DERIVADOS DE INDOL MONO- O DISUSTITUIDOS COMO INHIB IDORES DE LA
REPLICACION VIRAL DEL DENGUE

La presente invencion se refiere a derivados de indol mono- o
disustituidos, a métodos para prevenir o tratar infecciones virales por dengue
utilizando estos compuestos y también se refiere a estos compuestos para su uso
como una medicina, mas preferentemente para su uso como un medicamento para
tratar o prevenir infecciones virales por dengue. La presente invencion se refiere
ademas a composiciones farmacéuticas o preparados combinados de los
compuestos, a las composiciones 0 preparados para su uso como una medicina,
mas preferentemente para la prevencion o el tratamiento de infecciones virales por
dengue. La invencion también se refiere a procesos para la preparacion de estos

compuestos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los flavivirus, los cuales son transmitidos por mosquitos o garrapatas,
provocan infecciones potencialmente letales para el hombre, tales como la encefalitis
y la fiebre hemorragica. Se conocen cuatro serotipos distintos, pero estrechamente
relacionados, del flavivirus que provoca el dengue, denominados VDEN-1, -2, -3y -4.
El dengue es endémico en la mayoria de las regiones tropicales y subtropicales en
todo el mundo, predominantemente en areas urbanas y semiurbanas. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 2500 millones de personas, de las cuales
mil millones son nifios, corren el riesgo de sufrir una infeccion por VDEN (OMS,
2002). Se estima que en todo el mundo se producen cada afio de 50 a 100 millones
de casos de fiebre por dengue [FD], medio millon de casos de enfermedad por
dengue grave (es decir, fiebre hemorragica por dengue [FHD] y sindrome de choque
por dengue [SCD]) y mas de 20 000 muertes. La FHD se ha convertido en una de las
principales causas de hospitalizacion y fallecimiento entre los nifios en regiones
endémicas. Por todo ello, el dengue representa la causa mas comun de enfermedad
arboviral. Debido a grandes brotes recientes en paises situados en América Latina,
sudeste asiatico y Pacifico Occidental que incluye Brasil, Puerto Rico, Venezuela,
Camboya, Indonesia, Vietnam, Tailandia), el nimero de casos de dengue ha
aumentado drasticamente en los ultimos afios. No es solo el hecho de que el
namero de casos de dengue aumente a medida que la enfermedad se propaga a
nuevas areas, sino que los brotes tienden a ser mas graves.

Para prevenir y/o controlar la enfermedad asociada con la infeccidon

viral por dengue, los Unicos métodos disponibles en la actualidad consisten en



estrategias de erradicacion del mosquito para controlar el vector. Aunque se esta
avanzando en el desarrollo de vacunas contra el dengue, se encuentran muchas
dificultades. Estas incluyen la existencia de un fendmeno denominado potenciacion
dependiente de anticuerpos (PDA).

La recuperacion de una infeccion provocada por un serotipo
proporciona inmunidad de por vida frente a ese serotipo pero Unicamente confiere
una proteccion parcial y transitoria frente a una infeccidon posterior provocada por
uno de los otros tres serotipos. Después de la infeccion con otro serotipo, los
anticuerpos heterologos preexistentes forman complejos con el serotipo de virus del
dengue que provoca la nueva infeccién pero no neutralizan el patégeno. En su lugar,
se cree que se facilita la entrada del virus en las células, lo cual da como resultado
una replicacién incontrolada del virus y titulos virales maximos mayores. Tanto en
infecciones primarias como secundarias, unos titulos virales mayores estan
asociados con una enfermedad del dengue mas grave. Puesto que los anticuerpos
maternos pueden transmitirse facilmente a los nifios por la lactancia materna, esta
podria ser una de las razones por las que los nifios se ven mas afectados que los
adultos por la enfermedad grave por dengue.

En lugares en los que circulan simultaneamente dos 0 méas serotipos,
gue también se denominan regiones hiperendémicas, el riesgo de enfermedad
severa por dengue es significativamente superior debido a que existe un riesgo
mayor de experimentar una infeccion secundaria mas grave. Ademas, en una
situacion de hiperendemia, la probabilidad de que emerjan cepas mas virulentas
aumenta, lo cual a su vez aumenta la probabilidad de fiebre hemorragica por dengue
(FHD) o sindrome de choque por dengue.

Los mosquitos portadores del dengue, que incluyen Aedes aegypti y
Aedes albopictus (mosquito tigre), se estan desplazando hacia el norte del globo.
Segun los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CCPE) de los
Estados Unidos (EE. UU.), en la actualidad ambos mosquitos son omnipresentes en
el sur de Texas. La propagacion hacia el norte de los mosquitos portadores del
dengue no esta confinada a los EE. UU., sino que también se ha observado en
Europa.

Recientemente (diciembre de 2015), la vacuna contra el dengue
producida por Sanofi Pasteur se aprobd por primera vez en México. La vacuna
también ha sido aprobada en Brasil, Las Filipinas y El Salvador. Los procesos de
revision reguladora siguen en curso en otros paises en los que el dengue es una
prioridad de salud publica. Sin embargo, la vacuna se puede mejorar
considerablemente debido a que presenta una eficacia limitada, especialmente

contra VDEN-1 y -2, una eficacia baja en sujetos no expuestos previamente al



flavivirus y una pauta posoldgica prolongada.

Pese a estas limitaciones, la vacuna supone un punto de inflexion en
las zonas endémicas puesto que ofrecera proteccion a gran parte de la poblacion,
aunque probablemente no a bebés muy pequefos, quienes se ven muy afectados
por el dengue. Ademas, la pauta posoldgica y la eficacia muy limitada en sujetos no
expuestos previamente al flavivirus hacen que sea inadecuada y que probablemente
no merezca la pena/no sea rentable para personas que viajen de zonas no
endémicas a zonas endémicas de dengue. Las limitaciones mencionadas
anteriormente de las vacunas contra el dengue son la razon por la que se necesita
un agente antiviral contra el dengue que sea profilactico y se pueda aplicar
previamente a la exposicion.

Ademas, a dia de hoy, no se dispone de farmacos antivirales
especificos para el tratamiento o la prevencién de una infeccién por el virus de la
fiebre del dengue. Claramente, sigue existiendo una gran necesidad médica no
cubierta en lo que se refiere a productos terapéuticos para la prevencion o el
tratamiento de infecciones virales en animales, mas en particular en seres humanos,
y especialmente de infecciones virales provocadas por Flavivirus, mas en particular
el virus del Dengue. Es indispensable disponer de compuestos con una potencia
antiviral satisfactoria, niveles bajos o nulos de efectos secundarios, una actividad de
amplio espectro contra multiples serotipos del virus del Dengue, una baja toxicidad
y/o unas propiedades farmacocinéticas o farmacodinamicas satisfactorias.

A continuacion, la presente invencion proporciona compuestos,
derivados de indol mono- o disustituidos, que muestran una actividad muy potente
contra los cuatro (4) serotipos del virus del Dengue. Ademas, los compuestos de
acuerdo con la invencion poseen un perfil farmacocinético satisfactorio y
sorprendentemente estos compuestos especificos muestran una estabilidad quiral

mejorada.

COMPENDIO DE LA INVENCION

La presente invencion se basa en el descubrimiento inesperado de que
al menos uno de los problemas mencionados anteriormente se puede resolver
mediante los compuestos actuales de la invencion.

La presente invencion proporciona compuestos que se ha observado
gue poseen una potente actividad antiviral contra los cuatro (4) serotipos conocidos
actualmente. La presente invencion demuestra ademas que estos compuestos
inhiben eficazmente la proliferacion del virus del Dengue (VDEN). Por lo tanto, estos

compuestos constituyen una clase util de compuestos potentes que se pueden



utilizar en el tratamiento y/o la prevencion de infecciones virales en animales,
mamiferos y seres humanos, mas especificamente para el tratamiento y/o la
prevencion de infecciones con virus del Dengue.

La presente invencion se refiere ademas al uso de tales compuestos
como medicinas y a su uso para la elaboracion de medicamentos para tratar y/o
prevenir infecciones virales, en particular con virus que pertenecen a la familia de los
virus del Dengue en animales o mamiferos, mas en particular en seres humanos. La
invencion también se refiere a métodos para preparar todos estos compuestos y a
composiciones farmacéuticas que los comprenden en una cantidad eficaz.

La presente invencién también se refiere a un método para el
tratamiento o la prevencion de infecciones virales por dengue en seres humanos
mediante la administracion de una cantidad eficaz de uno o mas de tales
compuestos, 0 una de sus sales farmaceuticamente aceptables, opcionalmente
combinado con una o mas medicinas diferentes, como otro agente antiviral, a un
paciente que lo necesite.

Un aspecto de la invencidn consiste en proporcionar compuestos de

férmula (1)

(1),

una de sus formas estereoisoméricas, una de sus sales, solvatos o
polimorfos farmacéuticamente aceptables que comprende un grupo indol mono- o
disustituido; donde dicho compuesto se selecciona a partir del grupo en el que:

RiesH, R;esFoClyR;zesHoCHsg;

RiesF, R;esFyRs;esH,

R; es CH3, R, es OCHz y R; es H;

R; es CHs, Ry es Fy Rz es H;

Ri1es CH3, RoesHy Rz es F;

Ries Cl, R, esHy Rz es CHg;

R1es OCF3, R, esHOOCHzyRzesHYy

R; es OCF3, R, es Hy R3 es CHs.

En particular, los compuestos de la invencibn o su forma
estereoisomérica, una de sus sales, solvatos o polimorfos farmacéuticamente

aceptables se seleccionan a partir del grupo:



También forma parte de la presente invencidn una composicion
farmacéutica que comprende un compuesto de férmula (I) o una de sus formas
estereoisoméricas, una de sus sales, solvatos o polimorfos farmacéuticamente
aceptables, junto con uno 0 mas excipientes, diluyentes o portadores
farmacéuticamente aceptables.

Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de férmula
() incluyen sus sales de adicion de acido y de base. Las sales de adicién de acido
adecuadas se forman a partir de acidos que forman sales atoxicas. Las sales de
adicion de base adecuadas se forman a partir de bases que forman sales atéxicas.

Los compuestos de la invencién también pueden existir en formas
solvatadas y no solvatadas. El término "solvato" se utiliza en la presente para
describir un complejo molecular que comprende el compuesto de la invencidén y una
o mas moléculas de un disolvente farmacéuticamente aceptables, por ejemplo,
etanol.

El término "polimorfo" se refiere a la capacidad del compuesto de la
invencion de existir en mas de una forma o estructura cristalina.

Los compuestos de la presente invencion se pueden administrar como



productos amorfos o cristalinos. Se pueden obtener, por ejemplo, como masas
compactas sélidas, polvos o peliculas mediante métodos tales como la precipitacion,
cristalizacion, liofilizacion, secado por pulverizacion o secado por evaporacion. Se
pueden administrar solos 0 combinados con uno o0 mas compuestos de la invencion
diferentes o combinados con uno o mas farmacos diferentes. En general, se
administraran como una formulacibn asociados con uno 0 mMAas excipientes
farmacéuticamente aceptables. El término "excipiente" se utiliza en la presente para
describir cualquier ingrediente que no sea el o los compuestos de la invencion. La
seleccidon del excipiente depende en gran medida de factores tales como el modo
particular de administracion, el efecto del excipiente sobre la solubilidad y estabilidad,
y la naturaleza de la forma farmacéutica.

Los compuestos de la presente invencion o cualquiera de sus
subgrupos se pueden formular en varias formas farmacéuticas con el fin de poderlos
administrar. Como composiciones adecuadas, se pueden citar todas las
composiciones empleadas normalmente para administrar farmacos por via sistémica.
Para preparar las composiciones farmacéuticas de esta invencion, se combina una
cantidad eficaz del compuesto particular, opcionalmente en forma de sal de adicion,
como principio activo, en mezcla intima con un portador farmacéuticamente
aceptable, pudiendo adoptar dicho portador una gran variedad de formas
dependiendo de la forma del preparado que se desee para la administracion. Estas
composiciones farmacéuticas se encuentran deseablemente en una forma
farmacéutica unitaria adecuada, por ejemplo, para administracion oral o rectal. Por
ejemplo, en la preparacién de las composiciones en una forma farmacéutica oral, se
puede emplear cualquiera de los medios farmacéuticos habituales tales como, por
ejemplo, agua, glicoles, aceites, alcoholes y similares en el caso de preparados
liquidos orales tales como suspensiones, jarabes, elixires, emulsiones y soluciones;
o portadores sélidos tales como almidones, azucares, caolin, diluyentes, lubricantes,
aglutinantes, agentes desintegrantes y similares en el caso de polvos, pastillas,
capsulas y comprimidos. Debido a su facil administracion, los comprimidos y las
capsulas representan las formas farmacéuticas unitarias orales mas convenientes,
en cuyo caso se emplean obviamente portadores farmacéuticos soélidos. También se
incluyen los preparados en forma sélida que se pueden convertir, poco antes de su
uso, en formas liquidas.

Es especialmente conveniente formular las composiciones
farmacéuticas mencionadas anteriormente en formas farmacéuticas unitarias debido
a la uniformidad de la dosis y a la facilidad de administracion. La expresion “forma
farmacéutica unitaria”, tal como se utiliza en la presente, se refiere a unidades

fisicamente discretas adecuadas como dosis unitarias, donde cada unidad contiene



una cantidad predeterminada de principio activo calculada para producir el efecto
terapéutico deseado asociado con el portador farmacéutico requerido. Algunos
ejemplos de las formas farmacéuticas unitarias de este tipo son los comprimidos
(que incluyen los comprimidos ranurados o recubiertos), capsulas, pastillas, sobres
de polvos, obleas, supositorios, suspensiones o soluciones inyectables y similares, y
multiplos segregados de estos.

Los expertos en el tratamiento de enfermedades infecciosas seran
capaces de determinar la cantidad eficaz a partir de los resultados de las pruebas
gue se presentan posteriormente en la presente. En general, se considera que una
cantidad diaria eficaz seria de 0.01 mg/kg a 50 mg/kg de peso corporal, mas
preferentemente de 0.1 mg/kg a 10 mg/kg de peso corporal. Puede resultar
apropiado administrar la dosis requerida como dos, tres, cuatro o0 mas subdosis en
intervalos adecuados a lo largo del dia. Dichas subdosis se pueden formular como
formas farmacéuticas unitarias, por ejemplo, que contengan de 1 a 1000 mg y en
particular, de 5 a 200 mg de principio activo por forma farmacéutica unitaria.

La dosis exacta y la frecuencia de administracion dependen del
compuesto particular de formula (l) utilizado, la afeccidn particular que se esté
tratando, la gravedad de la afeccion que se esté tratando, la edad, el peso y el
estado fisico general del paciente particular, asi como también de otra medicacion
gue el individuo pueda estar tomando, como bien sabran los expertos en la técnica.
Ademas, es obvio que la cantidad eficaz se puede reducir o incrementar
dependiendo de la respuesta del sujeto tratado y/o dependiendo de la evaluacién del
médico que prescriba los compuestos de la presente invencién. Por consiguiente, los
intervalos de la cantidad eficaz que se han mencionado anteriormente son
solamente orientativos y no se pretende que limiten el alcance ni el uso de la
invencion de ningin modo.

También se pretende que la presente exposicion incluya cualquiera de
los isO6topos de los atomos presentes en los compuestos de la invencion. Por
ejemplo, los is6topos de hidrogeno incluyen tritio y deuterio, y los isétopos de
carbono incluyen C-13y C-14.

Los presentes compuestos utilizados en la presente invencion también
pueden existir en su forma estereoquimicamente isomérica, que define todos los
posibles compuestos constituidos por los mismos atomos enlazados mediante la
misma secuencia de enlaces pero que tienen estructuras tridimensionales diferentes,
gue no son intercambiables. A menos que se mencione o indique lo contrario, la
designacion quimica de los compuestos engloba la mezcla de todas las formas
estereoquimicamente isomeéricas posibles que dichos compuestos puedan poseer.

Dicha mezcla puede contener todos los diastereomeros y/o



enantiomeros de la estructura molecular basica de dicho compuesto. Se pretende
gue todas las formas estereoquimicamente isoméricas de los compuestos utilizados
en la presente invencion, tanto en forma pura como mezcladas con las otras, queden
englobadas dentro del alcance de la presente invencion, incluidas cualesquiera
mezclas racémicas o racematos.

Las formas estereoisoméricas puras de los compuestos y los
intermedios que se mencionan en la presente se definen como is6meros
sustancialmente exentos de otras formas enantioméricas o diastereoméricas de la
misma estructura molecular basica de dichos compuestos o intermedios. En
particular, la expresion "estereocisoméricamente puro” se refiere a compuestos o
intermedios que tienen un exceso estereoisomérico de al menos un 80% (es decir,
un minimo de un 90% de un isémero y un maximo de un 10% de los otros isbmeros
posibles) y hasta un exceso estereoisomérico de un 100% (es decir, un 100% de un
isbmero y nada de los demas), mas concretamente, compuestos o intermedios que
tienen un exceso estereoisomérico desde un 90% hasta un 100%, alun mas
concretamente que tienen un exceso estereoisomeérico desde un 94% hasta un 100%
y, todavia mas concretamente, que tienen un exceso estereoisomérico desde un 97%
hasta un 100%. Las expresiones  ‘“"enantioméricamente  puro" vy
"diastereoméricamente puro" se deben interpretar de un modo similar, pero entonces
haciendo referencia al exceso enantiomérico y el exceso diastereomérico de la
mezcla en cuestion, respectivamente.

Pueden obtenerse formas estereoisoméricas puras de compuestos e
intermedios utilizados en esta invencion mediante la aplicacion de procedimientos
conocidos en la técnica. Por ejemplo, los enantiomeros se pueden separar unos de
otros mediante la cristalizacion selectiva de sus sales diastereoméricas con acidos o
bases Opticamente activos. Algunos ejemplos de estos son el acido tartarico, acido
dibenzoiltartarico, acido ditoluoiltartarico y acido alcanforsulfénico. Como alternativa,
los enantibmeros se pueden separar mediante técnicas cromatograficas utilizando
fases estacionarias quirales. Dichas formas estereoquimicamente isoméricas puras
también se pueden obtener a partir de las formas estereoquimicamente isoméricas
puras correspondientes de los materiales de partida adecuados, siempre que la
reaccion se produzca de manera estereoespecifica. Preferentemente, si se desea
obtener un estereoisomero especifico, dicho compuesto se sintetizara mediante
métodos de preparacion estereoespecificos. Estos métodos emplearan
convenientemente materiales de partida enantioméricamente puros.

Estrategias sintéticas generales

La sintesis de compuestos de férmula general | se puede llevar a cabo

como se indica en el Esquema 1. Un derivado del &cido 2-(4-fluoro-2-(2-



hidroxietoxi)fenil)acético de formula general I, que contiene un grupo protector de O
PG para la funcion hidroxilo (PG puede ser, por ejemplo, un grupo protector O-
bencilo), se puede convertir en el derivado de tipo cloruro de acido correspondiente
de formula general Il con un reactivo de cloracion como, por ejemplo, el cloruro de
oxalilo o cloruro de tionilo. La reaccion de Friedel-Crafts del cloruro de acido de
férmula general 1ll con un indol sustituido de formula general IV se puede llevar a
cabo utilizando un reactivo de tipo &cido de Lewis como, por ejemplo, Et,AICI en un
disolvente adecuado como, por ejemplo, CH,Cl,, y en unas condiciones de reaccion
adecuadas que conllevan habitualmente refrigeracion, para proporcionar el indol
acilado en la posicién 3 de férmula general V. La eliminacion del grupo protector PG
de los compuestos de féormula general V se puede llevar a cabo mediante, por
ejemplo, hidrogendlisis reductora (PG = bencilo) en un disolvente adecuado como,
por ejemplo, EtOAc, para proporcionar los compuestos de formula general VI. La
introduccién de un resto de anilina en posicion alfa respecto al resto carbonilo de los
compuestos de férmula general VI se puede conseguir mediante una secuencia de
reacciones que conlleva, por ejemplo, la bromacién de VI con un reactivo como, por
ejemplo, triboromuro de feniltrimetilamonio en un disolvente adecuado como, por
ejemplo, THF, para proporcionar los compuestos de formula general VI, y la
reaccion posterior de los compuestos de férmula general VII con 3-metoxi-5-
(metilsulfonil)anilina (VIII) en un disolvente adecuado como, por ejemplo, CH3CN, y
utilizando opcionalmente una base como, por ejemplo, TEA o DIPEA, para
proporcionar los compuestos de férmula general | en forma de mezclas racémicas.
La separacion quiral de los compuestos de la formula general | puede realizarse
mediante, por ejemplo, cromatografia quiral para proporcionar los Enantiomeros A y

B de féormula general I.

