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DESCRIPCION
Ruta de procedimiento del compuesto de férmula (IV), forma cristalina y método de preparacion para el mismo
Campo técnico

La presente descripcion se refiere a una ruta de procedimiento del compuesto de férmula (1V), forma cristalina y método
de preparacion para el mismo.

Antecedentes de la invencion

En la mayoria de los organismos, incluidos los humanos, dos grupos de amino oxidasas de mamifero metabolizan
diversas monoaminas, diaminas y poliaminas producidas endégenamente o absorbidas exégenamente. Estas incluyen
las monoaminooxidasas (MAO-A y MAQO-B) que estan presentes en las mitocondrias de la mayoria de los tipos
celulares y que utilizan el dinucleétido de flavina y adenina (FAD) unido covalentemente como cofactor. La poliamina
oxidasa es otra amina oxidasa dependiente de FAD que oxida la espermina y la espermidina desaminadas. La
SSAQ/VAP-1 pertenece al segundo grupo de las dependientes de cobre y usa otros cofactores tales como los restos
de tirosina oxidada (abreviados como TPQ o LTQ) ademas de FAD. La desaminacién oxidativa de MAO y SSAO/VAP-
1 incluye algunos sustratos comunes de monoaminas, tales como dopamina, tiramina y bencilamina. La SSAO/VAP-
1 oxida también la metilamina y la aminoacetona endégenas.

La amina oxidasa sensible a semicarbazida (SSAO), también conocida como amina oxidasa primaria, amina oxidasa
plasmatica y bencilamina oxidasa, es estructuralmente la misma que la proteina de adhesion vascular-1 (VAP-1). Se
usa SSAQO/VAP-1 para describir la proteina.

Estas enzimas se definieron originalmente por los compuestos capaces de inhibir su actividad enzimatica. Por ejemplo,
la MAO-A es inhibida selectivamente por la clorgilina, y la MAO-B es inhibida selectivamente por el L-deprenilo
(selegilina), aunque ni la clorgilina ni el L-deprenilo pueden inhibir la actividad amina oxidasa de la SSAO/VAP-1. La
SSAQ/VAP-1 puede ser inhibida por la semicarbazida, denominada por tanto amina oxidasa sensible a semicarbazida.

La SSAO/VAP-1 es una enzima extracelular que contiene una cola citoplasmica muy corta, un Unico dominio
transmembranario y un dominio extracelular grande, muy glucosilado, que contiene un centro activo para la actividad
amina oxidasa. La SSAQ/VAP-1 también existe en forma disuelta que circula en el plasma de algunos animales. Se
ha demostrado que esta forma es un producto de fragmentacién de la SSAQO/VAP-1 unida a membranas.

Parece que la SSAO/VAP-1 tiene dos funciones fisiolégicas: la primera es la actividad amina oxidasa mencionada
anteriormente y la segunda es la actividad de adhesion celular. Ambas actividades estéan relacionadas con el proceso
inflamatorio. Se ha demostrado que la SSAO/VAP-1 desempefia una funcién importante en la extravasacién circulante
de las células inflamatorias desde el sitio de la inflamacion. Se confirmé que el anticuerpo contra la VAP-1 reducia el
proceso inflamatorio bloqueando el sitio de adhesién de la proteina SSAO/VAP-1, y se proporcionaron muchas
pruebas de inactivacion in vitro e in vivo. Ahora esta claro que la SSAO/VAP-1 es un importante mediador celular
inflamatorio.

En la solicitud de patente internacional W02013163675 se describié el compuesto PXS-4728A, cuya estructura es la
siguiente.
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Contenido de la presente invencién

La presente invencion da a conocer una forma cristalina B del compuesto de férmula (IV), cuyo patrén de difraccion
de rayos X de muestras en polvo tiene picos de difraccion caracteristicos en los siguientes angulos 20: 11,27 + 0,2°,
21,44 £0,2°, 22,32 £ 0,2°,
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En algunos aspectos de la presente invencion, la forma cristalina B del compuesto de férmula (IV) tiene picos de
difraccién caracteristicos en su patron de difraccion de rayos X de muestras en polvo en los siguientes angulos 2©:
11,27 £0,2°, 12,46 £ 0,2°, 18,44 + 0,2°, 21,44 +0,2°, 22,32 + 0,2°, 25,51 + 0,2°, 25,94 + 0,2°, 26,49 + 0,2°.

En algunos aspectos de la presente invencién, la forma cristalina B del compuesto de férmula (IV) tiene picos de
difraccién caracteristicos en su patron de difraccion de rayos X de muestras en polvo en los siguientes angulos 2©:
11,27 +0,2°, 12,46 + 0,2°, 18,44 + 0,2°, 20,03 + 0,2°, 21,44 + 0,2°, 22,32 + 0,2°, 23,37 + 0,2°, 24,19 + 0,2°, 25,51 +
0,2°, 25,94 + 0,2°, 26,49 + 0,2°, 28,12 + 0,2°.

En algunas realizaciones de la presente invencién, el patrén de XRPD de la forma cristalina B del compuesto de
formula (1V) se muestra en la figura 1.

Tabla 1. Datos de analisis del patron de XRPD de la forma cristalina B

Numero Angulo | Separacion Tensioén Numero Angulo Separacion | Tension
20 (°) inter(%l)anar relativa (%) 20 (°) |interplanar (A)|relativa (%)
1 6,13 14,42 31,94 19 25,94 3,43 78,35
2 11,27 7,85 100,00 20 26,49 3,36 79,46
3 12,46 7,10 74,08 21 27,08 3,29 8,95
4 14,42 6,14 20,36 22 27,70 3,22 32,45
5 15,79 5,61 25,74 23 28,12 3,17 48,03
6 16,49 5,38 5,12 24 28,56 3,13 30,53
7 18,08 4,91 35,03 25 29,94 2,98 35,20
8 18,44 4,81 79,62 26 30,25 2,95 34,12
9 18,85 4,71 10,82 27 31,05 2,88 10,83
10 20,03 4,43 43,13 28 31,80 2,81 10,64
11 21,44 4,14 90,07 29 32,45 2,75 8,89
12 21,94 4,05 38,44 30 32,95 2,72 25,09
13 22,32 3,98 96,82 31 33,22 2,70 19,38
14 23,37 3,81 45,05 32 33,53 2,67 14,09
15 23,66 3,76 43,95 33 34,29 2,62 7,63
16 24,19 3,68 55,33 34 35,13 2,55 8,13
17 24,77 3,59 35,01 35 35,96 2,50 14,04
18 25,51 3,49 77,38 36 37,36 2,41 5,35

En algunas realizaciones de la presente invencion, la forma cristalina B del compuesto de férmula (IV) tiene una curva
de calorimetria diferencial de barrido (DSC) con un pico endotérmico a 221,9°C + 3,0°C.

En algunas realizaciones de la presente invencion, el perfil de DSC de la forma cristalina B del compuesto de férmula
(IV) se muestra en la figura 2.

En algunas realizaciones de la presente invencion, la curva del analisis termogravimétrico de la forma cristalina B del
compuesto de formula (1V) tiene una pérdida de peso del 1,05 % a 150,0 °C + 3 °C.

En algunas realizaciones de la presente invencion, la forma cristalina B del compuesto de formula (V) tiene un perfil
de TGA como el que se muestra en la figura 3.

La presente invencién también da a conocer un método para preparar la forma cristalina B del compuesto de formula
(IV), que comprende afiadir una cualquiera de las formas del compuesto de formula (1V) a éter de metilo y terc-butilo
para preparar una suspension, en donde la temperatura para preparar una suspensién varia de 40 °C a 60 °C; el
tiempo utilizado para preparar una suspensién varia de 30 h a 60 h; la relacién peso-volumen del compuesto de formula
(IV) a éter de metilo y terc-butilo varia de 1:5 a 40.
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La presente invencién también da a conocer un método de preparacion del compuesto de formula (1V),
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que comprende las etapas siguientes:
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5 en donde,
el disolvente a es acido acético;
el reactivo b es acido clorhidrico.

