calcul6 la proporciéon de veces de cambio como el promedio de

™
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las veces de cambio probadas en paralelo.
[00398] Las concentraciones de farmaco calculadas requeridas
para bloquear el 50 por ciento de la enzima (ICsy), y los datos
mostrados en las Tablas 1 a 4 se midieron en la presencia de
detergente (el cual aumenta el valor 1Cs0); sin embargo, en términos
generales, se obtuvieron valores mas bajos en ausencia de
detergente.
Actividad antiviral in vitro contra enzimas de transcriptasa
inversa de VIH adicionales
[00399] Los Compuestos | y Il se probaron contra un panel mas
amplio de enzimas de transcriptasa inversa portadoras de las
mutaciones de resistencia a NNRTI comunes. Los datos de eficacia
se muestran en la Tabla 3 y las veces de cambio correspondientes
se resumen en la Tabla 4. Los estudios se resumen en el texto que
sigue.
Tabla 3
Actividad antiviral in vitro contra enzimas de transcriptasa

inversa de VIH-1 mutante dirigida al sitio

Promedio de Valores IC50 (#M) * Desviaciéon Estandar

Mutacion RT | N Comp. | Comp. I EFV
W.T.* 10| 0.23 £ 0.05 0.21 £ 0.02 0.04 £ 0.006
L1001° 3 ] 0.16 £ 0.03 0.13 £ 0.06 0.26 £ 0.09
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V106M* 3 0.23 + 0.06 0.20 + 0.06 0.37 £ 0.07
vV1081°¢ 3 1.20 £ 0.71 0.83 + 0.35 0.30 £ 0.05
E138K°® 3 4.67 + 0.91 2.99+£0.18 0.6 +£0.16
M184VvH 1 4 0.29 £ 0.08 0.17 £+ 0.08 0.02 £ 0.00
Y188L°€ 3 1.25 + 0.38 1.15 £ 0.36 1.73 £ 0.22
L1001/
4 0.43 + 0.33 0.40 £ 0.26 >2
K103N°¢
Intervalo de
actividad
0.16 — 4.67 0.13 - 2.99 0.02 - >2
promedio
(M)

ICs0-= Concentracién del inhibidor que reduce la actividad enzimatica
por el 50 por ciento

Ndmero de experimentos de réplica realizados por enzima,
excepto en donde se indique de otra manera.

Enzima de Transcriptasa Inversa de VIH-1 de tipo silvestre en
la estructura base de BH10.

Enzimas de Transcriptasa Inversa derivadas de BH10 con
mutaciones de resistencia a farmacos NNRTI dirigidas al sitio.
Enzima de Transcriptasa Inversa derivada de BH10 con

mutaciones de resistencia a farmacos NNRTI dirigidas al sitio.
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2 conjuntos de datos utilizados para los calculos de la ICs,.
[00400] Como se puede ver a partir de los datos, el compuesto
IIl'y el compuesto | retuvieron una eficacia sustancial in vitro contra
las enzimas de transcriptasa inversa de VIH con sustituciones en los
codones 100, 106, 184, y 134. La dunica pérdida de eficacia
significativa se vio para los mutantes en los codones 108, 138 y 188.
Tabla 4
Veces de resistencia contra un panel de transcriptasa inversa de

VIH-1 mutante dirigida al sitio

Promedio de Veces de Cambio * Desviaciéon Estandar
Mutacién
N Comp. | Comp. Il EFV
RT
W.T. 10 1 1 1
L1001°¢ 3 0.5+0.2 0.6 £ 0.6 3.3+4.0
vV106M° 3 1.2+0.5 1.0 0.3 13.4 £ 8.2
v1081° 3| 40+5.3 3.8 3.8 3.7+2.3
E138K° 3 | 15.5+6.8 13.7 £ 1.9 7.6 +7.5
M184V? | 4 | 1.7£0.5 0.8 + 0.3 0.8 + 0.4
Y188L° 3 6.0 1.7 7.0+59 59.6 £ 25.8

\Y
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Promedio de Veces de Cambio * Desviacién Estandar

Mutacién
N Comp. | Comp. Il EFV
RT

L1001/
4 24 +1.2 1.8 0.8 >101 £ 43.2
K103N°®

Intervalo
de
actividad 0.5 - 15.5 0.6 -13.7 0.8 - 101

promedio

(M)

Veces de resistencia = IC5, para la Transcriptasa Inversa de VIH-1

mutante dividida por la ICsy, para la enzima de tipo silvestre en el

‘ensayo correspondiente.

Se calculé el promedio de veces de cambio como la media de veces
de cambio individuales probadas en paralelo.

N = Namero de conjuntos de réplica de los experimentos realizados,
excepto en donde se indique al pie de pagina.

: Dos conjuntos de datos utilizados para el calculo del promedio de
veces de cambio.

[00401] Sobre todo, los compuestos | y lil dieron cambios de
veces en el intervalo de 0.5 + 0.2 a 1.50 + 6.8.

Efecto sobre las polimerasas alfa, beta y gamma de ADN humano

2.7y
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[00402] La transcriptasa inversa de VIH, como otra polimerasa
viral, comparte wuna homologia estructural limitada con las
polimerasas de ADN celulares responsables de la sintesis vy
reparacion del ADN nuclear y mitocondrial normales. Esto presenta
la posibilidad formal de que los inhibidores de transcriptasa inversa
de VIH puedan inhibir las polimerasas celulares, dando como
resultado toxicidad celular. En particular, la inhibicién de la
polimerasa gamma tiene el potencial para dar como resultado
toxicidad mitocondrial. Se evalué la capacidad del compuesto | y del
compuesto |ll para inhibir las polimerasas de ADN celulares
utilizando ensayos in vitro convencionales (Tabla 5).

[00403] Cuando se probaron in vitro, el compuesto Ill, el
compuesto I, y EFV no alcanzaron una ICsy con la polimerasa alfa o
beta de ADN celular humano en concentraciones en el intervalo de

100 a >450 yM. De una manera similar, los datos preliminares (n = 1)

mostraron que las ICsos del compuesto | y EFV fueron >100 uM

contra la actividad de la polimerasa gamma de ADN humano in vitro,
mientras que el compuesto Il tuvo una ICs, de 60.1 yM contra esta
enzima.
Tabla §
Actividad in vitro contra polimerasas alfa, beta y gamma

dependientes de ADN celular humano

Compuesto N Promedio de valores ICs, (vM) %

Desviacion Estandar
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ADN Pol ADN Pol ADN Pol
Alfa? Beta® Gamma®
145.7 = 422.2 +
[ 4/4/1 118.5
44 .5 149.6
159.3 = =479.0 £
Hi 4/4/1 60.1
84.3 41.9
108.6 = 314.2 +
EFV 4/4/1 116.3
40.9 177.2
Act.D 4/4/1 16.1 £ 11.2 23.0 £+ 10.4 16.9

ICs0 = Concentracion efectiva que inhibe la actividad enzimatica por
el 50 por ciento in vitro.

N = Numero de experimentos de réplica realizados para cada
polimerasa.

Act. D = Actinomicina D utilizada como un control de ensayo positivo.

a,.

Polimerasa alfa de ADN humano.
b Polimerasa beta de ADN humano.

Polimerasa gamma de ADN humano; datos preliminares a partir
de un solo experimento.

Demostracién directa de enlace a la transcriptasa inversa de VIH

[00404] Se llevd a cabo la determinaciéon estructural de la

transcriptasa inversa de VIH del doble mutante K103N/Y181C (la

misma enzima de la cepa BH-10 utilizada en los ensayos de
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actividad) co-cristalizada con los compuestos | y Ill.

[00405] Los NNRTIs normalmente son pequefios y tienen una
fuerte afinidad por una buchaca hidrofébica localizada cerca del sitio
catalitico de la transcriptasa inversa. El enlace del inhibidor restringe
la flexibilidad de la enzima e interfiere con la sintesis apropiada del

ADN (Clavel y Hance, HIV drug resistance. N Engl J Med; 350: 1023-

35 (2004)).
[00406] Se llevé a cabo la cristalizacion de la proteina mutante
K103N/Y181C en la presencia del compuesto |. La proteina de

transcriptasa inversa K103N/Y181C de VIH-1 recombinante se
concentré en la presencia del compuesto |, y entonces se utilizé en
los experimentos de micro-siembra de cristal sucesivos, para
proporcionar cristales de proteina de un tamafio suficiente para
permitir la recopilaciéon de datos de rayos-X. Se utilizé un solo cristal
para la difraccion y modelacién de rayos-X. En 3A, el esquema
muestra el compuesto | enlazado a la buchaca del NNRTI de la
transcriptasa inversa de VIH-1.

[00407] En la Figura 1A se muestra la estructura de cristal de
rayos-X del compuesto | en un co-complejo con la enzima del doble
mutante de VIH-1 K103N/Y181C enzimaticamente activa, y en la
Figura 1B, se muestra un esquema. La estructura muestra el
compuesto | enlazandose a la buchaca del NNRTI en la transcriptasa
de VIH, de una manera similar al farmaco aprobado efavirenz
(Bacheler y colaboradores, J Virol; 75: 4999-5008 (2001)). EI anillo

de indol del compuesto | se puede ver en estrecha proximidad a los
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codones 101 y 103 de la transcriptasa inversa de VIH-1.

Actividad celular

[00408] Esta secciéon resume los perfiles de actividad antiviral
del compuesto | y del compuesto Ill contra el VIH-1 y el VIH-2 en
sistemas de cultivo celular. Estas actividades se midieron con una
amplia variedad de ensayos y puntos finales, utilizando multiples
cepas de VIH y tipos de células humanas que soportan la réplica del
VIH.

Ejemplo 13

Actividad contra VIH-1 cepa BH10

[00409] El ensayo basado en células de VIH estandar es un
ensayo de 4 dias en células MT-4 con una lectura de p24 ELISA. Se
determinéd la actividad anti-VIH-1 in vitro (valor ECsg) del IDX12899
en un ensayo basado en células convencional de susceptibilidad a
farmacos (DSA) esencialmente como se describe en Devine D,
Mathews N, Kinchington D (2000), Antiviral Meth and Prot. Human
Press Inc., Totowa, NJ. 185-199. El virus de prueba de VIH-1 es de
origen del subtipo B, cepa BH10. El panel de prueba estandar incluyé
el virus de tipo silvestre, asi como los derivados mutantes dirigidos
al sitio Y181C, K103N, y K103N/Y181C. Los datos a partir de este
ensayo se resumen en la Tabla 6 mas adelante. Contra el virus BH-
10 de tipo silvestre, las actividades inhibidoras del cqmpuesto | 'y del
compuesto Ill, y de EFV fueron todas muy similares a las ECgs de
alrededor de 1 nM. Los valores de control estuvieron en buen

acuerdo con los resultados previamente publicados (Young vy

238
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colaboradores, 1995, Antimicrob Agents Chemother: 39(12): 2602-5;

Andries y colaboradores, 2004, Antimicrob Agents Chemother;

48(12): 4680-6; Janssen y colaboradores, 2004, J Med Chem; 48(6):

1901-9; Boone 2006, Curr. Opin Investig drugs; 7(2): 128-35), y los
5 obtenidos utilizando el ensayo FenoScreen"R.

Tabla 6

Promedio de valores IC50 (#M) + Desviacion Estandar

ADN Pol ADN Pol ADN Pol
Compuesto N '

10 Alfa® Beta® Gamma®
I 4 245.7 + 44,5 | 422.2 + 149.6 118.5

| 4 159.3 + 84.3 | >479.0 + 41.9 >95.2 + 9.5

EFV 4 108.5 + 40.9 | 314 + 177.2 >100
15
Act. D 4 16.1 + 11.2 23.0 +10.4 11.8 + 1.9
ddCTP 4 N/A N/A 1.5+ 0.6
20 ICso = Concentracién efectiva que inhibe la actividad enzimatica por

el 50 por ciento in vitro.

N = Ndmero de experimentos de réplica realizados para cada
polimerasa.

Act. D = Actinomicina D utilizada como un inhibidor de control de

25 ensayo positivo.
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ddCTP = Trifosfato de didesoxicitidina utilizado como un inhibidor de
control positivo en el ensayo de polimerasa gamma de ADN.

N/A =No aplicable.
4 Polimerasa alfa de ADN humano.
Polimerasa beta de ADN humano.
Polimerasa gamma de ADN humano.
Se observaron precipitados visibles.
[00410] Contra los virus mutantes, el EFV exhibié el perfil
antiviral esperado; éste inhibié eficientemente el crécimiento del
virus Y181C (ECso = 2.5 nM) pero fue significativamente menos
activo contra los virus mutantes K103N o Y181C/K103N (valores
ECso promedio de 41 a 42 nM).
[00411] Las actividades de los diferentes articulos de prueba
contra los virus mutantes son evidentes a partir de los valores de
veces de resistencia correspondientes resumidos en la Tabla 7.
Todos los 5 compuestos mostraron una actividad similarmente
reducida contra el mutante Y181C (las veces de cambio promedio
estuvieron en el intervalo de 2.3 a 3.7). Mientras que el EFV mostro
un promedio de 34.3 veces de cambio contra el virus K103N, los
compuestos restantes mostraron una actividad esencialmente sin
cambios (de 0.8 a 1.2 veces).