Separacion quiral

Enantiomeros I(A) e I(B)

Esquema 1
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Como alternativa, la conversion de los intermedios de formula general
V para obtener los compuestos de férmula general | también se puede conseguir
mediante la secuencia de reacciones representada en el Esquema 2: la bromacion
de la posicion alfa de la funcién carbonilo de los intermedios de féormula general V
con un reactivo de bromaciéon adecuado tal como, por ejemplo, tribromuro de
feniltrimetilamonio en un disolvente adecuado como, por ejemplo, THF proporciona
los compuestos de formula general IX. La reaccion posterior de los compuestos de
formula general 1X con 3-metoxi-5-(metilsulfonil)anilina (VIII) en un disolvente
adecuado como, por ejemplo, CH3CN, y utilizando opcionalmente una base como,
por ejemplo, TEA o DIPEA, proporciona los compuestos de formula general X.
Después de eliminar el grupo protector de O (PG) de los compuestos de férmula
general X mediante, por ejemplo, hidrogendlisis reductora (PG = bencilo) en un
disolvente adecuado como, por ejemplo, EtOAc o MeOH, se generan los
compuestos de formula general | como mezclas racémicas. La separacion quiral de
los compuestos de férmula general | se puede llevar a cabo mediante, por ejemplo,

cromatografia quiral para proporcionar los Enantiomeros A y B de formula general 1.

o) o
g0
Br Vi ”
N _S
o)

\ Separacion quiral

Enantiomeros I(A) e I(B)

Esquema 2

Ejemplos
Métodos de LC/MS

La medicion por cromatografia liqguida de alta resolucion (HPLC) se
llevé a cabo utilizando una bomba de LC, un detector de haz de diodos (DAD) o UV
y una columna, segun se especifica en los métodos respectivos. Cuando fue
necesario, se incluyeron detectores adicionales (remitase a la tabla de métodos mas

adelante).
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El flujo de la columna se dirigid a un espectrometro de masas (MS),
gue estaba configurado con una fuente de iones a presién atmosférica. Un experto
en la técnica sera capaz de fijar los parametros ajustables (p. €j., intervalo de barrido,
tiempo de permanencia, etc.) para obtener iones que permitan identificar el peso
molecular monoisotopico nominal del compuesto (PM). La adquisicion de datos se
llevé a cabo con el software adecuado.

Los compuestos se describen segun sus iones y tiempos de retencién
experimentales (tg). Si no se especifica de manera diferente en la tabla de datos, el
ion molecular indicado corresponde a [M+H]" (molécula protonada) y/o [M-HJ
(molécula desprotonada). En caso de que el compuesto no se pudiera ionizar
directamente, se especifica el tipo de aducto (es decir, [M+NH,4]*, [M+HCOOT, etc.).
Para moléculas con patrones isotopicos multiples (Br, Cl), el valor indicado es el
obtenido para la masa isotopica mas baja. Todos los resultados se obtuvieron con
las incertidumbres experimentales que se asocian habitualmente con el método
utilizado.

En lo sucesivo en la presente, "SQD" significa detector de cuadrupolo
anico, "MSD" detector selectivo de masas, "TA" temperatura ambiente, "BEH"

hibrido con puente de etilsiloxano/silice, "DAD" detector de haz de diodos, "HSS"

silice de alta resistencia.

Cddigos del método de LC/MS (el flujo se expresa en mL/min; la

temperatura de la columna (T) en <C; el tiempo de a nalisis en minutos).

o ) Tiempo
Caodigo Flujo q
e
del Instrumento | Columna |[Fase movil Gradiente | - o
analisis
método T col _
(min)
A:
CH3COONH,|Desde un 95% de
Waters: .
Acauity® Waters: BEH|10 mM en un| A hasta un 5% de |0.8 mL/min
cqui
LC-A 1 y C18 (1.7 pm,[95% de H,O| Aen 1.3 min,se |  ----- 2
UPLC® -DAD- _
SoD 2.1x50 mm) | + un 5% de | mantiene durante 55C
CH3CN 0.7 min.
B: CH3CN
A: Desde un 100%
Waters: .
Acquity® Waters: HSS|CH3COONH, de A hasta 0.7 mL/min
cqui
LC-B cz@ / T3 (1.8 pm, 10 mM un 5% de Aen |  ---—--- 3.5
UPLC"™ -DAD- _
SOD 2.1x100 mm)| en un 95% 2.10 min, 55C
de H,O + un|hasta un 0% de A
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5% de
CH3;CN
B: CHsCN

en 0.90 min, hasta
un 5% de Aen0.5

min.

Un 84.2% de A
durante 0.49 min,
hasta un 10.5% de

Waters: A: un 95% de| A en 2.18 min, se 0.343
Acquity®  |Waters: BEH|CH3;COONH,| mantiene durante I._/ .
mL/min
LC-C UPLC®- |C18 (1.7um,|[7mM/un5%)| 1.94 min, se 6.2
DAD-Quattro | 2.1x100mm) | de CH3CN, | vuelve hasta un 20C
Micro™ B: CH3sCN | 84.2% de A en
0.73 min, se
mantiene durante
0.73 min.
Desde un 80% de
Waters: A: A hasta un 40%
Acquity® |Waters: BEH|CH3;COONH,| de A en 3.4 min, 0.5 mL/min
LC-D UPLC®- |C18 (1.7 pm,| 10 mM, pH | hastaun 10% de |  ------ 5
detector DAD-| 2.1x50 mm) 10 A en 0.6 min, se 40C
Acquity® TQ B: CH3CN | mantiene durante
1 min.
Waters: A: Desde un 50% de
Acquity® |Waters: BEH|CH3;COONH,| A hasta un 10% |0.5 mL/min
LC-E UPLC®- |C18 (1.7pum,| 10 mM, pH | de Aen3.5min, | - 5
detector DAD-| 2.1x50 mm) 10 se mantiene 40C
Acquity®TQ B: CHsCN | durante 1.5 min.
Waters: Desde un 50% de
e A: 0.1% de .
Acquity Waters: HSS| . | Ahastaun 10% [0.5 mL/min
® acido férmico _
LC-F UPLC™ - [C18 (1.8um, H.O deAen3.5min, | ---—--- 5
en
detector DAD-| 2.1x50mm) ? se mantiene 40C
e B: CH3CN _
Acquity” TQ durante 1.5 min.
Desde un 84.2%
A: un 95% de
Waters: de A/15.8% de B| 0.343
e Waters: BEH|CH3;COONH, _
Acquity” H- hasta un 10.5% de| mL/min
LC-G C18 (1.7um,[7mM /un 5% _ 6.1
Class - DAD y Aen 218 min,se| -----
w | 2-1x100mm)| de CH3CN, .
SQD2 mantiene durante 40C

B: CH3CN

1.96 min, se
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vuelve a un 84.2%
de A/15.8% de B
en 0.73 min, se
mantiene durante
0.49 min.

Métodos de SFC/MS

La medicion de SFC se llevo a cabo utlizando un sistema de
cromatografia analitica de fluidos supercriticos (SFC) compuesto por una bomba
binaria para suministrar diéxido de carbono (CO;) y un modificador, un
automuestreador, un horno para la columna, un detector de haz de diodos dotado de
una celda de flujo de alta presién que resiste una presion de hasta 400 bar. Si se
configura con un espectrometro de masas (MS) el flujo de la columna se dirige al
(MS). Un experto en la técnica sera capaz de fijar los pardmetros ajustables (p. €j.,
intervalo de barrido, tiempo de permanencia, etc.) para obtener iones que permitan
identificar el peso molecular monoisotopico nominal del compuesto (PM). La
adquisiciéon de datos se llevé a cabo con el software adecuado.

Métodos analiticos de SFC/MS
temperatura de la columna (T) en °C; tiempo de andlisis en minutos, contrapresion

(BPR) en bar).

(flujo expresado en mL/min;

Tiempo
o Flujo de
Cadigo del Fase . o
] Columna o Gradiente | ------- analisis
meétodo movil
Tcol | -----
BPR
columna Daicel
. Un 50% de B 3 7
Chiralpak® IA A:CO; .
SFC-A mantenido 7 | ----- | -
(5 ym, 150 x 4.6 | B: MeOH _
min 35 100
mm)
Columna Daicel | A:CO,
_ Un 30% de B 3 7
Chiralpak® IC | B: MeOH .
SFC-B mantenido 7 | ----- | -
(5pdm, 150x4.6| +0.3% _
_ min 35 100
mm) iPrNH,
Columna Daicel | A:CO;
_ Un 30% de B 3 7
Chiralcel® OD- | B: EtOH .
SFC-C mantenido 7 | ----- | -
H (5 ym, 150 x +0.3% _
_ min 35 100
4.6 mm) iPrNH,
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Tiempo
o Flujo de
Cadigo del Fase _ .
] Columna o Gradiente | ------- analisis
meétodo movil
Tcol | ---—--
BPR
Desde un 25%
. A: CO, de B
Columna Daicel .
_ B: EtOH | mantenido 6 2.5 9.5
Chiralpak® AS3 .
SFC-D +0.2% min, hastaun | --- | -
(3.0 ym, 150 x _ _
IPrNH> 50% en 1 min, 40 110
4.6 mm) _
+3% H,O | mantenido 2.5
min
. A: COz
Columna Daicel Un 10%-50%
_ B: EtOH _ 2.5 9.5
Chiralpak® AS3 de B en 6 min
SFC-E +0.2% T B B
(3.0 ym, 150 x . mantenido 3.5
iIPrNH . 40 110
4.6 mm) min
+3% H,0
Columna Daicel | A:CO,
. _ Un 30% de B 3 7
Chiralpak® AD- | B: iPrOH .
SFC-F mantenido 7 | ----- | -
H (5 ym, 140 x +0.3% .
_ min 35 100
4.6 mm) iPrNH,

Puntos de fusion

Los valores son valores maximos o intervalos de fusion, y se obtienen
con las incertidumbres experimentales que se asocian comunmente con este método
analitico.

DSC823e (indicado como DSC)

Para varios compuestos, los puntos de fusion se determinaron con un

DSC823e (Mettler-Toledo). Los puntos de fusién se midieron con un gradiente de

temperatura de 10 T/minuto. La temperatura méaxima fue de 300 °C.

Rotaciones opticas

Las rotaciones Opticas se midieron en un polarimetro Perkin-Elmer 341
con una lampara de sodio y se expresaron tal como se indica a continuacion: [a]° (A,
c g/100 mL, disolvente, T °C).

[a]" = (100a) / (I x ) : donde | es la longitud del recorrido en dmy c es
la concentracion en g/100 mL para una muestra a una temperatura T () y una

longitud de onda A (en nm). Si la longitud de onda de la luz utilizada es de 589 nm (la
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linea D del sodio), entonces podria utilizarse el simbolo D en su lugar. El signo de la
rotacion (+ o -) deberia proporcionarse siempre. Cuando se utiliza esta ecuacion, la
concentracion y el disolvente siempre se proporcionan entre paréntesis después de
la rotacion. La rotacion se indica utilizando grados y no se proporcionan unidades de
concentracion (se asume que son g/100 mL).

Ejemplo 1: sintesis de 1-(6-fluoro-1H-indol-3-il)-2-(4-fluoro-2-(2-
hidroxietoxi)fenil)-2-((3-metoxi-5-(metilsulfonil)fenil)amino)etanona (Compuesto 1) y

separacion quiral en los Enantiomeros 1Ay 1B.

F

F F
1) (COCl),
THF, TA 30 min BBrs, CH,Cl,
(0] _— (0] - - (0]
OMe 5 EtOH, TATh EG OMe  3010-20°C, 1h OH
1a

HO EtO

F F F
Br/\/OBn
C5,CO; 0.5N NaOH (COCl),
o} o} 9

—_— - _— ——

o o] %

DMF,TAdurante toda 4 “\_opn EtOH, THF HJ \_ogn  DMF.CHCl, cl \omn
la noche 1c TA durante toda 1d TA durante toda le

la noche la noche

F

F
|
BnO HO P HO
N
~
o et d ok e
. N o H,, Pd/C o Brs
s —_— Br
EtAICI O THF, de 0°C a TA O
CHyCly, 0°C 2h E .

_
1f 19 1h

EtOAc,TA2h O
F
OMe
HO\/\
- 0] O OMe
H2N 2 o ) )
(o)) Separacion quiral
H Enantiémeros 1Ay 1B
CH3CN, TA durante toda O
la noche F

Sintesis del intermedio 1a:

Iz __
Iz __
Iz __

Se enfrié una solucién del 4cido 2-(4-fluoro-2-metoxifenil)acético [CAS
886498-61-9] (2.15 g, 11.7 mmol) en THF seco (40 mL) hasta 0 C. Se afiadi6
cloruro de oxalilo (2.04 mL, 23.4 mmol) y dos gotas de DMF. La mezcla de reaccion
se agito a temperatura ambiente durante 30 min. Se evaporo el disolvente a presion
reducida. El residuo se disolvié en etanol (40 mL) y la mezcla de reaccién se agité a
temperatura ambiente durante 1 h. La mezcla de reaccion se concentré a presion
reducida. El residuo se purific6 mediante cromatografia flash en gel de silice
utilizando un gradiente de EtOAc (de un 5% a un 50%) en heptano para proporcionar

2-(4-fluoro-2-metoxifenil)acetato de etilo 1a (2.40 g) como un aceite.

Sintesis del intermedio 1b:
A una solucion de 2-(4-fluoro-2-metoxifenil)acetato de etilo 1a (2.40 g,

11.3 mmol) en CH,Cl, (110 mL), enfriada a -30 C, se afiadi0 gota a gota una
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solucion 1M de BBr3 en CH,Cl, (22.6 mL, 22.6 mmol) a la vez que se mantenia la
temperatura por debajo de -20 C. La mezcla de reac cion se agitdé a -30 T durante 1
h antes de desactivarla con metanol. El pH se ajusté hasta 8 mediante la adicion de
una solucién acuosa saturada de NaHCO3. Se separaron las fases. La fase acuosa
se extrajo con diclorometano. Las fases organicas se combinaron, se secaron con
Na,SO,, se filtraron y se concentraron a presion reducida. El residuo se purificd
mediante cromatografia flash en gel de silice utilizando un gradiente de acetato de
etilo (de un 5% a un 50%) en heptano para obtener 2-(4-fluoro-2-hidroxifenil)acetato
de etilo 1b (2.10 g) como un aceite.

Sintesis del intermedio 1c:

A una mezcla de 2-(4-fluoro-2-hidroxifenil)acetato de etilo 1b [CAS
1261751-44-3] (1.24 g, 6.26 mmol) y carbonato de cesio (4.08 g, 12.5 mmol) en DMF
(20 mL), se afadio el éter bencil 2-bromoetilico [CAS 1462-37-9] (1.61 g, 7.51 mmol).
La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante toda la noche. Se
afadidé H,O y la mezcla de reaccidon se extrajo con EtOAc. La fase organica se secé
con NaySO,, se filtré y se concentré a presion reducida. El residuo se purificd
mediante cromatografia flash en gel de silice utilizando un gradiente de CH,CI, (de
un 15% a un 100%) en heptano para obtener 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-
fluorofenil)acetato de etilo 1c (1.55 g).

Sintesis del intermedio 1d:

A una solucién de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)acetato de etilo
1c (1.55 g, 4.66 mmol) en una mezcla de EtOH (45 mL) y THF (22 mL), se afadio
NaOH 0.5 N (28 mL, 14.0 mmol). La mezcla de reaccion se agitd a temperatura
ambiente durante toda la noche. La mezcla de reaccion se concentrg parcialmente a
presion reducida para eliminar los disolventes organicos. El residuo se acidificé con
HCI 1IN hasta un pH 2-3 y se extrajo con EtOAc. La fase organica se secO con
MgSOQO,, se filtré y se concentr6 a presion reducida para obtener el acido 2-(2-(2-
(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)acético 1d (1.41 g).

Sintesis del intermedio 1e:

A una solucion del acido 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)acético
1d (1.41 g, 4.63 mmol) en CH,Cl, seco (20 mL), enfriada a 0 °C, se afadi6 cloruro
de oxalilo (0.811 mL, 9.27 mmol) y DMF (2 gotas). La mezcla de reaccién se agitd a
temperatura ambiente durante toda la noche. La mezcla de reaccion se concentro a
presion reducida para obtener cloruro de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)acetilo
le (1.50 g), el cual se utilizé en la siguiente etapa sin una purificacion adicional.
Sintesis del intermedio 1f:

Se afadi6 gota a gota cloruro de dietilaluminio 1 M en hexano (4.72 mL,
4.72 mmol) a 0C, a una solucién de 6-fluoro-1 H-indol [CAS 399-51-9] (0.42 g, 3.11
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mmol) en CH,Cl, (6 mL). Después de agitar durante 30 min a 0C, se afadio
lentamente una solucion de cloruro de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)acetilo 1e
(1.50 g, 4.66 mmol) en diclorometano (6 mL). La mezcla de reaccién se agito a 0 T
durante 2 h. Se afiadié una solucion 1 M de sal de Rochelle. La mezcla de reaccion
se agito a temperatura ambiente durante 2 h y se extrajo dos veces con EtOAc. Las
fases organicas se combinaron, se lavaron con salmuera, se secaron con MgSQO,, se
filtraron y se concentraron a presion reducida. El residuo se purificO mediante
cromatografia flash en gel de silice utilizando un gradiente de EtOAc (de un 2% a un
40%) en heptano. La purificacion posterior mediante cromatografia flash en gel de
silice utilizando un gradiente de EtOAc (de un 0% a un 10%) en CH,Cl, proporcioné
2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)-1-(6-fluoro-1H-indol-3-il)etanona 1f (0.88 g).
Sintesis del intermedio 1g:

Una mezcla de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)-1-(6-fluoro-1H-
indol-3-il)etanona 1f (0.88 g, 2.09 mmol) y paladio sobre carbén al 10% (0.088 g) en
EtOAc (90 mL) se agitdé a temperatura ambiente durante 2 h en atmosfera de H,. La
mezcla de reaccion se filtré a través de un lecho de celite® y la masa retenida sobre
el filtro se lavé con CH,Cl, y MeOH. Los filtrados combinados se concentraron a
presion reducida. El residuo se solidifico purificandolo con CH,Cl,. Los soélidos se
separaron por filtracion y se secaron al vacio para obtener 1-(6-fluoro-1H-indol-3-il)-
2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)etanona 1g (0.59 Q).

Sintesis del intermedio 1h:

Una solucién de triboromuro de feniltrimetilamonio [CAS 4207-56-1]
(0.70 g, 1.86 mmol) en THF (10 mL) se afiadié gota a gota a 0 a una solucién de
1-(6-fluoro-1H-indol-3-il)-2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)etanona 1g (0.56 g, 1.69
mmol) en THF (15 mL). La mezcla se agitd6 a 0C durante 15 min y a temperatura
ambiente durante 1 h. El precipitado se separo por filtracién y se lavo con EtOAc. El
filtrado se concentro a presion reducida para obtener 2-bromo-1-(6-fluoro-1H-indol-3-
il)-2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)etanona 1h (0.69 g), la cual se utiliz6 sin una
purificacion adicional en la siguiente etapa.

Sintesis del Compuesto 1 y separacion quiral en los Enantidmeros 1Ay 1B:

Una mezcla de 2-bromo-1-(6-fluoro-1H-indol-3-il)-2-(4-fluoro-2-(2-
hidroxietoxi)fenil)etanona 1h (0.69 g, 1.69 mmol) y 3-metoxi-5-(metilsulfonil)anilina
[CAS 62606-02-4] (1.02 g, 5.07 mmol) en CH3CN (10 mL) se agit6 a temperatura
ambiente durante toda la noche. La mezcla de reaccion se diluyé con EtOAc y se
lavé con HCI 1 N. La fase organica se lavé con una solucidon acuosa saturada de
NaHCOj3;, H,O y salmuera, se secO con Na,SO,, se filtr6 y se concentré a presion
reducida. El residuo se purific6 mediante cromatografia flash en gel de silice

utilizando un gradiente de EtOAc (de un 15% a un 70%) en CH,Cl,. Las fracciones
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gue contenian el compuesto deseado se combinaron y se concentraron a presion
reducida. El residuo se recristaliz6 en una mezcla de EtOAc, Et,O y heptano para
obtener un primer lote de 1-(6-fluoro-1H-indol-3-il)-2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-
2-((3-metoxi-5-(metilsulfonil)fenil)amino)etanona (Compuesto 1, 0.47 g) como una
mezcla racémica. El filtrado se concentr6 a presion reducida y el residuo se
recristalizé en una mezcla de EtOAc, Et,O y heptano para obtener un segundo lote
del Compuesto 1 (0.11 g) como una mezcla racémica.

La separacion quiral de los Enantiomeros del Compuesto 1 (620 mg) se
llevd a cabo utilizando la separacion quiral de fase normal (fase estacionaria:
Chiralpak® AD 1000A 20 pum (Daicel) (600 g), fase mévil: EtOH/MeOH (1/1). Las
fracciones con el producto se combinaron y se evaporaron a presion reducida para
proporcionar el Enantiomero 1A como el primer producto eluido y el Enantiomero 1B
como el segundo producto eluido. Ambos enantiomeros se disolvieron en una
mezcla de agua (5 mL) + MeOH (20 mL). El disolvente se evapord parcialmente a
presion reducida (bafio de agua a 40 °C) hasta obtener una cantidad residual de
aproximadamente 5 mL. La suspension resultante se diluyé con agua (10-15 mL) y
se agitd vigorosamente durante 2 dias. Los solidos se aislaron por filtracién y se
secaron al vacio a temperatura ambiente para proporcionar el Enantiomero 1A (227
mg) y el Enantiomero 1B (251 mg) como polvos blancos.