En algunas realizaciones de la presente invencion, en el método de preparacion del compuesto de férmula (1V), la
relacion volumen-masa del disolvente a por SM1 oscila de 3,0 a 3,5:1, y la relacién volumen-masa del
10 reactivo b por SM1 oscila de 3,0 a 10:1.

En algunas realizaciones de la presente invencién, en el método de preparacion del compuesto de formula (IV), en
donde la temperatura interna de la reaccién se controla para que esté a 75-80 °C.

En algunas realizaciones de la presente invencién, el método de preparacién del compuesto de férmula (IV)
comprende las siguientes etapas:
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En algunas realizaciones de la presente invencién, en el método de preparacion el compuesto de férmula (1V), en
donde el reactivo ¢ es piridina; la preparacién del compuesto D es a través de una reaccion de hidrolisis en condiciones
alcalinas; el reactivo d es bromuro de potasio, y €l reactivo e es hipoclorito sédico; el reactivo f es acetato de plata.

5 Efectos técnicos

La forma cristalina B del compuesto de férmula (V) de la presente invencién tiene buena estabilidad. El compuesto
de férmula (V) y la forma cristalina B del compuesto de férmula (IV) mostraron una fuerte actividad inhibidora contra
la enzima VAP-1/SSAQO recombinante humana y contra la célula VAP-1/SSAO en los ensayos in vitro.

Definiciones y descripciones

10 A menos que se especifique lo contrario, los siguientes términos y frases usados en la presente memoria pretenden
tener los siguientes significados. Una frase o término especifico no debe considerarse incierto o poco claro sin una
definicion especial, sino que debe entenderse en su significado habitual. Cuando aparece un nombre comercial en la
presente memoria, se pretende hacer referencia a su producto comercial correspondiente 0 a su ingrediente activo.

Los compuestos intermedios de la presente invencién pueden prepararse mediante una variedad de métodos
15 sintéticos que conocen bien los expertos en la técnica, incluidas las realizaciones especificas enumeradas a
continuacion, las realizaciones formadas al combinarlas con otros métodos de sintesis quimica, y las alternativas
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equivalentes que conocen bien los expertos en la técnica. Las aplicaciones preferidas incluyen, pero no se limitan a
ellas, las realizaciones de la presente invencién.

Las reacciones quimicas en las realizaciones especificas de la presente invencion se completan en los disolventes
adecuados, y los disolventes deben ser adecuados para los cambios quimicos de la presente invencioén y los reactivos
y materiales requeridos. Para obtener los compuestos de la presente invencién, a veces es necesario que los expertos
en la técnica modifiqguen o seleccionen las etapas de sintesis o0 los esquemas de reaccidon basandose en las
realizaciones existentes.

La presente invencion se describira especificamente a continuacion a través de las realizaciones.

La estructura del compuesto de la presente invencién puede confirmarse mediante métodos convencionales que
conocen bien los expertos en la técnica. Si la presente invencidn se refiere a la configuracion absoluta del compuesto,
la configuracién absoluta puede confirmarse por medios técnicos convencionales en el campo. Por ejemplo, el método
de difraccion de rayos X de monocristal (SXRD), en donde se usé el difractometro Bruker D8 venture para recopilar
los datos de intensidad de difraccién del monocristal. La fuente de luz es la radiacién de CuKa, y el método de
exploracion es la exploracion de @/w. Después de recopilar los datos relevantes, el método directo (Shelxs97) se
adopta ademas para analizar la estructura del cristal, y la configuracién absoluta del compuesto puede confirmarse de
este modo.

Todos los disolventes usados en la presente invencion estan disponibles comercialmente y pueden usarse sin ninguna
purificacién adicional.

La presente invencién utiliza los siguientes acrénimos: DMF representa dimetilformamida; DCM representa
diclorometano; DMSO representa dimetilsulfoxido; MeOH representa metanol; MsOH representa acido
metanosulfénico; EtOH representa etanol; NaOH representa hidréxido de sodio; TEA representa trietilamina; HCI
representa acido clorhidrico; Tol representa tolueno; KOH representa hidroxido de potasio; TEBAC representa cloruro
de benciltrietilamonio; KBr representa bromuro de potasio; NaHCQOs3 representa bicarbonato de sodio; NaClO
representa hipoclorito de sodio; TEMPO representa 6xido de 2,2,6,6-tetrametilpiperidina; Na2S203 representa
tiosulfato de sodio; AcOH representa acido acético; NMP representa N-metilpirrolidona; AgOAc representa acetato de
plata; 2-MeTHF representa 2-metiltetrahidrofurano; DAST representa ftrifluoruro de dietilaminoazufre; TBSCI
representa terc-butildimetilclorosilano; DMP representa ftalato de dimetilo; NaHMDS representa bis(trimetilsililyamida
de sodio; TBAF representa fluoruro de tetrabutilamonio; MgEtBr representa bromuro de etiimagnesio.

Los compuestos se nombran segun los principios de denominacidn convencionales o el programa ChemDraw®, y para
los compuestos disponibles en el mercado se usan los nombres de catalogo de los proveedores.

Método de difraccion de rayos X de muestras en polvo (XRPD) en la presente invenciéon
Modelo del instrumento: difractémetro de rayos X Bruker D8 advance
Método de ensayo: Se usaron aproximadamente 10 ~ 20 mg de muestra para la deteccion por XRPD
Los parametros de XRPD en detalle son los siguientes:
Tubo de luz: Cu, ka, (A = 1,54056 A)
Tensién del tubo de luz: 40 kV, corriente del tubo de luz: 40 mA
Ranura de divergencia: 0,60 mm
Rendija de deteccién: 10,50 mm
Ranura antidispersion: 7,10 mm
Intervalo de exploracién: 4-40°
Tamafo de paso: 0,02°
Duracion del paso: 0,12 s
Velocidad de rotacion del disco de muestra: 15 rpm
El método de andlisis térmico diferencial (con calorimetro diferencial de barrido, DSC) de la presente invencion
Modelo del instrumento: Calorimetro diferencial de barrido TA Q2000

Método de ensayo: la muestra (aproximadamente 1 mg) se coloco en una bandeja de aluminio de DSC para
el ensayo. En las condiciones de 50 ml/min de N2 a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min, la muestra
se calent6 de 30 °C (temperatura ambiente) a 300 °C (o 350 °C).
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El método de termogravimetria (con analizador termogravimétrico, TGA) de la presente invencién
Modelo de instrumento: analizador termogravimétrico TA Q5000IR

Método de ensayo: la muestra (2-5 mg) se colocé en un recipiente de platino de TGA para el ensayo. En las
condiciones de 25 ml/min de N2 a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min, la muestra se calent6 de la
5 temperatura ambiente a 350 °C o a una pérdida de peso del 20 %.

Método de difraccion de rayos X de monocristal de la presente invencion
Modelo de instrumento: Rigaku Oxford Diffraction XtaLAB Synergy-S

Método de ensayo: la muestra se disolvié en 1 ml de diclorometano/metanol (1:1) a temperatura ambiente.
La solucion de muestra se coloco en una botella de muestra semisellada de 4 ml y se evapor6 lentamente a

10 temperatura ambiente. Al dia siguiente se obtuvo una gran cantidad de cristales incoloros. Temperatura del
experimento de difraccion T = 99,99(11) K.

Parametros del instrumento:

Difractometro de cuatro circulos Rigaku Oxford Diffraction XtaLAB Synergy equipado con un detector de area
HyBeacon-6000HE.