Tabla 7

Veces de resistencia de los compuestos

contra el virus de VIH-1 BH10

WJ
o
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Veces de Cambio
Compuesto
W.T. Y181C K103N K103N/Y181C
Comp. | 1 3.4+1.7 0.9+0.4 45+25
Comp. Il 1 3.2+1.1 1.2+0.4 12.7 £+ 4.3
EFV 1 2.3+1.5 34.3+17.5 36.8 £ 20.5

Veces de cambio = ECsy para el VIH mutante dividida por la ECs, del
virus de VIH tipo silvestre.

El promedio de veces de cambio se calculé como la media de veces
de cambio individuales probadas en paralelo.

[00412] La actividad de los compuestos también se evalué con el
mismo tipo de virus y célula utilizando una lectura de ensayo
diferente, basadndose en el efecto citopatico (CPE). Este ensayo mide
la viabilidad celular en seguida de la infeccion por VIH-1 en lugar de
la produccion de proteina de capsida, y también difiere del ensayo
estandar en términos del establecimiento y la ejecucién del ensayo, y
por consiguiente, proporciona una corroboracién Gtil de los
resultados obtenidos mediante el ultimo método. Los datos de 5

experimentos independientes se resumen en la siguiente Tabla 8.

Tabla 8
Actividad contra el virus de VIH-1 BH10 en el ensayo de células

MT-4 por el efecto citopatico

28



272

10

15

20

25

Promedio de valores ECs, (M) = Desviacion
Com- Estandar
N a
puesto K103N/
W.T." Y181C"® K103N ®
Y181C?®
0.0003 + 0.0018 + 0.0003 + 0.0035
Comp. | 5
0.0001 0.0003 0.0001 0.0015
Comp. 0.0002 + 0.0015 #* 0.0001 #* 0.0066 *
5
11 0.0001 0.0006 0.0001 0.0010
0.0006 * 0.0016 * 0.0410 =% 0.0530 +
EFV 5
0.0001 0.0001 0.0130 0.0120

® = Numero de experimentos de réplica realizados.

Virus BH10 mutantes de tipo silvestre y dirigidos al

adaptados en el laboratorio.

Tabla 9

Veces de resistencia

Veces de cambio

Compuesto
W.T Y181C K103N K103N/Y181C
Comp. | 6.5+0.9 1.0+ 0.3 12.7 £ 5.0
Comp. llI 11.9+ 4.7 1.1 +£0.3 55.6 £+ 21.8
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EFV 1 2.7

+

0.7 66.8 + 14.8 88.0 £ 20.5

Veces de cambio = ECso para el VIH mutante dividida por la ECsg
para el virus de VIH de tipo silvestre.

El promedio de veces de cambio se calculé6 como la media de veces
de cambio individuales probadas en paralelo.

[00413] En el ensayo del efecto citopatico, la réplica del virus
BH10 de tipo silvestre fue potentemente inhibida por el compuesto I,
el compuesto [ll, y el EFV, como se muestra por los valores ECsg
medios subnanomolares (intervalo de 0.1 a 0.7 nM).

[00414] Los virus del panel de BH10: Y181C, K103N vy
K103N/Y181C fueron inhibidos efectivamente por el compuesto | y el
compuesto Ill con valores ECs, medios en el intervalo desde 0.1
hasta un maximo de 6.6 nM. Como se esperaba, el EFV inhibio
eficientemente el crecimiento del virus Y181C pero fue mucho menos
activo contra los otros virus mutantes (valores ECs, de 41 a 53 nM).
Los valores de control estuvieron de acuerdo con los resultados
anteriormente descritos (Young y colaboradores, 1995, Antimicrob
Agents Chemother: 39(12): 2602-5; Andries y colaboradores, 2004,
Antimicrob Agents Chemother; 48(12): 4680-6; Janssen vy
colaboradores, 2004, J Med Chem; 48(6): 1901-9; Boone 2006, Curr.
Opin Investig drugs; 7(2):128-35).

[00415] En téerminos de veces de cambio, comparandose con la
cepa de tipo silvestre BH10, el compuesto I, el compuesto Ill, y EFV

mostraron un intervalo de aumento de 2.7 a 11.9 veces contra el

283
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mutante Y181C, mientras que el compuesto | y el compuesto |l no
mostraron cambios (<1.8 veces) contra el mutante K103N. El mutante
K103N/Y181C dio una mayor variabilidad y veces de cambio de 12.7
(Compuesto |) y de 55.6 (Compuesto Ill). El EFV mostré veces de
cambio promedio respectivos de 66.8 y 88.0 contra los mutantes

K103N y K103N/Y181C, respectivamente.

Actividad contra la cepa NL4-3 del VIH-1

[00416] Las actividades del compuesto | y del compuesto Il
también se determinaron en un ensayo basado en células,
empleando los virus de VIH-1 subtipo B, con una estructura base de
NL4-3. Se ensayo6 el panel estandar de virus NL4-3 (tipo silvestre,
Y181C, K103N y K103N/Y181C) como con los compuestos de prueba,
como se describe para el panel de virus BH-10 anterior, utilizando la
lectura ELISA. Los resultados de estos ensayos se resumen en la
Tabla 10.

[00417] Los resultados de este estudio son generalmente
comparables a los que se ven con los virus BH10 virus. En el fondo
de NL4-3, los compuestos son potentes contra el virus NL4-3 de tipo
silvestre (las ECsos estuvieron en el intervalo de 0.7 a 2.3 nM) y el

virus Y181C (las ECs0s estuvieron en el intervalo de 0.7 a 2.3 nM).

Tabla 10
Actividad contra el virus de VIH-1 NL4-3

en ensayos de células MT-4

zEY
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Promedio de valores ECs, (#M) £ Desviacidén
Com- Estandar
N a
puesto
K103N/
W.T.® Y181C ® K103N °
Y181C ®
0.0020 % 0.0039 % 0.0014 % 0.0028 %
Comp. | 5 ‘
0.0001 0.0016 0.0004 0.0008
Comp. 0.0017 % 0.0036 % 0.0015 % 0.0065
5
1] 0.0003 0.0020 0.0003 0.0023
0.0023 % 0.0057 % 0.0612 % 0.0619 %
EFV 5
0.0002 0.0019 0.0338 0.0183

ECso = Concentracién efectiva que reduce la produccion de virus por

el 50 por ciento en cultivo celular.
® N = Numero de experimentos de réplica realizados.
® Virus BH10 mutantes de tipo silvestre y dirigidos al sitio adaptados

en el laboratorio.

20

25

Tabla 11

Veces de resistencia

Veces de cambio
Compuesto
W.T. Y181C K103N K103N/Y181C
Comp. | 1 2.0+ 0.8 0.7+0.2 1.4 +0.4

Plais
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Comp. I 1 2.1

+

1.1 0.9+0.2 3.9

+

1.7

EFV 1 2507 346 +7.8 27.4 + 8.6

Veces de cambio = ECsp para el VIH mutante dividido por la ECsg
para el virus de VIH de tipo silvestre.
El promedio de veces de cambio se calculé como la promedio de

veces de cambios del individuo probadas en paralelo.

Actividad contra los aislados clinicos de VIH-1 en células MT-2.

[00418] La eficacia antiviral del compuesto | y del compuesto Ill,
se midié después contra dos aislados clinicos de VIH-1 adaptados a
la linea celular MT-2 junto con los farmacos de comparacion. El
panel de prueba de virus consiétié en mutantes aislados que
expresaban Y181C (#3350) y K103N/Y181C (#5054) comparandose
con un virus de tipo silvestre (WT) sensible. Los datos se resumen

en la siguiente Tabla 12.

Tabla 12

Actividad contra los aislados clinicos de VIH-1 en el ensayo de

células MT-2

' Promedio de valores ECs (#M) %
Compuesto N

Desviacion Estandar
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W.T. (BH10) ? Y181C °® K103N/Y181C °

0.0009 £ 0.0014 * 0.0020 %

Comp. |
0.0006 0.0006 0.0003
0.0011 % 0.0015 % 0.0057 £

Comp. Il
0.0004 0.0005 0.0035
0.0008 = - 0.0018 % 0.0724 *

EFV

0.0002 0.0003 0.0217

ECso = Concentracion efectiva que reduce la produccion de virus por

el 50 por ciento en cultivo celular.

® Cepa de tipo silvestre adaptada en el laboratorio.
® El aislado clinico 3350 es resistente a Nevirapina. Este mutante
también posee una mutacién M184V.

¢ Aislado clinico 5054.
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Tabla 13

Veces de resistencia

Veces de cambio
Compuesto
W.T. Y181C K103N/Y181C
Comp. | 1 2.2 +1.3 3.2+21
Comp. llI 1 1.7 0.9 6.2+4.3
EFV 1 2.2 +0.6 93.1+31.4

Veces de cambio = ECs, para el VIH mutante dividido por la ECsg
para el ViH de tipo silvestre. Se observa que las veces de cambio no
se determinaron a partir de los valores ECs, promedio en la Tabla 12,
sino que primero se calcularon para los experimentos individuales.
Entonces se tomod el promedio de-veces de cambio +/- SD a partir de
todos los experimentos.

Actividad contra las cepas de VIH-1 de PBMC humanas

[00419] La actividad antiviral del compuesto | y el compuesto Il
y los comparadores se midié después contra un panel de VIH-1 en
células de mononucleares de sangre periférica (PBMC). El panel de
virus completo consiste en 3 mutantes aislados clinicos que
expresan virus K103N (#4937 y #5002), y K103N/Y181C (#5004),
junto con dos virus de tipo silvestre (WT) sensibles a NNRTI (BH10 y
NL4-3). Los resultados a partir de cinco conjuntos de datos

independientes se resumen en la Tabla 14.

Q
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Tabla 14

Promedio de valores ECs, (M) * Desviacion Estandar
Com-
t W.T. W.T. K103N/
puesto K103N °
(BH10) ? (NL4-3) ® Y181C °©
0.0004 ¢+ 0.0015 % 0.0007 %
Comp. | 0.0027 + 0.0016
0.0001 0.0007 0.0003
0.0004 + 0.0015 * 0.0009 +
Comp. Il 0.0088 + 0.0044
0.0001 0.0005 0.0004
0.0009 = 0.0021 % 0.0414 =
EFV 0.0687 = 0.0487
0.0003 0.0007 0.0369

ECso = Concentraciéon efectiva que reduce la producciéon del virus por
el 50 por ciento en cultivo celular.

Los numeros representan los valores promedio +/- desviacién
estandar derivados a partir de 5 experimentos independientes.

@ Cepa de virus tipo silvestre adaptada en el laboratorio.

® Los resultados utilizaron los aislados clinicos 4937 (n=3), y 5002
(n=2).

¢ Aislado clinico 5004.

[00420] Los 5 compuestos fueron extremadamente potentes
contra el virus BH10 de tipo silvestre en las células mononucleares

de sangre periférica, con valores de ECs, de 0.4 a 0.9 nM. Los

agentes tipicamente fueron de 2 a 4 veces menos eficaces contra el

2859
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virus NL4-3 en las mismas células. El compuesto | y el compuesto Ill
inhibieron la réplica del virus K103N efectivamente, con sélo de 1 a 2
veces menos actividad (contra el virus BH10), pero fueron menos de
6 a 22 veces menos inhibidoras para el aislado K103N/Y181C. En
contraste, el EFV exhibié una actividad de aproximadamente 40 a 70
veces menor contra los aislados mutantes individuales o dobles,
respectivamente. Los valores de los articulos de control y de prueba
estan de acuerdo con los resultados publicados anteriormente
(Young y colaboradores, 1995, Antimicrob Agents Chemother: 39(12):
2602-5; Andries y colaboradores, 2004, Antimicrob Agents
Chemother; 48(12): 4680-6; Janssen y colaboradores, 2004, J Med
Chem; 48(6): 1901-9), y con otros valores reportados en esta
seccion.

Actividad contra los virus VIH-1 llIIB en células MT-4 mediante el
ensayo de efecto citopatico (CPE)

[00421] Los articulos de prueba se perfilaron después contra un
panel mutantes cultivados en el laboratorio de VIH-1 11IB, como se
resume en el texto mas adelante. La eficacia antiviral se determind
por medio de un ensayo CPE con una lectura de MTS para la
vitalidad celular. El virus probados en este ensayo incluyeron el |1IB
w.t. ebsténdar, asi como los virus Y181C e Y181C/K103N
seleccionados del cultivo, pero el K103N usual fue reemplazado por
un mutante triple de K103R/V179D/P225H seleccionado, el cual se
describe adicionalmente mas adelante. El promedio de los datos de

eficacia se muestran en la Tabla 15.