Compuesto 1:

'H RMN (300 MHz, DMSO-dg) d ppm 3.08 (s, 3 H) 3.72 (s, 3 H) 3.87 -
4.10 (m, 2 H) 4.17 (m, 2 H) 5.30 (s a, 1 H) 6.36 (d, J=7.8 Hz, 1 H) 6.57 (t, J=1.6 Hz, 1
H) 6.65 (s, 1 H) 6.72 (td, J=8.5, 2.5 Hz, 1 H) 6.92 - 6.96 (m, 2 H) 7.03 - 7.10 (m, 2 H)
7.24 (dd, J=9.6, 2.3 Hz, 1 H) 7.38 (dd, J=8.6, 6.9 Hz, 1 H) 8.16 (dd, J=8.8, 5.6 Hz, 1
H) 8.68 (s, 1 H) 12.16 (s a, 1 H)

LC/MS (método LC-D): tg 3.43 min, MH" 531
Enantiomero 1A:

'H RMN (360 MHz, DMSO-ds) & ppm 3.08 (s, 3 H) 3.72 (s, 3 H) 3.89 -
4.07 (m, 2 H) 4.18 (t, J=4.7 Hz, 2 H) 5.30 (t a, J=5.7 Hz, 1 H) 6.35 (d, J=7.8 Hz, 1 H)
6.55 - 6.59 (m, 1 H) 6.62 - 6.67 (m, 1 H) 6.71 (br td, J=8.4, 2.6 Hz, 1 H) 6.91 - 6.97
(m, 2 H) 7.01 -7.09 (m, 2 H) 7.24 (dd, J=9.6, 2.4 Hz, 1 H) 7.38 (dd, J=8.6, 6.8 Hz, 1
H) 8.15 (dd, J=8.9, 5.5 Hz, 1 H) 8.68 (s, 1 H) 12.16 (s a, 1 H)

LC/MS (método LC-B): tg 1.91 min, MH* 531

[a]p?%: +118.6°(c 0. ***, DMF)

SFC quiral (método SFC-D): tg 1.68 min, MH" 531, pureza quiral 100%.
Enantiomero 1B:

'H RMN (360 MHz, DMSO-ds) & ppm 3.08 (s, 3 H) 3.71 (s, 3 H) 3.89 -
4.06 (m, 2 H) 4.17 (t a, J=4.8 Hz, 2 H) 5.30 (t a, J=5.2 Hz, 1 H) 6.35 (d, J=7.7 Hz, 1 H)
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6.55 - 6.59 (m, 1 H) 6.62 - 6.67 (m, 1 H) 6.71 (br td, J=8.4, 2.7 Hz, 1 H) 6.90 - 6.97
(m, 2 H) 7.02 - 7.10 (m, 2 H) 7.23 (dd, J=9.6, 2.5 Hz, 1 H) 7.37 (dd, J=8.6, 6.8 Hz, 1
H) 8.15 (dd, J=8.8, 5.5 Hz, 1 H) 8.68 (s, 1 H) 12.15 (s a, 1 H)

LC/MS (método LC-B): tR 1.91 min, MH+ 531

[a]D20: -115.4°(c 0.3985, DMF)

SFC quiral (método SFC-D): tR 2.20 min, MH+ 531, pureza quiral 100%.

Ejemplo 2: sintesis de 1-(6-cloro-1H-indol-3-il)-2-(4-fluoro-2-(2-
hidroxietoxi)fenil)-2-((3-metoxi-5-(metilsulfonil)fenil)amino)etanona (Compuesto 2) y

separacion quiral en los Enantiomeros 2A 'y 2B.

xosn O

H2 Pd/C Br3

o —
cl N EtzAICI

O N\ EtOAGTA 5h
CHyCly, 0°C 3h

%

THF, de0°CaTA 1h

Iz

F
OMe
HO HO
oA e e O
0 H,N - o
Br 00 H Separacién quiral
Cl ‘

O A I —— Enantiémeros 2A y 2B
|

CH5CN, TA durante toda cl H o

2c

lanoche

Iz __

Sintesis del intermedio 2a:

Se afadi6 gota a gota cloruro de dietilaluminio 1 M en hexano (13.1 mL,
13.1 mmol) a 0C, a una solucion de 6-cloro-1 H-indol [CAS 17422-33-2] (1.33 g, 8.76
mmol) en CH,Cl, (20 mL). Después de 30 min a 0C, se afiadi6 lentam ente una
solucién de cloruro de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)acetilo 1le (4.24 g, 13.1
mmol, sintesis: remitase al Ejemplo 1) en CH,Cl, (10 mL). La mezcla de reaccion se
agité a 0 € durante 3 h. Se afadio una solucion 1 M de sal de Rochelle. Después
de 30 min a temperatura ambiente, la mezcla de reaccién se diluyé con CH.Cl, y se
lavé con HCI 6 N. Se separaron las fases. La fase organica se lavé con salmuera, se
filtr6 a través de un filtro separador de fases y se concentré a presiéon reducida. El
residuo se purific6 mediante cromatografia flash en gel de silice utilizando un
gradiente de EtOAc (de un 10% a un 80%) en heptano. Las fracciones que
contenian el producto deseado se combinaron y se concentraron a presion reducida.
El residuo se purific6 mediante su precipitacion en una mezcla de EtOAc y heptano
para proporcionar 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)-1-(6-cloro-1H-indol-3-
il)etanona 2a (2.39 Q).
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Sintesis del intermedio 2b:

Una mezcla de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)-1-(6-cloro-1H-
indol-3-il)etanona 2a (2.05 g, 4.68 mmol) y paladio sobre carbén al 10% (0.20 g) en
EtOAc (30 mL) se agitd a temperatura ambiente durante 5 h en atmosfera de H,. La
mezcla de reaccion se filtr6 a través de tierra de diatomeas y se lavé con THF. El
filtrado se concentr6 a presion reducida. El residuo se purifico con EtOAc. El
precipitado se separo por filtracion para obtener 1-(6-cloro-1H-indol-3-il)-2-(4-fluoro-
2-(2-hidroxietoxi)fenil)etanona 2b (1.41 Q).

Sintesis del intermedio 2c:

Una solucién de tribromuro de feniltrimetilamonio [CAS 4207-56-1]
(1.83 g, 4.87 mmol) en THF (15 mL) se afadié gota a gota a 0C a una solucién de
1-(6-cloro-1H-indol-3-il)-2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)etanona 2b (1.54 g, 4.43
mmol) en THF (30 mL). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 h. El
precipitado se separ6 por filtracion y se lavd con THF. El filtrado se concentrd a
presion reducida para obtener 2-bromo-1-(6-cloro-1H-indol-3-il)-2-(4-fluoro-2-(2-
hidroxietoxi)fenil)etanona 2c (1.89 g), la cual se utilizd en la siguiente etapa sin una
purificacion adicional.

Sintesis del Compuesto 2 y separacion quiral en los Enantidmeros 2A 'y 2B:

Una mezcla de 2-bromo-1-(6-cloro-1H-indol-3-il)-2-(4-fluoro-2-(2-
hidroxietoxi)fenil)etanona 2c (1.89 g, 4.43 mmol) y 3-metoxi-5-(metilsulfonil)anilina
[CAS 62606-02-4] (2.67 g, 13.3 mmol) en CH3CN (45 mL) se agitd a temperatura
ambiente durante toda la noche. La mezcla de reaccién se concentr6 a presion
reducida. El residuo se repartié entre EtOAc y HCI 1 N. Se separaron las fases. La
fase orgénica se lavo con una solucion acuosa saturada de NaHCO3; y salmuera, se
secO con MgSQOy, se filtré y se concentrd a presion reducida. El residuo se purificd
mediante cromatografia flash en gel de silice utilizando un gradiente de EtOAc (de
un 40% a un 100%) en heptano. Las fracciones que contenian el producto deseado
se combinaron y se concentraron a presion reducida. El residuo se purificé con una
mezcla de Et,O y CH,Cl,. El precipitado se separ6é por filtracion y se purifico
mediante cromatografia flash en gel de silice utilizando un gradiente de MeOH (de
un 1% a un 10%) en CH,CI, para obtener 1-(6-cloro-1H-indol-3-il)-2-(4-fluoro-2-(2-
hidroxietoxi)fenil)-2-((3-metoxi-5-(metilsulfonil)fenillJamino)etanona (Compuesto 2,
1.05 g) como una mezcla racémica.

Los enantiomeros del Compuesto 2 (1.01 g) se separaron mediante
SFC quiral (fase estacionaria: Chiralpak® IA 5 um 20 x 250 mm, fase movil: 50% de
CO,, 50% de MeOH) para proporcionar 460 mg del primer enantibmero eluido y 424
mg del segundo enantiomero eluido. Las dos fracciones se purificaron de nuevo

mediante cromatografia flash en gel de silice (15-40 pm, 12 g, CH.Cl,/MeOH
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99.5/0.5). Las fracciones puras se combinaron y se evaporaron a sequedad. Los
residuos se solidificaron purificandolos con una mezcla de Et,O y éter diisopropilico.
Los sélidos se separaron por filtracion y se secaron para proporcionar 353 mg del
primer enantiomero eluido y 363 mg del segundo enantiomero eluido. El primer
enantiomero eluido se purific6 posteriormente mediante SFC aquiral (fase
estacionaria: DEAP (dietilaminopropilo) 5 um 150 x 21.2 mm, fase movil: 60% de
CO,, 40% de EtOH (+ 0.3% de iPrNHy)). Las fracciones puras se combinaron y se
evaporaron a sequedad Yy posteriormente solidificaron purificandolas con
MeOH/agua. El precipitado se separé por filtracion, se lavo con éter diisopropilico y
se secO para obtener el Enantiomero 2A (269 mg). El segundo enantiomero eluido
se purificé posteriormente mediante SFC aquiral (fase estacionaria: DEAP 5 um 150
x 21.2 mm, fase movil: 60% de CO,, 40% de EtOH (+ 0.3% de iPrNH,)). Las
fracciones puras se combinaron y se evaporaron a sequedad y posteriormente
solidificaron purificAndolas con MeOH/agua. El precipitado se separo por filtracion,
se lavé con éter diisopropilico y se seco para obtener el Enantibmero 2B (261 mg).
Compuesto 2:

'H RMN (300 MHz, DMSO-dg) 8 ppm 3.10 (s, 3 H) 3.74 (s, 3 H) 3.86 —
4.12 (m, 2 H) 4.20 (m, 2 H) 5.32 (s a, 1 H) 6.38 (d, J=7.7 Hz, 1 H) 6.59 (s, 1 H) 6.67
(s, 1 H) 6.74 (td, J=8.4, 2.2 Hz, 1 H) 6.91 - 7.00 (m, 2 H) 7.08 (d, J=7.7 Hz, 1 H) 7.24
(dd, J=8.5, 1.7 Hz, 1 H) 7.39 (t, J=7.7 Hz, 1 H) 7.52 (d, J=1.5 Hz, 1 H) 8.18 (d, J=8.5
Hz, 1 H) 8.72 (s, 1 H) 12.24 (s a, 1 H)

LC/MS (método LC-F): tg 1.25 min, MH" 547
Enantiomero 2A:

'H RMN (500 MHz, DMSO-dg) & ppm 3.08 (s, 3 H) 3.72 (s, 3 H) 3.89 -
4.07 (m, 2 H) 4.18 (ta, J=4.3 Hz, 2 H) 5.31 (s a, 1 H) 6.36 (d, J=7.9 Hz, 1 H) 6.57 (s,
1H)6.65(sa, 1H)6.72 (td, J=8.4, 2.0 Hz, 1 H) 6.90 - 6.98 (m, 2 H) 7.06 (br d, J=7.9
Hz, 1 H) 7.22 (dd, J=8.5, 1.6 Hz, 1 H) 7.37 (t, J=7.7 Hz, 1 H) 7.50 (d, J=1.3 Hz, 1 H)
8.16 (d, J=8.5Hz, 1 H) 8.70 (s, 1 H) 12.21 (s a, 1 H)

LC/MS (método LC-C): tg 2.94 min, MH" 547

[a]p?%: +127.6°(c 0.25, DMF)

SFC quiral (método SFC-A): tg 2.02 min, MH" 547, pureza quiral
98.22%.

Punto de fusion: 118 T
Enantiomero 2B:

'H RMN (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 3.08 (s, 3 H) 3.72 (s, 3 H) 3.89 -
4.07 (m,2H)4.15-4.20 (m, 2H) 5.31 (sa, 1 H) 6.36 (d, J=7.6 Hz, 1 H) 6.57 (s, 1 H)
6.65 (s a, 1 H) 6.72 (td, J=8.4, 2.0 Hz, 1 H) 6.89 - 6.99 (m, 2 H) 7.06 (br d, J=7.6 Hz,
1 H) 7.22 (dd, J=8.5, 1.3 Hz, 1 H) 7.37 (t, J=7.7 Hz, 1 H) 7.50 (d, J=1.3 Hz, 1 H) 8.16
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(d, J=8.5Hz, 1 H) 8.70 (s, 1 H) 12.21 (s a, 1 H)
LC/MS (método LC-C): tR 2.94 min, MH+ 547
[a]D20: -125.6°(c 0.2555, DMF)
SFC quiral (método SFC-A): tR 2.40 min, MH+ 547, pureza quiral 100%.
Punto de fusion: 117 T
Ejemplo 3: sintesis de 2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-1-(6-fluoro-7-
metil-1H-indol-3-il)-2-((3-metoxi-5-(metilsulfonil)fenil)amino)etanona (Compuesto 3) y

separacion quiral en los Enantiomeros 3A 'y 3B.

C oBn H2 PdIC Br3
A
F N EtzAICI A\ EtOAc,TA3h N THF, 0°C de a TA
CH,Cly, 0°C 2h H N

Separacion quiral

I

Enantiémeros 3A 'y 3B

O A\
F H CH3CN/THF,TA durante toda |
la noche

Sintesis del intermedio 3a:

Se afadi6 gota a gota cloruro de dietilaluminio 1 M en hexano (13.2 mL,
13.2 mmol) a 0C a una solucion de 6-fluoro-7-metil -1H-indol [CAS 57817-10-4] (1.3
g, 8.71 mmol) en CH,Cl, (17 mL). Después de 30 min a 0C, se afadié lentam ente
una solucion de cloruro de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)acetilo 1e (4.22 g,
13.1 mmol, sintesis: remitase al Ejemplo 1) en diclorometano (17 mL). La mezcla de
reaccion se agito a 0 T durante 2 h. Se afiadié una solucién 1M de sal de Rochelle.
La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 2 h y se extrajo dos
veces con EtOAc. Las fases organicas se combinaron, se lavaron con salmuera, se
secaron con MgSQy, se filtraron y se concentraron a presion reducida. Al residuo se
afiadié una cantidad minima de CH,Cl,. El precipitado se separ6 por filtracion, se
lavé con CH.CIl, y se secé al vacio para obtener un primer lote de 2-(2-(2-
(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)-1-(6-fluoro-7-metil-1H-indol-3-il)etanona 3a (1.2 g). El
filtrado se concentr6 a presion reducida. El residuo se purificO6 mediante
cromatografia flash en gel de silice utilizando un gradiente de EtOAc (de un 5% a un
50%) en heptano. Las fracciones que contenian el producto se combinaron y se
concentraron a presion reducida. El residuo se purifico con CH3CN. Los sdlidos se
separaron por filtracion, se lavaron con CH,Cl, y se secaron al vacio para obtener un
segundo lote de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)-1-(6-fluoro-7-metil-1H-indol-3-

illetanona 3a (0.88 g). El filtrado se concentrd parcialmente. El solido formado se
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separd por filtracion, se lavé con CH,Cl, y se seco al vacio para obtener un tercer
lote de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)-1-(6-fluoro-7-metil-1H-indol-3-il)etanona
3a (0.17 g).

Sintesis del intermedio 3b:

Una mezcla de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)-1-(6-fluoro-7-metil-
1H-indol-3-il)etanona 3a (1.95 g, 4.48 mmol) y paladio sobre carbon al 10% (0.2 g)
en EtOAc (120 mL) se agito a temperatura ambiente durante 3 h en atmaosfera de H..
La mezcla de reaccion se filtré a través de un lecho de celite®. El filtrado se
concentrd a presion reducida. Al residuo se afiadié una cantidad minima de CH,Cl..
El precipitado se separ6 por filtracion y se sec6 al vacio para obtener 2-(4-fluoro-2-
(2-hidroxietoxi)fenil)-1-(6-fluoro-7-metil-1H-indol-3-il)etanona 3b (1.27 g).

Sintesis del intermedio 3c:

Una solucién de tribromuro de feniltrimetilamonio [CAS 4207-56-1]
(1.77 g, 4.71 mmol) en THF (28 mL) se afadié gota a gota a 0C a una solucién de
2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-1-(6-fluoro-7-metil-1H-indol-3-il)etanona 3b (1.48 g,
4.29 mmol) en THF (40 mL). La mezcla de reaccion se agité a 0C durante 15 min y
a temperatura ambiente durante 2 h. El precipitado se separ6 por filtracién y se lavo
con EtOAc. El filtrado se concentré a presion reducida para obtener 2-bromo-2-(4-
fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-1-(6-fluoro-7-metil-1H-indol-3-il)etanona 3c (1.82 @), la
cual se utilizé en la siguiente etapa sin una purificacion adicional.

Sintesis del Compuesto 3 y separacion quiral en los Enantidmeros 3A 'y 3B:

Una mezcla de 2-bromo-2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-1-(6-fluoro-7-
metil-1H-indol-3-il)etanona 3c (1.16 g, 2.63 mmol) y 3-metoxi-5-(metilsulfonil)anilina
[CAS 62606-02-4] (1.59 g, 7.90 mmol) en CH3CN (6 mL) y THF (6 mL) se agité a
temperatura ambiente durante toda la noche. La mezcla de reaccion se diluyé con
EtOAc y se lavo con HCI 1 N. Se separaron las fases. La fase organica se lavé con
HCI 1 N, una solucién acuosa saturada de NaHCO3, H,O y salmuera, se sec6 con
MgSOQ,, se filtrd y se concentrd a presion reducida. El residuo se purificO mediante
cromatografia flash en gel de silice utilizando un gradiente de EtOAc (de un 15% a
un 100%) en CH)Cl,. Las fracciones que contenian el compuesto deseado se
combinaron y se concentraron a presion reducida. Al residuo se afiadié una cantidad
minima de CH,Cl,. El precipitado se separd por filtracion y se sec6 al vacio para
obtener un primer lote de 2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-1-(6-fluoro-7-metil-1H-
indol-3-il)-2-((3-metoxi-5-(metilsulfonil)fenil)amino)etanona (Compuesto 3, 0.73 Q)
como una mezcla racémica. El filtrado se concentrd a presion reducida. El residuo se
purifico con CH,Cl, y CH3CN. Los sélidos se separaron por filtracion y se secaron a

presion reducida para proporcionar un segundo lote del Compuesto 3 (0.23 g) como
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una mezcla racémica. El filtrado se concentr6 a presion reducida. El residuo se
purific6 mediante cromatografia flash en gel de silice utilizando un gradiente de
EtOAc (de un 15% a un 100%) en CH,Cl,. Las fracciones que contenian el
Compuesto 3 se combinaron y se concentraron a presion reducida. El residuo se
purifico con CH,Cl,. Los solidos se separaron por filtracion y se secaron a presion
reducida para proporcionar un tercer lote del Compuesto 3 (0.20 g) como una mezcla
racémica.

La separacion quiral de los Enantiomeros del Compuesto 3 (1.15 g) se
llevo a cabo utilizando la separacion quiral de fase normal (fase estacionaria: AS 20
um, fase mévil: 100% de MeOH). Las fracciones con el producto se combinaron y se
evaporaron para proporcionar el Enantiomero 3A como el primer producto eluido y el
Enantidmero 3B como el segundo producto eluido. El enantiomero 3A se purifico
mediante cromatografia flash (fase estacionaria: silice Grace Reveleris® 40 g, fase
movil: gradiente de heptano/EtOAc/EtOH de 100/0/0 a 40/45/15). Las fracciones que
contenian el producto se combinaron, se evaporaron, y se coevaporaron con MeOH.
El residuo espumoso se agité en H,O (8 mL) y se afiadié gota a gota MeOH (2.5 mL).
Después de agitar durante 15 minutos, el precipitado se separo por filtracion, se lavo
con H,O/MeOH 3/1 (4x 1.5 mL) y se secé al vacio a 50 °C para proporcionar el
Enantiomero 3A (0.341 g). El enantiomero 3B se purificO mediante cromatografia
flash (fase estacionaria: silice Grace Reveleris® 40 g, fase moévil: gradiente de
heptano/EtOAC/EtOH de 100/0/0 a 40/45/15). Las fracciones que contenian el
producto se combinaron y se evaporaron. El residuo aceitoso se agité en H,O (8 mL)
y se afadié gota a gota MeOH (17.5 mL). Después de agitar durante 15 minutos, el
precipitado se separ6 por filtracion, se lavo con MeOH/H,0 1/1 (4x 1.5 mL) y se seco
al vacio a 50 °C para proporcionar el Enantiomero 3B (0.266 g).