15 Sistema criogénico: Oxford Cryostream 800
Cu: A=1,54184 A, 50 W, fuente de microenfoque con espejo multicapa (U-CMF).
Distancia desde el cristal al detector CCD: d = 35 mm
Tensién del tubo: 50 kV
Corriente del tubo: 1 mA
20 Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un espectro de XRPD de la radiacién de Cu-Ka de la forma cristalina B del compuesto de
formula (1V).

La figura 2 es un perfil de DSC de la forma cristalina B del compuesto de férmula (1V).
La figura 3 es un diagrama de TGA de la forma cristalina B del compuesto de férmula (IV).
25 La figura 4 es un diagrama elipsoide de la estructura tridimensional del compuesto de féormula (1V).
Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

Para conocer mejor el contenido de la presente descripcion, se usan los siguientes ejemplos especificos para una
descripcién adicional.
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Ejemplo 1: Preparacion de un compuesto de formula (IV)
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Etapa 1:

Se afiadiéo MeOH (2,5 I) a un matraz de tres bocas de 50 | limpio y seco con agitacion, y se le afiadié SMA (572 g, 4,80

5 mol}. En un bafio Maria con hielo, la temperatura del sistema se mantuvo controlada a 0-30 °C. Se le afiadié

lentamente, gota a gota, cloruro de acetilo (2,26 kg, 28,81 mol, 2,06 |) al sistema. En esta etapa, el calor se liberd

violentamente. La velocidad de goteo se controlé con mucho cuidado. La adicién se completé al cabo de 3 h. Después

de la adicién, se retird el bafio Maria con hielo y la temperatura del sistema se mantuvo controlada a 20-30 °C. La

solucién de reaccion se agité continuamente durante 16 h. Después de que se terminara la agitacion, la solucién de

10 reaccion se transfirid a un filtro de sobremesa con succién y se filtré con succion, y se aclar6é una vez con 1 |1 de MeOH.

La torta del filtro se recogiod y se drend. La torta del filtro se transfirié a una bandeja limpia y se dej6 secar a temperatura
ambiente durante >24 h. El material se recogi6é para obtener el compuesto A.

RMN-'H (399 MHz, DMSO-de) & 11,18 (br s, 1H), 10,59 - 10,53 (m, 1H), 8,08 - 7,97 (m, 2H), 7,04 - 6,96 (m, 2H), 4,24
(s, 3H).

15
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Etapa 2:

El compuesto A (500 g, 2,66 mol de HCI) se disolvio en DCM (3 ). Se le afiadié TEA (404,49 g, 4,00 mol, 556,39 ml)
y la solucion se agitd durante 30 min. Después se le afiadio piridina (421,59 g, 5,33 mol, 430,19 ml) al sistema anterior.
Se le afiadi6 gota a gota lentamente SMB (612,87 g, 5,86 mol, 532,93 ml} y la temperatura del sistema se mantuvo
controlada a 10-30 °C. La reaccion se agité a 20 °C durante 1 h. Se le afiadieron 1,5 | de aguay HCI 0,5 M (1,4 1)
sucesivamente para ajustar el pH del sistema a 5-6. La fase acuosa se extrajo con 1,5 | de DCM una vez y se
combinaron las fases organicas. Se le afiadieron 4 | de agua para lavar la fase organica combinada, y la fase organica
se lavé con 3 | de salmuera saturada, y se dejé que las fases se separan. La fase organica se seco después sobre
sulfato sédico anhidro y se concentrd a presion reducida para obtener un producto en bruto. El producto en bruto se
afiadié a 2200 ml de disolvente (n-heptano:acetato de etilo = 10:1) para que se suspendieran a 25 °C durante 4 h, y
el compuesto B se obtuvo después de la filtracién.

RMN 'H (400 MHz, CDCls) 3 7,77 - 7,69 (m, 2H), 7,19 - 7,12 (m, 2H), 3,89 (s, 3H), 1,89 - 1,80 (m, 1H}, 1,72 - 1,62 (m,
1H), 1,21 - 1,14 (m, 2H), 1,10 - 1,01 (m, 4H), 0,89 (qd, J= 3,7, 7,7 Hz, 2H).

Etapa 3:

Se afiadieron SMC (230,94 g, 2,09 mol) y tolueno (3000 ml} a un matraz seco de tres bocas. Después se les afiadié
TEA (211,32 g, 2,09 mol, 290,67 ml, 1 equiv.), la agitacion se puso en marcha y la temperatura se elevé a una
temperatura externa de 80 °C a 90 °C (la temperatura interna era estable a 72 °C). Se le afiadié el compuesto B (600
g, 2,09 mol) de forma discontinua (la temperatura se elevé a 78 °C en la mitad de la adicién), y la temperatura durante
la adicién se mantuvo controlada a 70-80 °C. Después de la adicién, la temperatura interna se estabilizd a 74 °C y la
mezcla se agité durante 2 h. Se le afiadieron 2 | de agua y se dejé que se separan las fases de la mezcla. La fase
acuosa se extrajo con acetato de etilo (1 | x 2) y se combinaron las fases organicas. La fase organica se lavé con
salmuera saturada (2 | x 2) y se separ6. La fase organica se secé después sobre sulfato sédico anhidro y se concentro
a presion reducida para obtener un producto en bruto. El producto en bruto se afiadio a 2 | de disolvente (n-
heptano:acetato de etilo = 10:1) para que se suspendiera a 25 °C durante 2 h. Se obtuvo el compuesto C.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 3 7,93 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,17 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 4,90 - 4,77 (m, 1H), 2,22 - 2,12
(m, 1H), 1,95 - 1,83 (m, 1H), 1,46 (d, J= 6,6 Hz, 6H), 1,04 (did, J= 3,0, 5,0, 9,8 Hz, 6H), 1,00 - 0,96 (m, 2H).

Etapa 4:

De forma discontinua, se afiadié EtOH (10 I} a un bafio con circulacion seco de 50 | de temperatura alta-baja, después
el compuesto C (3,3 10,6 mol) se afiadi6 al recipiente de reaccién y se puso en marcha la agitacién. La temperatura
interna se mantuvo controlada a 0-40 °C, y se le afiadié una soluciéon mixta de NaOH (0,860 kg, 21,5 mol} y agua (10
l). La temperatura se elevé durante el proceso de adicién, pero sin violencia. Después de la adicion, la reaccion se
agité a 25-35 °C durante 17-18 h. La temperatura del liquido de reaccién se mantuvo controlada y se afiadié HCl a 12
N al liquido de reaccion para ajustar el pH a 3-4. El sélido se precipité. El liquido de reaccion se filtré en un filtro de
sobremesa, y la torta del filtro se recogi6é para obtener un producto en bruto. Se combinaron 5 lotes de 20 kg de
productos en bruto y se suspendieron con 2 volimenes de acetonitrilo a 25 °C durante 1 h. La mezcla se filtr6 a través
de un filtro de sobremesa, y la torta del filtro se enjuagd con acetonitrilo y luego se recogi6. Se transfirié la torta de
filtracién a una bandeja limpia y se dejé secar de forma natural durante 24 h. Se obtuvo el compuesto D.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 8 9,60 (s, 1H), 7,73 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 6,78 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 4,81 (quin, J= 6,6
Hz, 1H), 2,20 - 2,09 (m, 1H), 1,44 (d, J = 6,5 Hz, 6H), 1,09 - 1,00 (m, 2H), 0,98 - 0,92 (m, 2H).