»N’
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Tabla 15

Actividad contra virus VIH-1 1lIB en células MT- 4 por CPE

Promedio de valores ECs, (#M) * Desviacion Estandar
Com- N® K103R/
- K103N/
puesto W.T." Y181C"® |V179D/P225
Y181C?®
horas ®
Comp. 0.0010 + 0.0028 + 0.0100 + 0.0047 +
5
| 0.0004 0.0003 0.0015 0.0009
Comp. 0.0005 + 0.0021 + 0.0250 + 0.0091 +
5
i 0.0001 0.0003 0.0060 0.0019
0.0015 0.0069 + 0.1120 +
EFV | 5 >1.0
0.0006 0.0020 0.0330

® = Namero de experimentos de réplica realizados.

b _

adaptados en el laboratorio.

Tabla 16

= Virus BH10 mutantes de tipo silvestre y dirigidos al

Veces de resistencia

sitio

Veces de cambio
Com-
K103R/V179D/ K103N/
puesto | \w . | vis1c
P225H Y181C
Comp. | 1 2.9+0.8 11.1 + 4.1 4.8+16

297
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Veces de cambio
Com-
t K103R/V179D/ K103N/
puesto W.T. Y181C
: P225H Y181C
Comp. Il 1 45+1.0 3.5+ 12.8 19.5 + 4.3
EFV 1 4.6 £0.5 >711.7 £+ 255.3 74.2 £ 17.2

Veces de cambio = ECs, para el VIH mutante dividida por la ECsyg
para el virus de VIH de tipo silvestre.

El promedio de veces de cambio se calculé como el promedio de
veces de cambio individuales probadas en paralelo.

[00422] Se inhibié el virus IlIB de tipo silvestre efectivamente
mediante los 5 farmacos con los valores ECs5, promedio (en uM) en el
intervalo de 0.0004 + 0.0002 a 0.0017 + 0.0004.

[00423] La réplica del virus IIIB Y181C seleccionado del cultivo
también se inhibié efectivamente mediante cada farmaco con valores
ECso promedio (en pM) en el intervalo de 0.0021 + 0.0003 a 0.0120 *
0.0026. Estos valores estan bien de acuerdo con los otros resultados
presentados a través de esta seccion.

[00424] El virus 111B K103N/Y181C, en términos generales, se
inhibio efectivamente mediante el compuesto | y el compuesto [l
como se implica mediante los valores de ECs, promedio (en uM) en
el intervalo de 0.0026 + 0.0004 a 0.0099 * 0.0016. Sin embargo, el
EFV, sin embargo, fue mucho menos efectivo como se ve mediante el

valor EC5o promedio (en uM) de 0.1120 + 0.0330.

29
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[00425] El virus IIIB mutante triple K103R/V179D/P225H mostrd
resultados mas variables y mucha mas resistencia al EFV, aunque se
mantuvo relativamente sensible al compuesto | y al compuesto Ill.
Los valores ECsy, promedio (en uM) fueron: 0.0100 % 0.0015
(Compuesto ), 0.0250 + 0.0060 (Compuesto Ill), y >1.0 (EFV).
Observe que la enzima de transcriptasa inversa del mutante K103R

no es resistente a NNRTI (no se muestran los datos).

[00426] En términos de veces de cambio en la susceptibilidad al
farmaco para el panel mutante I11IB, los valores de veces de
resistencia promedio para el compuesto |, el compuesto |il, y EFV,

en términos generales, se cambiaron un poco (2.9 £+ 0.8 a 7.7 £ 2.8
veces) contra el virus Y181C. Las veces de resistencia contra el
mutante K103N/Y181C fueron mas variables, pero estuvieron dentro
del intervalo de cambios que se ven totalmente en esta seccién: las
veces de cambio fueron 4.8 + 1.6 (Compuesto 1), y 19.5 £ 4.3
(Compuesto Ill). Los valores de veces de resistencia promedio que
se ven para el mutante K103R/V179D/P225H fueron: 11.1 + 4.1
(Compuesto I), 563.5 + 12.8 (Compuesto lil), y >711.7 + 255.3 (EFV).
[00427] En resumen, estas pruebas en el ensayo CPE del virus
1B, en términos generales, confirman los hallazgos presentados
también en esta seccion, con la excepcién del virus mutante triple
K103R/V179D/P225H. ElI compuesto | fue mas activo contra este
mutante (ECso = 10 nM), seguido por el compuesto Ill con una
actividad razonable (ECso = 21 a 25 nM), mientras que el EFV fue

esencialmente inactivo (ECso > 1000 nM). Aunque el patrén
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genofipico mutante K103R/V179D/P225H no se reconoce
comunmente en muestras clinicas, se sabe que la combinacién de
K103R/V179D confiere grandes reducciones en la susceptibilidad a
los tres NNRTIs aprobados (Harrigan y colaboradores, 2005, AIDS;
19: 549-54; Parkin y colaboradores, 2006, Antimicrob Agents
Chemother; 50(1):351-4).

Actividad contra varias cepas de VIH-1 en diferentes lineas
celulares humanas.

[00428] Se examind adicionalmente la dependencia del virus y la
célula hospedera del compuesto |, del compuesto IIl y de los
farmacos de control en los ensayos de susceptibilidad a farmacos
realizados a través de 3 cepas de VIH-1 de tipo silvestre, subtipo B,
y 5 lineas celulares diferentes. Las cepas de VIH-1 utilizadas fueron
BH10, NL4-3 y 1lIB: las lineas celulares fueron células U-937
(monocitos humanos derivados a partir de linfoma histiocitico);
celulas MOLT-4 (una linea celular de leucemia linfoblastica T
humana); células H-9 (células-T linfoblasticas humanas); y células T
de leucemia humana MT-2 y MT-4.

[00429] Los valores ECsy promedio y las desviaciones estandar
de tres experimentos independientes se resumen en la Tabla 17. De
acuerdo con las condiciones experimentales de este estudio, el
compuesto I, el compuesto Ill, y EFV retuvieron potencias en gran

parte sin cambios a través de cada combinacion de virus de tipo

silvestre y célula hospedera probada. Las actividades vistas

estuvieron en el intervalo de 0.4 a 3.2 nM.
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Tabla 17

hospedero humano establecidas

Promedio de valores ECs, (#M) £ Desviacion
Estandar
Comp.
Hospedero | Virus | Comp. | EFV
i
0.0005
0.0005 £ | 0.0015 %
U937 1B *
0.0001 0.0008
0.0001
0.0007
0.0006 £ | 0.0009 ¢
MOLT-4 HiB +
0.0001 0.0002
0.0001
0.0006
0.0005 x| 0.0015
H9 1B +
0.0002 0.0006
0.0001
0.0006
0.0013 | 0.0019 %
U937 BH10 +
0.0006 0.0008
0.0002
MT-2 BH10 | 0.0009 | 0.0011 £ | 0.0008 +

WY
Q
\ A
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Promedio de valores ECs, (#M) * Desviacién
Estandar
Comp.
Hospedero | Virus | Comp. | EFV
i
+ 0.0004 0.0002
0.0006
0.0010
0.0012 £ | 0.0012 *
MT-4 BH10 +
: 0.0006 0.0008
0.0004
0.0020
NL4- 0.0017 £ | 0.0023 *
MT-4 +
3 0.0003 0.0002
0.0001
Intervalo de 0.0005
0.0005 £ | 0.0008 =+
actividad +
0.0017 0.0023
promedio (pM) 0.0020

ECso = Concentraciéon efectiva que reduce la produccién de virus por
el 50 por ciento en cultivo celular.
Los numeros representa los valores promedio +/- desviacion

estandar a partir de 3 experimentos independientes.

[00430] Los intervalos de actividad promedio que se ven para
cada uno de los farmacos a través de cada una de las cepas del
virus y de los tipos de células se resumen en la ultima fila de la

tabla. El compuesto | y el compuesto Ill exhibieron una potente
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actividad antiviral in vitro (intervalo de 0.5 a 2 nM) a través de las
tres cepas de VIH-1 y de las lineas celulares monociticas y T
humanas morfolégicamente distintas. Los 5 compuestos mostraron
una actividad regularmente comparable.

Actividad contra un panel de diferentes subtipos de VIH-1

[00431] En seguida se probaron las actividades de Ilos
compuestos de prueba y de control contra un panel de subtipos qtje
cubre todos los subtipos o racimos principales de VIH-1 (A, B, C, D,
F1, G, H, AE y AG). Este panel fue parte de un panel de 64 virus
seleccionado a partir de la gran biblioteca de aislados quimicbs
Monogram BioSciences (anteriormente ViroLogics). Cada uno de los
subtipos del panel fue representado por 2 virus distintos, los cuales
comparten muchas similitudes de secuencia, pero también algunas
diferencias clave, y por consiguiente, podrian responder de una

manera diferente a uno o mas de los farmacos incluidos en este

estudio.
[00432] A partir de la prueba FenoSense™R de los articulos de
prueba del compuesto I, el compuesto Ill y el farmaco de control

EFV, la actividad del compuesto |, del compuesto Il y del EFV contra
un panel de subtipos (18 virus) que comprendia 9 subtipos diferentes
de VIH-1 (A, B, C, D, F1, G, H, AE, AG) estuvo en todos dentro de 2

veces los valores de actividad del tipo silvestre (no se muestran los

datos).
[00433] Entre los diferentes subtipos, los intervalos de potencia
globales fueron: Compuesto I, 0.25 a 3.20 nM; Compuesto Ill = 0.2 a
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2.14 nM; EFV = 0.40 a 3.10 nM. No es sorprendente que el intervalo
de potencia fue un poco mayor a través de los subtipos (de 10 a 11
veces) que dentro de los subtipos, pero esta variabilidad se debio6
primordialmente a justamente dos aislados de virus: el aislado de
VIH-1 del segundo subtipo C, a través del tablero, fue el menos
susceptible a todos los farmacos probados; inversamente, los dos
aislados del subtipo H parecieron ser altamente susceptibles a todos
los farmacos (valores ECs, de 0.17 a 0.55 nM). Sin embargo, estos
virus también tuvieron una capacidad de réplica reducida del 42 por
ciento y del 10 por ciento, respectivamente, la cual podria contribuir
a su hipersensibilidad aparente. Los virus de los subtipos restantes
mostraron en general una divergencia de <2.5 veces en la potencia
en relacién con la cepa de referencia CNDO.

Actividad contra el VIH-2 ROD en células H9

[00434] Se determiné la susceptibilidad del VIH tipo 2 ROD en
células H9 al compuesto | y al compuesto Ill contra zidovudina (AZT)
como un control. Los datos promediados se derivaron a partir de dos
experimentos de actividad antiviral independientes, y se muestran en
la Tabla 18.

[00435] El compuesto | y el compuesto Ill fracasaron para
suprimir la réplica del VIH-2 ROD en la concentracion mas alta
ensayada (1.25 pM), mientras que el control de AZT exhibié una
actividad (0.1619 £ 0.0767 yM) comparable a Ioé valores publicados

(Witvrouw y colaboradores 2004, Antiviral Therapy 9:57-65).
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Tabla 18

Actividad contra el VIH-2 ROD WT en el ensayo de células H9

Compuesto Valores EC5o (UM)
Compuesto | >1.25
Compuesto lll >1.25

AZT 0.1619 + 0.0767

ECso = concentracién efectiva que reduce la producciéon de virus por
el 50 por ciento en cultivo celular.
L\os numeros representan los valores de promedio +/- desviacién
estandar a partir de 2 experimentos independientes.
Actividad contra el VIH-1 en la presencia de suero humano y la
glicoproteina de acido alfa-1
[00436] Los estudios anteriores tipicamente midieron la ECs, de
cada farmaco contra el VIH-1 cultivado en un cultivo celular en la
presencia de suero bovino fetal al 10 por ciento (FBS). Con el fin de
estimar una ECs¢ ajustada al suero para los articulos de prueba, se
llevaron a cabo experimentos adicionales en la presencia de suero
humano al 45 por ciento, o de 1 miligramo/mililitro de glicoproteina
de acido alfa-1, o ambos. Los resultados promediados de 3 a 7
experimentos de actividad antiviral se muestran en la Tabla 19.
Tabla 19

Actividad anti-HIV-1 BH10 W.T. en la presencia de HS o AAG

99
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Promedio de valores EC;5, (#M) * Desviaciéon
Estandar
Com- . Suero
Suero Suero bovino Suero h
. umano
puesto bovino fetal al 10 humano ® al
45 por
fetal al 10 | por ciento + 45 por .
ciento +
por ciento AAG? ciento
AAG
0.0011 # 0.0029 * 0.0146 * 0.0190 %
Comp. |
0.0004 0.0012 0.0063 0.0017
Comp. 0.0012 % 0.0028 * 0.0219 % 0.0326 %
i 0.0004 0.0004 0.0117 0.0073
0.0016 % 0.0050 % 0.0115 % 0.0116 %
EFV
0.0005 0.0023 0.0039 0.0074

ECso = concentracion efectiva que reduce la produccion de virus por

el 50 por ciento en cultivo celular.

® Glicoproteina del acido a-1 a 1 miligramo/mililitro.

® Suero humano - AB+ carece de anticuerpos contra los antigenos de

tipo de sangre Ay B.

