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EJEMPLO 2

Preparacion de gma.mmla..l:l.Cdmpliesto 1 (ya.indicado) y Compuesto 2:

éster' eflico de_dcido  trani(2'R 4S)4-{2 (3" benciloxicarbonilamino-2"-

oxo-2"H-piridin- "_-__il)-3'-fenilp1:t'),pionﬂamino]-6-carbamoilhex-2-enoico

©/\°'?LH{?‘\%Z\.”'E’ J‘iu@%im .

Los productos de_ titulo.se -propararon -de 4cido .(2R)-2-hidroxi-3-
fenilpropiénico disponible --en-:el -comercio .por-.un proceso- andlogo al
descrito en Ejemplo 22 para la conversién de Sl.en producto R2 utilizando
intermedios éster _bencllico- de --4cido. . (2-hidroxipiridin-3-il)carbamico
(Ejemplo 1) y AA]-(Ejemplo 23) -como -corresponda: 'H- NMR (CDCh)
(mezcla de isémeros) § 1.20 (t, J=7.0), 1.29 (t, J=7.2), 1.64-2.25 (m), 3.08
(dd, J= 13.6, 6.4), 3.14 (dd, J=13.6, 7.8), 3.41-3.52 (m), 4.09 (g, J=7.2),
4.18 (q, J=7.0), 4.39-4.50 (m), 5.16 (s), 5.18 (s), 5.59-5.82 (m), 6.12-6.22
(m), 6.25-6.34 (m), 6.65 (dd, J= 15.6, 5.6),-6.70 (dd, J= 15.6, 5.3), 7.10-

@ 7.41 (m), 7.47-7.58 (m), 7.79-7.86 (m), 7.97-8.07 (m).

EJEMPLO 3
Preparacién de Compuesto 3: éster.etilico de- dcido £rans<(2'S,3"S,4S5)-4-[2'-
(7"-oxo0-1",7"-dihidropirrolo[2",3"-c-piridin-6"-il)3'-fenilpropionilamino}-5-
(%“-oxopilrolidi'n- ™_il)pent-2-enoico
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Preparacion de Intermedio: éster etilico de 4cido (25)-2-(2',2%-
dietiloxietilamino)-3-fenilpropi6nico

Una solucién de éster etilico de L-fenilalanina (8.37 g, 46.8 mmol, 1
equiv), dietil acetal de bromoacetaldehido (10.6 mL, 70.1 mmol, 1.5 equiv)
y DIEA (16.2 mL, 93,4 mmol, 2.0 equiv) en DMF (100 mL) se calentaron a
80° C durante 2 dias. La solucion resultante se enfrid a 23° C, se absorbi6
en cloroformo (200 mL), se lavd con carbonato de potasio acuoso al 10%
(350 mL), se secd sobre carbonato de potasio y se concentrd. La
purificacion del residuo mediante cromatografia de gel de silice
proporcioné 7.4 g (54%) del producto. 'H NMR (CDCly) 5 1.13-1.23 (m,
9H), 2.61 (dd, 1H, .J=11.8,5.9), 2.78 (dd, 1H, J= 11.8, 5.9), 2.96-3.03 (m,
2H), 3.46-3.53 (m, 1H), 3.55-3.70 (m, 4H), 4.18 (q, 2H, J=17.1), 4.57 (t, 1H,
J=5.5), 7.19-7.33 (m, 5H),

Preparacién de Intermedio: éster etilico de dcido (2S)-2-[2,2-dietoxietif)-
(1H-pimrol-2-carbonil)amino}-3-fenilpropionico