Etapa 5:

Se afiadi6 epiclorhidrina (6,600 kg) a un bafio con circulacién seco de temperatura alta-baja de 50 I. Después se le
afiadi6 DMSO (6 I), se puso en marcha la agitacion y se le afiadié el compuesto D (3,200 kg). El material restante se
enjuago6 con DMSO (3 ). La temperatura interna se mantuvo controlada a 20-30 °C, se le afiadié KOH (0,889 kg) y la
temperatura se aumenté ligeramente. Después de la adicion, la temperatura interna se estabilizé a 27-30 °C, y la
mezcla se agité durante 18 h. Se descargd la solucion de reaccion, y se le afiadieron 8 | de agua a la caldera de
reaccion, la agitacion se puso en marcha, la temperatura se mantuvo controlada a 0-30 °C, y la solucién de reaccién
se transfirid lentamente a la caldera de reaccidon mediante una bomba peristéltica. Después se le afiadieron 8 | de éter
de metilo y terc-butilo. La mezcla se agité durante 15 min y se dej6 reposar durante 15 min. Se dej6 que se separan
las fases del liquido y se recogio la fase organica. La fase acuosa se extrajo de nuevo y se recogi6 la fase organica.
Se combinaron las dos fases organicas. Con agitacion, se le afiadié 1 kg de sulfato de sodio anhidro a la fase organica
para secar la fase organica. La fase organica se concentré a presion reducida, y la temperatura del bafio Maria se
mantuvo controlada para que fuera inferior a 45 °C. La presion del vacio rotatorio se mantuvo controlada para que
fuera inferior a -0,08 MPa para que se concentrara. La bomba de aceite se us6 para reducir alin mas la presion. La
temperatura del bafio Maria se mantuvo controlada a <70°C, y la presion del vacio rotatorio fue inferior a -0,08 MPa.
La fase organica se concentré finalmente hasta el 105 % de la cantidad tedrica. El liquido concentrado se us6
directamente en la siguiente reaccién. Se obtuvo el compuesto E.
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RMN-"H (399 MHz, DMSO-de) 5 7,88 - 7,80 (m, 2H), 6,99 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 4,83 (quin, J = 6,6 Hz, 1H), 4,35 (dd, J
2,6, 11,4 Hz, 1H), 3,85 (dd, J= 6,4, 11,2 Hz, 1H), 3,36 - 3,34 (m, 1H), 2,85 (t, J = 4,6 Hz, 1H), 2,72 (dd, J= 2,6, 4
Hz, 1H), 2,23 - 2,07 (m, 1H), 1,45 (d, J = 6,6 Hz, 6H), 1,07 - 1,00 (m, 2H), 0,99 - 0,94 (m, 2H).

8

Etapa 6:

Se disolvié el compuesto E (3,86 kg) en isopropanol (15 1), y la solucién mixta se afiadié a un bafio con circulacion de
temperatura alta-baja de 50 | seco, y se puso en marcha la agitacion. Se le afiadieron sucesivamente TEBAC (0,592
kg) y SME (2,295 kg) y finalmente se afiadieron 5 | de isopropanol para enjuagar las paredes de la caldera de reaccion.
La temperatura se mantuvo controlada a 80-90 °C y la reaccién continu6é durante 22 h. Se le afiadieron 15 | de n-
heptano al sistema de reaccién, se redujo la velocidad de agitacién, se redujo la temperatura lentamente hasta 20-
25 °C, y se agit6 la mezcla durante 1 h para precipitarla. Se usé una bomba peristaltica para transferir la disolucion de
reaccion a un filtro de sobremesa. La mezcla se filtré con succion, y la torta del filtro se lavé con 5 | de n-heptano. Se
recogi6 la torta del filtro y se colocé en una bandeja limpia, después se dej6 secar por medios naturales durante >24
h. Se obtuvo el compuesto F.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 5 7,90 - 7,83 (m, 4H), 7,81 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,90 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 5,40 (d, J =
5,5 Hz, 1H), 4,88 - 4,75 (m, 1H), 4,25 - 4,11 (m, 1H), 3,99 (br s, 2H), 3,73 (s, 2H), 2,22 - 2,07 (m, 1H), 1,45 (d, J = 6,7
Hz, 6H), 1,07 - 1,00 (m, 2H), 0,96 (br s, 2H).

Etapa 7:

El compuesto F (3,01 kg) se disolvié en DCM (15 ). La solucion mixta se afiadié a un bafio seco con circulacion de
temperatura alta-baja, y se puso en marcha la agitacion. Se le afiadié KBr (0,97 kg), seguido de una solucién mixta de
NaHCO3 (2,83 kg) y H20 (100 ml}, y después TEMPO (54,00 g). La temperatura interna se mantuvo controlada a 0-5
°C, y se le afiadié gota a gota NaClO (16,4 kg, contenido en masa del 6 %). La temperatura del sistema se mantuvo
controlada después por debajo de 20-25 °C y el sistema se agité durante 2 h. Se detuvo la reaccién y se dejé reposar
durante 15 min. Se dej6é que las fases del liquido se separaran y se recogio la fase organica. Se le afadio
Na2S203 saturado (ac.) (15 |) para lavar la fase organica, y la mezcla se agité durante 5 min, se dej6 reposar durante
15 min, y se separo la fase organica. La fase organica se secé sobre Na2SQO4 anhidro, se filtré y se concentro a presion
reducida. La temperatura del bafio Maria se mantuvo controlada por debajo de 45 °C, y la presion del vacio rotatorio
fue de menos de -0,08 MPa. La fase organica se concentr6 hasta que precipité un soélido. Se le afiadieron 5 | de acetato
de etilo, y la mezcla se transfirié a un recipiente de reaccion esférico de 50 I. Se le afiadié 10 | de n-heptano y la mezcla
se suspendi6 durante 16 h. El s6lido se separd por filtracion, y se recogio la torta de filtracion y se puso en una bandeja
limpia y se dej6 secar por medios naturales durante mas de 24 h. Se obtuvo el compuesto G.

RMN-TH (399 MHz, DMSO-ds) & 7,95 - 7,87 (m, 4H), 7,84 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,00 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 5,13 (s, 2H),
4,90 - 4,80 (m, 1H), 4,78 (s, 2H), 2,22 - 2,12 (m, 1H), 1,46 (d, J = 6,6 Hz, 6H), 1,08 - 1,01 (m, 2H), 1,00 - 0,93 (m, 2H).

Etapa 8:

Se afiadi6 MgEtBr (3 M, 63,74 ml) a una solucion de SMF (46,31 g, 191,23 mmol, 38,92 ml) en 2-MeTHF (200 ml)a 0
°C, vy el resultado hizo reaccionar a 0-10 °C durante 20 min, y se le afiadié el compuesto G (50 g, 112,49 mmol).
Después de que se completara la adicion, la solucion se calenté a 40 °C y se hizo reaccionar durante 1 h. Se le afiadié
una solucion saturada de acido citrico (200 ml) a la solucion y la solucién se agité durante 10 min. Se separ6 la fase
organica y se lavo con solucién acuosa de NaOH a 1 M (200 ml). La mezcla se agité durante 10 min, y se separé la
fase organica. La fase organica se sec6 después mediante un evaporador rotatorio y se suspendié en 100 ml del
disolvente éter de metilo y terc-butilo:isopropanol = 1:1 (2 V) a 25 °C durante 16 h, y la torta del filtro se recogié
mediante filtracion (la fase organica se secé directamente mediante un evaporador rotatorio, y el producto se aglomero
reemplazando una pequefia cantidad de 2-MeTHF con isopropanol). Se obtuvo el SM1.

RMN-'H (399 MHz, DMSO-ds) 5 7,87 - 7,79 (m, 4H), 7,73 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,73 (d, J = 9,2 Hz, 2H), 4,98 (d, J= 0,9
Hz, 2H), 4,87 - 4,77 (m, 1H), 4,58 (d, J = 2,6 Hz, 2H), 4,26 (q, J= 7,0 Hz, 2H), 2,20 - 2,11 (m, 1H), 1,44 (d, J = 6,6 Hz,
6H), 1,22 (t, J = 7,0 Hz, 3H), 1,07 - 1,00 (m, 2H), 0,98 - 0,92 (m, 2H).