Tabla 20

Veces de resistencia

Com-

Veces de cambio

200
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Suero Suero Suero
Suero
bovino |bovino fetal humano al
humano al
fetal al al 10 por 45 por
45 por
10 por ciento + ciento +
ciento
ciento AAG ? AAG
Comp. | 5 1 2.7+ 0.7 159 +£11.1 19.5+ 7.6
Comp.
5 1 2.1 +0.5 17.0 £+ 6.3 24.8 + 3.8
1]
EFV 7 1 2.4 +0.8 8.4 +3.2 54 +3.2

Veces de cambio = La EC5, obtenida con suero bovino fetal + AAG, o
suero humano +/- AAG dividido por la ECs, obtenida con suero
bovino fetal solo. Se observa que las veces de cambio no se
determinaron a partir de los valores ECsy, promedio en la Tabla 19,
sino que se calcularon primero para los experimentos individuales.
Entonces el promedio de veces de cambio +/- desviacion estandar se
tomé a partir de todos los experimentos.

® Glicoproteina de acido a-1 a 1 miligramo/mililitro.

[00437] Los 5 farmacos inhibieron la réplica del virus de tipo
silvestre en la presencia de suero bovino fetal al 10 por ciento con
las potencias anticipadas, con valores ECsy en el intervalo de 1.0 a
1.6 nM. La adiciéon de 1 miligramo/mililitro de AAG en términos
generales disminuy6 la potencia del farmaco por 2 a 3 veces para
cada farmaco, cambiando los valores de ECsy, promedio hasta el

intervalo de 2 a 5 nM.
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[00438] Las potencias de los 5 farmacos se redujeron hasta un
mayor grado mediante el suero humano al 45 por ciento (HS),
conduciendo a valores ECso, promedio de 11.5 a 21.9 nM, y a cambios
de veces de 8.4 a 17.0 veces. La presencia de suero humano al 45
por ciento + AAG en los experimentos de cultivo, dio resultados mas
variables y valores ECsy promedio (en nM) de 19.0 (Compuesto I),
32.6 (Compuesto Ill), y 11.6 (EFV). Los valores que se ven para los
controles estuvieron de acuerdo con los resultados publicados
(Young y colaboradores, 1995, Antimicrob. Agents Chemother:
39(12): 2602-5; Andries y colaboradores, 2004, Antimicrob. Agents
Chemother; 48(12): 4680-6; Janssen y colaboradores, 2004, J. Med.
Chem.; 48(6): 1901-9; Boone 2006, Curr. Opin Investig Drugs; 7(2):
128-35). Las veces de cambios promedio correspondientes fueron de
19.5 (Compuesto |), 24.8 (Compuesto Ill), y 5.4 (EFV).

[00439] En resumen, no se observé ninguna interaccién de
enlace de proteina significativa con el AAG solo (<3 veces de
cambio) para el compuesto | y el compuesto lll. Se estimdé una
elevacién moderada de la ECso (de 16 a 25 veces de cambio) en HS
o HS + AAG. Sobre todo, los datos sugieren que el enlace de
proteina es un poco mas alto para el compuesto | y el compuesto I}
que para el EFV.

Ejemplo 14

Citotoxicidad In vitro

[00440] Se utilizaron ensayos basados en células

convencionales que utilizan células proliferantes, para evaluar la

W
N
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citotoxicidad del compuesto | y del compuesto |Il. Estos estudios de
citotoxicidad de 3 a 12 dias se enfocaron en las lineas celulares
humanas que son cualquiera de: (i) susceptibles a infeccién con el
virus de VIH-1 in vitro (por ejempio, monocitos sanguineos primarios;
células-T de leucemia MT-2 y MT-4), o (ii) comunmente utilizadas
para evaluar la citotoxicidad in vitro inducida por farmacos (por
ejemplo, HepG2, HuH7 o HelLa) (Divi RL, Haverkos KJ, Humsi JA, y
colaboradores (2006) Morphological and molecular course of
mitochondrial pathology in cultured human cells exposed long-term to
zidovudine. Environ Mol Mutagen; 47). La viabilidad celular se midi6
mediante tefido estdandar con MTT o MTS.

Efecto citotéoxico en las células mononucleares de sangre
periférica (PBMC)

[00441] Se ev4alu() la citotoxicidad in vitro de los articulos de
prueba en 4 experimentos independientes en células mononucleares
de sangre periférica primarias humanas estimuladas (PBMC). Las
células mononucleares de sangre periférica se expusieron al
compuesto | y al compuesto [l junto con el farmaco de control EFV

durante 3 dias en concentraciones en el intervalo de 0.005 uM a 100

~uM. La viabilidad celular se determiné mediante tefiido con MTT. Los

resultados se presentan como las concentraciones de farmaco
efectivas promedio que redujeron la viabilidad celular por un 50 por
ciento (CCsg).

[00442] Los valores CCsy promedio (en uM) determinados para

los articulos de prueba en las células mononucleares de sangre
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periférica fueron: Compuesto | = 52.6 £+ 15.2 y Compuesto Il = 66.9
+ 19.6. Para el articulo de control, el valor CCsq promedio (en uM)

determinado fue: EFV = 70.9 £ 7.6.

Citotoxicidad celular en células hospederas humanas de VIH-1
[00443] En seguida se probaron los efectos citopaticos in vitro
de los articulos de prueba del compuesto | y el compuesto Ill y del
farmaco de control EFV, en las siguientes seis lineas celulares de
hospedero humano susceptibles al VIH-1: células U-937 (monocitos
humanos derivados a partir de un linfoma histiocitico); células MOLT-
4 (una linea celular de leucemia linfoblastica T humana); células H9
(células-T linfoblasticas humanas); células IM9 (una linea celular
linfoblastica B humana); y las células-T de leucemia humana MT-2 y
MT-4.
[00444] En seguida de la exposicién al farmaco durante 4 dias,
se midi6 la viabilidad celular mediante tefiido con MTS, y se
determinaron los valores CCsy. Las concentraciones de los farmacos
estuvieron en el intervalo de 0.005 uM a 100 yM. Los resultados de 3
experimentos independientes (a menos que se indique de otra
manera) se resumen en la Tabla 21.
Tabla 21
Citotoxicidad celular en lineas celulares hospederas humanas

de VIH-1
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Promedio de valores CCs, (uM) + Desviacién Intervalo
Com-
Estandar de CCs,
pues-
| MOLT- prome-
to d f g h h
U937 H9 IM9 MT-2 MT-4 di
4° io
265+ | 16.6 + | 20.0+ [ 329+ | 23,5+ | 18.6 + 16.6 -
|
0.5 0.4 1.6 2.6 1.0 3.1 32.9
246+ | 148+ | 31.3+ | 500+ 259+ |27.3+ 14.8 -
1l
1.9 1.0 5.2 17.4 2.1 12.9 5.0
23.2+ | 417+ | 500+ | 510+ | 246+ | 441+ | 23.2-
EFV
1.0 3.4 9.0 1.3 4.5 18.2 51.0

® CCsp = Concentracién efectiva que reduce la viabilidad por el 50
por ciento.

® Los numeros representan los valores promedio +/- desviacidn
estandar derivada a partir de 3 experimentos independientes a
menos que se observe de otra manera.

° Los valores se derivaron a partir de 2 experimentos independientes.
¢ Linfoma histiocitico de monocitos humanos; aplicar a 5 x 10°
células por pozo.

® Leucemia linfoblastica T humana; aplicar a 2 x 10* células por
pozo.

" Linfoma de células T linfoblasticas humanas; aplicar a 4 x 10°

células por pozo.

® Linea celular linfoblastoide B humana; aplicar a 2 x 10** células por

2305
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pozo.
" Leucemia de células T humanas; aplicar a 1.25 x 10* (MT-2) y 2.5 x

10* (MT-4) células por pozo.

[00445] Los articulos de prueba del compuesto | y el compuesto
I, y los compuestos de control, exhibieron una citotoxicidad in vitro
mensurable en las 6 lineas celulares hospederas humanas
susceptibles al VIH-1. Dependiendo del tipo de célula, los valores
CCso promedio para el compuesto | estuvieron en el intervalo de 16.6
a 32.9 yM contra 14.8 a 50.0 yM para el compuesto Ill (Tabla 21),
similares a los intervalos de CCso promedio determinados para el
EFV (23.2 a 51.0 uM).

[00446] Entre las 6 lineas celulares, la linea celular MOLT-4 fue
la mas sensible a la citotoxicidad para el compuesto | y el compuesto

[1l. EI EFV mostré la mayor citotoxicidad en las células U937 y MT-2.

Ejemplo 15

indice de selectividad del compuesto | y el compuesto Illl contra
el VIH-1

[00447] Los datos anteriores nos permiten calcular los valores

del indice de selectividad (Sl), basandose en la proporcion de la
CCso a la ECso en las células MT-4 (el ensayo estandar utilizado en
este trabajo).

[00448] La CCso del compuesto | en las células MT-4-T fue de 27

MM contra una ECs, de 1.2 nM, dando un S| > 22,000. La CCs, del

W
¢
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compuesto Il fue de 18.6 pM contra una ECs, de 1.0 nM, para un Sl
de > 18,000. De una manera similar, el indice de selectividad del
farmaco de control se estimé en: EFV = 37,000. Estos valores estan
de acuerdo con los valores de Sl anteriormente reportados (Young y
colaboradores, 1995, Antimicrob Agents Chemother: 39(12): 2602-5;
Andries y colaboradores, 2004, Antimicrob Agents Chemother;
48(12): 4680-6; Janssen y colaboradores, 2004, J Med Chem; 48(6):
1901-9; Boone 2006, Curr. Opin Investig Drugs; 7(2):128-35).

[00449] Utilizando los datos de citotoxicidad y de actividad en
las células mononucleares de sangre periférica, se podrian caicular

valores Sl de >100,000 para el compuesto | y el compuesto lll.

Citotoxicidad celular a plazo mas largo en otros tipos de células
humanas

[00450] Finalmente, se determino la citotoxicidad in vitro de los
articulos de prueba en otras lineas celulares humanas coh relevancia
toxicologica; células de higado HuH7 y HepG2 (Knowles vy
colaboradores, 1980, Science; 209(25): 497-9), y células epiteliales
HelLa (Gey y colaboradores, 1952, Cancer Research; 12: 264-5) por
medio del tefiido de viabilidad MTS. Las células se trataron
repetidamente con un intervalo de concentraciones de farmaco (de
0.005 a 100 pM) durante 9 (HelLa) o 12 dias (HuH7, HepG2). Los
valores CCs, promedio y las desviaciones estandar derivados a partir

de 3 a 5 experimentos independientes se resumen en la Tabla 22.
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Tabla 22

Citotoxicidad celular en lineas celulares humanas seleccionadas

Promedio de valores CC;, (UM) *+ Desviacién
Compuesto
Estandar
HeLa *¢ HuH7 *- ¢ HepG2 © °
| 27.88 + 1.14 23.49 + 1.61 25.69 + 3.26
Hi 29.86 + 2.09 31.46 + 3.37 23.50 + 1.51
EFV 48.57 + 2.50 75.72 + 12.43 80.56 + 12.12

CCso = Concentracion efectiva que reduce la viabilidad celular por el
50 por ciento.

Los numeros representan los valores promedio +/- desviacién
estandar derivados a partir de 3 a 5 experimentos independientes
como se indica: ® = 3-4; ® = 4-5; © 3-5.

¢ Se aplicaron células HeLa a 1 x 10° células/pozo y se incubaron en
la presencia del farmaco durante 9 dias. El farmaco y el medio se
remplazaron cada 3 dias.

¢ Se aplicaron células HuH7 y HepG2 a 1 x 10® y 7 x 10°% células/
pozo, respectivamente, y se incubaron durante 12 dias en la presen-
cia del farmaco. El farmaco y el medio se remplazaron cada 3 dias.
[00451] Las tendencias observadas en esta prueba de
citotoxicidad a mas largo plazo son un espejo de las que se ven en
los estudios anteriores. En general, el compuesto | y el compuesto 11!

dieron valores CCs, similares en las 3 lineas celulares, en el
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intervalo de 23 a 32 uyM. El EFV fue nuevamente el menos citotéxico
de los comp.uestos (intervalo de CCs, de 48 a 81 uM).

Ejemplo 16

Datos Comparativos In vitro

[00452] Los compuestos I y i, los enantibmeros
correspondientes (es decir, los compuestos Il y IV), y los racematos
correspondientes, se evaluaron en los ensayos basados en células

de VIH BH10 convencionales descritos anteriormente. El panel de

prueba estandar incluyé virus de tipo silvestre, asi como los

derivados mutantes dirigidos al sitio Y181C, K103N, y K103N/Y181C.
[00453] La siguiente tabla proporciona datos para el compuesto
I, el compuesto Il, y sus racematos correspondientes. Contra el virus
BH10 de tipo silvestre y los virus mutantes Y181C, K103N, vy
K103N/Y181C, el racemato tuvo ECsys de 2.4 a 6.2 nM. Contra el
virus BH10 de tipo silvestre y los virus mutantes Y181C, K103N, y
K103N/Y181C, el compuesto | tuvo ECs5ys de 0.6 a 3.5 nM. Contra el
virus BH10 de tipo silvestre y los virus mutantes Y181C y K103N, el
compuesto Il tuvo ECs¢s de 129 a 920 nM.