Compuesto 3:

'H RMN (300 MHz, DMSO-ds) & ppm 2.39 (s, 3 H) 3.08 (s, 3 H) 3.72 (s,
3H)3.90-4.11 (m, 2 H) 4.17 (m, 2 H) 5.32 (s a, 1 H) 6.39 (d, J=7.7 Hz, 1 H) 6.57 (s,
1 H)6.66 (s, 1 H)6.71 (td, J=8.5, 2.3 Hz, 1 H) 6.89 - 7.10 (m, 4 H) 7.37 (t, J=7.1 Hz,
1 H) 7.99 (dd, J=8.7,5.5 Hz, 1 H) 8.63 (s, 1 H) 12.22 (s a, 1 H)

LC/MS (método LC-E): tR 1.07 min, MH" 545
Enantiomero 3A:

'H RMN (360 MHz, DMSO-dg) d ppm 2.35 - 2.43 (m, 3 H) 3.08 (s, 3 H)
3.72 (s, 3 H) 3.89 - 4.10 (m, 2 H) 4.17 (t, J=4.8 Hz, 2 H) 5.32 (t, J=5.7 Hz, 1 H) 6.39
(d, J=7.7 Hz, 1 H) 6.56 - 6.58 (m, 1 H) 6.65 - 6.68 (m, 1 H) 6.71 (td, J=8.5, 2.4 Hz, 1
H) 6.91 - 6.98 (m, 2 H) 6.98 - 7.07 (m, 2 H) 7.37 (dd, J=8.6, 6.8 Hz, 1 H) 7.99 (dd,
J=8.7,5.2 Hz, 1 H) 8.63 (d, J=3.2 Hz, 1 H) 12.22 (d, J=3.2 Hz, 1 H)

LC/MS (método LC-A): tR 1.08 min, MH+ 545
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[a]D20: +110.0°(c 0.46, DMF)
SFC quiral (método SFC-E): tR 3.30 min, MH+ 545, pureza quiral 100%.
Punto de fusién: 212<C

Enantiomero 3B:

'H RMN (360 MHz, DMSO-ds) & ppm 2.35 - 2.42 (m, 3 H) 3.08 (s, 3 H)
3.72 (s, 3 H) 3.90 - 4.10 (m, 2 H) 4.18 (t, J=4.8 Hz, 2 H) 5.32 (t, J=5.7 Hz, 1 H) 6.39
(d, J=7.7 Hz, 1 H) 6.55 - 6.59 (m, 1 H) 6.66 - 6.68 (m, 1 H) 6.71 (td, J=8.5, 2.4 Hz, 1
H) 6.91 - 6.97 (m, 2 H) 6.98 - 7.07 (m, 2 H) 7.37 (dd, J=8.6, 6.8 Hz, 1 H) 7.99 (dd,
J=8.7,5.2 Hz, 1 H) 8.64 (d, J=3.2 Hz, 1 H) 12.22 (d, J=3.2 Hz, 1 H)

LC/MS (método LC-A): tR 1.08 min, MH+ 545

[a]D20: -107.3°(c 0.4985, DMF)

SFC quiral (método SFC-E): tR 3.74 min, MH+ 545, pureza quiral 100%.

Punto de fusion: 214C

Ejemplo 4: sintesis de 1-(6-cloro-7-metil-1H-indol-3-il)-2-(4-fluoro-2-(2-
hidroxietoxi)fenil)-2-((3-metoxi-5-(metilsulfonil)fenil)amino)etanona (Compuesto 4) y

separacion quiral en los Enantiomeros 4A 'y 4B.

\osn H2 Pd/C Brs
A\
N
cl N EtzAICI N\ MeOH, THF,TA2h A THF, 0°C 1h,TA3h
CH,Cl,, 0°C 3h H cl u

F oM
HO ©
0
0
o HoN //S\\/
Br 0o
0
al N CH,CN/THFTA48h ¢

4c

Separacion quiral
Enantiomeros 4A y 4B

Sintesis del intermedio 4a:

Se afadi6é gota a gota cloruro de dietilaluminio 1 M en hexano (13.5 mL,
13.5 mmol) a 0 °C a una solucion de 6-cloro-7-metil-1H-indol [CAS 57817-09-1] (1.49
g, 9 mmol) en CH,Cl, (70 mL). Después de 30 min a 0 C, se afiadio lenta mente
cloruro de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)acetilo 1le (8.5 g, 26.3 mmol) en
CH2Cl; (20 mL) a 0 €. La reaccién se agité a 0 T durant e 3 h. Se afiadié hielo-
agua y la mezcla de reaccion se extrajo con CH,Cl,. La fase organica se sec6 con
MgSOQO,, se filtro y se evaporo el disolvente al vacio. El producto crudo se purifico
mediante cromatografia flash en gel de silice (15-40 yum, 120 g, CH,Cl,/CH3;OH
99.5/0.5). Las fracciones puras se combinaron y se evaporaron a sequedad para
obtener 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)-1-(6-cloro-7-metil-1H-indol-3-il)etanona
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4a (1.86 g).
Sintesis del intermedio 4b:

Una mezcla de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)-1-(6-cloro-7-metil-
1H-indol-3-il)etanona 4a (1.76 g, 3.9 mmol) en CH30OH (40 mL) y THF (40 mL) se
hidrogend a presion atmosférica en H, durante 2 h con Pd/C (al 10%) (170 mg, 0.16
mmol) como catalizador. La mezcla se filtr6 a través de un lecho de celite® y se lavd
con EtOAc/THF 70/30. El filtrado se concentr6 a presiéon reducida. El residuo se
solidifico purificandolo con CH3CN/éter diisopropilico. El precipitado se separd por
filtracion para obtener 1-(6-cloro-7-metil-1H-indol-3-il)-2-(4-fluoro-2-(2-
hidroxietoxi)fenil)etanona 4b como un polvo blanco (800 mg).

Sintesis del Compuesto 4 y separacion quiral de los Enantibmeros 4A 'y 4B:

En un fluop de N, a 0 €, una solucibn de tribromuro de
feniltrimetilamonio [CAS 4207-56-1] (0.89 g, 2.38 mmol) en THF (40 mL) se afiadio
gota a gota a una solucion de 1-(6-cloro-7-metil-1H-indol-3-il)-2-(4-fluoro-2-(2-
hidroxietoxi)fenil)etanona 4b (0.86 g, 2.38 mmol) en THF (20 mL). La mezcla se agito
a 0T durante 1 h, se retir0 el bafio de refrigeracion y se siguid agitando a
temperatura ambiente durante 3 h. Se afadi6 gota a gota 3-metoxi-5-
(metilsulfonil)anilina [CAS 62606-02-4] (1.43 g, 7.13 mmol) en CH3CN (20 mL) y la
mezcla resultante se agitd a temperatura ambiente durante 48 h. La mezcla se
concentrd a presion reducida. Al residuo se afiadié EtOAc y se lavé con HCI 1 N (dos
veces), se secO con MgSQOy, se filtro y el disolvente se evaporé a presion reducida.
El producto crudo se cristalizé en CH3CN/éter diisopropilico para obtener 1-(6-cloro-
7-metil-1H-indol-3-il)-2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-2-((3-metoxi-5-
(metilsulfonil)fenil)amino)etanona (Compuesto 4, 1.07 g) como una mezcla racémica.

Los enantiomeros del Compuesto 4 (837 mg) se separaron mediante
SFC quiral (fase estacionaria: Chiralcel® OD-H 5 pum 250 x 30 mm, fase mévil: 60%
de CO,, 40% de EtOH (+ 0.3% de iPrNHy)) para proporcionar 326 mg del primer
enantiomero eluido y 350 mg del segundo enantibmero eluido. El primer
enantiomero eluido se solidifico purificandolo con CH3;CN/éter diisopropilico. El
precipitado se separd6 por filtracién y se seco para obtener 298 mg del Enantidmero
4A. El segundo enantiomero eluido se cristaliz6 en CH3;CN/éter diisopropilico. El
precipitado se separd por filtracién y se seco para obtener 267 mg del Enantiomero
4B.

Compuesto 4:

'H RMN (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 3.09 (s, 3 H) 3.72 (s, 3 H) 3.92 -
4.08 (m, 2 H) 4.13 - 4.21 (m, 2 H) 5.32 (s a, 1 H) 6.40 (d, J=7.6 Hz, 1 H) 6.57 (s, 1 H)
6.67 (sa, 1 H) 6.71 (td, J=8.4, 2.0 Hz, 1 H) 6.92 - 6.98 (m, 2 H) 7.05 (br d, J=7.6 Hz,
1H)7.23(d,J=8.5Hz, 1 H) 7.37 (t, J=7.7 Hz, 1 H) 8.00 (d, J=8.5 Hz, 1 H) 8.64 (s, 1
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H) 12.28 (s a, 1 H)
LC/MS (método LC-C): tR 3.07 min, MH" 561

Enantiomero 4A:

'H RMN (500 MHz, DMSO-dg) d ppm 3.08 (s, 3 H) 3.72 (s, 3 H) 3.91 -
4.07 (m, 2 H) 4.17 (t, J=4.6 Hz, 2 H) 5.31 (s a, 1 H) 6.39 (d, J=7.9 Hz, 1 H) 6.57 (t,
J=1.7 Hz, 1 H) 6.66 (s a, 1 H) 6.71 (td, J=8.5, 2.5 Hz, 1 H) 6.91 - 6.98 (m, 2 H) 7.04
(d, J=7.6 Hz, 1 H) 7.22 (d, J=8.5 Hz, 1 H) 7.37 (dd, J=8.5, 6.9 Hz, 1 H) 8.00 (d, J=8.5
Hz, 1 H) 8.64 (s, 1 H) 12.28 (s a, 1 H)

LC/MS (método LC-C): tR 3.07 min, MH+ 561

[a]D20: -110.2°(c 0.256, DMF)

SFC quiral (método SFC-B): tR 3.52 min, pureza quiral 100%.
Enantiomero 4B:

'H RMN (500 MHz, DMSO-dg) & ppm 3.08 (s, 3 H) 3.72 (s, 3 H) 3.92 -
4.07 (m, 2 H) 4.17 (t, J=4.6 Hz, 2 H) 5.32 (s a, 1 H) 6.39 (d, J=7.6 Hz, 1 H) 6.57 (t,
J=1.7 Hz, 1 H) 6.66 (s, 1 H) 6.71 (td, J=8.4, 2.4 Hz, 1 H) 6.91 - 6.97 (m, 2 H) 7.04 (d,
J=7.9 Hz, 1 H) 7.22 (d, J=8.5 Hz, 1 H) 7.37 (dd, J=8.8, 6.9 Hz, 1 H) 8.00 (d, J=8.5 Hz,
1H)8.64 (s, 1H)12.19 (s a, 1 H)

LC/MS (método LC-C): tR 3.07 min, MH+ 561

[a]D20: +112.8°(c 0.257, DMF)

SFC quiral (método SFC-B): tR 4.69 min, pureza quiral 100%.

Punto de fusion: 162 T

Ejemplo 5: sintesis de 1-(5,6-difluoro-1H-indol-3-il)-2-(4-fluoro-2-(2-
hidroxietoxi)fenil)-2-((3-metoxi-5-(metilsulfonil)fenil)amino)etanona (Compuesto 5) y

separacion quiral en los Enantiomeros 5A y 5B.
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Sintesis del intermedio 5a:
Se afadié gota a gota cloruro de dietilaluminio 1 M en hexano (9.5 mL,
9.50 mmol) a 0C, a una solucién de 5,6-difluoro-1 H-indol [CAS 169674-01-5] (0.73 g,
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4.73 mmol) en CH,CI, (20 mL). Después de 30 min a 0C, se afiadio lentam ente una
solucién de cloruro de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)acetilo 1e (2.29 g, 7.10
mmol, sintesis: remitase al Ejemplo 1) en diclorometano (12 mL). La mezcla de
reaccion se agitdé a 0 T durante 3 h. Se afiadio una solucién 1 M de sal de Rochelle.
Después de agitar a temperatura ambiente durante 2 h, la mezcla de reaccion se
acidific6 con HCI 1 N y se extrajo dos veces con EtOAc. Las fases organicas se
combinaron, se lavaron con salmuera, se secaron con MgSQO,, se filtraron y se
concentraron a presion reducida. El residuo se purificO mediante cromatografia flash
en gel de silice utilizando un gradiente de EtOAc (de un 0% a un 50%) en heptano
para proporcionar 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)-1-(5,6-difluoro-1H-indol-3-
il)etanona 5a (0.66 Q).

Sintesis del intermedio 5b:

Una mezcla de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)-1-(5,6-difluoro-1H-
indol-3-il)etanona 5a (0.66 g, 1.50 mmol) y paladio sobre carbén al 10% (0.07 g) en
EtOAc (15 mL) se agitdé a temperatura ambiente durante 1 h en atmosfera de H,. La
mezcla de reaccion se filtr6 a través de celite®. El filtrado se concentré a presion
reducida. El residuo se purific6 mediante cromatografia flash en gel de silice
utilizando un gradiente de EtOAc (de un 30% a un 85%) en heptano para obtener 1-
(5,6-difluoro-1H-indol-3-il)-2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)etanona 5b (0.28 g).
Sintesis del intermedio 5c:

Una solucién de triboromuro de feniltrimetilamonio [CAS 4207-56-1]
(0.93 g, 2.47 mmol) en THF (10 mL) se afadio gota a gota a 0C a una solucion de
1-(5,6-difluoro-1H-indol-3-il)-2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)etanona 5b (0.79 g,
2.29 mmol) en THF (15 mL). La mezcla de reaccion se agité a 0 durante 15 miny
a temperatura ambiente durante 2.5 h. El precipitado se separé por filtracion y se
lavd con EtOAc. El filtrado se concentrd a presion reducida para obtener 2-bromo-1-
(5,6-difluoro-1H-indol-3-il)-2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)etanona 5c¢ (0.98 g), la
cual se utilizé en la siguiente etapa sin una purificacién adicional.

Sintesis del Compuesto 5 y separacion quiral en los Enantidmeros 5A y 5B:

Una mezcla de 2-bromo-1-(5,6-difluoro-1H-indol-3-il)-2-(4-fluoro-2-(2-
hidroxietoxi)fenil)etanona 5c¢ (0.98 g, 2.28 mmol) y 3-metoxi-5-(metilsulfonil)anilina
[CAS 62606-02-4] (1.36 g, 6.78 mmol) en CH3CN (6 mL) y THF (6 mL) se agitdé a
temperatura ambiente durante toda la noche. La mezcla de reaccion se concentro a
presion reducida. El residuo se repartié entre EtOAc y HCI 1 N. Se separaron las
fases. La fase acuosa se extrajo dos veces con EtOAc. Las fases organicas se
combinaron, se lavaron con salmuera, se secaron con MgSQ,, se filtraron y se
concentraron a presion reducida. El residuo se purificO mediante cromatografia flash

en gel de silice utilizando un gradiente de EtOAc (de un 15% a un 70%) en CH,Cl..
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Las fracciones que contenian el compuesto deseado se combinaron y se
concentraron a presion reducida. El residuo se purificdé con EtOAc. Los sdlidos se
separaron por filtracion y se secaron al vacio para obtener 1-(5,6-difluoro-1H-indol-3-
il)-2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-2-((3-metoxi-5-(metilsulfonil)fenil)Jamino)etanona
(Compuesto 5, 0.53 g) como una mezcla racémica.

La separacion quiral de los Enantidmeros del Compuesto 5 (482 mg) se
llevé a cabo utilizando la separaciéon quiral de fase normal (fase estacionaria: AS 20
pum, fase mévil: 100% de MeOH). Las fracciones con el producto se combinaron y se
evaporaron a presion reducida para proporcionar el Enantiomero 5A como el primer
producto eluido y el Enantiomero 5B como el segundo producto eluido. El
enantiomero 5A se purific6 mediante cromatografia flash (fase estacionaria: silice
Grace Reveleris® 12 g, fase movil: gradiente de heptano/EtOAc/EtOH de 100/0/0 a
40/45/15). Las fracciones que contenian el producto se combinaron, se evaporaron a
presién reducida y se coevaporaron con CH3;CN. El residuo se liofiliz6 en una mezcla
de CH3CN (3 mL) y agua (3 mL) y se secé al vacio a 50 °C para proporcionar el
Enantiomero 5A (0.147 g). El enantidmero 5B se purificO mediante cromatografia
flash (fase estacionaria: silice Grace Reveleris® 12 g, fase movil: gradiente de
heptano/EtOAC/EtOH de 100/0/0 a 40/45/15). Las fracciones que contenian el
producto se combinaron, se evaporaron a presion reducida y se coevaporaron con
CH3CN. El residuo se liofiliz6 en una mezcla de CH3CN (3 mL) y agua (3 mL) y se
seco al vacio a 50 °C para proporcionar el Enantiomero 5B (0.107 g).
Compuesto 5:

'H RMN (300 MHz, DMSO-dg) 8 ppm 3.08 (s, 3 H) 3.72 (s, 3 H) 3.89 —
4.09 (m, 2 H) 4.18 (m, 2 H) 5.30 (t, J=5.3 Hz, 1 H) 6.36 (d, J=7.8 Hz, 1 H) 6.58 (s, 1
H) 6.65 (s, 1 H) 6.71 (td, J=8.5, 2.3 Hz, 1 H) 6.90 — 6.99 (m, 2 H) 7.07 (d, J=7.8 Hz, 1
H) 7.37 (t, J=7.1 Hz, 1 H) 7.50 (dd, J=10.7,7.0 Hz, 1 H) 8.01 (dd, J=11.2,8.2 Hz, 1 H)
8.72(s,1H)12.29(sa, 1 H)

LC/MS (método LC-F): tg 1.10 min, MH+ 549
Enantiomero 5A:

'H RMN (360 MHz, DMSO-ds) & ppm 3.08 (s, 3 H) 3.72 (s, 3 H) 3.86 -
4.07 (m, 2 H) 4.17 (t, J=4.8 Hz, 2 H) 5.30 (t, J=5.5 Hz, 1 H) 6.35 (d, J=7.8 Hz, 1 H)
6.57 (t, J=1.9 Hz, 1 H) 6.63 - 6.67 (m, 1 H) 6.72 (td, J=8.5, 2.4 Hz, 1 H) 6.91 - 6.97
(m, 2 H) 7.07 (d, J=7.8 Hz, 1 H) 7.37 (dd, J=8.6, 6.8 Hz, 1 H) 7.50 (dd, J=10.7, 7.0
Hz, 1 H) 8.01 (dd, J=11.1, 8.1 Hz, 1 H) 8.72 (s, 1 H) 12.29 (s a, 1 H)

LC/MS (método LC-A): tR 1.03 min, MH+ 549

[a]D20: +122.7°(c 0.49, DMF)

SFC quiral (método SFC-E): tR 3.28 min, MH" 549, pureza quiral 100%.
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Enantiomero 5B:

'H RMN (360 MHz, DMSO-ds) & ppm 3.08 (s, 3 H) 3.72 (s, 3 H) 3.86 -
4.07 (m, 2 H) 4.18 (t a, J=4.8 Hz, 2 H) 5.30 (t, J=5.5 Hz, 1 H) 6.36 (d, J=7.8 Hz, 1 H)
6.58 (t, J=1.8 Hz, 1 H) 6.63 - 6.67 (m, 1 H) 6.73 (td, J=8.5, 2.5 Hz, 1 H) 6.91 - 6.97
(m, 2 H) 7.07 (d, J=7.8 Hz, 1 H) 7.38 (dd, J=8.6, 6.8 Hz, 1 H) 7.50 (dd, J=10.7, 6.9
Hz, 1 H) 8.02 (dd, J=11.1, 8.1 Hz, 1 H) 8.72 (s, 1 H) 12.29 (s a, 1 H)

LC/MS (método LC-A): tR 1.04 min, MH+ 549

[a]D20: -123.3°(c 0.48, DMF)

SFC quiral (método SFC-E): tR 3.74 min, MH+ 549, pureza quiral 100%.

Ejemplo 6: sintesis de 2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-2-((3-metoxi-5-
(metilsulfonil)fenil)amino)-1-(6-metoxi-5-metil-1H-indol-3-il)etanona (Compuesto 6) y

separacion quiral en los Enantiomeros 6A y 6B.
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Sintesis del intermedio 6a:

Se afadi6 gota a gota cloruro de dietilaluminio 1 M en hexano (35.8 mL,
35.8 mmol) a 0 °C a una solucion de 6-metoxi-5-metil-1H-indol [CAS 1071973-95-9]
(3.85 g, 23.9 mmol) en CH.CIl, (50 mL). Después de 30 min a 0 C, se afadio
lentamente cloruro de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)acetilo 1e (8.5 g, 26.3
mmol) en CH,Cl, (50 mL) a 0 C. La reaccion se agitd a 0 T durant e 3 h. Se afadio
hielo-agua y la mezcla de reaccion se extrajo con CH,Cl,/CH3;OH 90/10. La fase
organica se lavé con una solucion saturada de la sal de Rochelle y a continuacion
con salmuera, se secd con MgSQ,, se filtré y se elimind el disolvente a presion
reducida. Al residuo se afadié la cantidad minima de CH.Cl,, el precipitado se
separ6 por filtracibn y se secd para proporcionar 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-
fluorofenil)-1-(6-metoxi-5-metil-1H-indol-3-il)etanona 6a (6.6 g).
Sintesis del intermedio 6b:

Una mezcla de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)-1-(6-metoxi-5-
metil-1H-indol-3-il)etanona 6a (5.2 g, 11.6 mmol) en CH3;OH (200 mL) y THF (100 mL)

se hidrogen6 a presion atmosférica en H, durante 15 min con Pd(OH)./C al 20%
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(2.45 g, 3.49 mmol). La mezcla se filtro a través de un lecho de celite® y se lavo con
EtOAc/THF 70/30. El filtrado se concentr6 a presiéon reducida. EI compuesto se
purificd con Et,0, el precipitado se separo por filtracion y se seco para obtener 2-(4-
fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-1-(6-metoxi-5-metil-1H-indol-3-il)etanona 6b como un
polvo blanco (2.54 g).