Acido pirrol-2-carboxilico (0.82 g, 7.41 mmol, 1.42 equiv) en CH,Cl,
(30 mL) se tratd con cloruro de oxalilo (1.0 mL, 11.1 mmol, 2.13 equiv),
seguido por DMF (1 gota). La mezcla de reaccién se mantuvo a 23° C de
un dia para otro, luego se concentrd bajo presién reducida. E! sélido
resultante se absorbié en CHCl; (30 mL) y se traté con el intermedio
precedente (1.60 g, 5.2 mmol, 1 equiv) y colidina (1.96 mL, 14.8 mmol,
2.85 equiv). La solucitn resultante se mantuvo a 23° C de un dia para otro,
luego se absorbié en EtOAc (100 mL) y se lavd consecutivamente con
4cido citrico acuoso saturado (20 mL), bicarbonato de sodio acuoso
saturado (20 mL) y salmuera (2x20 mL). La capa orgénica se secd sobre
MgSO4; luego se concentré para producir 2.18 g de producto crudo. El
producto se purific6 mediante cromatografia de gel de silice paradar 1.42 g
(68%) de producto. 'H NMR (CDCl;) & 1.15-1.30 (m, 9H), 3.24 (d, 2H, J=
5.8), 3.75-4.43 (m, 2H), 4.15-4.28 (m, 2H), 4.50-4.57 (m, 1H), 5.05 (dd,
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1H, J=13.6,5.8), 6.22-6.24 (m, 1H), 6.56-6.59 (m, 1H), 6.94-6.96 (m, 1H),
7.19-7.33 (m,5H), 9.76 (s,1H).

Preparacion de Intermedio: éster etilico de dcido .(2S)-(7-oxo-l,7-
dihidropirrolo[2,3-c]piridin-6-il)-3-fenilpropiénico

Uba solucién del intermedio precedente (1.04 g, 2.59 mmol) en
tolueno (30 mL) se traté coni PTSA (5 mg), luego se calenté a reflujo
durante 1 hora. La solucién se absorbi6é en EtOAc (100 mL), se lav6é con
bicarbonato de sodio acuoso saturado (30 mL), seguidamente salmuera (30
mL), después se concentr6. La purificacion del residuo mediante
cromatografia de gel de silice dio 0.14 g (18%) de producto. 'H NMR
(CDCl3) & 1.11 (t3H, J=7.1), 3.25 (dd, 1H, J= 14.2,9.8), 3.49 (dd, 1H,
J=1425.7), 4.11 (q, 2H, J=7.1), 5.57 (dd, 1H, J=9.6,5.7), 6.26 (t,, 1H,
J=23), 642 (d, 1H, J=7.2), 6.70 (d, 1H, J=7.2), 7.00-7.20 (m, 6H), 10.33
(s,1H).

Preparacién de Compuesto 3

Una soluci6én del intermedio precedente (0.14 g, 0.45 mmol, 1 equiv)
en 1:1 de 1,4dioxanc-agua (5 mL) se traté con hidrato de LiOH (28 meg,
0.68 mmol, 1.42 equiv) y se calenté a reflujo durante 30 minutos. La
solucion resultante se absorbié en acetato de etilo (50 mL), se lav6é con
dcido citrico acuoso saturado (10 mL), seguido por salmuera (2x15 mL), se
secO sobre MgSOQ,, luego se evaporé para producir 61 mg del 4cido
cbrrespondiente. Este se absorbié en DMF (5 mL), se traté con intermedio
Y2 (Ejemplo 25, 49 mg, 0.22 mmol, 0.48 equiv), DIEA (0.07 mL, 0.43
mmol, 0.95 equiv) y HATU (82 mg, 0.22 mmol, 0.49 equiv), luego se
mantuvo a 23° C de un dia para otro. La solucién se absorbié en acetato de
etilo (30 mL), se lavd con salmuera (10 mL), luego se evapor6. La
purificacion del residuo mediante cromatografia de gel de silice arrojé 0.12
g (56%) de producto como una mezcla 2:1 de 2§ : 2R diastere6meros
(Compuestos 3 y 4, respectwamente) Los dlastereémeros se separaron