Actividad contra el virus de VIH-1 BH10 en el ensayo celular

Y181C/
BH10 K103N Y181C
K103N

Comp. n n n n

| 0.001+ | 8| 0.0006+ |3]| 0.0026+ |3 | 0.0035% |3

z0g
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Y181C/
BH10 K103N Y181C
K103N
Comp. n n n n
0.0005 0.0002 0.0011 0.0014
0.0007 % 0.0009 % 0.0024
| 1 1 1(0.003+£0 |1
0 0 0
0.1917 0.9201 £ 0.3637
1 1 1 1
0 0 0
0.0025 % 0.0024 0.0032 £ 0.0062 %
rac 3 3 3 3
0.0004 0.0007 0.0006 0.0036

ECso = Concentracion efectiva que reduce la producciéon del virus por
el 50 por ciento en cultivo celular.

® N = El ndmero de experimentos de réplica realizados.

® Virus BH10 mutantes de tipo silvestre y dirigidos al sitio adaptados
en el laboratorio.

[00454] La siguiente tabla proporciona datos para el compuesto
I11, el compuesto IV, y sus racematos correspondientes. Contra el
virus BH10 de tipo silvestre y los virus mutantes Y181C, K103N, vy
K103N/Y181C, el racemato tuvo ECsys de 1.6 a 24.4 nM. Contra el
virus BH10 de tipo silvestre y los virus mutantes Y181C, K103N, y

K103N/Y181C, el compuesto Il tuvo ECs¢s de 0.6 a 23.1 nM. Contra
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K103N/Y181C, el compuesto |V tuvo ECsys de 89.2 a 824 nM.

Actividad contra virus de VIH-1 BH10 en el ensayo celular

Y181C/
BH10 K103N Y181C
K103N
Comp. n
0.001 + 0.0013 0.0028 + 0.0114
Ml 10
0.0005 0.0005 0.0005 0.0023
0.0018 % 0.0016 0.0040 % 0.0231 +
1l 3
0.0003 0.0005 0.0005 0.0121
0.0006 + 0.0006 = 0.0029 + 0.0045
Il 1
0 0 0 0
0.1902 + 0.3776 + 0.8241 +
v 2
0.0038 0.2047 0.3636
0.0892 0.1053 + 0.2286 + 0.5167 *
v 2
0.1068 0.0579 0.0605 0
0.0976 + 0.3123
vV 1 0.331 £ 0
0 0 '
0.031 + 0.0031 £ 0.0049 0.0167 *
rac 2
0.0002 0.0005 0.0011 0.0088
0.0017 + 0.0017 = 0.0016 + 0.0042
rac 1
0 0 0 0
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Y181C/
BH10 K103N Y181C
K103N
Comp. n n n n
0.0025 0.0025 % 0.005 £ 0.0244 *
rac 3 3 3 3
0.0007 0.0013 0.0037 0.0188

ECso = Concentracion efectiva que reduce la produccién de virus por
el 50 por ciento en cultivo celular.

2 N = El niumero de experimentos de réplica realizados.

® Virus BH10 mutantes de tipo silvestre y dirigidos al sitio adaptados
en el laboratorio.

[00455] Como se muestra en las tablas anteriores, en estos
ensayos, la mayor parte de, si no es que toda, la actividad de la
mezcla racémica esta en los enantidmeros-S de los compuestos | y
[.

Ensayo de Proteccion Celular

[00456] Los compuestos | y i, los enantidémeros
correspondientes (es decir, los compuestos Il y IV), y los racematos
correspondientes, se evaluaron en un ensayo de proteccién celular.
El panel de prueba estandar incluyé al virus de tipo silvestre, asi
como los derivados mutantes dirigidos al sitio Y181C, K103N, vy
K103N/Y181C.

[00457] Los compuestos de prueba se disolvieron en sulféoxido

de dimetilo a 15 mM, y entonces se diluyeron en el medio de cultivo

W
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RPMI 1640 + 2 gramos/litro de NaHCO; + solucién de canamicina al
1 por ciento 100x (10,000 microgramos/mililitro) + suero fetal de
becerro al 10 por ciento +/- sulféxido de dimetilo al 1-2 por ciento.
[00458] Las células MT-4 (Fuente: NIH Catalogo # 120) se
sembraron en placas de cultivo celular de 96 pozos (1 x 10* células
por pozo en 50 microlitros).

[00459] Se agregaron diluciones dobles en serie de los
compuestos de prueba en 50 microlitros (0.29 uyM a 75uM) a las
ceélulas en un medio de crecimiento completo (RPMI, suero bovino
fetal al 10 por ciento, Penicilina-estreptomicina), y las células se
infectaron con una alicuota de 20 microlitros de una suspensién de
VIH (cepa de VIH-1 BH10 y virus de tipo silvestre y resistentes
Y181C, K103N y Y181C/K103N) a una dilucion que da un efecto
citopatico del 90 por ciento. La concentracién final de sulféxido de
dimetilo en el ensayo fue del 0.5 por ciento en 120 microlitros.
Entonces los cultivos celulares se incubaron a 37°C/CO, al 5 por
ciento durante 4 dias. Luego se utilizé el Ensayo de Proliferaciéon
Celular de Una Solucion Acuosa Cell Titer 96 (Promega) para medir
la viabilidad celular. Dicho de una manera breve, el Reactivo de Una
Soluciéon se agreg6 directamente a los pozos de cultivo (20
microlitros/pozo), se incubaron durante 5 horas, y se registré la
absorbencia a 492 nandémetros utilizando el Espectrofotémetro
Sunrise Tecan.

[00460] Los valores ECsy se determinaron a partir de los datos

del porcentaje de inhibicion contra la concentracion utilizando un

373
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analisis de regresion no lineal sigmoidal basado en cuatro
parametros con el software Tecan Magellan.

[00461] La siguiente tabla proporciona datos para el compuesto
I, el compuesto Il, y sus racematos correspondientes. Contra el virus
BH10 de tipo silvestre y los virus mutantes Y181C, K103N, vy
K103N/Y181C, el racemato tuvo ECsps de 1.5 a 7.0 nM. Contra el
virus BH10 de tipo silvestre y los virus mutantes Y181C, K103N, y
K103N/Y181C, el compuesto | tuvo ECsgs de 0.26 a 3.5 nM. Contra el
virus BH10 de tipo silvestre y los virus mutantes Y181C y K103N, el
compuesto Il tuvo ECsgs desde 62 hasta mas de 1,000 nM.

Actividad contra virus de VIH-1 BH10

en el ensayo de proteccién celular

Y181C/
BH10 K103N Y181C
K103N
Comp.
0.00028 £ | 0.00026 £ | 0.0018 0.0035 #*
l _
0.000072 | 0.000057 0.00029 0.0015
0.062 + 0.277 * 0.424 +
I > 1
0.019 0.099 0.21
0.0015 = 0.0045 + 0.007
rac 0.001 0 :
0.0007 0.0007 0.0028

ECso = Concentracion del compuesto que logré la reduccion del 50

por ciento del efecto citopatico del virus.
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[00462] La siguiente tabla proporciona datos para el compuesto
Il 'y su racemato correspondiente. Contra el virus BH10 de tipo
silvestre y los virus mutantes Y181C, K103N, y K103N/Y181C, el
racemato tuvo ECsps de 0.2 a 9.0 nM. Contra el virus BH10 de tipo
silvestre y los virus mutantes Y181C, K103N, y K103N/Y181C, el
compuesto |l tuvo ECsgs de 0.14 a 6.6 nM.

Actividad contra el virus de VIH-1 BH10 en el ensayo de

proteccioén celular

, Y181C/
BH10 K103N Y181C
K103N
Comp.

0.00015 £ [ 0.00014 £ | 0.0015 * | 0.0066 *

Il :
0.00011 0.000052 0.0006 0.00097
v 0.0002 0.0023 % 0.009 £

0.0003+0

rac 0.0001 0.0005 0.0048

ECso = Concentracion del compuesto que logra la reduccién del 50

por ciento del efecto citopatico del virus.

Enlace, Inhibicion, e Induccion del Citocromo P450
[00463] Los compuestos [ 'y i, los enantibmeros
correspondientes (es decir, los compuestos Il y IV), y los racematos

correspondientes se evaluaron en los ensayos para el enlace del

\J\.}
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citocromo P450.
[00464] Se condujeron estudios de inhibicion para evaluar el
potencial de los compuestos | y Il para inhibir la actividad catalitica
de las isoenzimas CYP450 de las proteinas microsomales de higado
humano. Se determiné el indice de formacién de metabolitos de los
sustratos de sonda especificos de CYP450 mediante microsomas de
higado humano en la presencia y en ausencia del compuesto | o Ill.
También se evalué la inhibicion directa asi como la inhibicién
dependiente del tiempo, también referida como inhibicién basada en
el mecanismo o MBI. Los estudios iniciales determinaron los valores
ICso con la subsiguiente determinaciéon de k; 0 Kinact Y ki para la MBI,
cuando se observo una inhibicién notoria (ICs9 < 10 yM). En adicioén,
también se evaluéd el tipo de inhibicidn.

[00465] Los compuestos se ensayaron utilizando proteinas
microsomales humanas recombinantes con sustratos fluorométricos.
La senal se midi6 con un lector de placas Fusion utilizando la

longitud de onda de excitacién y emisién apropiada establecida para

detectar el metabolito especifico:

Excitacién Emision
Enzima Sustrato (amplitud de (amplitud de
banda) banda)
CYP1A2 CEC 400 nm (20 nm) | 535 nm (25 nm)

37&
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CYP2B6 EFC 400 nm (20 nm) | 535 nm (25 nm)

CYP2D6 AMMC 400 nm (20 nm) | 460 nm (35 nm)

CYP3A4 BFC 400 nm (20 nm) | 535 nm (25 nm)
[00466] Se llevé a cabo la inhibicion de CYP2C9 mediante la

incubacion de un sustrato de CYP450 luminogénico de Luciferina-H

con CYP2C9 y un sistema regeneracion de NADPH. La luminiscencia

se midi6 utilizando un lector de placas Fusion.

Inhibiciéon de isozima de citocromo P450 recombinante in vitro

Concen-
IC50 ICso
tracion ICs, ICso ICs0 |C50
Isozima (M) (M)
mas alta (nM) (uM) (uM) | (pM)
CYP450 rac rac (lll+
probada | I i v
(1+11) ' V)
(uM)
176 =
CYP1A2 20 NA 17.5 % NA NA NA
2.06
22 .9 por
CYP2B6 20 NA 216 % NA NA NA
ciento
840+ 6.85 &
CYP2C9 10 NA NA 5.99 3.38
0.67 0.48
16 - 23 291
CYP2D6 10 NA 11.2% NA 156.2 %
% %
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146+ | 2.86 +
CYP3A4 10 1.608 3.21 2.269 2.962
0.39 0.78

Estudios de inhibicién 1Cso = concentraciéon inhibidora del 50 por
ciento (uM) o un porcentaje de inhibicion a la concentraciéh mas
alta probada.

Los valores representan el promedio + SD de tres experimentos
independientes.

NA no disponible.

[00467] Se condujeron estudios cinéticos enzimaticos de la
inhibicién de la isozima del citocromo P450 utilizando microsomas de
higado humano. Se determino el indice de formacién de metabolitos
de los sustratos de sonda especificos de CYP450 mediante los
microsomas de higado humano reservados, en la presencia y en
ausencia de los inhibidores estandares o del compuesto | o Ill (O,
0.01, 0.1, 1, 10 y 50 uM). También se investigé la inhibicién
dependiente del tiempo mediante la evaluacion del efecto del
compuesto | o Il antes de la incubacién (30 minutos) sobre la
inhibiciébn de las enzimas CYP450 (en las concentraciones
mencionadas anteriormente) con los microsomas. Los valores ICsg
para la inhibicion tanto directa como dependiente del tiempo se
determinaron cuando la inhibicién alcanzé niveles de mas del 50 por
ciento. Adicionalmente, se examind la inhibicion directa de CYP2C8 y
CYP2C9 mediante el compuesto | o Ill (en concentraciones de 0, 1,

3, 6,9, y 12 uyM) mediante la determinacion del valor K; y el tipo de
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inhibicion.

[00468] En adicién a los valores K; para la inhibicién directa de
CYP2C8 y CYP2C9, se determinaron los valores K.t ¥ K, para la
inhibicion dependiente del tiempo de CYP3A4 (testosterona vy
midazolam) mediante el compuesto | o el compuesto Ill. EI
compuesto | y el compuesto Ill a 0, 0.0125, 0.125, 1.25, 12.5 y 62.5
MM  para CYP3A4 (midazolam vy testosterona) se incubaron
previamente con microsomas de higado humano y NADPH durante 0,
1, 5, 10, 20, y 30 minutos a 37°C. Las incubaciones de control
incluyeron el articulo de prueba a una sola concentracion,
previamente incubado sin NADPH, y un inhibidor de control positivo.
La formacion de los metabolitos se monitore6 mediante los métodos
de LC-MS/MS validados, y se determind el porcentaje de actividad
restante en adicion a los valores Kkjhact ¥ K.