Sintesis del Compuesto 6 y separacion quiral de los Enantidmeros 6A y 6B:

En un fluop de N, a 0 <€, una solucibn de tribromuro de
feniltrimetilamonio [CAS 4207-56-1] (2.4 g, 6.38 mmol) en THF (15 mL) se afiadio
gota a gota a una solucién de 2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-1-(6-metoxi-5-metil-
1H-indol-3-il)etanona 6b (2.28 g, 6.38 mmol) en THF (100 mL). La mezcla se agit6 a
0<C durante 1 h, se retiré el bafio de refrigeracion y se siguié agitando a temperatura
ambiente durante 3 h. Se afiadié gota a gota 3-metoxi-5-(metilsulfonil)anilina [CAS
62606-02-4] (3.85 g, 19.1 mmol) en CH3CN (45 mL) y la mezcla resultante se agito a
temperatura ambiente durante 72 h. La mezcla se concentr6 a presion reducida. Al
residuo se afladié EtOAc y se lavo con HCI 1 N (dos veces), se sec6 con MgSQOy,, se
filtro y el disolvente se evaporo6 a presion reducida. El residuo crudo (4 g) se combiné
con otra fraccion (1 g) y se purificdé mediante cromatografia flash en gel de silice (15-
40 pum, 120 g, CH.CI,/CH3OH 99/1). Las fracciones puras se combinaron y se
evaporaron a sequedad para obtener 2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-2-((3-metoxi-
5-(metilsulfonil)fenil)amino)-1-(6-metoxi-5-metil-1H-indol-3-il)etanona (Compuesto 6,
1.3 g) como una mezcla racémica.

Los enantiomeros del Compuesto 6 (1.55 g) se separaron mediante
SFC quiral (fase estacionaria: Chiralcel® OD-H 5 um 250 x 30 mm, fase mévil: 60%
de CO,, 40% de MeOH (+0.3% de iPrNHy)) para proporcionar 590 mg del primer
enantiomero eluido y 613 mg del segundo enantidmero eluido. El primer
enantiomero eluido se cristalizé en Et,O. El precipitado se separo por filtracion y se
secO para obtener 529 mg del Enantidmero 6A. El segundo enantidmero eluido se
cristalizé en Et,0. El precipitado se separo por filtracién y se secé para obtener 517
mg del Enantidmero 6B.

Compuesto 6:

'H RMN (500 MHz, DMSO-dg) & ppm 2.21 (s, 3 H) 3.08 (s, 3 H) 3.71 (s,
3 H)3.79 (s,3H)3.90-397 (m, 1 H)3.98-4.06 (m, 1 H)4.17 (t, J=4.6 Hz, 2 H)
5.29 (t @, J=4.9 Hz, 1 H) 6.31 (d, J=7.6 Hz, 1 H) 6.56 (t, J=1.7 Hz, 1 H) 6.64 (s, 1 H)
6.71 (td, J=8.4, 2.4 Hz, 1 H) 6.89 (s, 1 H) 6.91 - 6.95 (m, 2 H) 6.99 (d, J=7.9 Hz, 1 H)
7.37 (dd, J=8.5,6.9 Hz, 1 H) 7.91 (s, 1 H) 8.48 (s, 1 H) 11.82 (s, 1 H)

LC/MS (método LC-G): tg 2.67 min, MH™ 557
Enantiomero 6A:

'H RMN (500 MHz, DMSO-dg) & ppm 2.21 (s, 3 H) 3.08 (s, 3 H) 3.71 (s,
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3 H) 3.79 (s, 3 H) 3.94 (dg, J=8.2, 4.1 Hz, 1 H) 4.03 (dq, J=11.7, 5.6 Hz, 1 H) 4.17 (t,
J=4.6 Hz, 2 H) 5.29 (t, J=5.5 Hz, 1 H) 6.32 (d, J=7.9 Hz, 1 H) 6.56 (m, 1 H) 6.64 (s a,
1H)6.71 (td, J=8.5, 2.2 Hz, 1 H) 6.89 (s, 1 H) 6.91 - 6.96 (m, 2 H) 6.99 (d, J=7.9 Hz,
1 H) 7.37 (dd, J=8.5, 6.9 Hz, 1 H) 7.91 (s, 1 H) 8.48 (s, 1 H) 11.82 (s a, 1 H)

LC/MS (método LC-C): tg 2.87 min, MH+ 557

[a]D20: +125.5°(c 0.2527, DMF)

SFC quiral (método SFC-C): tR 2.52 min, MH+ 557, pureza quiral 100%.

Punto de fusion: 232TC
Enantiomero 6B:

'H RMN (500 MHz, DMSO-dg) & ppm 2.21 (s, 3 H) 3.08 (s, 3 H) 3.71 (s,
3 H)3.79 (s,3H)3.90-3.97 (m, 1 H) 3.99 - 4.07 (m, 1 H) 4.17 (t, J=4.6 Hz, 2 H)
5.29 (s a, 1 H) 6.32 (d, J=7.9 Hz, 1 H) 6.56 (m, 1 H) 6.64 (s a, 1 H) 6.71 (td, J=8.4,
2.4 Hz,1H)6.89(s,1H)6.91-6.96 (m, 2 H) 6.99 (d, J=7.6 Hz, 1 H) 7.37 (dd, J=8.4,
7.1Hz, 1 H)7.91(s,1H)8.48 (s, 1 H)11.82 (s a, 1 H)

LC/MS (método LC-C): tR 2.87 min, MH+ 557

[a]D20: -127.1°(c 0.2455, DMF)

SFC quiral (método SFC-C): tR 4.14 min, MH+ 557, pureza quiral 100%.

Punto de fusion: 235C

Ejemplo 7: sintesis de 2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-1-(6-fluoro-5-
metil-1H-indol-3-il)-2-((3-metoxi-5-(metilsulfonil)fenil)amino)etanona (Compuesto 7) y

separacion quiral en los Enantiomeros 7A'y 7B.
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Sintesis del intermedio 7a:

Se afadi6 gota a gota cloruro de dietilaluminio 1 M en hexano (25.1 mL,
25.1 mmol) a 0C y en un flujo de N, a una solucién de 6-fluoro-5-metil-1H-indol
[CAS 162100-95-0] (2.5 g, 16.8 mmol) en CH,CI, (135 mL). Después de 10 min a
0 €, se afadi6 gota a gota una solucidon de cloruro de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-
fluorofenil)acetilo 1e (8.11 g, 25.1 mmol) en CH,Cl, (50 mL) a 0 °C durante un

periodo de 45 min, manteniendo la temperatura de reaccion por debajo de 5 °C. La
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reaccion se agité a 0 T durante 2 hy a 10 °C dura nte 2 h. La mezcla de reaccion se
enfrié hasta 0 C y se afiadié gota a gota una soluc ién de sal de Rochelle [6100-16-9]
(9.46 g, 33.5 mmol) en agua (10 mL). Después de la adicidon, la mezcla de reaccion
se agitdo a 0 °C durante 10 minutos y a continuacion se permitié que se calentara
hasta la temperatura ambiente. Se afiadieron THF (150 mL) y Na;SO4 (40 g) y la
mezcla se agitd durante 18 h. La mezcla se filtr6 a través de dicalite® y se lavd
abundantemente con THF. Los filtrados combinados se evaporaron a presion
reducida y se coevaporaron con tolueno. El residuo se cristaliz6 en CH3CN (10 mL),
se separd por filtracion, se lavo con CH3CN (2x) y se sec6 al vacio a 40 °C para
proporcionar una primera fraccion de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)-1-(6-
fluoro-5-metil-1H-indol-3-il)etanona 7a (1.86 g). El filtrado se evaporé a presion
reducida. El residuo (7.7 g) se purific6 mediante cromatografia flash (fase
estacionaria: Grace Reveleris® silice 120 g, Fase movil: heptano/EtOAc gradiente de
100/0 a 0/100). Las fracciones que contenian el producto se combinaron y se
dejaron reposar en un recipiente abierto para permitir la evaporacién del disolvente y
la cristalizacion del producto. El precipitado se aislé por filtracién, se lavo 3x con
heptano/EtOAc (1/1) y se sec6 al vacio a 40 °C para proporcionar una segunda (1.51
g) y una tercera (0.75 g) fraccion del intermedio 7a

Sintesis del intermedio 7b:

Una mezcla de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)-1-(6-fluoro-5-metil-
1H-indol-3-il)etanona 7a (1.86 g, 4.27 mmol) en metanol (80 mL) se hidrogend a
presion atmosférica en H, durante 90 min con Pd/C al 10% (0.5 g). La mezcla se
filtr6 a través de un lecho de dicalite® y se lavé con MeOH. El filtrado se concentr6 a
presion reducida. El residuo solido se agitd en éter diisopropilico (10 mL). El
precipitado se separo por filtracion, se lavo con DIPE (4x 1.5 mL) y se seco al vacio
a 50 € para obtener 2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi) fenil)-1-(6-fluoro-5-metil-1H-indol-3-
il)etanona 7b (330 mg).

Sintesis del Compuesto 7 y separacion quiral de los Enantibmeros 7Ay 7B:

En un fluyop de N, a 0 €, una solucibn de tribromuro de
feniltrimetilamonio [CAS 4207-56-1] (447 mg, 1.24 mmol) en THF (25 mL) se afadio
gota a gota a una solucion de 2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-1-(6-fluoro-5-metil-
1H-indol-3-il)etanona 7b (390 mg, 1.13 mmol) en THF (25 mL). La mezcla se agit6 a
0 °C durante 2 h y a temperatura ambiente durante 1 h. La mezcla de reaccién, que
contenia  2-bromo-2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-1-(6-fluoro-5-metil-1H-indol-3-
illetanona 7c cruda, se mezcld con una solucién de 3-metoxi-5-(metilsulfonil)anilina
[CAS 62606-02-4] (579 mg, 2.88 mmol) y diisopropiletilamina (165 pL, 0.96 mmol) en
CH3CN (100 mL) y la mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante

toda la noche en una atmdsfera de N,. La temperatura de reaccidon se incremento
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posteriormente hasta 50 °C durante 4 h y hasta 60 °C durante 24 h. Los disolventes
se evaporaron a presion reducida. El residuo se disolvi6 en DCM (100 mL) y se lavo
con HCI 1 N (100 mL). La fase organica se lavé con agua (100 mL), se sec6 con
MgSOQO,, se filtr6 y se evapord a presion reducida. El residuo se purificO mediante
cromatografia en columna (fase estacionaria: Grace Reveleris® 120 g, eluyente:
gradiente de EtOAc/EtOH(3:1)/heptano de 0/100 a 50/50). Las fracciones que
contenian el producto se combinaron y se evaporaron a presion reducida. El residuo
sélido se cristaliz6 en MeOH/agua. El precipitado se aislo por filtracion, se lavo con
MeOH/agua 1/1 (4 mL) y se sec0 al vacio a 50 °C para proporcionar 2-(4-fluoro-2-(2-
hidroxietoxi)fenil)-1-(6-fluoro-5-metil-1H-indol-3-il)-2-((3-metoxi-5-
(metilsulfonil)fenil)amino)etanona (Compuesto 7, 205 mg) racémica.

La separacion quiral de los enantiomeros del Compuesto 7 se realiz6
mediante SFC preparativa (fase estacionaria: Chiralpak® Diacel AS 20 x 250 mm,
fase movil: CO,, EtOH + 0.4% de iPrNH,). Las fracciones que contenian el producto
se combinaron y se evaporaron para proporcionar el Enantiomero 7A como el primer
producto eluido y el Enantiomero 7B como el segundo producto eluido. Ambos
enantiomeros se agitaron en MeOH/agua 1/1 (10 mL) y se agitaron durante 1 h. Los
sélidos se separaron por filtracién y se secaron al vacio a 40 C para proporcionar el
Enantiomero 7A (8 mg) y el Enantiomero 7B (32 mg) como polvos blancos.
Enantiomero 7A:

'H RMN (400 MHz, DMSO-dg) d ppm 2.30 (d, J=1.1 Hz, 3 H) 3.07 (s, 3
H) 3.72 (s, 3 H) 3.89 - 4.07 (m, 2 H) 4.18 (t, J=4.5 Hz, 2 H) 5.28 (s a, 1 H) 6.33 (d,
J=7.7 Hz, 1 H) 6.57 (t, J=1.7 Hz, 1 H) 6.64 (t, J=2.3 Hz, 1 H) 6.71 (td, J=8.5, 2.4 Hz,
1 H) 6.89 - 6.96 (m, 2 H) 6.99 (d, J=7.9 Hz, 1 H) 7.19 (d, J=10.1 Hz, 1 H) 7.37 (dd,
J=8.6, 7.0 Hz, 1 H) 8.03 (d, J=7.7 Hz, 1 H) 8.61 (s, 1 H) 11.89 (s a, 1 H)

LC/MS (método LC-B): tR 1.95 min, MH+ 545

[a]D20: +141.4°(c 0.43, DMF)

SFC quiral (método SFC-E): tR 3.36 min, MH" 545, pureza quiral 98.9%.
Enantiomero 7B:

'H RMN (400 MHz, DMSO-dg) d ppm 2.30 (d, J=1.3 Hz, 3 H) 3.07 (s, 3
H) 3.72 (s, 3 H) 3.88 - 4.05 (m, 2 H) 4.18 (t, J=4.6 Hz, 2 H) 5.34 (s a, 1 H) 6.32 (d,
J=7.7 Hz, 1 H) 6.56 (t, J=1.8 Hz, 1 H) 6.64 (t, J=2.1 Hz, 1 H) 6.70 (td, J=8.4, 2.3 Hz,
1 H)6.89-6.95(m, 2 H)6.98 (d, J=7.7 Hz, 1 H) 7.19 (d, J=10.1 Hz, 1 H) 7.37 (dd,
J=8.6, 6.8 Hz, 1 H) 8.02 (d, J=7.7 Hz, 1 H) 8.62 (s, 1 H)

LC/MS (método LC-B): tR 1.95 min, MH+ 545

[a]D20: -144.7°(c 0.465, DMF)

SFC quiral (método SFC-E): tR 3.77 min, MH+ 545, pureza quiral 100%.

Ejemplo 8: sintesis de 2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-1-(7-fluoro-5-
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metil-1H-indol-3-il)-2-((3-metoxi-5-(metilsulfonil)fenil)lamino)etanona (Compuesto 8) y

separacién quiral en los Enantiomeros 8A y 8B.
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Sintesis del intermedio 8a:

Se afadi6 gota a gota cloruro de dietilaluminio 1 M en hexano (18.6 mL,
18.6 mmol) a 0C y en un flujo de N, a una solucion de 7-fluoro-5-metil-1H-indol
[CAS 442910-91-0] (1.85 g, 12.4 mmol) en CH,CI; (100 mL). Después de 5 min a
0 €, se afadi6 gota a gota una solucidon de cloruro de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-
fluorofenil)acetilo 1e (6.0 g, 18.6 mmol) en CH,Cl, (35 mL) a 0 °C durante un periodo
de 50 min, manteniendo la temperatura de reaccion por debajo de 6 °C. La reaccion
se agito a 0 T durante 90 min y a 10 °C durante 1 h. La mezcla de reaccién se
enfrié hasta 0 C y se afiadié gota a gota una soluc ién de sal de Rochelle [6100-16-9]
(7.0 g, 24.8 mol) en agua (7.5 mL). Después de la adicion, la mezcla de reaccion se
agité a 0 °C durante 10 minutos y a continuacion se permitio que se calentara hasta
la temperatura ambiente. Se afiadieron THF (125 mL) y Na,SO,4 (30 g) y la mezcla
se agit6 durante 18 h. La mezcla se filtr6 a través de dicalite®, se lavo
abundantemente con THF y los filtrados combinados se evaporaron a presion
reducida. El residuo se agité en CH3CN (7.5 mL) a 40 °C durante 1 h. El precipitado
se separd por filtracion, se lavo con CH3CN (2x) y se sec6 al vacio a 40 °C para
proporcionar 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)-1-(7-fluoro-5-metil-1H-indol-3-
il)etanona 8a (dos lotes: 0.55 gy 1.86 g).

Sintesis del intermedio 8b:

Una mezcla de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)-1-(7-fluoro-5-metil-
1H-indol-3-il)etanona 8a (2.4 g, 5.51 mmol) en EtOAc (80 mL) y THF (10 mL) se
hidrogené a presion atmosférica en H, durante 15 min con Pd/C al 10% (0.5 g). La
mezcla se filtré a través de un lecho de dicalite® y la masa retenida sobre el filtro se
lavd con EtOAc y THF. El filtrado se concentré a presion reducida. El residuo solido
se agit6é en éter diisopropilico/éter dietilico 1/1 (30 mL). El precipitado se separ6 por
filtracion, se lavé con DIPE/Et,O 1/1 (3x) y se seco al vacio a 50 € para obtener 2-
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(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-1-(7-fluoro-5-metil-1H-indol-3-il)etanona 8b (1.47 g).

Sintesis del intermedio 8c:

Una solucion de 2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-1-(7-fluoro-5-metil-
1H-indol-3-il)etanona 8b (1.47 g, 4.26 mmol) en THF (40 mL) se enfri6 hasta 0 °C, en
un flujo de N,. Se afiadié en porciones tribromuro de feniltrimetilamonio [CAS 4207-
56-1] (1.68 g, 4.47 mmol) y la mezcla de reaccion se agitd a 0 °C durante 2 hy a
temperatura ambiente durante 2 h. El precipitado se separo por filtracion, se lavo con
THF vy los filtrados combinados se evaporaron a presion reducida para obtener 2-
bromo-2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-1-(7-fluoro-5-metil-1H-indol-3-il)etanona 8c
(1.81 g), la cual se utilizé sin una purificacion adicional en la siguiente etapa.

Sintesis del Compuesto 8 y separacion quiral de los Enantidmeros 8A y 8B:

2-Bromo-2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-1-(7-fluoro-5-metil-1H-indol-

3-il)etanona 8c (1.81 g, 4.26 mmol), 3-metoxi-5-(metilsulfonil)anilina [CAS 62606-02-
4] (1.71 g, 8.51 mmol) y diisopropiletilamina (1.47 mL, 8.51 mmol) se disolvieron en
CH3CN (60 mL) y THF (40 mL) y la mezcla de reaccion se agité a 60 T durante 18 h
en una atmoésfera de N,. Se permiti6 que la mezcla de reaccion alcanzara la
temperatura ambiente y se vertid sobre agua (400 mL). El producto se extrajo con
Et,O (2x). Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron con
MgSOQy,, se filtraron y se evaporaron a presion reducida. El residuo (3.4 g) se purificd
mediante cromatografia flash (fase estacionaria: silice Grace Reveleris® 80 g, fase
movil: gradiente de heptano/EtOAc/EtOH de 100/0/0 a 40/45/15). Las fracciones
deseadas se combinaron y se evaporaron a presion reducida. El producto se purificé
posteriormente mediante HPLC preparativa (fase estacionaria: Uptisphere® C18
ODB — 10 pm, 200 g, 5 cm, fase movil: solucion de NH;HCO; al 0.25% en agua,
CH3CN). Las fracciones deseadas se combinaron y los componentes volatiles
organicos se evaporaron muy lentamente en un evaporador rotatorio a presion
reducida (temperatura del bafio 40 °C), lo que permitié que el producto precipitara.
Los sélidos se separaron por filtracion, se lavaron con agua (4x) y se secaron al
vacio a 50 °C para proporcionar 2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-1-(7-fluoro-5-metil-
1H-indol-3-il)-2-((3-metoxi-5-(metilsulfonil)fenil)amino)etanona (Compuesto 8, 1.26 Q)
racémica.