Etapa 9:

Se afiadié AcOH (8 I) a un reactor con camisa de 50 | seco y limpio a 20-25 °C. Se le afiadié el SM1 (2450 g, 4,60 mol)
con agitacion, y el sistema se convirtié en un sistema de suspension. Se le afiadi6 al sistema una solucion preparada
de HCl a6 M (8 |) y el sistema se calenté hasta 90-95 °C (la temperatura interna se mantuvo controlada a 75-80 °C).
La mezcla anterior se hizo reaccionar a 90-95 °C durante 16 h. El matraz de tres bocas se transfirié a un bafio Maria
con hielo a 0 °C y la temperatura interna se redujo a 0-10 °C. El sistema de reaccién se transfirié a un filtro de
sobremesa para la filtracién por succion para obtener una torta de filtro, y la torta del filtro se lavé dos veces con agua
(2 ). La filtracion por succion continué hasta que no se produjo ningin filtrado. Se le afiadié dos veces AcOH (12 |) al
matraz de tres bocas, se puso en marcha la agitacion, y se afiadieron la torta del filtro y la disolucién de HCla 6 M
preparada (12 1). La solucion se calenté a 90-95 °C (la temperatura interna se mantuvo controlada a 75-80 °C). La
solucion se hizo reaccionar a 90-95 °C durante 48 horas y se tomaron muestras. Cuando la cantidad residual
del SM1 fue inferior al 2,0 %, se detuvo la reaccién. La solucién de reaccion se enfrié a 0-10 °C, se filtro y la torta del
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filtro se lavo dos veces con 5 | de agua para obtener un producto en bruto. El producto en bruto se afiadié a acetonitrilo
(8 1). La temperatura se elevo a 50-55 °C, y la solucion se agit6é durante 3 h. La mezcla se filtré mientras estaba caliente,
y se recogi6 la torta del filtro. La torta del filtro se colocé en una campana de gases a 25-30 °C para secar durante 24
h. Se obtuvo el compuesto 1.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-de) 5 7,86 - 7,80 (m, 4H), 7,80 - 7,75 (m, 2H), 6,76 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 5,02 (s, 2H), 4,92
- 4,82 (m, 2H), 4,56 (d, J = 2,4 Hz, 2H), 2,28 - 2,15 (m, 1H), 1,45 (d, J = 6,5 Hz, 5H), 1,12 - 1,04 (m, 4H).

Etapa 10:

Se afiadid NMP (1,34 I} a un matraz de tres bocas de 5 | a 20-25 °C, y se le afiadié el compuesto 1 (1,34 kg, 2,66
mol) con agitacion, el sistema se convirtié en un sistema de suspensién y se calenté a 135-140 °C (la temperatura
interna se mantuvo controlada a 120-125 °C). Se le afiadi6 AgOAc (433,98 g, 2,66 mol) a la solucion previamente
mezclada, y el resultante se hizo reaccionar a 135-140 °C (la temperatura interna se mantuvo controlada a 120-125
°C) durante 16 h. Se le afiadieron 0,2 eq de AgOAc (88,80 g, 0,48 mol} y se continué manteniendo a 135-140 °C (la
temperatura interna se mantuvo controlada a 120-125 °C) hasta que la reaccién terminé. La solucién se enfrié a 20-
25 °C, se le afiadi6 acetato de etilo (6,85 |) a la solucion para diluirla, también se le afiadieron carbén activado (543 g)
y tierra de diatomeas (543 g). La mezcla se agité durante 20 min y después se filtré a través de gel de silice (543 g).
La torta del filtro se lavé tres veces con acetato de etilo (6,85 I). El filtrado se lavé dos veces con una solucion de
tiosulfato de sodio al 10 % (6,85 1}, una vez con una solucion de hidréxido de sodio a 0,5 M (6,85 1} y finalmente dos
veces con agua (6,85 1). La fase organica se seco a presion reducida mediante un evaporador rotatorio para obtener
el producto en bruto. A 20-25 °C, se le afiadieron acetato de etilo (2,64 1) y n-heptano (13,2 I} en un tambor de 25 |,
después se le afiadié el producto en bruto (2,64 kg, 5,73 mol). La mezcla se suspendié a 20-25 °C durante 16 h. La
torta de filtracién se recogi6 por filtracion para obtener el compuesto 2.

RMN-"H (399 MHz, DMSO-dé) 5 7,91 - 7,79 (m, 4H), 7,70 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,38 - 7,08 (m, 1H), 6,73 - 6,65 (m, 2H),
4,82 (quin, J = 6,6 Hz, 1H), 4,49 - 4,38 (m, 4H), 2,21 - 2,09 (m, 1H), 1,44 (d, J = 6,6 Hz, 6H), 1,06 - 1,00 (m, 2H), 0,97
-0,91 (m, 2H).

Etapa 11:

Se afiadio la solucién de 2-MeTHF (6 1) a una caldera con camisa de temperatura alta-baja de 50 | a 20-25 °C. Se le
afiadi6 el compuesto 2 (2 kg, 4,343 mol) con agitacion. Se le afiadieron agua (3 |} y etanolamina (2,652 kg, 43,43
mol} cuando el sistema se disolvié totalmente. El sistema se calent6 a 75-80 °C (la temperatura interna se mantuvo
controlada a 65-70 °C) y se hizo reaccionar a 75-80 °C (la temperatura interna se mantuvo controlada a 65-70 °C)
durante 16 h. La solucion de reaccién se enfrié a 20-25 °C, después se dejb que se separan las fases del liquido y se
recogid la fase organica. La fase acuosa se extrajo una vez con solucién de 2-MeTHF (6 |}; se combinaron las fases
organicas y se secaron a presion reducida. El producto en bruto se disolvié en acido clorhidrico a3 N (6 I} y la solucién
acuosa se extrajo una vez con éter de metilo y terc-butilo (6 ) y dos veces con acetato de etilo (6 1). El pH de la solucion
acuosa se ajustdé a mas de 10 con la solucién de hidréxido sédico a 1 M. La solucién acuosa se extrajo dos veces con
éter de metilo y terc-butilo (6 1} y se combinaron las fases organicas. La materia insoluble se retir por filtracion de la
fase organica y la fase organica se sec6 a presién reducida mediante un evaporador rotatorio. La fase organica se
disolvié después en la solucién de 2-MeTHF (6 1), se lavo una vez con la solucién de hidréxido sédicoa 0,5 M (6 1) y
dos veces con agua (6 ). Se recogi6 la fase organica y se sec6 a presion reducida mediante un evaporador rotatorio.
El producto en bruto se afiadié a un matraz de una sola boca de 5 |, después se le afiadieron acetato de etilo (2,86 I}
e isopropanol (2,86 ). La temperatura externa se mantuvo controlada a 70-75 °C, y la mezcla se agité y se disolvio
durante 10 min. La mezcla anterior se filtr6 mientras estaba caliente, y se eliminé la materia insoluble. Se recogi6 el
filtrado. A 70-75 °C, se le afiadieron acetato de etilo (1,43 I} e isopropanol (1,43 I} y se le afiadié gota a gota una
solucion de clorhidrato de isopropanol (1,086 1) al filtrado. Después de la adicién, la mezcla se enfrié a 50-55 °C y hizo
reaccionar a 50-55 °C durante 2 h. Cuando termind la reaccion, la solucion se enfrié a 20-25 °C y se filtrd. La torta del
filtro se lavd dos veces con acetato de etilo (1,43 ) para obtener un producto en bruto. El producto en bruto sélido y el
acetato de etilo (4,29 1) se afiadieron a un matraz de tres bocas Unico de 3 | a 20-25 °C, y la mezcla se agit6 a 20-
25 °C durante 16 h, y se filtr6 para obtener el sélido. El sélido, el acetato de etilo (2,15 I} y el metanol (2,15 |} se
afiadieron a un matraz de tres bocas de 3 1a 20-25 °C y se agitaron a 20-25 °C durante 16 h. Se obtuvo el compuesto
de formula (V) por filtracion.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-de) 5 8,46 (br s, 3H), 8,00 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,47 - 7,19 (m, 1H), 7,10 (d, J = 8,
2H), 4,92 (td, J = 6,6, 13,1 Hz, 1H), 4,71 (d, J = 3,1 Hz, 2H), 3,59 (br d, J = 4,6 Hz, 2H), 2,36 - 2,26 (m, 1H), 1,47 (
6,5 Hz, 5H), 1,22 (br d, J = 2,6 Hz, 2H), 1,17 - 1,09 (m, 2H)