[00469] El compuesto | exhibié una inhibicién limitada (ICso > 20
uM) de CYP1A2, CYP2B6, CYP2D6, y CYP2C19 (ICs0 = 10.2 uM), vy
una inhibicion notoria (ICso < 10uM) de CYP2C8, CYP2C9 y CYP3A4.
El compuesto | exhibié una inhibicién competitiva de CYP2C8 vy
CYP2C9 con valores k; de 1.1 y 1.4 yM, respectivamente. Debido a
que el CYP3A4 tiene multiples sitios de enlace, la inhibicién
tipicamente se evallta con dos sustratos de sonda estructuralmente
no relacionados, testosterona y midazolam. El compuesto | exhibid
una inhibicion basada en el mecanismo notoria de CYP3A4-
testosterona y CYP3A4-midazolam con valores k; de 0.14 y 0.18 uM,

respectivamente.
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Inhibiciéon de la isozima del citocromo P450 microsomal humano

in vitro con el Compuesto |

Ki Kinact
Isozima CYP450 Tipo de inhibicién
(UM) | (min*")°
CYP1A2 (Fenacetina)®? ND®
CYP2B6 (Bupropion) ND
CYP2C8 (Paclitaxel) 1.1 | Competitiva
CYP2C9 (Diclofenaco) 1.4 Competitiva

CYP2C19 (S-Mefenitoina) | ND

CYP2D6
ND
(Dextrometorfano)
Inhibicion basada en el
CYP3A4 (Midazolam) 0.36 0.072

mecanismo

Inhibicién basada en el
CYP3A4 (Testosterona) 0.14 0.033
mecanismo

a= Sustrato de sonda especifico de CYP450

b= No determinada. Los valores k; se determinan para los valores
ICs0 < 10 M.

c= Constante de indice maximo para la inactivaciéon. Relevante soélo

para la inhibicién dependiente del tiempo.

[00470] El compuesto Il exhibié una inhibicion limitada (ICsq >

20 pM) de CYP1A2, CYP2B6, CYP2D6, una inhibicion marginal de

32

o



10

15

20

25

311

CYP2C19 (ICso = 10.2 pM), y una inhibicion notoria (ICso < 10uM) de
CYP2C8, CYP2C9 y CYP3A4. El compuesto Il exhibié una inhibicion
competitiva de CYP2C8 y CYP2C9 con valores k; de 0.66 y 0.93 uM,
respectivamente. Debido a que CYP3A4 tiene multiples sitios de
enlace, la inhibicion tipicamente se evalia con dos sustratos de
sonda estructuralmente no relacionados, testosterona y midazolam.
El compuesto |ll exhibié una inhibicion basada en el mecanismo
notoria de CYP3A4-testosterona y CYP3A4-midazolam con valores k;
de 0.21 y 0.06 uM, respectivamente.

Inhibicién de isozima de citocromo P450 microsomal humano in

vitro con el Compuesto Il

Kinact TIpO de

Isozima CYP450 K; (uM)

(min™')°® inhibicion
CYP1A2 (Fenacetina)? ND®
CYP2B6 (Bupropion) ND
CYP2C8 (Paclitaxel) 0.66 . Competitiva
CYP2C9 (Diclofenaco) 0.93 Competitiva
CYP2C19 (S-Mefenitoina) ND

CYP2D6 (Dextrometorfano) ND

Inhibicion basada
CYP3A4 (Midazolam) 0.06 0.06

en el mecanismo

CYP3A4 (Testosterona) 0.21 0.05 Inhibicion basada

=227
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en el mecanismo

a= Sustrato de sonda especifico de CYP450

b= No determinada. Los valores ICs, fueron valores =10 uM. k;
determinados sélo para los valores ICso < 10 uM

c= Constante de indice maximo para la inactivacién. Relevante sélo

para la inhibicién dependiente del tiempo.

[00471] Se rastred el potencial para la inducciéon in vitro de
CYP3A4 en células DPX2. La linea celular DPX2 es un derivado de
una linea celular de carcinoma hepatocelular humano (HepG2)
transformada con el receptor x de pregnano humano (PXR) y un
vector de gen reportero que contiene la regién potenciadora de
CYP3A4. Se rastred6 el potencial para la induccién in vitro de
CYP1A2 en células CYP1A2-DRE. La linea celular CYP1A2-DRE es
una linea de células HepG2 establemente transformadas con
elementos que responden a la dioxina (DRE) y un gen reportero que
contienen elementos promotores de CYP1A2. Se determiné el grado
de induccién de CYP3A4 mediante la comparacién de la activacion
del PXR obtenida con el articulo de prueba, con aquélla obtenida con
rifampicina (un potente inductor), mifepristona (un inductor
moderado), y androstanol (un inductor débil). El grado de induccién
de CYP1A2 se determin6 mediante la comparacién de la activacion
del receptor de aril-hidrocarburo (AhR) obtenida con el articulo de
prueba, con aquélila obtenida con TCDD (un potente inductor),

omeprazol (un inductor moderado), y 2-acetil-amino-fluoreno (un
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inductor débil).

Induccién
Compuesto | DPX2 (CYP3A4) | CYP1A2-DRE (CYP1A2)
rac (1 + 11) NA NA
i Moderado (n=2) No inducido (n=1)
I NA NA
rac (Il + 1IV) | Moderado (n=1) NA
1 Moderado (n=2) No inducido (n=1)
v Moderado (n=1) NA

NA = No disponible.

[00472] Como se muestra en la tabla anterior, los compuestos | y

Il son inductores moderados de CYP3A4 y CYP1A2.

Enlace de Proteina de Plasma In vitro

[00473] Se determin6 el enlace de proteina de plasma in vitro
del compuesto | y el compuesto Ill en plasma de rata, perro, mono, y
humano, mediante dialisis en equilibrio. EI enlace de proteina se
evalué mediante dialisis en equilibrio utilizando plasma de rata,
perro, mono, y humano. Las muestras se ensayaron mediante HPLC

con detecciéon de LC-MS/MS. El enlace de proteina de plasma fue
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alto (> 99 por ciento) para todas las especies y para ambos

compuestos.

Enlace de proteina del Compuesto | y del Compuesto Ill

Porcentaje de Enlace de Proteina de
Plasma
Especie
Compuesto | Compuesto Il
Ratas 99.1 99.4
Perros 99.0 99.4
Monos 99.9 99.9
Humanos 99.9
Eiemplo 17

Inhibiciéon del Citocromo P450 In vitro

Efectos del compuesto | y del compuesto lll en combinacién con
otros agentes

[00474] Se llevaron a cabo estudios de interaccion de farmaco-
farmaco in vitro que involucraron al compuesto | y al compuesto Ill, y
a los compuestos de las clases de NRTI y Pl activos contra el VIH.
[00475] Se probo por triplicado el efecto in vitro de cada farmaco
anti-retroviral sobre la actividad antiviral de cualquier articulo de
prueba, sobre la infecciéon por el virus de VIH-1 de tipo silvestre de
las ceélulas-T humanas MT-4, utilizando un ensayo de susceptibilidad

a farmacos convencional (DSA), realizado en suero humano al 45 por
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ciento (HS), para proporcionar una mejor estimacién de las
interacciones que se podrian presentar bajo las condiciones de
enlace de proteina que se encuentran in vivo. El compuesto | o el
compuesto Ill se titularon solos o en combinacién con cada NRTI o
Pl.

[00476] Se probd el impacto de cada NRT! o Pl sobre la eficacia
del compuesto | o del compuesto lil, en dos concentraciones
diferentes del farmaco, una concentracion "baja" (1x) y una
concentracién "alta" (5x); la concentraciéon alta utilizada para cada
compuesto se determind a partir de experimentos piloto conducidos
para asegurar que todavia se pudieran obtener valores de inhibicion
mensurables en |la presencia de suero humano al 45 por ciento.
[00477] Estos estudios de interaccion de farmaco-farmaco in
vitro se implantaron primordialmente para determinar el potencial de
interacciones negativas entre las diferentes clases de farmacos de
VIH, en lugar de ser para examinar el potencial de sinergismo entre
los diferentes agentes.

[00478] En resumen, ninguno de los siete farmacos NRTI de VIH
o de los seis farmacos de Pl de VIH probados exhibié una interaccion
negativa o antagonista mensurable con el compuesto | o con el
compuesto |l contra el VIH en estos experimentos in vitro.

Ejemplo 18

Metabolismo

[00479] Se evalubé el metabolismo de los compuestos | y lil en

células de rata, perro, mono, y humanas, y se evalué la inhibicién del
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citocromo P450 en microsomas de higado humano.

Métodos
[00480] Los hepatocitos frescos se aplicaron en placas
recubiertas con colageno, y se expusieron a los compuestos de
prueba a 1 yM durante hasta 2 horas. El medio de cultivo de tejido
se ensay6 para determinar el agotamiento del compuesto, mediante
deteccion de LC/MS. Los valores de la Tabla 23 representan
experimentos independientes de 5 a 7 donadores.
[00481] La inhibicién de la actividad de CYP450 se determind
mediante el monitoreo de los cambios en el metabolismo de los
sustratos especificos de CYP450 mediante los microsomas de higado
humano, con diferentes concentraciones del compuesto | o Ill. El
sustrato de sonda para 2C8 fue paclitaxel; el sustrato de sonda para
2C9 fue diclofenaco; y los sustratos de sonda para 3A4 fueron
midazolam y testosterona. Se utilizaron dos sustratos para evaluar
las interacciones de 3A4 debido a los multiples sitios de enlace
sobre la enzima.

Resultados

Tabla 23

Agotamiento del Compuesto en los Hepatocitos

t1/2 (min)

Especie Compuesto | Compuesto HI

Rata 33 + 26 17 £ 15

W
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Perro 28 + 14 21 10
Mono 63 £ 40 52 = 24
Humano 215 + 48 125 £ 55
[00482] Como se muestra en la tabla anterior, tanto el
Compuesto | como el Compuesto Il exhibieron un metabolismo in
vitro limitado en los hepatocitos humanos.
Inhibicién de Isozima CYP450
Ki (mM)
Compuesto | Compuesto Il
2C8 1.10 0.66
2C9 1.45 0.93
3A4 0.36 0.06
[00483] Como se muestra en la tabla anterior, tanto el
compuesto | como el compuesto Il mostraron una inhibicion

competitiva de CYP2C8 y CYP2C9. Ademas, tanto el compuesto |

como el compuesto Il mostraron una inhibicibn basada en el

mecanismo de CYP3A4. La inhibicion basada en el mecanismo se
caracteriza por una pérdida de actividad enzimatica dependiente del
tiempo, asociada con un enlace covalente entre la enzima y un
inhibicibn basada en el

intermediario metabdlico reactivo. La
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mecanismo también estd asociada con la inducciéon de CYP450,
debido a que se requiere una nueva enzima para restablecer la
actividad enziméatica. No se observd inhibicion de CYP 2D6, 1A2,
2B6 y 2C19.

Metabolismo de los Compuestos | y lll contra los Racematos
Correspondientes

[00484] Se evalu6 el metabolismo in vitro utilizando microsomas
de higado para todas las especies. Los compuestos se incubaron a 1
pM con microsomas de higado durante hasta una hora. Las vidas
medias reportadas mayores que el tiempo de incubacién total son
valores extrapolados. Los extractos se ensayaron para determinar la
desaparicion del compuesto progenitor mediante la deteccién con
LC-MS/MS.

[00485] Los datos representan un experimento independiente
conducido.

Vida media in vitro de los Compuestos | y lll y los Racematos en

Microsomas de Higado

Especie ‘ [ rac (I + II) 11 rac (lI1 + IV)

Vida media (min)

Rata 100 146 88.8 105
Perro 19.3 287 13.2 257
Mono 15.4 18.4 12.6 16.3
Humano 120.6 115 154 91.2

W
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[00486] Como se muestra en la tabla anterior, los compuestos
enantiomeéricos puros | y |ll tuvieron vidas medias significativamente
mas cortas en los microsomas de higado, comparandose con sus

enantiomeros correspondientes.

Ejemplo 19

Farmacocinética In vivo

[00487] La farmacocinética de los compuestos | y Il se evalué
en ratas (Compuesto Il solamente), perros y monos.

Métodos

[00488] Todos los animales recibieron una sola dosis oral o
intravenosa del compuesto, ya sea en polietilenglicol 400 (PEG400) o
bien en una mezcla de etanol al 10 por ciento (EtOH), dimetil-
acetamina al 10 por ciento (DMA), y PEG400 al 80 por ciento, en el
nivel de dosis indicado. Los datos de concentracién en plasma se
adquirieron utilizando métodos de LC-MS/MS sensibles | y
especificos. Los datos farmacocinéticos a partir del estudio de
toxicidad incluyeron aspectos de diferencias de género, variabilidad,
y exposicion.