La separacion quiral de los enantiomeros del Compuesto 8 se llevo a
cabo mediante separacion quiral de fase normal (fase estacionaria: AS 20 um, fase
movil: 100% de metanol). Las fracciones que contenian el producto se combinaron y
se evaporaron para proporcionar el Enantiomero 8A como el primer producto eluido
y el Enantiomero 8B como el segundo producto eluido. Ambos residuos se agitaron

en agua (3 mL) y MeOH (2 mL), se separaron por filtracion, se lavaron (3x) con
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MeOH/agua (1/2) y se secaron al vacio a 45 T para proporcionar el Enantiomero 8A
(416 mg) y el Enantibmero 8B (399 mg).
Compuesto 8:

'H RMN (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 2.39 (s, 3 H) 3.08 (s, 3 H) 3.72 (s,
3 H) 3.90 - 4.03 (m, 2 H) 4.16 (t, J=4.7 Hz, 2 H) 5.22 (t, J=5.6 Hz, 1 H) 6.37 (d, J=7.7
Hz, 1 H) 6.57 (t, J=1.8 Hz, 1 H) 6.65 (t, J=2.3 Hz, 1 H) 6.71 (td, J=8.5, 2.4 Hz, 1 H)
6.87 - 6.96 (m, 3 H) 6.99 (d, J=7.7 Hz, 1 H) 7.38 (dd, J=8.6, 6.8 Hz, 1 H) 7.80 (s a, 1
H) 8.60 (s, 1 H) 12.50 (s, 1 H)

LC/MS (método LC-B): tg 1.97 min, MH" 545
Enantiomero 8A:

'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 2.39 (s, 3 H) 3.08 (s, 3 H) 3.72 (s,
3 H) 3.89 - 4.03 (m, 2 H) 4.16 (t, J=4.6 Hz, 2 H) 5.22 (t, J=5.5 Hz, 1 H) 6.37 (d, J=7.9
Hz, 1 H) 6.57 (t, J=1.9 Hz, 1 H) 6.65 (t, J=2.3 Hz, 1 H) 6.71 (td, J=8.5, 2.4 Hz, 1 H)
6.87 - 6.96 (m, 3 H) 6.99 (d, J=7.9 Hz, 1 H) 7.38 (dd, J=8.6, 6.8 Hz, 1 H) 7.80 (s, 1 H)
8.60 (s, 1 H) 1250 (sa, 1 H)

LC/MS (método LC-A): tR 1.05 min, MH+ 545

[a]D20: +146.7°(c 0.54, DMF)

SFC quiral (método SFC-E): tR 3.18 min, MH" 545, pureza quiral 100%.
Enantiomero 8B:

'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 2.39 (s, 3 H) 3.08 (s, 3 H) 3.72 (s,
3 H) 3.89 - 4.03 (m, 2 H) 4.16 (t, J=4.6 Hz, 2 H) 5.22 (t a, J=5.3 Hz, 1 H) 6.36 (d,
J=7.7 Hz, 1 H) 6.57 (t, J=1.8 Hz, 1 H) 6.65 (t, J=2.1 Hz, 1 H) 6.71 (td, J=8.5, 2.4 Hz,
1 H)6.86-6.96 (m, 3 H) 6.99 (d, J=7.7 Hz, 1 H) 7.37 (dd, J=8.6, 6.8 Hz, 1 H) 7.80 (s,
1 H) 8.60 (s, 1 H) 12.50 (s a, 1 H)

LC/MS (método LC-A): tR 1.05 min, MH+ 545

[a]D20: -144.5°(c 0.53, DMF)

SFC quiral (método SFC-E): tR 3.59 min, MH+ 545, pureza quiral
99.3%.

Ejemplo 9: sintesis de 1-(5-cloro-7-metil-1H-indol-3-il)-2-(4-fluoro-2-(2-
hidroxietoxi)fenil)-2-((3-metoxi-5-(metilsulfonil)fenil)amino)etanona (Compuesto 9) y

separacién quiral en los Enantiomeros 9A y 9B.
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Sintesis del intermedio 9a:

Se afadi6 gota a gota cloruro de dietilaluminio 1 M en hexano (28.1 mL,
28.1 mmol) a 0C y en un flujo de N,, a una solucidon de 5-cloro-7-metil-1H-indol
[CAS 15936-77-3] (3.1 g, 18.7 mmol) en CH,Cl, (175 mL). Después de agitar
durante 15 min a 0 C, se afiadié gota a gota una so lucion de cloruro de 2-(2-(2-
(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)acetilo 1e (9.06 g, 28.1 mmol) en CH,Cl, (75 mL) a 0 °C
durante un periodo de 75 min, manteniendo la temperatura de reaccién por debajo
de 4 °C. La reaccion se agitd a 0 C durante 4 h. L a mezcla de reaccion se enfrid
hasta 0 T y se afiadi6 gota a gota una solucion de sal de Rochelle [6100-16-9] (10.6
g, 37.4 mol) en agua (11 mL). Después de la adicidn, la mezcla de reaccién se agit6d
a 0 °C durante 10 minutos y a continuacién se permitio que se calentara hasta la
temperatura ambiente. Se afladieron THF (200 mL) y Na;SO4 (45 g) y la mezcla se
agité durante 18 h. La mezcla se filtré a través de dicalite®, se lavé abundantemente
con THF y los filtrados combinados se evaporaron a presion reducida. El residuo se
agité en CH3CN (15 mL) a 40 °C. El precipitado se separo por filtracion, se lavo con
CH3CN (2x) y se seco al vacio a 40 °C para proporcionar 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-
fluorofenil)-1-(5-cloro-7-metil-1H-indol-3-il)etanona 9a (4.0 g).

Sintesis del intermedio 9b:

Una mezcla de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)-1-(5-cloro-7-metil-
1H-indol-3-il)etanona 9a (4.0 g, 8.85 mmol) en EtOAc (80 mL) y THF (50 mL) se
hidrogend a presion atmosférica en H, durante 15 min con Pd/C al 10% (0.5 g). La
mezcla se filtr6 a través de un lecho de dicalite® y la masa retenida sobre el filtro se
lavd con THF. El filtrado se concentrd a presion reducida. El residuo sdlido se agitd
en éter diisopropilico/éter dietilico 1/1 (40 mL). El precipitado se separ6 por filtracion,
se lavo con DIPE/Et,O 1/1 (3x) y se sec6 al vacio a 45 C para obtener 1-(5-cloro-7-
metil-1H-indol-3-il)-2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)etanona 9b (2.88 Q).
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Sintesis del intermedio 9c:

Una solucion de 1-(5-cloro-7-metil-1H-indol-3-il)-2-(4-fluoro-2-(2-
hidroxietoxi)fenil)etanona 9b (1.5 g, 4.15 mmol) en THF (40 mL) se enfrié hasta 0 °C,
en un flujo de N,. Se afadié en porciones tribromuro de feniltrimetilamonio [CAS
4207-56-1] (1.64 g, 4.35 mmol) y la mezcla de reaccion se agité a 0 °C durante 90
min y a temperatura ambiente durante 1 h. El precipitado se separé por filtracion, se
lavé con THF (3x) y los filtrados combinados se evaporaron a presion reducida para
obtener 2-bromo-1-(5-cloro-7-metil-1H-indol-3-il)-2-(4-fluoro-2-(2-
hidroxietoxi)fenil)etanona 9c (1.83 @), la cual se utilizé sin una purificacion adicional
en la siguiente etapa.

Sintesis del Compuesto 9 y separacion quiral de los Enantidmeros 9A y 9B:

2-Bromo-1-(5-cloro-7-metil-1H-indol-3-il)-2-(4-fluoro-2-(2-

hidroxietoxi)fenil)etanona 9c¢ (1.83 g, 4.15 mmol), 3-metoxi-5-(metilsulfonil)anilina
[CAS 62606-02-4] (1.67 g, 8.29 mmol) y diisopropiletilamina (1.43 mL, 8.29 mmol) se
disolvieron en CH3CN (60 mL) y THF (40 mL) y la mezcla de reaccion se agité a
55 T durante 20 h en una atmosfera de N ,. Se permitio que la mezcla de reaccion
alcanzara la temperatura ambiente y se vertidé sobre agua (400 mL). El producto se
extrajo con Et,0O (2x). Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera, se
secaron con MgSQ,, se filtraron y se evaporaron a presion reducida. El residuo se
agitdé en CH,CI;, (7.5 mL). Los sélidos se separaron por filtracion, se lavaron (2x) con
CH,Cl, y se secaron al vacio a 45 °C para proporcionar 1-(5-cloro-7-metil-1H-indol-3-
il)-2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-2-((3-metoxi-5-(metilsulfonil)fenil)Jamino)etanona
(Compuesto 9, 1.08 g) racémica.

La separacion quiral de los enantiomeros del Compuesto 9 se llevo a
cabo mediante separacion quiral de fase normal (fase estacionaria: AS 20 um, fase
movil: 100% de metanol). Las fracciones que contenian el producto se combinaron y
se evaporaron para proporcionar el Enantiomero 9A como el primer producto eluido
y el Enantibmero 9B como el segundo producto eluido. Ambos enantibmeros se
cristalizaron en CH.Cl, (4 mL), se separaron por filtracion, se lavaron (3x) con
CH.Cl, y se secaron al vacio a 45 <C para proporcionar el Enantiomero 9A (256 mg)
y el Enantidmero 9B (183 mg).

Enantiomero 9A:

'H RMN (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 2.47 (s, 3 H) 3.08 (s, 3 H) 3.72 (s,
3 H) 3.90 - 4.07 (m, 2 H) 4.18 (t, J=4.6 Hz, 2 H) 5.28 (t, J=5.7 Hz, 1 H) 6.38 (d, J=7.7
Hz, 1 H) 6.58 (t, J=1.8 Hz, 1 H) 6.67 (t, J=2.2 Hz, 1 H) 6.71 (td, J=8.5, 2.4 Hz, 1 H)
6.89 - 6.97 (m, 2 H) 7.01 (d, J=7.7 Hz, 1 H) 7.07 (d, J=1.1 Hz, 1 H) 7.37 (dd, J=8.6,
6.8 Hz, 1 H) 7.99 (d, J=1.8 Hz, 1 H) 8.64 (s, 1 H) 12.29 (s a, 1 H)

LC/MS (método LC-B): tR 2.06 min, MH+ 561
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[a]D20: +145.3°(c 0.45, DMF)

SFC quiral (método SFC-E): Rt 3.63 min, MH+ 561, pureza quiral 100%.
Enantiomero 9B:

'H RMN (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 2.47 (s, 3 H) 3.08 (s, 3 H) 3.72 (s,
3 H) 3.90 - 4.07 (m, 2 H) 4.17 (t, J=4.7 Hz, 2 H) 5.28 (t, J=5.7 Hz, 1 H) 6.38 (d, J=7.9
Hz, 1 H) 6.57 (t, J=1.8 Hz, 1 H) 6.66 (t, J=2.1 Hz, 1 H) 6.71 (td, J=8.5, 2.4 Hz, 1 H)
6.90 - 6.97 (m, 2 H) 7.01 (d, J=7.7 Hz, 1 H) 7.06 - 7.09 (m, 1 H) 7.37 (dd, J=8.6, 7.0
Hz, 1 H) 7.99 (d, J=1.8 Hz, 1 H) 8.64 (d, J=3.3 Hz, 1 H) 12.29 (d, J=2.9 Hz, 1 H)

LC/MS (método LC-A): tR 1.13 min, MH+ 561

[a]D20: -144.6°(c 0.605, DMF)

SFC quiral (método SFC-E): tR 4.14 min, MH+ 561, pureza quiral 100%.

Ejemplo 10: sintesis de 2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-2-((3-metoxi-
5-(metilsulfonil)fenil)amino)-1-(5-(trifluorometoxi)-1H-indol-3-il)etanona  (Compuesto

10) y separacion quiral en los Enantidmeros 10A y 10B.
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Sintesis del intermedio 10a:

Se afadi6 gota a gota cloruro de dietilaluminio 1 M en hexano (18.6 mL,
18.6 mmol) a 0T y en un flujo de N, a una solucién de 5-(trifluorometoxi)-1H-indol
[CAS 262593-63-5] (2.5 g, 12.4 mmol) en CH,Cl, (150 mL). Después de agitar
durante 15 min a 0 C, se afiadié gota a gota una so lucion de cloruro de 2-(2-(2-
(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)acetilo 1e (6.02 g, 18.6 mmol) en CH,Cl, (100 mL) a O
°C, manteniendo la temperatura de reaccion por debajo de 7 °C. La reaccion se agito
a 0 T durante 1.5 h y a temperatura ambiente durante 2 h. La mezcla de reaccién
se enfrid hasta 0 T y se afiadié gota a gota una so lucion de sal de Rochelle [6100-
16-9] (7.02 g, 24.9 mmol) en agua (7 mL). La mezcla de reaccion se agitdo a 0 °C
durante 30 minutos y a continuacidon se permiti0 que se calentara hasta la
temperatura ambiente. Se afiadieron THF (150 mL) y Na,SO4 (25 g) y la mezcla se
agité durante 1.5 h. La mezcla se filtr6 a través de dicalite®. La masa retenida sobre

el filtro se lavo con THF (4x 150 mL) y los filtrados combinados se evaporaron a
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presion reducida y se coevaporaron con CH3CN. El aceite residual se solidifico
después de reposar durante toda la noche. El producto se agité en CH3CN (5 mL). El
precipitado se separo por filtracion, se lavo con CH3CN (3x 1 mL) y se seco al vacio
a 50 °C para proporcionar una primera fraccion de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-
fluorofenil)-1-(5-trifluorometoxi)-1H-indol-3-il)etanona 10a (1.3 g). Los filtrados
combinados se evaporaron a presion reducida. El residuo (7 g) se purificé mediante
cromatografia flash (fase estacionaria: silice Biotage® SNAP Ultra 100 g, fase movil:
gradiente de heptano/EtOAc/EtOH de 100/0/0 a 40/45/15). Las fracciones deseadas
se combinaron, se evaporaron a presion reducida y se coevaporaron con CH3CN vy
tolueno. El aceite restante se purific6 con una mezcla de tolueno/heptano 1/1 (30
mL). Los sélidos se separaron por filtracion, se lavaron 2x con tolueno/heptano 1/1 'y
se secaron al vacio a 50 °C para proporcionar una segunda fraccion del intermedio
10a (1.97 g).

Sintesis del intermedio 10b:

Una mezcla de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)-1-(5-
(trifluorometoxi)-1H-indol-3-il)etanona 10a (1.97 g, 4.04 mmol) en EtOAc (75 mL) y
THF (10 mL) se hidrogené a temperatura ambiente y presion atmosférica en H;
durante 20 min con Pd/C al 10% (0.5 g). La mezcla se filtr6 a través de un lecho de
dicalite® y se lavé con THF. Los filtrados combinados se concentraron a presion
reducida. El residuo solido se agitd en CH,Cl, (3.5 mL). El precipitado se separ6 por
filtracion, se lavo con CH,Cl, (3x 1 mL) y se seco al vacio a 45 C para obtener 2-(4-
fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-1-(5-(trifluorometoxi)-1H-indol-3-il)etanona 10b (1.49 g).
Sintesis del intermedio 10c:

Una solucion de 2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-1-(5-(trifluorometoxi)-
1H-indol-3-il)etanona 10b (1.49 g, 3.75 mmol) en THF (60 mL) se enfrié6 hasta 0 °C,
en un flujo de N,. Se afadié tribromuro de feniltrimetilamonio [CAS 4207-56-1] (1.48
g, 3.94 mmol) y la mezcla de reaccion se agité a 0 °C durante 1 h y a temperatura
ambiente durante 30 h. El precipitado se separoé por filtracién, se lavé con THF (2x) y
los filtrados combinados se evaporaron a presion reducida para obtener 2-bromo-2-
(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-1-(5-(trifluorometoxi)-1H-indol-3-il)etanona 10c (1.79
g), la cual se utilizé sin una purificacion adicional en la siguiente etapa.

Sintesis del Compuesto 10 y separacion quiral de lo s Enantiomeros 10A 'y 10B:
2-Bromo-2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-1-(5-(trifluorometoxi)-1H-
indol-3-il)etanona 10c (1.79 g, 3.76 mmol), 3-metoxi-5-(metilsulfonil)anilina [CAS
62606-02-4] (3.41 g, 17.0 mmol) y diisopropiletilamina (2.92 mL, 17.0 mmol) se
disolvieron en CH3CN (90 mL) y la mezcla de reaccién se agité a 55 C durante 18 h
en una atmoésfera de N,. Se retird una fraccion sdlida por filtracion, se lavé con THF

(2x) y se desechd (material de partida que no habia reaccionado, 3-metoxi-5-
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(metilsulfonil)anilina). Se afadido agua a los filtrados combinados y se extrajo el
producto con Et,O. Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera, se
secaron con MgSQ,, se filtraron y se evaporaron a presion reducida. El residuo se
purificdO por cromatografia en columna (fase estacionaria: silice Grace Reveleris® 80
g, fase movil: gradiente de EtAOc:EtOH(3:1)/heptano de 0/100 a 40/60). Las
fracciones con el producto se combinaron y se evaporaron a presion reducida. El
residuo se purifico posteriormente mediante HPLC preparativa (fase estacionaria: RP
XBridge® Prep C18 OBD — 10 um, 50 x 150 mm, fase movil: soluciéon de NH;HCO;
al 0.25% en agua, CH3CN). Las fracciones que contenian el producto se combinaron,
se evaporaron a presion reducida y se coevaporaron con MeOH para obtener 2-(4-
fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-2-((3-metoxi-5-(metilsulfonil)fenil)amino)-1-(5-
(trifluorometoxi)-1H-indol-3-il)etanona (Compuesto 10, 861 mg) racémica.

La separacion quiral de los enantiomeros del Compuesto 10 (810 mg)
se llevo a cabo mediante separaciéon quiral de fase normal (fase estacionaria: Whelk-
01 (R,R), fase movil: 80% de heptano, 20% de etanol). Las fracciones que contenian
el producto se combinaron y se evaporaron para proporcionar el Enantiomero 10A
como el primer producto eluido y el Enantiomero 10B como el segundo producto
eluido. Ambos enantibmeros se purificaron posteriormente mediante cromatografia
en columna (silice Grace Reveleris® 12 @, eluyente: gradiente de
EtAOc:EtOH(3:1)/heptano de 0/100 a 40/60). Las fracciones con el producto se
combinaron, se evaporaron a presion reducida y se coevaporaron con MeOH. Los
residuos se hicieron solidificar mediante precipitacion en una mezcla de disolventes
de MeOH y agua, se separaron por filtracion y se secaron a 50 °C al vacio para
proporcionar el Enantidmero 10A (119 mg) y el Enantidmero 10B (78 mg).
Enantiomero 10A:

'H RMN (360 MHz, DMSO-ds) & ppm 3.08 (s, 3 H) 3.72 (s, 3 H) 3.85 -
4.08 (m, 2 H)4.14 - 4.21 (m, 2 H) 5.32 (t, J=5.5 Hz, 1 H) 6.37 (d, J=7.7 Hz, 1 H) 6.57
(t, J=1.8 Hz, 1 H) 6.64 (s a, 1 H) 6.69 - 6.78 (m, 1 H) 6.90 - 6.99 (m, 2 H) 7.08 (d,
J=7.3 Hz, 1 H) 7.21 (br d, J=9.1 Hz, 1 H) 7.38 (dd, J=8.8, 7.0 Hz, 1 H) 7.56 (d, J=8.4
Hz, 1 H) 8.07 (d, J=1.5Hz, 1 H) 8.78 (s, 1 H) 12.37 (s a, 1 H)

LC/MS (método LC-A): tR 1.11 min, MH+ 597

[a]D20: -112.2°(c 0.565, DMF)

SFC quiral (método SFC-E): tR 2.95 min, MH" 597, pureza quiral 99.8%.
Enantiomero 10B:

'H RMN (360 MHz, DMSO-ds) & ppm 3.08 (s, 3 H) 3.72 (s, 3 H) 3.88 -
4.07 (m, 2 H) 4.14 - 4.21 (m, 2 H) 5.32 (t, J=5.5 Hz, 1 H) 6.37 (d, J=7.7 Hz, 1 H) 6.56
-6.59 (m, 1 H) 6.65 (t, J=2.2 Hz, 1 H) 6.73 (td, J=8.4, 2.6 Hz, 1 H) 6.91 - 6.98 (m, 2 H)
7.08 (d, J=7.7 Hz, 1 H) 7.21 (dd, J=9.0, 2.0 Hz, 1 H) 7.38 (dd, J=8.8, 7.0 Hz, 1 H)
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7.56 (d, J=8.8 Hz, 1 H) 8.08 (d, J=1.5 Hz, 1 H) 8.78 (s, 1 H) 12.38 (s a, 1 H)

LC/MS (método LC-A): tR 1.11 min, MH+ 597

[a]D20: +112.1°(c 0.527, DMF)

SFC quiral (método SFC-E): tR 2.65 min, MH+ 597, pureza quiral
98.2%.

Ejemplo 11: sintesis de 2-(4-cloro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-2-((3-metoxi-5-
(metilsulfonil)fenilyamino)-1-(6-metoxi-5-(trifluorometoxi)-1H-indol-3-il)etanona

(Compuesto 11) y separacion quiral en los enantiomeros 11A y 11B.
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Sintesis del intermedio 11a:

A una  solucion enfriada (-15 °C) de 3-metoxi-4-
(trifluorometoxi)benzaldehido [CAS 853771-90-1] (50 g, 230 mmol) y azidoacetato de
etilo (89 g, 690 mmol) en EtOH (400 mL) se afiadié gota a gota, durante un periodo
de 2 h, una solucion de NaOEt (0.69 mol, preparada a partir de 15.9 g de Na y 700
mL de EtOH). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante toda
la noche. Después de enfriarla en un bafo de hielo, la reaccion se desactivd con una
solucién saturada de NH4Cl (1.2 L) y se agitd6 durante 10 min. El precipitado se
separd por filtracion, se lavo con agua y se secO para obtener (Z)-2-azido-3-(3-
metoxi-4-(trifluorometoxi)fenil)acrilato de etilo 11a (32 g) como un sélido amarillento.
Sintesis del intermedio 11b:

Una solucion de (Z)-2-azido-3-(3-metoxi-4-(trifluorometoxi)fenil)acrilato
de etilo 11a (3 g, 10 mmol) en xileno (40 mL) se calent6 a reflujo durante toda la
noche. Después de enfriar hasta temperatura ambiente, se evaporé el disolvente a
sequedad. El residuo se purificé con hexano (50 mL) y el precipitado se separd por
filtracion para obtener 6-metoxi-5-(trifluorometoxi)-1H-indol-2-carboxilato de metilo

11b (rendimiento: 1.4-1.6 g) como un solido amarillo.
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Sintesis del intermedio 11c:

A una mezcla de 6-metoxi-5-(trifluorometoxi)-1H-indol-2-carboxilato de
metilo 11b (25 g, 87 mmol) en MeOH/H,0 (2/1, 300 mL), se afiadi6 NaOH (7 g, 175
mmol) y la mezcla se calent6 a reflujo hasta que se obtuvo una solucién transparente.
Después de enfriar hasta temperatura ambiente, se eliminé la mayor parte del
metanol a presion reducida y la solucién acuosa restante se acidifico con HCI conc.
hasta un pH de 3-4. El producto se extrajo con EtOAc (2x 250 mL). Las fases
organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron y se evaporaron a
presion reducida para obtener el acido 6-metoxi-5-(trifluorometoxi)-1H-indol-2-
carboxilico 11c (22.7 g) como un sélido gris.