Ejemplo 2: Analisis de difraccion de rayos X de monocristal del compuesto de formula (1V)

Procedimiento de preparacién de monocristales: la muestra se disolvio en 1 ml de diclorometano/metanol (1:1) a
temperatura ambiente. La solucién de muestreo se coloco en una botella de muestreo semisellada de 4 mly se evapord
lentamente a temperatura ambiente. Al dia siguiente se obtuvieron una gran cantidad de cristales incoloros. El
diagrama elipsoidal de la estructura tridimensional del compuesto de formula (1V) se muestra en la figura 4. Los datos
de la estructura cristalina y los parametros del compuesto de férmula (I} se muestran en las tablas 2, 3,4, 5y 6.
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Tabla 2. Datos de cristales del compuesto de férmula (1V)

Tamafnio del cristal

0,20 x 0,10 x 0,04 mm?3

Tipo de radiacién

CuKa (A = 1,54184 A)

Sistema cristalino

Monoclinico

Grupo espacial

P2i/n

Tamafio de las células

a = 8,28140(10) A
b = 28,8396(3) A
¢ =8,53030(10) A

a=90°
B =107,9200(10)°
y = 90°
Volumen celular V=1938,47(4) A3
Unidades de férmula celular Z=4
Densidad cristalina Dc = 1,382 Mg/m?
Cristal F(000) 848,0
Coeficiente de absorcion p 4(Cu Ka) = 3,221 mm-!
indices de limitacion 9<h=9
-34=<k=s34
-10=1<8

Temperatura de medicion celular

T=99,99 (11) K

Intervalo 26 para la recogida de datos

6,13 a 133,198°

Bondad de ajuste en F?

1,103

indices R finales [I > 2sigma(l)]

R1=0,0471, wR2=0,1179

indices R (todos los datos)

R1=0,0494, wR2=0,1198

Pico y hueco de mayor diff.

0,59y -0,37 e.A3

Reflexiones recogidas/inicas

69088 / 3421 [Riinyy = 0,0898]

Tabla 3. Coordenadas atémicas (x10%) y parametros de desplazamiento isotropico equivalente (A2 x 10%) del cristal
del compuesto de férmula (IV)

X y z U (eq)
CI(2) | 7011,4(8)| 7783,5(2) 13110,2(7) 18,93(17)
F(1) | 8152(2) | 7832,6(5) 8261(2) 27,2(4)
0(1) | 6213(2) | 6329,9(6) 7217(2) 19,0(4)
N(1) | 1869(3) | 4411,7(7) 5275(3) 14,9(4)
N@) | -12(3) |4419,07) 2907(3) 15.2(4)
N@) | 760(3) | 4846,1(7) 3072(3) 15,4(4)
N@) | 5759(3) | 7011,9(8) 10443(3) 19,1(5)
C(8) | 1911(3) | 4832,08) 4533(3) 14,2(5)
C(11)| 5379(3) | 5556,7(9) 7373(3) 16,7(5)
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x y z U (eq)
C(9) | 3049(3) | 5217,9(9) 5234(3) 14,3(5)
C(4) | 648(3) | 4155,3(9) 4232(3) 15,6(5)
C(10)| 4336(3) | 5180,4(9) 6741(3) 16,0(5)
C(16)| 6696(3) | 7127.,8(9) 7944(3) 16,7(5)
C(12)| 5143(3) | 5973,7(9) 6509(3) 15,5(5)
C(13)| 3889(3) | 6010,2(9) 4989(3) 18,7(5)
C(18)| 7188(3) | 7495,3(9) 7302(3) 20,0(6)
C(15)| 5541(3) | 6789,7(9) 6784(3) 16,9(5)
C(14)| 2852(3) | 5633,9(9) 4367(3) 17,7(5)
C(5) | -1357(3) | 4290,5(9) 1366(3) 17,0(5)
C(3) | 135(3) | 3685,4(9) 4456(3) 18,2(5)
c() | 212(4) | 3510,1(9) 6155(3) 21,9(6)
C(@) | 1447(4) | 3332,1(9) 5351(3) 21,2(6)
C(17)| 7227(3) |7033,8(10) 9762(3) 20,7(6)
C(7) | 2110(3) |4722.7(10) 395(3) 21,9(6)
C(6) | -633(4) | 3958(1) 362(3) 24,4(6)
Cl(1) |4148,9(9)| 4026,1(2) 8556,6(8) 23,69(18)
Tabla 4. Longitud de enlace (A) del compuesto de férmula (V)
Longitud de enlace/A Longitud de enlace/A

F(1)-C(18) 1,360(3) C(9)-C(10) 1,398(4)

0(1)-C(12) 1,370(3) C(9)-C(14) 1,393(4)

O(1)-C(15) 1,442(3) C(4)-C(3) 1,450(4)

N(1)-C(8) 1,373(3) C(16)-C(18) 1,314(4)

N(1)-C(4) 1,344(3) C(16)-C(15) 1,504(3)

N(2)-N(3) 1,375(3) C(16)-C(17) 1,500(4)

N(2)-C(4) 1,332(3) C(12)-C(13) 1,393(4)

N(2)-C(5) 1,485(3) C(13)-C(14) 1,384(4)

N(3)-C(8) 1,316(3) C(5)-C(7) 1,520(4)

N(4)-C(17) 1,501(3) C(5)-C(6) 1,526(4)
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Longitud de enlace/A

Longitud de enlace/A

C(8)-C(9) 1,462(3) C(3)-C(1) 1,518(4)
C(11)-C(10) 1,389(4) C(3)-C(2) 1,514(4)
C(11)-C(12) 1,393(4) C(1)-C(2) 1,487(4)

Tabla 5. Angulo de enlace (°) del compuesto de férmula (1V)