[00489] Se recolectaron muestras de sangre (de 1.5 a 2.5
mililitros) en tubos heparinizados a los 0 (antes de la dosis), 5 (IV
solamente), 10, 20, 30 minutos, 1, 2, 4, 6, 8, 12 (PO solamente), y 24
horas después de la dosificacion. El plasma se separ6é y se almacend
a -70°C hasta su analisis.

[00490] Las concentraciones del compuesto | y el compuesto Il

)
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no marcados dentro de las muestras de plasma y excreta de rata,
perro, y mono de los estudios farmacocinéticos se identificaron a
través de métodos cromatograficos de liquidos de alto rendimiento
(HPLC) que incorporaron deteccién espectrométrica de masas en fila
(LC-MS/MS).

[00491] La biodisponibilidad oral absoluta se determiné en la
farmacocinética rﬁediante una comparacién de Ios valores AUC del
compuesto progenitor en seguida de dosis intravenosas y orales
individuales en ratas (compuesto lil solamente), perros, y monos.
[00492] La biodisponibilidad oral de ambos compuestos (5
miligramos/kilogramo) a partir de los estudios farmacocinéticos de
exploraciéon fue del 38 por ciento en ratas (el compuesto Il
solamente), del 4 al 9 por ciento en perros, y del 42 al 58 por ciento
en monos. Aunque la biodisponibilidad del compuesto {ll en ratas fue
mas alta que en perros, y comparable con la de los monos, las ratas
tuvieron una exposicion a AUC en plasma mucho mas baja
comparandose con perros y monos.

[00493] También se estimd la biodisponibilidad absoluta para
ambos compuestos a partir de los estudios de mono en 5 miligramos/
kilogramo. La biodisponibilidad absoluta del compuesto |l fue del 42
por ciento en machos y del 76 por ciento en hembras, sugiriendo una
diferencia de género potencial en la exposicion sistémica. La
biodisponibilidad del compuesto |, calculada utilizando los valores
medios de AUC, fue del 54 por ciento en machos y del 61 por ciento

en hembras. Sin embargo, el valor para los machos puede haberse
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subestimado, debido a que la absorcién en un animal fue lenta, y las
concentraciones en plasma parecieron estar todavia aumentando a
las 8 horas después de la dosis. Basandose en los valores AUC,
excluyendo a este animal para el que no se pudo calcular la AUC, la
biodisponibilidad en machos fue del 75 por ciento.

[00494] En seguida de una dosis oral de 5 miligramos/kilogramo,
las concentraciones en plasma a las 24 horas después de la dosis
fueron de 12 nanogramos/mililitro para el compuesto Ill, y de 17.9
nanogramos/mililitro para el compuesto |. Una dosis oral de 5
miligramos/kilogramo en el mono es equivalente (basandose en el
area superficial corporal) a una dosis humana de aproximadamente
100 miligramos (véase Guidance for Industry: Estimating the
Maximum Safe Starting Dose in Initial Clinical Trials for Therapeutics
in Adult Healthy Volunteers, U.S. Department of Health and Human
Services, Food and Drug Administracion, Center for Drug Evaluation
and Research, Julio 2005). Este nivel del compuesto a las 24 horas
después de la dosis apoya la dosificacion una vez al dia.

Biodisponibilidad Oral de los Compuestos | y Il

No.
Dosis Via de Tmax BA
animales/
Especie | (mg/kg)®? | administracién (hr) (%)
género
Compuesto |

Perro 5 Alimentado p.o. . 2M, 1F 0.3° 9
Mono 5 Alimentado p.o. 3M 2.7° 58
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Mono 5 Alimentado p.o. 3M 4.0° 54
Mono 5 Alimentado p.o. 3F 4.0° 61
Compuesto lll
Rata 10 En ayunas p.o. 3M 0.4° | 38
Perro 5 Alimentado p.o. 1M, 1F 1.5° 4
Perro 20 Alimentado p.o. 1M, 1F 2.2° 23
Mono 5 Alimentado p.o. 2M 3.0° | 42
Mono 5 Alimentado p.o. 3M 2.0° 42
Mono 5 Alimentado p.o. 3F 2.0° 76
Mono 20 Alimentado p.o. 2M 2.5° 61

BA = Biodisponibilidad oral absoluta.

a = Las ratas, perros y monos recibieron una sola dosis oral de ya
sea el Compuesto | o bien del Compuesto Ill. Adicionalmente, las
ratas recibieron una dosis de 2 miligramos/kilogramo
intravenosamente, y los perros y monos recibieron una dosis de 1
miligramo/kilogramo intravenosamente.

Ejiemplo 20

Toxicologia

[00495] Se evaluaron las toxicidades potenciales de los
compuestos | y Il in vivo en ratas y monos.

Métodos

W
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[00496] Las ratas Sprague-Dawley y los monos cinomolgos se
dosificaron una vez al dia durante 14 dias, por medio de intubacién
oral, con el compuesto | o el compuesto lll o el vehiculo de dosis
(Capmul PG-8 al 68 por ciento, PEG 400 al 20 por ciento, Tween 20
al 2 por ciento, y Labrasol al 10 por ciento), de acuerdo con las
buenas practicas de laboratorios. Hubo 10 ratas machos y 10 ratas
hembras, y hubo 3 monos machos y 3 monos hembras. Las ratas y
los monos se dosificaron con 0, 50, 150 o 500 miligramos/
kilogramo/dia del compuesto | o con 0, 50, 150, 450 miligramos/
kilogramo/dia del compuesto IlI.

[00497] La toxicidad se evalué empleando observaciones
clinicas, los pesos corporales, el consumo de alimento, y la patologia
clinica (hematologia, coagulacion, y quimica de suero).

[00498] Se llevd a cabo una necropsia comprensiva y un examen
patolégico general en todos los animales, y los organos y tejidos
seleccionados se recolectaron para la evaluacion histologica.

[00499] Se condujeron determinaciones de hematdcrito,
concentracion de hemoglobina, conteo de eritrocitos, conteo de
leucocitos totales, y conteo de plaquetas en todas las muestras. Se
llevaron a cabo evaluaciones diferenciales y morfolégicas de
leucocitos.

[00500] Las determinaciones de bioquimica clinica incluyeron las
actividades de alanina-aminotransferasa. (ALT) aspartato-
aminotransferasa (AST), gamma-glutamiltranspeptidasa (GGT), vy

fosfatasa alcalina (ALP), y las concentraciones de nitrogeno de urea
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en sangre (BUN), creatinina, proteina total, albamina, globulina,
glucosa, colesterol, triglicéridos, bilirrubina total, y niveles de
electrolitos (Na, K, P, CI, Ca).

[00501] Las muestras de orina (monos solamente) se evaluaron
microscOpicamente y microscopicamente, y se probaron para
determinar pH, bilirrubina, glucosa, proteina, cetonas, sangre,
urobilinégeno, nitritos, leucocitos, y gravedad especifica.

Resultados

[00502] No hubo efectos sobre el consumo de alimento o
diferencias en el peso corporal asociadas con la dosificacién del
compuesto | o del compuesto Ill. No se observaron hallazgos clinicos
relacionados con el tratamiento, y no se observaron cambios
toxicolégicamente sighificativos en los parametros hematolégicos o
de quimica de suero, o en los hallazgos del urianéalisis.

[00503] No se presentd ningun efecto toxicolégicamente
significativo sobre los pesos de los 6rganos (absolutos o relativos)
con la excepcion .de mayores pesos del higado en las ratas tratadas
con el compuesto Il (hembras solamente), y en los monos en las
dosis media vy alta. Sin embargo, estos higados fueron

microscOpicamente no notables.

[00504] En las ratas tratadas con el compuesto | y el compuesto -

11, se observéd hipertrofia’hiperplasia de células foliculares de
tiroides minima a leve en todos los grupos de dosis, excepto en las
hembras tratadas con una dosis baja del compuesto Ill. No se pudo

evaluar el impacto sobre la funciéon de la tiroides debido a que no se

W
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examinaron los niveles circulantes de hormona tiroides y de TSH.
[00505] No se observaron otras lesiones macroscépicas,
hallazgos microscépicos, o hallazgos de histopatologia en las ratas
ni en los monos.

[00506] Todas las publicaciones y solicitudes de patente citadas
en esta memoria descriptiva se incorporan a la presente como
referencia como si cada publicacién o solicitud de patente individual
fuera especifica e individualmente indicada como incorporada por
referencia. Esta invencion se ha descrito con referencia a ciertas
realizaciones. Aunque la invenciéon anterior se ha descrito con algin
detalle a manera de ilustracion y ejemplo para propdsitos de claridad
de entendimiento, sera facilmente evidente para los expertos
ordinarios en este campo, a la luz de las ensefianzas de esta
invencion, que se pueden hace3r ciertos cambios y modificaciones a
la misma sin apartarse del espiritu o alcance de las reivindicaciones
adjuntas. Las variaciones y modificaciones de la invencién seran
obvias para los expertos en la técnica a partir de la descripcién

detallada de la invenciéon anterior.



10

15

20

25

326

REIVINDICACIONES

1. Un compuesto puro de la férmula (A), o una sal, solvato,

hidrato, o éster farmacéuticamente aceptable del mismo:

Y X
4' A YA
i R P=0
R
N—z
RO N
R" R
(A)

en donde:

X es hidrbégeno; arilo o heterociclo; alquenilo de 2 a 6
atomos de carbono, alquinilo de 2 a 6 4tomos de carbono, o alquilo;

Y es hidrégeno, -R, -O-R, -NH-R, o -NRR;

Z es -OR, -NHR, -NRR, carboxamido, amido, carboxilo,
carbonilo, o un residuo de aminoacido;

R' es hidrogeno, acilo, -S(0),-R, carboxilo, carbonilo, o
un residuo de aminoacido;

cada R*, R*, R® y R” es independientemente hidréogeno,
alquenilo de 2 a 6 atomos de carbono, alquinilo de 2 a 6 atomos dre
carbono, arilo, heterociclo, halégeno, -CN, -CF;, -OR, -NHR, -NRR, o
-NOg;

nesO0,1,062;y

cada R es independientemente hidrégeno, alquilo,
alquenilo de 2 a 6 atomos de carbono, alquinilo de 2 a 6 atomos de

carbono, arilo, o heterociclo.
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El compuesto de la reivindicacion 1, en donde X es arilo

o heterociclo; alquenilo de 2 a 6 atomos de carbono, alquinilo de 2 a

6 atomos de carbono, o alquilo; y

halégeno;

4.

Y es -R, -O-R, -NH-R, o -NRR.
El compuesto de la reivindicacion 1, en donde:

cada R* y R% es independientemente hidrégeno o

R® y R” son hidrégeno;

R' es hidrégeno o -S(0).-R;

Y es hidrégeno, -R, 6 -O-R;

Z es carboxamido, amido, carboxilo, o carbonilo;
nes162;y

cada R es independientemente hidrégeno o alquilo.

El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones de 1

a 3 de acuerdo con la formula (C):

RS
R%
R¥ K
RY
N—z
R® N
R R
©

en donde cada R?¥, R¥ RY R¥ y R®¥ es

independientemente hidrégeno, haldégeno, alquilo sustituido o

insustituido, o alquenilo de 2 a 6 atomos de carbono sustituido o

W
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insustituido.

5. El compuesto de la reivindicacién 4 en donde cada R* y
R% es independientemente alquilo o alquenilo de 2 a 6 atomos de
carbono, el cual puede estar opcionalmente sustituido con CN o
halégeno; y R?, R* y R® son hidrégeno.

6. El compuesto de la reivindicacién 5 en donde R' es
hidrégeno;

Y es -O-R; y
Z es amido, carboxilo, o carbonilo.

7. El compuesto de la reivindicacién 1, que es metil-éster
del acido (2-carbamoil-5-cloro-1H-indol-3-il)-[3-((E)-2-ciano-vinil)-5-
metil-fenil]-(S)-fosfinico.

8. El compuesto de la reivindicaciéon 1, que es metil-éstef
del acido (2-carbamoil-5-cloro-4-fluoro-1H-indol-3-il)-[3-((E)-2-ciano-
vinil)-5-metil-fenil]-(S)-fosfinico.

9. El compuesto puro de acuerdo con la férmula (B), o una

sal, solvato, hidrato, o éster farmacéuticamente aceptable del mismo:

4 Y’ 'X
R*  p=0
RY
N—z
R® N
R R
(B)

en donde:
X es hidrégeno; arilo o heterociclico; alquenilo de 2 a 6

atomos de carbono, alquinilo de 2 a 6 atomos de carbono, o alquilo;

(A

vy
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Y es hidrégeno, -R, -O-R, -NH-R, o -NRR;

Z es -OR, -NHR, -NRR, carboxamido, amido, carboxilo,
carbonilo, o un residuo de aminoacido;

R' es hidrégeno, acilo, -S(0),-R, carboxilo, carbonilo, o
un residuo de aminoéacido;

cada R*, R, R® y R” es independientemente hidrogeno,
alquenilo de 2 a 6 atomos de carbono, alquinilo de 2 a 6 atomos de
carbono, arilo, heterociclo, halégeno, -CN, -CF3, -OR, -NHR, -NRR, o
-NOy;

nes1062;y

cada R es independientemente hidrégeno, alquilo,
alquenilo de 2 a 6 atomos de carbono, alquinilo de 2 a 6 atomos de
carbono, arilo, o heterociclo.