mediante HPLC de fase inversa preparatoria (gradiente acetonitrilo-H,0).
87
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'H NMR (CDCLs) & 1.28 (¢, 3H, J=7.1), 1.42-1.65 (m, 2H), 1.90-2.10 (m,
2H), 2.20-2.35 (m, 1H), 2.82-2.95 (m, 2H), 3.05-3.25 (m, 2H), 3.53 (dd,
1H, /=13.8,7.8), 4.17 (q, 2H, J=7.1), 4.45-4.58 (m, 1H),5.76-5.90 (m, 2H),
6.32 (t,1H, J=2.1), 6.63 (d, 1H, J=7.3), 6.69-6.78 (m, 2H), 7.08-7.35 (m,
7TH), 8.11 (d, 1H, J=7.1), 11.22 (s,1H).

EJEMPLO 4

" Preparacion de Compuesto 4: éster etilico de dcido /rans(2'R,3"S,45)-4-[2"-

(7"-ox0-1",7"-dihidropirrolo[2",3"-c-piridin-6"-il)-3'-fenilpropionilamino]-

5-(2"-oxopirrolidin-3"-il)pent-2-enoico
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Véase Ejemplo precedente para la preparacién: '"H NMR (CDCl,) &
118 (t, 3H, J=7.1), 1.42-1.52 (m, 1H), 1.58-1.70 (m, 1H), 1.90-2.28 (m,
3H), 3.12 (dd, 1H, J= 13.3,7.1), 3.20-328 (m, 2H), 3.57 (dd, 1H,
J=13.3,9.0), 4.07 (g, 2H, J=7.0), 4.45-4.58 (m, 1H),5.80 (d, 1H, J=15.7),
6.04 (t, 1H, J=7.7), 6.37 (t, 1H, J=2.3),6.48 (s, br, 1H), 6.60-6.80 (m, 2H),
7.00-7.40 (m, 6H), 8.11 (d, 1H, J=7.8), 10.61 (s,1H).

EJEMPLO 5

Preparacion de Compuesto 5: éster etilico (J1) de acido: frans-(2'K,4K)-6-
carbamoilo-4-(2'-{3"-[(5™-metilisoxazol-3"-carbonilo)amino}-2"-oxo0-2"H-

piridin-1"-i1}-3’-fenilpropionilamino)hex-2-enoico
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Preparacion del Intermedio éster bencilico de 4cido (1S)-[1-hidroximetil-3-
(tritilcarbamoilo)propiljcarbamico (B1)

4-Metilmorfolina (1.89 mL, 17.2 mmol, 1 equiv) y cloroformato de
etilo (1.65 mL, 17.3 mmol, 1 equiv) se agregaron a una mezcla disponible
en ¢l comerco de Cbz-GIn(Trt)-OH (9.00 g, 17.2 mmol, 1 equiv) en THF
(23 mL )a O 10° C. Luego de agitar 20 minutos, se filtré la mezcla de
reaccién y el ﬂﬁdo se afladié gota a gota a una suspensién de NaBH,
(1.47 g, 38.9 mmol, 2.25 equiv) en H;O (10 mL) a 0° C. La mezcia
resultante se dejé calentar a 23° C y se agitd durante 5 horas. Luego se
enfri6 nuevamente a 0° C, se mitigé mediante adicién cuidadosa de 1 N HCI
(30 mL) y luego se porciond entre MIBE (500 mL) y salmuera (2x100
mL). La fase orgénica se sec6d sobre Na;SO, y se evapord para
proporcionar el intermedio del titulo que se empleé sin purificacion
adicional.