Sintesis del intermedio 11d:

Una suspension del acido 6-metoxi-5-(trifluorometoxi)-1H-indol-2-
carboxilico 11c (7.5 g, 27 mmol) y Cu (1.22 g, 0.7 eq) en quinolina (150 mL) se
calento hasta 220-230 °C en una atmdsfera inerte durante 12 h. Después de enfriar
hasta temperatura ambiente, la mezcla se diluyé con éter tert-butil metilico (MTBE,
400 mL) y se lavé con una solucion acuosa saturada de NaHSO, (2x 500 mL). La
fase organica se secd con MgSQ,, se filtré a través de un lecho corto de gel de silice
y se evapord a presion reducida. El residuo se purific6 mediante cromatografia en
columna para obtener 6-metoxi-5-(trifluorometoxi)-1H-indol 11d (3.75 g) como un
solido amarillo.

Sintesis del intermedio 11e:

Se afiadié gota a gota cloruro de dietilaluminio 1 M en hexano (7.8 mL,
7.8 mmol) a 0 °C a una solucién de 6-metoxi-5-(trifluorometoxi)-1H-indol (1.2 g, 5.19
mmol) en CH,Cl, (25 mL). Después de 30 min a 0C, se afiadio gota a gota cloruro
de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)acetilo 1e (1.94 g, 6.0 mmol) en CH,CI, (25
mL). La reaccion se agit6 a 0 € durante 3 h. La reaccion se desactivo
cuidadosamente a 0 T con hielo y a continuacién co n agua. Se separaron las fases
y se extrajo la fase acuosa con CH,Cl,. Las capas organicas combinadas se secaron
con MgSOQ,, se filtraron y el disolvente se evapor6 a presion reducida. El residuo se
purificd por cromatografia flash en gel de silice (15-40 um, 80 g, eluyente: CH,Cl,).
Las fracciones puras se combinaron y se evaporaron a sequedad para obtener 2-(2-
(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)-1-(6-metoxi-5-(trifluorometoxi)-1H-indol-3-il)etanona
1le (1.6 g).

Sintesis del intermedio 11f:
En un fluop de N, a 0 €, una solucibn de tribromuro de

trimetilfenilamonio (1.1 g, 2.9 mmol) en THF (40 mL) se afiadi0 gota a gota a una
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solucién de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)-1-(6-metoxi-5-(trifluorometoxi)-1H-
indol-3-il)etanona 11e (1.5 g, 2.9 mmol) en THF (40 mL). La mezcla se agité a 0C
durante 1 h, se retiré el bafio de refrigeracién y se siguié agitando a temperatura
ambiente durante 3 h. Se afladié 3-metoxi-5-(metilsulfonil)anilina [CAS 62606-02-04]
(1.75 g, 8.7 mmol) en CH3CN (40 mL) y la mezcla resultante se agité durante 48 h a
50 °C. La mezcla se concentré a presion reducida. Al residuo se afiadié EtOAc, se
lavé con agua, HCI 1 N (3x) y, a continuacion, con agua. La fase organica se seco
con MgSOQy, se filtro y el disolvente se evaporo a presion reducida. El residuo se
purifico por cromatografia flash en gel de silice (15-40 um, 80 g, eluyente: CH,Cl,).
Las fracciones puras se combinaron y se evaporaron a sequedad para proporcionar
2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)-2-((3-metoxi-5-(metilsulfonil)fenilyamino)-1-(6-
metoxi-5-(trifluorometoxi)-1H-indol-3-il)etanona 11f (1 g).
Sintesis del Compuesto 11 y separacion quiralenlo s Enantiomeros 11Ay 11B:

Una mezcla de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)-2-((3-metoxi-5-
(metilsulfonil)fenil)amino)-1-(6-metoxi-5-(trifluorometoxi)-1H-indol-3-il)etanona 11f (1
g, 1.39 mmol) en CH3OH (30 mL) se hidrogend a presion atmosférica en H, durante
1 h utilizando Pd/C al 10% (300 mg, 0.28 mmol) como catalizador. La reaccion se
diluy6 con CH,CI, y se filtr6 a través de un lecho de celite®. El filtrado se evapor6 a
presién reducida. El residuo se purificd por cromatografia flash en gel de silice (15-
40 pm, 40 g, eluyente: CH,CI,/CH3OH 99/1). Se llev6 a cabo una segunda
purificacion mediante HPLC en fase inversa (fase estacionaria: XBridge® - C18 10
puM, 30 x 150 mm, fase movil: gradiente de un 50% de NH4HCO3; (0.2%) / 50% de
MeOH a un 0% de NH4HCO3; (0.2%) / 100% de MeOH). Las fracciones puras se
combinaron y se evaporaron a sequedad para obtener, después de la solidificacion
en eter diisopropilico, 2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-2-((3-metoxi-5-
(metilsulfonil)fenilyamino)-1-(6-metoxi-5-(trifluorometoxi)-1H-indol-3-il)etanona
(compuesto 11, 170 mg) como una mezcla racémica. Los enantibmeros del
Compuesto 11 (150 mg) se separaron mediante SFC quiral (fase estacionaria:
Chiralpak® AD-H 5 um 250 x 20 mm, fase movil: 70% de CO,, 30% de iPrOH (+ 0.3%
de iPrNH;)) para proporcionar 67 mg del primer enantidmero eluido y 70 mg del
segundo enantidmero eluido. El primer enantiomero eluido se hizo solidificar en éter
diisopropilico/éter de petroleo para obtener 58 mg del Enantiomero 11A. El segundo
enantiomero eluido se hizo solidificar en éter diisopropilico/éter de petréleo para
obtener 58 mg del Enantiomero 11B.
Compuesto 11:

'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 3.07 (s, 3 H) 3.71 (s, 3 H) 3.86 (s,
3 H) 3.88-4.06 (m, 2 H) 4.17 (t, J=4.5 Hz, 2 H) 5.26 (s a, 1 H) 6.33 (d, J=8.1 Hz, 1 H)
6.57 (d, J=1.5 Hz, 1 H) 6.63 (s, 1 H) 6.72 (td, J=8.6, 2.5 Hz, 1 H) 6.89 - 6.97 (m, 2 H)
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7.01 (d, J=7.6 Hz, 1 H) 7.17 (s, 1 H) 7.38 (dd, J=8.6, 7.1 Hz, 1 H) 8.03 (d, J=1.0 Hz, 1
H) 8.61 (s, 1 H) 12.14 (s a, 1 H)

LC/MS (método LC-C): tR 2.99 min, MH" 627
Compuesto 11A:

'H RMN (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 3.08 (s, 3 H) 3.72 (s, 3 H) 3.87 (s,
3 H) 3.89 - 4.08 (m, 2 H) 4.16-4.19 (m, 2 H) 5.30 (s a, 1 H) 6.34 (d, J=7.6 Hz, 1 H)
6.57 (s, 1 H) 6.63 (sa, 1 H)6.72 (td, J=8.4, 1.9 Hz, 1 H) 6.90 - 6.98 (m, 2 H) 7.05 (br
d,J=7.9Hz, 1 H)7.17 (s, 1 H) 7.38 (t, J=7.7 Hz, 1 H) 8.04 (s, 1 H) 8.63 (s, 1 H) 12.14
(sa,1H)

LC/MS (método LC-C): tR 2.99 min, MH+ 627

[a]D20: -90.3°(c 0.29, DMF)

SFC quiral (método SFC-F): Rt 2.31 min, MH+ 627, pureza quiral 100%.
Compuesto 11 B:

'H RMN (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 3.08 (s, 3 H) 3.72 (s, 3 H) 3.87 (s,
3 H) 3.89 - 4.08 (m, 2 H) 4.14-4.20 (m, 2 H) 5.30 (s a, 1 H) 6.34 (d, J=7.6 Hz, 1 H)
6.57 (s, 1 H) 6.63 (sa, 1H)6.72 (td, J=8.4, 2.0 Hz, 1 H) 6.90 - 6.99 (m, 2 H) 7.05 (d,
J=7.6 Hz, 1 H) 7.17 (s, 1 H) 7.38 (t, J=7.6 Hz, 1 H) 8.04 (s, 1 H) 8.63 (s, 1 H) 12.10 (s
a, 1 H)

LC/MS (método LC-C): tR 2.99 min, MH+ 627

[a]D20: +95.4°(c 0.26, DMF)

SFC quiral (método SFC-F): tR 3.29 min, MH+ 627, pureza quiral 100%.

Ejemplo 12: sintesis de 2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-2-((3-metoxi-
5-(metilsulfonil)fenil)amino)-1-(7-metil-5-(trifluorometoxi)-1H-indol-3-il)etanona

(compuesto 12) y separacion quiral en los Enantibmeros 12A y 12B.
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Sintesis del intermedio 12a:

Una mezcla de cloruro de boro (111) 1 M en CH,CI, (25.5 mL, 25.5 mmol)
y cloruro de aluminio (Ill) (3.40 g, 25.5 mmol) se diluyé con CH.Cl, (20 mL) y se
enfrié en un bafio de hielo en atmdsfera de N,. Se afiadidé gota a gota una solucion
de 2-metil-4-(trifluorometoxi)anilina [CAS 86256-59-9] (4.88 g, 25.5 mmol) y
cloroacetonitrilo (3.24 mL, 51.0 mmol) en CH,CI, (7.5 mL). Después de la adicién, se
retiré el bafio de hielo y la mezcla se calento a reflujo durante 8 h. La mezcla se
enfrié de nuevo hasta 0 °C utilizando un bafio de hielo. Se afiadié gota a gota HCI 2
N (75 mL), lo cual provocé una precipitacion muy abundante. La suspension
resultante se calent6 a reflujo durante 90 min y se enfrié hasta temperatura ambiente.
Los sdlidos se retiraron por filtracion. La masa retenida sobre el filtro se lavd con
CH.Cl, (4x). Los filtrados se combinaron y las fases se separaron. La fase organica
se aislé, se lavé con una solucion acuosa de NaHCOg, se secOd sobre MgSQO,, se
filtro y se evapor6 a presion reducida. El residuo se purific6 mediante cromatografia
flash (fase estacionaria: Silice Biotage® SNAP Ultra 100 g, fase movil: gradiente de
heptano/CH,CIl, de 100/0 a 0/100). Las fracciones deseadas se combinaron y se
concentraron hasta obtener un volumen residual de 30 mL. El precipitado se separ6
por filtracion, se lavé con heptano y CH,Cl,, y se secé al vacio a 50 C para
proporcionar 1-(2-amino-3-metil-5-(trifluorometoxi)fenil)-2-cloroetanona 12a (1.37 Q).
El filtrado se concentrd a presion reducida. El residuo sdlido se agitdé en una mezcla
de heptano (20 mL) y éter diisopropilico (3 mL), se separ6 por filtracidon, se lavé con
heptano (3x) y se seco al vacio a 50 °C para proporcionar una segunda fraccion de
12a (0.24 q).
Sintesis del intermedio 12b:

Se afiadié borohidruro de sodio (326 mg, 8.61 mmol) a una solucion
agitada de 1-(2-amino-3-metil-5-(trifluorometoxi)fenil)-2-cloroetanona 12a (1.92 g,
7.17 mmol) en tert-butanol (50 mL) y agua (5 mL). La mezcla de reaccion se agité a
temperatura ambiente durante 30 min y a 90 °C durante 2.5 h. Se afiadio agua (50
mL) y el producto se extrajo con éter dietilico (2x). Las fases organicas combinadas
se lavaron con salmuera, se secaron con MgSOQO,, se filtraron y se evaporaron a
presion reducida. El residuo se purificO mediante cromatografia flash (fase
estacionaria: silice Biotage® SNAP Ultra 25 g, fase movil: gradiente de
heptano/EtOAc de 100/0 a 20/80). Las fracciones deseadas se combinaron, se
concentraron a presion reducida, se coevaporaron con heptano y se secaron al

vacio a 50 °C para proporcionar 7-metil-5-(trifluorometoxi)-1H-indol 12b (1.2 g).
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Sintesis del intermedio 12c:

Se afadi6 gota a gota cloruro de dietilaluminio 1 M en hexano (16.5 mL,
16.5 mmol) a 0 °C a una solucion de 7-metil-5-(trifluorometoxi)-1H-indol 12b (2.36 g,
11.0 mmol) en CH,Cl, (150 mL). Después de agitar durante 25 min a 0 C, se afadio
gota a gota una solucion de cloruro de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)acetilo 1e
(5.3 g, 16.4 mmol) en CH,CI, (75 mL), manteniendo la temperatura de reaccién por
debajo de 5 °C. La reaccion se agitdo a 0 € durante 1 h y a temperatura ambiente
durante 2.5 h. La reaccion se enfri hasta 0 C y s e afadié gota a gota una solucion
de sal de Rochelle (6.20 g, 22.0 mmol) en agua (6 mL). La mezcla de reacciéon se
agité durante 30 min a 0 °C. El bafio de hielo se retird y se permitié que la mezcla
alcanzara la temperatura ambiente. Se afiadieron THF (200 mL) y Na,SO4 (25 g) y la
mezcla se agitd durante toda la noche. La mezcla de reaccion se filtr6 a través de
dicalite® y la masa retenida sobre el filtro se lavé con THF (4x 150 mL). Los filtrados
se combinaron y se evaporaron a presion reducida. El residuo sélido se agité en una
mezcla de disolventes de DIPE (25 mL) y EtOAc (2 mL). Los sélidos se separaron
por filtracion, se lavaron con DIPE (3x) y se secaron a 50 T al vacio para obtener 2-
(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)-1-(7-metil-5-(trifluorometoxi)-1H-indol-3-il)etanona
12c (4.3 g).

Sintesis del intermedio 12d:

En un flujo de N, a 0 C, se afiadié tribromuro de feniltrimetilamoni o
(3.39 g, 9.0 mmol) a una solucién agitada de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)-1-
(7-metoxi-5-(trifluorometoxi)-1H-indol-3-il)etanona 12c (4.3 g, 8.6 mmol) en THF (40
mL). La mezcla se agité a 0 °C durante 1 h y a temperatura ambiente durante 2 h.
Los solidos se separaron por filtracion y el filtro se lavo con THF (2x). Los filtrados
combinados se evaporaron a presion reducida para obtener 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-
4-fluorofenil)-2-bromo-1-(7-metil-5-(trifluorometoxi)-1H-indol-3-il)etanona 12d (6.9 g),
la cual se utilizé sin una purificacion adicional en la siguiente etapa.

Sintesis del intermedio 12e:

En una atmosfera de N, una mezcla de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-
fluorofenil)-2-bromo-1-(7-metil-5-(trifluorometoxi)-1H-indol-3-il)etanona 12d (6.73 g,
11.6 mmol), 3-metoxi-5-(metilsulfonil)anilina [CAS 62606-02-04] (4.67 g, 23.2 mmol)
y diisopropiletilamina (4.00 mL, 23.2 mmol) en CH3CN (90 mL) se agit6 durante 48 h
a 55C. Se afiadio agua (125 mL) y el producto se extrajo con Et,O (2x). Las fases
organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron con MgSQy,, se filtraron
y se evaporo el disolvente a presion reducida. El residuo se agité en CH,Cl,, lo que
dio como resultado la precipitacion del material de partida que no habia reaccionado,
3-metoxi-5-(metilsulfonil)anilina. Los solidos se eliminaron por filtracion y el filtrado se

evaporo a presion reducida. El residuo se purificé mediante cromatografia flash (fase
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estacionaria: silice Grace Reveleris® 80 g, fase movil: gradiente de
heptano/EtOAC/EtOH de 100/0/0 a 40/45/15). Las fracciones con el producto puro se
combinaron y se evaporaron a sequedad para proporcionar 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-
4-fluorofenil)-2-((3-metoxi-5-(metilsulfonil)fenil)amino)-1-(7-metil-5-(trifluorometoxi)-
1H-indol-3-il)etanona 12e (4.37 Q).
Sintesis del Compuesto 12 y separacion quiral enlo s Enantiomeros 12Ay 12B:

Una mezcla de 2-(2-(2-(benciloxi)etoxi)-4-fluorofenil)-2-((3-metoxi-5-
(metilsulfonil)fenilyamino)-1-(7-metil-5-(trifluorometoxi)-1H-indol-3-il)etanona 12e
(4.37 g, 5.11 mmol) en EtOAc se hidrogen6 a temperatura y ambiente a presion
atmosférica en H, durante 3 h utilizando Pd/C al 10% (500 mg) como catalizador. La
reaccion se filtrd a través de un lecho de dicalite® y la masa retenida sobre el filtro
se lavo abundantemente con THF. Los componentes volatiles se evaporaron a
presion reducida. El residuo se agitdé en CH,CIl,/EtOAc (90/10) durante 30 min. Los
sélidos se separaron por filtracion y se secaron al vacio a 50 °C durante toda la
noche para obtener una  2-(4-fluoro-2-(2-hidroxietoxi)fenil)-2-((3-metoxi-5-
(metilsulfonil)fenilyamino)-1-(7-metil-5-(trifluorometoxi)-1H-indol-3-il)etanona
racémica (Compuesto 12, 2.02 g, pureza por LC/MS: 95%). Una fraccion del
Compuesto 12 (505 mg) se purifico posteriormente mediante HPLC preparativa (fase
estacionaria: RP XBridge® Prep C18 OBD — 10 pm, 30 x 150 mm, fase mouvil:
solucion de NH4HCO3 al 0.25% en agua, MeOH). Las fracciones con el producto se
combinaron, se evaporaron a presion reducida y se coevaporaron con MeOH. El
residuo se hizo solidificar en una solucion de MeOH mediante la adicion lenta de
agua. El precipitado se separ6é por filtracion y se sec6 a 50 T al vacio para
proporcionar el Compuesto 12 (300 mg) puro.