10. EIl compuesto de la reivindicacién 9, en donde X es arilo

0 heterociclo; alquenilo de 2 a 6 atomos de carbono, alquinilo de 2 a
6 atomos de carbono, o alquilo; y

Y es -R, -0O-R, -NH-R, o -NRR.

11. El compuesto de la reivindicaciéon 9 en donde cada R* y

R® es independientemente hidrégeno o halégeno;

R® y R” son hidrogeno;

R' es hidrégeno o -S(0),-R;

Y es hidrégeno, -R, 6 -O-R;

Z es carboxamido, amido, carboxilo, o carbonilo;

nes162;y

cada R es independientemente hidrégeno o alquilo.
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12. ElI compuesto de cualquiera de las reivindicaciones

reivindicaciones 9 a 11 de acuerdo con la férmula (D):

R\ R¥

R® R¥
Y,
4 “. .
R" B=o0 R?
RY
N—z
R® N
R7 R
(D)

en donde <cada R?*, R¥ RY R¥ y R% es
independientemente hidrégeno, halégeno, alquilo sustituido o
insustituido, o alquenilo de 2 a 6 atomos de carbono sustituido o
insustituido.

13. El compuesto de la reivindicaciéon 12 en donde cada R* y
R® es independientemente alquilo o alquenilo de 2 a 6 atomos de
carbono, el cual puede estar opcionalmente sustituido con CN o
halégeno; y R?’, R* y R® son hidrégeno.

14. El compuesto de la reivindicacion 13 en donde R' es
hidréogeno;

Y es -O-R; y
Z es amido, carboxilo, o carbonilo.

15. EI compuesto de la reivindicacion 9, que es metil-éster
del acido (2-carbamoil-5-cloro-1H-indol-3-il)-[3-((E)-2-ciano-vinil)-5-
metil-fenil]-(R)-fosfinico.

16. El compuesto de la reivindicacion 9, que es metil-éster

del acido (2-carbamoil-5-cloro-4-fluoro-1H-indol-3-il)-[3-((E)-2-ciano-

Sbo
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vinil)-5-metil-fenil]-(R)-fosfinico.

17. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a
16, que es enantioméricamente puro.

18. EIl compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a
16, que esta sustancialmente libre de su enantiomero opuesto.

19. EIl compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a
16, que comprende cuando menos 80 por ciento, 90 por ciento, 95
por ciento, 6 99 por ciento en peso del enantiomero designado.

20. ElI compuesto cualquiera de las reivindicaciones
reivindicaciones 1 a 16 que es una sal farmacéuticamente aceptable,
en forma de éster o neutra.

21 Una composicion farmacéutica, la cual comprende el
compuesto cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20 y un vehiculo,
excipiente o diluyente farmacéutico.

22. La composicion farmacéutica de la reivindicacién 21 en
donde el compuesto es metil-éster del acido (2-carbamoil-5-cloro-1H-
indol-3-il)-[3-((E)-2-ciano-vinil)-5-metil-fenil]-(S)-fosfinico; o metil-
éster del acido (2-carbamoil-5-cloro-4-fluoro-1H-indol-3-il)-[3-((E)-2-
ciano-vinil)-5-metil-fenil]-(S)-fosfinico.

23. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 22, el
cual estd en una forma de dosificacion oral farmacéuticamente
aceptable el cual es opcionalmente una capsula o tableta.

24. La composicion farmacéutica de la reivindicacién 23 en
donde el compuesto es enantioméricamente puro.

25. Una composicion farmacéutica, la cual comprende un
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compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20 y un segundo
agente anti-VIH.

26. Una composicion farmacéutica, la cual comprende un
compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, que es
opcionalmente metil-éster del acido (2-carbamoil-5-cloro-1H-indol-3-
i)-[3-((E)-2-ciano-vinil)-5-metil-fenil]-(S)-fosfinico, o metil-éster del
acido (2-carbamoil-5-cloro-4-fluoro-1H-indol-3-il)-[3-((E)-2-ciano-
vinil)-5-metil-fenil]-(S)-fosfinico, en combinacién con un segundo
agente anti-VIH que es un inhibidor de proteasa opcionalmente
seleccionado a partir de amprenavir, tipranavir, indinavir, saquinavir,
lopinavir, ritronavir, fosamprenavir, darunavir, atazanavir, nelfinavir,
brecanivir o GS-8374; o un inhibidor de integrasa opcionalmente
seleccionado a partir de Elvitegravir, GSK-364735 o raltegravir.

27. Un método para el tratamiento de una infeccién por VIH,
el cual comprende administrar a un sujeto que lo necesite, una
cantidad efectiva de wun compuesto de cualquiera de las
reivindicacionés 1 a 20.

28. El método de la reivindicacién 27, en donde el compuesto
es metil-éster del acido (2-carbamoil-5-cloro-1H-indol-3-il)-[3-((E)-2-
ciano-vinil)-5-metil-fenil]-(S)-fosfinico; o metil-éster del acido (2-
carbamoil-5-cloro-4-fluoro-1H-indol-3-il)-[3-((E)-2-ciano-vinil)-5-metil-
fenil]-(S)-fosfinico.

29. EIl método de la reivindicacion 27, en donde el compuesto
esta en la forma de una dosificacién oral farmacéuticamente

aceptable, el cual es opcionalmente una capsula o tableta.
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30. EIl método de la reivindicacién 27, en donde el compuesto
es enantioméricamente puro.

31. El! método de la reivindicacion 27 o 28, en donde el
meétodo ademas comprende administrar el compuesto al sujeto en
combinacion o alterando con cuando menos un segundo agente anti-
VIH.

32. EI método de la reivindicacién 31, en donde el segundo
agente anti VIH se selecciona a partir de:

un inhibidor de proteasa opcionaimente seleccionado a
partir de amprenavir, tipranavir, indinavir, saquinavir, lopinavir,
ritronavir, fosamprenavir, darunavir, atazanavir, y nelfinavir;

un inhibidor de transcriptasa inversa de nucledsidos o de
nucleétidos opcionalmente seleccionado a partir de lamivudina,
emtricitabina, abacavir, zalcitabina, zidovudina, tenofovir,
didanosina, y estavudina;

un inhibidor de transcriptasa inversa que no es de
nucledsidos opcionalmente seleccionado a partir de delavirdina,
efavirenz y nevirapina;

una combinacién de dosis fija opcionalmente
seleccionada a partir de Atripla, Combivir, Trizivir y Truvada; y

un inhibidor de entrada opcionalmente seleccionado a
partir de un inhibidor de fusién o un agonista co-receptor de CCR5
opcionalmente seleccionado a partir de maraviroc y enfuvirtida.

33. EI método de la reivindicacion 31, en donde el segundo

agente anti-VIH se selecciona a partir de:
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un inhibidor de transcriptasa inversa de nucledsido
opcionalmente seleccionado a partir de amdoxovir, apricitabina, vy
elvucitabina;

un inhibidor de proteasa el cual es opcionalmente
brecanivir o GS-8374,;

un antagonista del receptor de CCRS5 opcionalmente
seleccionado a partir de Aplaviroc, PRO2000 y Vicriviroc;

un inhibidor de transcriptasa inversa que no es de
nucleosidos, el cual es opcionalmente Etravirina, Rilpivirina o
Calanolida A;

un inhibidor de maduracién que es opcionalmente
Bevirimat; y

un inhibidor de integrasa el cual es opcionalmente
Elvitegravir, GSK-364735 o raltegravir.

34. El método de la reivindicacion 27 o 28, en donde el
compuesto se administra en combinacién o alternado con un agente
anti-HBV que se selecciona opcionalmente a partir de entecavir;
lamivudina; un interfer6n incluyendo interferon alfa-2b o
peginterferdn aifa-2a; adefovir dipivoxilo; o telbivudina.

35. EI método de la reivindicacion 27 o 28, en donde el
compuesto se administra en combinaciéon o alternado con un agente
anti-HBV que estd opcionalmente seleccionado a partir de
emtricitibina, = clevudina, tenofovir, valtorcitabina, amdoxovir,
LB80380, remofovir, y racivir.

36. El método de la reivindicacién 31, en donde el segundo
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agente anti-VIH es un inhibidor de proteasa opcionaimente
seleccionado a partir de amprenavir, tipranavir, indinavir, saquinavir,
lopinavir, ritronavir, fosamprenavir, darunavir, atazanavir, nelfinavir,
brecanivir o GS-8374; o un inhibidor de integrasa opcionalmente
seleccionado a partir de Elvitegravir, GSK-364735 o raltegravir.

37. El método de la reivindicacién 27 o 28, en donde el
compuesto modula la actividad del citocromo P450.

38. EI método de la reivindicacion 37, en donde el compuesto
inhibe el metabolismo de P450 del segundo agente anti-VIH.

39. EI método de la reivindicacién 27 o 28, en donde el
compuesto se administra oralmente opcionalmente una vez al dia.

40. El método de la reivindicacion 27 o 28, en donde el
compuesto se administra en combinacién con un segundo compuesto
efectivo para el tratamiento o la prevencién de infeccién por el virus
de hepatitis C en el sujeto.

41. Un método de prevencién de una infecciéon por VIH, el
cual comprende administrar a un sujeto que lo necesite, una cantidad
efectiva de un compuesto de cual'quiera de las reivindicaciones 1 a
20.

42. Un método para inhibir la réplica de VIH, el cual
comprende el paso de poner en contacto una célula infectada con
VIH con un compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20.

43. EIlI método de la reivindicacién 42, en donde el compuesto
es metil-éster del acido (2-carbamoil-5-cloro-1H-indol-3-il)-[3-((E)-2-

ciano-vinil)-5-metil-fenil]-(S)-fosfinico; o metil-éster del acido (2-
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carbamoil-5-cloro-4-fluoro-1H-indol-3-il)-[3-((E)-2-ciano-vinil)-5-metil-
fenil]-(S)-fosfinico.

44. El uso de un compuesto de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 20 en terapia.

45. El uso de un compuesto de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 20, en la fabricacién de un medicamento para
tratar, prevenir, aminorar o manejar los sintomas asociados con una

infeccion de VIH.
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FIG. 2B

HOJA SUBSTITUTA (REGLA 26)
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogota,
2020

Doctor (a)
LLOREDA RICAURTE ALICIA

REFERENCIA Radicacidn No. 9 33082
Solicitud internacional PCT/US2007/020900
Fecha inicio fase nacional 29/04/2009
Tramite 11
Evento 378
Actuacidén %430‘”
Oficio No. LS 0836

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidn 486 de la Comisidn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cédigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, debera presentar el documento que acredita la
existencia y vrepresentacidén legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere
persona juridica. .

2. La solicitud no contiene 1la copia del documento en que consta la cesidn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante, conforme a lo
establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisidén 486 de la Comisidn de la
Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos
deberan legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del
Cédigo de Procedimiento Civil. Cuando se trate de las declaraciones a que hace
referencia la Regla 4.17 1ii) del Tratado de Cooperacidn en Materia de Patentes
PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinard segun indiquen
claramente una cesidén de derechos del inventor al solicitante o su causante, de
conformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de
la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de 1lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 486, se le
requiere para gque dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, 1la solicitud se
considerard abandonada y perdera su prelacién.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No.1l0 de 2001.

Continua en la pédgina siguiente...
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogota,
2020

Doctor (a)

LLOREDA RICAURTE ALICIA
Apoderado(a) y/o Representante de
IDENIX PHARMACEUTICALS, INC.

REFERENCIA Radicacidn No. 9 33082
Solicitud internacional PCT/US2007/020900
Fecha inicio fase nacional 29/04/2009
Tramite 11
Evento 378
Actuacidn 430
Oficio No. 4« 5637

Teniendo en cuenta que el capitulo reivindicatorio presentado excede de quince
reivindicaciones, es necesario que cancele la tasa establecida por cada
reivindicacidén adicional presentada, de conformidad con lo dispuesto en la
resolucidn de tasas vigente para la fecha de presentacidén de la solicitud, so pena
de que no sean tenidas en cuenta dentro del presente tramite administrativo.

En consecuencia, con fundamento en lo previsto por el articulo 12 del Cédigo
Contencioso Administrativo, se le requiere para que dentro del término de dos (2)
meses siguientes a la fecha de notificacidén del presente oficio atienda el
requerimiento aqui sefialado. Lo anterior, con el alcance que para tal efecto
establece el articulo 13 de la misma codificacién, respecto de las reivindicaciones
adicionales.

Notifiquese el presente ofiedo conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto de}/é& ulo primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.
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ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL
Jefe de 1la divi¥sién de Nuevas Creaciones

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de
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