Angulo de enlace/® Angulo de enlace/°
C(12)-0(1)-C(15) | 115,50(19)  [C(18)-C(16)-C(17) 123,1(2)
C(4)-N(1)-C(8) 107,5(2) C(17)-C(16)-C(15) 119,2(2)
N(3)-N(2)-C(5) 120,82(19) | O(1)-C(12)-C(11) 116,6(2)
C(4)-N(2)-N(3) 111,6(2) O(1)-C(12) -C(13) 123,4(2)
C(4)-N(2)-C(5) 127,5(2) C(11)-C(12)-C(13) 120,1(2)
C(8)-N(3)-N(2) 104,3(2) C(14)-C(13)-C(12) 119,6(2)
N(1)-C(8)-C(9) 126,0(2) C(16)-C(18)-F(1) 121,7(2)
N(3)-C(8)-N(1) 110,5(2) O(1)-C(15)-C(16) 108,1(2)
N(3)-C(8)-C(9) 123,5(2) C(13)-C(14)-C(9) 120,9(2)
C(10)-C(11)-C(12) 120,0(2) N(2)-C(5)-C(7) 110,4(2)
C(10)-C(9)-C(8) 122,0(2) N(2)-C(5)-C(6) 109,7(2)
C(14)-C(9)-C(8) 118,9(2) C(7)-C(5)-C(6) 112,1(2)
C(14)-C(9)-C(10) 119,1(2) C(4)-C(3)-C(1) 120,6(2)
N(1)-C(4)-C(3) 128,2(2) C(4)-C(3)-C(2) 120,1(2)
N(2)-C(4)-N(1) 106,1(2) C(2)-C(3)-C(1) 58,73(17)
N(2)-C(4)-C(3) 125,8(2) C(2)-C(1)-C(3) 60,51(17)
C(11)-C(10)-C(9) 120,2(2) C(1)-C(2)-C(3) 60,75(18)
C(18)-C(16)-C(15) 117,7(2) C(16)-C(17)-N(4) 113,2(2)

Tabla 6. Angulo de torsion (°) del compuesto de formula (IV)

Angulo de torsién/° Angulo de torsién/°
0O(1)-C(12)-C(13)-C(14) -179,5(2) C(4)-N(2)-C(5)-C(7) 163,0(2)
N(1)-C(8)-C(9)-C(10) 4,8(4) C(4)-N(2)-C(5)-C(6) -73,1(3)
N(1)-C(8)-C(9)-C(14) -175,7(2) C(4)-C(3)-C(1)-C(2) -108,8(3)
N(1)-C(4)-C(3)-C(1) 33,3(4) C(4)-C(3)-C(2)-C(1) 109,6(3)
N(1)-C(4)-C(3)-C(2) -35,9(4) C(10)-C(11)-C(12)-0O(1) 179,5(2)
N(2)-N(3)-C(8)-N(1) -0,2(3) C(10)-C(11)-C(12)-C(13) -1,6(4)
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Angulo de torsién/° Angulo de torsién/°
N(2)-N(3)-C(8)-C(9) -179,9(2) C(10)-C(9)-C(14)-C(13) -1,1(4)
N(2)-C(4)-C(3)-C(1) -147.4(3) C(12)-0(1)-C(15)-C(16) 167,3(2)
N(2)-C(4)-C(3)-C(2) 143,3(3) C(12)-C(11)-C(10)-C(9) 0,1(4)
N(3)-N(2)-C(4)-N(1) -0,1(3) C(12)-C(13)-C(14)-C(9) -0,3(4)
N(3)-N(2)-C(4)-C(3) -179,5(2) C(18)-C(16)-C(15)-0O(1) 131,7(2)
N(3)-N(2)-C(5)-C(7) -19,8(3) C(18)-C(16)-C(17)-N(4) 118,9(3)
N(3)-N(2)-C(5)-C(6) 104,1(3) C(15)-0(1)-C(12)-C(11) -152,8(2)
N(3)-C(8)-C(9)-C(10) -175,5(2) C(15)-0(1)-C(12)-C(13) 28,4(3)
N(3)-C(8)-C(9)-C(14) 4,0(4) C(15)-C(16)-C(18)-F(1) 176,2(2)
C(8)-N(1)-C(4)-N(2) 0,0(3) C(15)-C(16)-0(17)-N(4) -60,9(3)
C(8)-N(1)-C(4)-C(3) 179,4(2) C(14)-C(9)-C(10)-C(11) 1,2(4)
C(8)-C(9)-C(10)-C(11) -179,3(2) C(5)-N(2)-N(3)-C(8) -177.,4(2)
C(8)-C(9)-C(14)-C(13) 179,4(2) C(5)-N(2)-C(4)-N(1) 177,2(2)
C(11)-C(12)-C(13)-C(14) 1,7(4) C(5)-N(2)-C(4)-C(3) -2,2(4)
C(4)-N(1)-C(8)-N(3) 0,1(3) C(17)-C(16)-C(18)-F(1) -3,6(4)
C(4)-N(1)-C(8)-C(9) 179,8(2) C(17)-C(16)-C(15)-0O(1) -48,5(3)
C(4)-N(2)-N(3)-C(8) 0,2(3)

Ejemplo 3: Preparacion de la forma cristalina B del compuesto de férmula (IV)

El compuesto de féormula (IV) (50 mg) se afiadi6 a éter de metilo y terc-butilo (1 ml) y se suspendi6é a 50 °C durante 48
h. La mezcla se enfrié a 20-25 °C y se filtrd, y se recogié el sélido. El sélido se secé al vacio a 40 °C durante 48 h para
obtener la forma cristalina B del compuesto de férmula (IV).

Ejemplo 4: Estudio de la estabilidad de la forma cristalina B del compuesto de féormula (IV)

Se usd una balanza electronica para pesar con precisién 60 mg de muestra de la forma cristalina B del compuesto
(IV) (3 muestras en paralelo para cada condicion de ensayo de estabilidad). Las muestras se colocaron en un vaso de
precipitados de 5 ml seco y limpio, y se extendieron en una capa fina. La lamina de aluminio se perforé con agujeros
y se coloco en el vaso de precipitados, fijada con bandas de caucho. El vaso de precipitados se coloco en el entorno
de diversas condiciones de ensayo de estabilidad y permanecié para la toma de muestras en el momento de la
investigacion. Las muestras se investigaron a 60 °C (5 dias, 10 dias), 25 °C/92,5 % RH (5 dias, 10 dias), 40 °C/75 %
RH (un mes, dos meses, tres meses), 60 °C/75 % RH (un mes, dos meses) y condiciones de luz (10 dias). Se usé la
difraccién de rayos X de muestras en polvo (XRPD) para caracterizar el sélido en las diversas condiciones.

Tabla 7. Resultados de la prueba de estabilidad en sélido de la forma cristalina B del compuesto de férmula (IV)

Condicion de prueba Punto de tiempo | Forma cristalina
- 0 dias B
Alta temperatura (60°C, abierta) 5dias B
10 dias B
Humedad elevada (temperatura ambiente/humedad 5dias B
relativa del 92,5 %, abierta)
10 dias B
Alta temperatura y alta humedad (40 °C/humedad 1 mes B
relativa del 75 %, abierta)
2 meses B
3 meses B
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Condicion de prueba Punto de tiempo | Forma cristalina
Alta temperatura y alta humedad (60°C/humedad 1 mes B
relativa del 75 %, abierta)
2 meses B
Luz (iluminancia total = 1,2 x 108 lux, ultravioleta 10 dias B

cercano = 200 W h m2, sellado)

Conclusién: la forma cristalina B del compuesto de formula (IV) tiene buena estabilidad a alta temperatura, alta
humedad y en condiciones de luz fuerte.

Ejemplo experimental 1: ensayo in vitro
Ensayo de la actividad enzimatica de la VAP-1 humana

Se uso el kit Amplex® Red para la monoamina oxidasa (Invitrogen #A12214) para determinar los efectos inhibidores
de la muestra sobre la actividad enzimatica de VAP-1. Se afiadieron 100 nl del compuesto de ensayo (el disolvente
era DMSO) que se habia diluido en gradiente a una placa de 384 pocillos. Se le afiadieron 25 ul de la solucion de la
enzima VAP-1 a 10 nM, y la solucién se incub6 a temperatura ambiente durante 30 min La mezcla del sustrato a la
que se habia afiadido la enzima VAP-1 (Amplex Red a 200 yM, HRP a 1 U/ml, bencilamina a 1 mM) se incubé a
temperatura ambiente durante 60 min. Después de la incubacién, la sefial de fluorescencia se leyé con un lector de
microplacas Envision (la longitud de onda de la luz de excitacién es 530-560 nm, la longitud de onda de la luz de
emision es 590 nm). El valor de la sefial de fluorescencia después de eliminar el ruido de fondo se analizé con el
programa Prism. Se calcul6 la Clso de la muestra de la enzima VAP-1.