Los enantiomeros del Compuesto 12 (1569 mg) se separaron mediante
SFC quiral (fase estacionaria: Daicel Chiralpak® IA fase movil: isocratica 75% de
CO,, 20% de diclorometano + 0.2% de isopropilamina, 5% de metanol + 0.2% de
isopropilamina). Las fracciones con el producto se combinaron y se evaporaron a
presion reducida. El primer enantiomero eluido se purificé posteriormente mediante
cromatografia flash (fase estacionaria: silice Grace Reveleris® 40 g, fase movil:
gradiente de heptano/EtOAc/EtOH de 100/0/0 a 40/45/15). Las fracciones deseadas
se combinaron y se concentraron hasta obtener un volumen residual de ~15 mL. La
mezcla se dejo reposar durante 30 minutos. Los solidos se separaron por filtracion,
se lavaron 3x con heptano/EtOAc 4/1 y se secaron al vacio a 45 °C para
proporcionar el Enantiomero 12A (324 mg). El segundo enantiomero eluido se
purificé posteriormente mediante cromatografia flash (fase estacionaria: silice Grace
Reveleris® 40 g, fase movil: gradiente de heptano/EtOAc/EtOH de 100/0/0 a

40/45/15). Las fracciones deseadas se combinaron y se concentraron hasta obtener
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un volumen residual de ~10 mL. La mezcla se dejo reposar durante 18 h. Los soélidos
se separaron por filtracion, se lavaron 3x con heptano/EtOAc 4/1 y se secaron al
vacio a 50 °C para proporcionar el Enantiomero 12B (295 mg).
Compuesto 12:

'H RMN (600 MHz, DMSO-dg) & ppm 2.52 (s, 3 H) 3.06 (s, 3 H) 3.74 (s,
3 H) 3.93 -4.05 (m, 2 H) 4.19 (t, J=4.8 Hz, 2 H) 5.07 (t a, J=5.3 Hz, 1 H) 6.37 (d,
J=7.8 Hz, 1 H) 6.59 (t, J=1.8 Hz, 1 H) 6.65 (t, J=2.1 Hz, 1 H) 6.70 (td, J=8.4, 2.4 Hz,
1 H) 6.89 (d, J=7.8 Hz, 1 H) 6.90 - 6.95 (m, 2 H) 7.01 (s a, 1 H) 7.40 (dd, J=8.7, 6.9
Hz, 1H) 7.93 (sa, 1 H) 8.63 (s, 1 H) 12.10 - 12.32 (m, 1 H)

LC/MS (método LC-A): tR 1.17 min, MH+ 611
Compuesto 12A:

'H RMN (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 2.51 (s, 3 H) 3.08 (s, 3 H) 3.73 (s,
3 H) 3.91 - 4.08 (m, 2 H) 4.18 (t, J=4.6 Hz, 2 H) 5.29 (t, J=5.7 Hz, 1 H) 6.40 (d, J=7.7
Hz, 1 H) 6.58 (t, J=1.9 Hz, 1 H) 6.66 (t, J=2.3 Hz, 1 H) 6.72 (td, J=8.5, 2.4 Hz, 1 H)
6.91-6.98 (m, 2 H) 7.00 - 7.06 (m, 2 H) 7.38 (dd, J=8.6, 6.8 Hz, 1 H) 7.92 (s a, 1 H)
8.70 (d, J=3.3 Hz, 1 H) 12.37 (d, J=2.9 Hz, 1 H)

LC/MS (método LC-A): tR 1.16 min, MH+ 611

[a]D20: +77.9°(c 0.425, DMF)

SFC quiral (método SFC-E): tR 2.65 min, MH+ 611, pureza quiral
91.1%.
Compuesto 12B:

'H RMN (400 MHz, DMSO-dg) & ppm 2.51 (s, 3 H) 3.08 (s, 3 H) 3.72 (s,
3 H) 3.90 - 4.07 (m, 2 H) 4.18 (t, J=4.6 Hz, 2 H) 5.29 (t, J=5.7 Hz, 1 H) 6.40 (d, J=7.7
Hz, 1 H) 6.58 (t, J=1.9 Hz, 1 H) 6.66 (t, J=2.1 Hz, 1 H) 6.72 (td, J=8.5, 2.4 Hz, 1 H)
6.89 - 6.98 (m, 2 H) 6.99 - 7.08 (m, 2 H) 7.38 (dd, J=8.6, 6.8 Hz, 1 H) 7.92 (s a, 1 H)
8.70(s,1H) 12.37 (sa, 1 H)

LC/MS (método LC-A): tR 1.15 min, MH+ 611

[a]D20: -81.4°(c 0.435, DMF)

SFC quiral (método SFC-E): tR 3.01 min, MH+ 611, pureza quiral
92.5%.
ACTIVIDAD ANTIVIRAL DE LOS COMPUESTOS DE LA INVENCION

Ensayo antiviral del VDEN-2

Se evaluo la actividad antiviral de todos los compuestos de la invencion
frente a la cepa 16681 del VDEN-2, la cual se marcé con la proteina fluorescente
verde potenciada (eGPF). El medio de cultivo consiste en un medio esencial minimo
complementado con un 2% de suero bovino fetal inactivado térmicamente, un 0.04%
de gentamicina (50 mg/mL) y L-glutamina 2 mM. Se suspendieron células Vero,

obtenidas de ECACC, en el medio de cultivo y se afadieron 25 pL a placas de 384
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pocillos (2500 células/pocillo), que ya contenian los compuestos antivirales.
Habitualmente, estas placas contienen diluciones en serie con un factor de 5, de 9
etapas de dilucién del compuesto de prueba con 200 veces la concentracion final en
DMSO al 100% (200 nL). Ademas, cada concentracion del compuesto se evalGa por
cuadruplicado (intervalo de concentracion final: 25 uM — 0.000064 uM o 2.5 pM —
0.0000064 uM para los compuestos mas activos). Finalmente, cada placa contiene
pocillos que se han asignado como controles del virus (que contienen células y virus
en ausencia del compuesto), controles de las células (que contienen células en
ausencia de virus y compuesto) y controles del medio (que contiene medio en
ausencia de células, virus y compuestos). A los pocillos asignados como control del
medio, se afiadieron 25 pL de medio de cultivo en lugar de células Vero. Una vez
que se afadieron las células a las placas, las placas se incubaron durante 30
minutos a temperatura ambiente para permitir que las células se distribuyeran de
manera homogénea dentro de los pocillos. A continuacién, las placas se incubaron
en una incubadora totalmente humidificada (37 °C, 5% de CO;) hasta el dia
siguiente. Después, se afiadio la cepa 16681 del VDEN-2, marcada con eGFP, con
una multiplicidad de infecciéon (MDI) de 0.5. Por lo tanto, se afadieron 15 pL de
suspension de virus a todos los pocillos que contenian compuesto de prueba y a los
pocillos asignados como control del virus. En paralelo, se afiadieron 15 pL de medio
de cultivo a los controles del medio y de las células. A continuacién, las placas se
incubaron durante 3 dias en una incubadora totalmente humidificada (37 °C, 5% de
CO,). El dia de la lectura, se midio la fluorescencia de eGFP utilizando un
microscopio de fluorescencia automatico a 488 nm (laser azul). Utilizando un sistema
de LIMS propio, se calcularon las curvas de respuesta a la dosis de inhibicion para
cada compuesto y se determind la concentracion eficaz que produce la mitad del
efecto maximo (CEsp). Por lo tanto, la inhibicion porcentual (I) para cada
concentracion de prueba se calcula utilizando la siguiente férmula: | = 100*(St-
Scc)/(Sve-Sce); St, Scc Y Sve son las cantidades de sefial de eGFP en los pocillos
del compuesto de prueba, control de las células y control del virus, respectivamente.
La CEso representa la concentracion de un compuesto con la que se inhibe la
replicacion del virus en un 50%, que se mide como una reduccion del 50% de la
intensidad de fluorescencia de eGFP en comparacién con el control del virus. La
CEso se calcula utilizando una interpolacion lineal (Tabla 1).

En paralelo, se evalud la toxicidad de los compuestos en las mismas
placas. Una vez que se realiz6 la lectura de la sefal de eGFP, se afiadieron 40 pL
de ATPIlite, un tinte de viabilidad celular, a todos los pocillos de las placas de 384
pocillos. EI ATP esta presente en todas las células metabolicamente activas y su

concentracion se reduce muy rapidamente cuando las células experimentan necrosis
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o apoptosis. El sistema de ensayo ATPLite se basa en la produccion de luz
provocada por la reaccion de ATP con luciferasa y D-luciferina afiadidas. Las placas
se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, las placas
se midieron en un ViewLux. También se determind la concentracion que produce la
mitad del efecto citotéxico maximo (CCsp), definida como la concentracion requerida
para reducir la sefal de luminiscencia en un 50% en comparacion con la de los
pocillos de control de las células. Finalmente, se determiné el indice de selectividad

(IS) para los compuestos, que se calculo de la siguiente manera: IS = CCso/CEso.

Tabla 1: CEsg, CCsq e IS para los compuestos de la invencion en el ensayo antiviral
del VDEN-2

compuesto CEso CCso

n.c (LM) N (UM) N IS N

1 0.0018 4 7.6 5| 3520 4
1A 0.00078 2 8.6 2| 9210 2
1B 0.085 4 13 4| 149 4

2 0.00081 4 6.2 4| 7600 4
2A 0.00032 6 4.9 6| 16800 6
2B 0.021 4 12 4| 589 4

3 0.0012 4 5.1 4| 4360 4
3A 0.00040 6 4.0 6| 8380 6
3B 0.029 4 11 4| 366 4

4 0.00037 4 3.5 5| 8960 4
4A 0.011 4 11 4| 1020 4
4B 0.00020 4 3.8 4 |>16800 4

5 0.0010 4 6.9 4| 6760 4
5A 0.00051 5 3.4 5| 6320 5
5B 0.016 4 11 4| 670 4

6 0.0014 4 5.8 5| 4220 4
6A 0.00047 5 5.6 5| 8410 5
6B 0.16 4 13 4 80 4
7A 0.00054 3 3.1 4| 6080 3
7B 0.036 3 8.0 3| 224 3

8 0.0023 3 6.9 3| 3050 3
8A 0.00112 3 3.4 3| 3620 3
8B 0.048 3 8.2 3| 170 3
9A 0.00039 4 3.2 7| 6210 4
9B 0.051 3 13 3| 253 3
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10A 0.020 3 12 3 597 3
10B 0.00012 3 2.6 3| 21200 3
11 0.00048 3 9.0 4| 18400 3
11A 0.019 3 12 3 613 3
11B 0.00020 5 2.4 6| 24900 5
12 0.00022 4 3.7 41 16900 3
12A 0.000099 3 2.2 3| 22100 3
12B 0.0012 3 9.9 3| 8540 3

Ensayo de PCR cuantitativa con retrotranscriptasa tetravalente (RT-gPCR):
Protocolo A.

Se evalué la actividad antiviral de los compuestos de la invencion frente
a la cepa TC974#666 del VDEN-1 (NCPV), la cepa 16681 del VDEN-2, la cepa H87
del VDEN-3 (NCPV) y las cepas H241 (NCPV) y EDEN (SG/06K2270DK1/2005;
namero de acceso de GenBank QG398256) del VDEN-4 en un ensayo de RT-gPCR.
Por lo tanto, se infectaron células Vero con el VDEN-1 0 -2 0 -3 0 -4 en presencia o
ausencia de compuestos de prueba. El dia 3 después de la infeccion, las células se
sometieron a lisis y los lisados celulares se utilizaron para preparar ADNc de tanto
una diana viral (la 3'UTR del VDEN; Tabla 2) como un gen de referencia celular (B-
actina, Tabla 2). Posteriormente, se realiz6 una PCR doble a tiempo real en un
instrumento Lightcycler480. EL valor de Cp generado es inversamente proporcional
a la cantidad de expresiéon de ARN de estas dianas. La inhibicion de la replicacion
del VDEN por un compuesto de prueba da como resultado un desplazamiento de Cp
para el gen 3'UTR. Por otra parte, si un compuesto de prueba es téxico para las
células, se observara un efecto similar en la expresion de B-actina. EI método de
AACp comparativo se utiliza para calcular CEsp, que se basa en la expresion génica
relativa del gel diana (3'UTR) normalizada con el gen constitutivo celular (3-actina).
Ademas, los valores de CCsy se determinan basandose en los valores de Cp

adquiridos para el gen constitutivo de B-actina.

Tabla 2: Cebadores y sondas utilizados para la RT-PCR cuantitativa a tiempo real.

Cebador/sonda | Diana Secuencia *"

F3utr258 3-UTR del | 5-CGGTTAGAGGAGACCCCTC-3'
VDEN

R3utr425 3-UTR del | 5-GAGACAGCAGGATCTCTGGTC-3'

VDEN
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P3utr343 3-UTR del | FAM-5'-AAGGACTAG-ZEN-
VDEN AGGTTAGAGGAGACCCCCC-3-IABKFQ
Factina743 B-actina 5'-GGCCAGGTCATCACCATT-3'
Ractina876 B-actina 5-ATGTCCACGTCACACTTCATG-3'
Pactina773 B-actina HEX-5-TTCCGCTGC-ZEN-CCTGAGGCTCTC-
3-IABKFQ

% Los tintes indicadores (FAM, HEX) y los elementos desactivadores
(ZEN y IABKFQ) se indican en negrita y en cursiva.

P Las secuencias de nucleétidos de los cebadores y de las sondas se
seleccionaron a partir de la regidon conservada en la region de 3'UTR del genoma del
virus del dengue, basandose en la alineacién de 300 secuencias de nucleétidos de
los cuatro serotipos del dengue depositados en Genbank (Gong et al.,, 2013,
Methods Mol Biol, Capitulo 16).

El medio de cultivo consisti6 en un medio esencial minimo
complementado con un 2% de suero bovino fetal inactivado térmicamente, un 0.04 %
de gentamicina (50 mg/mL) y L-glutamina 2 mM. Se suspendieron células Vero,
obtenidas de ECACC, en el medio de cultivo y se afladieron 75 pL/pocillo en placas
de 96 pocillos (10 000 células/pocillo), que ya contenian los compuestos antivirales.
Habitualmente, estas placas contienen una dilucién en serie con un factor de 5, de 9
etapas de dilucién del compuesto de prueba con 200 veces la concentracion final en
DMSO al 100% (500 nL; intervalo de concentracion final: 25 uM — 0.000064 uM o 2.5
uM — 0.0000064 uM para los compuestos mas activos). Ademas, cada placa
contiene pocillos que se han asignado como controles del virus (que contienen
células y virus en ausencia de compuesto) y controles de las células (que contienen
células en ausencia de virus y compuesto). Una vez se afiadieron las células a las
placas, las placas se incubaron en una incubadora totalmente humidificada (37 °C, 5%
de CO,) hasta el dia siguiente. Se diluyeron los serotipos 1, 2, 3 y 4 de los virus del
dengue con el fin de obtener un Cp de ~22-24 en el ensayo. Por lo tanto, se
afadieron 25 pL de suspension del virus a todos los pocillos que contenian
compuesto de prueba y a los pocillos asignados como control del virus. En paralelo,
se afadieron 25 pL de medio de cultivo a los controles de las células. A continuacion,
las placas se incubaron durante 3 dias en una incubadora totalmente humidificada
(37 °C, 5% de CO,). Después de 3 dias, se retird el sobrenadante de los pocillos y
las células se lavaron dos veces con PBS enfriado con hielo (~100 pL). Los
sedimentos de células dentro de las placas de 96 pocillos se almacenaron a -80 °C
durante al menos 1 dia. A continuacion, se extrajo el ARN utilizando el kit de lisis
Cells-to-CT™, de acuerdo con las directrices del fabricante (Life Technologies). Los

lisados celulares pueden almacenarse a -80 °C o utilizarse inmediatamente en la
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etapa de retrotranscripcion.

En la preparacion de la etapa de retrotranscripcion, se prepard la
mezcla A (tabla 3A) y se dispensaron 7.57 pL/pocillo en una placa de 96 pocillos.
Después de la adicion de 5 pL de los lisados celulares, se realizO una etapa de
desnaturalizacion de cinco minutos a 75 °C (tabla 3B). Posteriormente, se afiadieron
7.43 pL de mezcla B (tabla 3C) y se inici6 la etapa de retrotranscripcion (tabla 3D)
para generar ADNCc.

Finalmente, se prepar6é una mezcla de RT-gPCR, mezcla C (tabla 4A),
y se dispensaron 22.02 pL/pocillo en placas LightCycler g°PCR de 96 pocillos en las
que se afadieron 3 uL de ADNc y la gPCR se realiz6 de acuerdo con las
condiciones de la tabla 4B en un LightCycler 480.

Utilizando el software LightCycler y un sistema LIMS propio, se
calcularon las curvas de respuesta a la dosis para cada compuesto y se
determinaron la concentracién eficaz que produce la mitad del efecto maximo (CEsg)
y la concentracion que produce la mitad del efecto citotoxico maximo (CCsp) (Tablas
5-8).

Tabla 3: Sintesis de ADNc usando la Mezcla A, desnaturalizacién, la Mezcla B y

retrotranscripcion.

Mezcla A
A Placas 8
Vol. de
Muestras 828 reaccio | 20
n (HL)
Elemento de mezcla | Concentracién Volumen para (uL)
1 X
Unidad | Patron Final muestr | muestr
a as
H,O Milli-Q 7.27 6019.56
R3utr425 uM 20 0.27 0.15 124.20
Ractina876 UM 20 0.27 0.15 124.20
Volumen
mezcla/pocillo (uL) 71
Lisados celulares
5.00
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Etapa de

desnaturalizacion:

Etapa Temp. Tiempo

Desnaturalizacion 75C 5'

Mantenimiento 4C Mantenimiento
Mezcla B
Muestras 864
Elemento de mezcla Concentracion Volumen para (uL)

X
Unida 1
d Patron Final uestra muestra
S
Tampon 2 Expand HIFI | X 10.00 1.00 2.00 1728.0
MgCl, mM 25.00 3.50 2.80 2419.2
dNTPs mM 10.00 1.00 2.00 1728.0
Inhibidor de RNasa U/ul 40.00 1.00 0.50 432.0
Expand RT u/ul 50.00 0.33 0.13 112.3
Volumen total de la 7.43
mezcla (L)

Protocolo de sintesis de ADNc
Etapa Temp. | Tiempo
Retrotransc. 42C 30
Desnaturalizacion 99C 5'
Mantenimiento 4C Mantenimiento
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Tabla 4: Protocolo y mezcla de gPCR.

A MezclaC
Vol. de
Muestras 833 reaccion 25
(ML)
Elemento de . Volumen
Concentracion
mezcla para (uL)
_ X
Unida ) _
q Patron Final 1 muestra muestra
S
H,O calidad PCR
7.74 6447.42
de Roche
Mezcla Roche
X 2 1 12.50 10412.50
2xXMM
F3utr258 UM 20 0.3 0.38 316.54
R3utr425 UM 20 0.3 0.38 316.54
P3utr343 UM 20 0.1 0.13 108.29
Factina743 UM 20 0.3 0.38 316.54
Ractina876 UM 20 0.3 0.38 316.54
Pactina773 UM 20 0.1 0.13 108.29
Volumen de mezcla
22.02
/ tubo (uL)
ADNCc 3.00
Protocolo gPCR3
Velocidad
Etapa Temp. | Tiempo de la
rampa
preincub./desnat. 95C |10 min 4.4
Desnaturalizacion 95<C 10 sec 4.4
40
Hibridacion 58T 1 min 2.2 _
ciclos
Elongacion 72C |lsec 4.4
Refrigeracion 40C |10 sec 15
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Tabla 5: CE5g, CCsp e IS para los compuestos frente al serotipo 1 en los ensayos de

RT-aPCR

Protocolo A

RT-gPCR para TC974#666 del serotipo 1
compuesto | CEsp CCso
n.c (LM) N M) [N |IS N
1A 0.0085 3 6.4 3 755 3
2A 0.0028 4 4.8 3 1960 3
3A 0.0033 4 >2.5 3 >1180 3
4B 0.0033 3 >2.5 3 >B836 3
5A 0.0041 4 >2.5 4 >862 4
6A 0.0035 6 4.8 5 1140 5
A 0.0013 3 >2.4 4 >2220 3
8A 0.0023 3 >2.5 3 >1410 3
9A 0.0014 3 >2.5 3 >3350 3
10B 0.00020 3 >2.5 3 >21400 3
11B 0.00060 3 >2.5 3 >5380 3
12A 0.00020 3 >1.0 3 >6740 3

N = el nimero de experimentos independientes en los que se

evaluaron los compuestos.

Tabla 6: CEsg, CCsq € IS para los compuestos frente al serotipo 2 en los ensayos de

RT-gPCR

Protocolo A

RT-gPCR para 16681 del serotipo 2
compuesto | CEsp CCso
n.c (UM) N (UM) N IS N
1A 0.0011 3 6.6 3 5790 3
2A 0.00040 5 5.1 6 11100 5
3A 0.00043 5 >2.4 5 >5560 5
4B 0.00021 4 3.8 5 >12700 4
5A 0.00071 5 3.9 5 5370 5
6A 0.00084 6 5.2 7 6320 6
7A 0.00077 4 3.2 3 5870 3
8A 0.0014 4 3.5 4 2160 4
9A 0.00061 4 >2.4 4 >4010 4
10B 0.000057 3 >2.5 3 >100553 3
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11B
12A 0.000075 3 >1.0 3 >20500 3

N = el nimero de experimentos independientes en los que se

0.00014 4 >25 4 >43200 4

evaluaron los compuestos.

Tabla 7: CE5g, CCsp e IS para los compuestos frente al serotipo 3 en los ensayos de

RT-aPCR

Protocolo A

RT-gPCR para H87 del serotipo 3
compuesto | CEsg CCso
n.c (M) | N (M) | N 1S N
1A 0.068 3 5.8 2 94 2
2A 0.048 4 4.0 3 64 3
3A 0.045 4 >2.5 2 >80 2
4B 0.055 3 >2.5 2 >76 2
5A 0.061 4 >2.0 3 >36 3
6A 0.043 6 1.5 3 37 3
7A 0.020 3 2.2 2 126 2
8A 0.036 3 >2.5 3 >75 3
9A 0.016 3 >2.5 3 >206 3
10B 0.0021 3 >2.5 3 >1630 3
11B 0.0073 3 >2.5 3 >502 3
12A 0.0032 3 >1.0 3 >463 3

N = el numero de experimentos independientes en los que se

evaluaron los compuestos.

Tabla 8: CEsg, CCsq € IS para los compuestos frente al serotipo 4 en los ensayos de
RT-aPCR

Protocolo A

RT-gPCR para H241 del serotipo 4
compuesto | CEsp CCso
n.c (UM) N (UM) N IS N
1A 0.29 4 3.0 2 9.7 2
2A 0.17 6 3.3 5 19 5
3A 0.19 5 2.9 3 15 3
4B 0.14 5 2.1 4 15 4
5A 0.18 5 2.6 5 >18 5
6A 0.11 5 3.3 3 28 3
A 0.12 4 1.9 3 17 3
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Protocolo A
RT-gPCR para H241 del serotipo 4
compuesto | CEsp CCso
n.c (UM) N (UM) N IS N
8A 0.22 3 1.1 3 4.9 3
9A 0.11 4 >2.2 3 >22 3
10B 0.012 3 1.8 3 89 3
11B 0.034 3 >2.5 3 >102 3
12A 0.014 3 0.69 2 a7 2
Protocolo A
RT-gPCR para EDEN del serotipo 4
compuesto | CEsp CCso
n.c (UM) N (UM) N IS N
1A 0.0036 1 5.0 1 1386
2A 0.0023 4 2.8 4 1178 4
>
3A 0.0051 4 >25 3 1194 3
>
4B 0.0032 3 >25 3 1231 3
>
5A 0.0037 4 > 25 4 1250
6A 0.0034 5 3.7 4 1048

N = el numero de experimentos independientes en los que se

evaluaron los compuestos.