Tabla 8. Resultado del ensayo de cribado in vitro para el compuesto de férmula (IV)

Compuesto Clso (nM) de la actividad inhibidora de la enzima VAP-
1/SSAQ recombinante humana

Compuesto de formula (1V) 1,2

Forma cristalina B del compuesto de formula (1V) 0,71 £ 0,21

Conclusién: el compuesto de formula (IV) y su forma cristalina B mostraron una fuerte actividad inhibidora contra la
enzima VAP-1/SSAQ recombinante humana en un ensayo in vitro.

Ejemplo experimental 2: Ensayo de actividad celular de VAP-1

Se uso6 el kit Amplex® Red para la monoamina oxidasa (Invitrogen #A12214) para determinar el efecto inhibidor de la
muestra sobre la actividad enzimatica de VAP-1.

Preparacion celular

Las células HUVEC o CHO se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de 0,8 M/pocillo, se colocaron en
una incubadora con CO2 al 5 % a 37 °C durante 24 h, y luego se transfectaron con el reactivo Lipo2000 y el plasmido
VAP-1/pCDNA (3.1). El medio se cambi6 al cabo de 5 h (el Lipo2000 es toxico para las células). Después de 24 h, las
células se digirieron y se sembraron en una placa de 384 pocillos a una densidad de 25 pl, 10 000 células/pocillo, 6-7
h, y el medio celular se cambié al medio sin FBS y la placa con las células se colocé en una incubadora con CO2 al 5
% a 37 °C durante la noche.

Determinacion de la concentracion inhibitoria mediana del compuesto

1) Dilucién del compuesto: dilucion seriada de 4 veces con DMSOQ al 100% y diluida a 10 puntos. La concentracion
inicial del compuesto de ensayo fue de 0,5 mM (la concentracién final fue de 1 uM}; se usé ECHO para transferir 100
nl de la solucién del compuesto a una placa para deteccion de células de 384 pocillos. Pocillo de control negativo: 100
nl de DMSQ; pocillo de control del ruido de fondo: 100 nl de DMSO + 25 ul de medio.

2) La reacciéon se mantuvo durante 30 min a temperatura ambiente y protegida de la luz.
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3) Preparacion de la solucion de trabajo del sustrato de reactivo Amplex Red + HRP + bencilamina:

Solucion de trabajo del sustrato de reactivo Amplex Red + HRP + bencilamina (reactivo Amplex Red a 200 uM + HRP
a 1 U/ml + bencilamina a 1 mM): a 4,3875 ml de tampén de reaccién a 1X se le afiadieron 45 ul de la solucion
concentrada del reactivo Amplex Red a 20 mM, 22,5 ul de la solucién concentrada de peroxidasa de rabano picante
(HRP) a 200 U/ml y 45 pl de bencilamina a 100 mM.

4) Al cabo de 30 min, a una placa de 384 pocillos se le afiadieron 25 pl de la soluciéon de trabajo de sustrato. La
concentracion final fue reactivo Amplex Red a 100 uM + HRP a 0,5 U/ml + bencilamina a 0,5 mM.

5) La reaccién se mantuvo a temperatura ambiente y se protegio de la luz durante 60 min, y el valor de fluorescencia
se midié con Envision: la longitud de onda de excitacion fue de 535 nm, y la longitud de onda de emisién fue de 590
nm.

6) Férmula para calcular la tasa de inhibicion: tasa de inhibicion (%) = (1 — (pocillo experimental sin ruido de fondo —
pocillo de control positivo sin ruido de fondo) / (pocillo de control negativo sin ruido de fondo — pocillo de control positivo
sin ruido de fondo)) x 100

7) Se us6 Prism para analizar los datos, y se calculd la Clso de la muestra contra las células VAP-1.

Tabla 9. Resultados del ensayo de cribado in vitro de los compuestos de la presente invencién

Compuesto Clso (nM) del ensayo de actividad celular de VAP-1/SSAQ
Compuesto de formula (1V) 1,3
Forma cristalina B del compuesto de férmula (1V) 2,2+1,49

Conclusion: el compuesto de férmula (V) y su forma cristalina B mostraron una fuerte actividad inhibidora contra las
células VAP-1/SSAOQ en los ensayos in vitro.
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REIVINDICACIONES

1. Una forma cristalina B del compuesto de férmula (IV), en donde su patrén de difraccién de rayos X de muestras en
polvo tiene picos de difraccion caracteristicos en los siguientes angulos 20: 11,27 + 0,2°, 21,44 + 0,2°, 22,32 + 0,2°;

{v)

2. La forma cristalina B del compuesto de férmula (V) segun se define en la reivindicacién 1, en donde su patrén de
difraccién de rayos X de muestras en polvo tiene picos de difraccién caracteristicos en los siguientes angulos 20:
11,27 £ 0,2°, 12,46 + 0,2°, 18,44 + 0,2°, 21,44 +0,2°, 22,32 + 0,2°, 25,51 + 0,2°, 25,94 + 0,2°, 26,49 + 0,2°.

3. La forma cristalina B del compuesto de féormula (V) segun se define en la reivindicacién 2, en donde su patrén de
difraccién de rayos X de muestras en polvo tiene picos de difraccién caracteristicos en los siguientes angulos 20:
11,27 £ 0,2°, 12,46 + 0,2°, 18,44 + 0,2°, 20,03 + 0,2°, 21,44 + 0,2°, 22,32 + 0,2°, 23,37 + 0,2°, 24,19 + 0,2°, 25,51 +
0,2°, 25,94 + 0,2°, 26,49 + 0,2°, 28,12 + 0,2°;

y/0, su curva calorimétrica diferencial de barrido presenta un pico endotérmico a 221,9 °C + 3,0 °C;

y/0, su curva de termogravimetria muestra una pérdida de peso del 1,05 % a 150,0 °C + 3 °C.

4. Un método de preparacion de la forma cristalina B del compuesto de férmula (1V) segun se define en la reivindicacion
1, que comprende afiadir una cualquiera de las formas del compuesto de férmula (V) a éter de metilo y terc-butilo
para preparar una suspension, en donde la temperatura para preparar una suspensioén varia de 40 °C a 60 °C;

el tiempo utilizado para preparar una suspension esta comprendido entre 30 hy 60 h;

la relacion peso-volumen del compuesto de férmula (V) por éter de metilo y terc-butilo varia de 1:5-40.

5. Un método de preparacién del compuesto de formula (1V),

(V)
que comprende las etapas siguientes:
Okt OH

, , o
disolvente a, reactivo b o

MN.Z/@ OH - NN 080

en donde,
el disolvente a es acido acético;

el reactivo b es &cido clorhidrico.
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6. El método de preparacién del compuesto de férmula (1V) segun se define en la reivindicacion 5, en donde la relacion
volumen-masa

del disolvente a por SM1 es de 3,0 a 3,5:1 y la relaciéon volumen-masa del disolvente b por SM1 es de 3,0 a
10:1;

5 y/0, la temperatura interna de la reaccién se mantuvo controlada a 75-80 °C;
y/0, el procedimiento comprende ademas las siguientes etapas:
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7. El método de preparacion del compuesto de férmula (1V) segin se define en la reivindicacién 6, en donde el
reactivo ¢ es piridina; el compuesto D se prepara mediante reaccién de hidrolisis en condiciones alcalinas; el
10 reactivo d es bromuro de potasio, el reactivo e es hipoclorito sédico; el reactivo f es acetato de plata.
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