Preparacion del Intermedio éster bencflico (C1) de é4cido (1S)-[1-(terr-
butildimetilsilaniloximetil)-3-(tritilcarbamoil )propil]carbamico

Interedio B1, preparado antes, se disolvié en DMF (10 mL). Se afiadieron
imidazol (2.69 g, 39.5 mmol, 2.3 equiv) y cloruro de fert-butildimetilsililo
(2.86 g, 19.0 mmol, 1.1 equiv). La mezcla de reaccion s agitd de un dia
para otro, luego se diluyé con MTBE (500 mL) y se lav$ consecutivamente
con 2.5% KHSO,, H;O, NaHCO;, H;0 y salmuera (100 mL cada uno). La

fase orgénica se seco sobre MgSO, y se evapord. El residuo se purifico

mediante cromatografia de columna de destello (elucién de gradiente
25—40% EtOAc en hexanos) para proporcionar ¢l intermedio del titulo (7.6

89
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g, 7.1%) como un sélido amorfo blanco: IR (cm™) 3307, 1708, 1660, 1496,
1249; 'H NMR (CDCl3) 5 -0.01-0.05 (m, 6H), 0.89 (S, 9H), 1.76-1,93 (m,
2H), 2.29-2.40 (m, 2H), 3.56-3.77 (m, 3H), 5.03-5.16 (m, 3H), 7.00 (s, 1H),
7.18-7.39 (m, 20H); anal. C35HssN;0,Si: C, H, N.

Preparacion del Intermedio ftritilamida (D1) de 4cido (2'R,4S)-5-(tert-
butildimetilsilaniloxi)-4-(2"-hidroxi-3'-fenilpropionilamino)pentanoico

Intermedio C1 anterior (7.6 g, 12 mmol, 1 equiv) y paladio al 10% en
carbono (0.45 g) se suspendieron en EtOH (140 mL) y se hidrogenaron de
un dia para ofro. La mezcla de reaccién se mezclé a través de papel
Whatman #3, el papel se lavé con EtOH (120 mL) y los filtrados
combinados se¢ evaporaron. El residuo se combiné con acido D-3-fenil-
lactico (1.42 g, 12.2 mmol, 1 equiv), iPr;Net (4.25 mL, 24.4 mmol, 2 equiv)
y HATU (4.64 g, 12.2 mmol, 1 equiv) en DMF (35 mL) a 0° C. Luego de
agitar 1 hora, la mezcla de reaccién se dejé calentar a 23° C y se agité 20
minutos mds. Seguidamente se agregaron 5% KHSO, (80 mL) y MTBE
(600 mL) y se separaron las fases. La fase orgénica se lavd con H,O (80
mL) y salmuera (70 mL), se sec6 sobre Na,SO, y se evapdrb. El residuo se
purificé mediante cromatografia de columna de destello (50% EtOAc en
hexanos) para proporcionar el intermedio del titulo (4.85 g, 62%): IR (cm™)
3394, 3295, 1666, 1519, 1255, 1114, 1085; 'H NMR (CDCl,) & -0.03-0.02
(m, 6H), 0.85 (S, 9H), 1.70-1.89 (m, 2H), 2.18-2.42 (m, 3H), 2.83 (dd, 1H,
J=13.8, 8.1), 3.15 (dd, 1H, J=13.8, 4.0), 3.40 (dd, 1H, J=10.0,4.7), 3.51
(dd, 1H, J=10.0, 3.1), 3.83-3.94 (m, 1H), 4.17-4.23 (m, 1H), 6.79 (d, 1H,
J=8.7),7.09 (s, IH), 7.17-7.32 (m, 20H); anal. C3yHsN,0,8i.0.30H,0: C,
H, N.

Preparacién de Intermedio: éster 1-[1°-(ferf-butildimetilsilaniloximetil)-3'-
(tritilcarbamoil)propilcarbamoil]-2-feniletilico @ de  dcido  (1'S,2R)-
metanosulfénico (E1)

Intermedio D1 anterior (1.96 g, 3.08 mmol, 1 equiv) e iPr;NEt (0.752 mL,

4.32 mmol, 1.4 equiv) se disolvieron en CH;Cl; (30 mL) y se enfriaron a —
90
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10° C. Se agregd cloruro de metanosulfonilo (0.286 mL, 3.70 mmol, 1.2
equiv) gota a gota, lentamente, agitando vigorosamente. Después de 30
minutos, la mezcla de reaccién se diluyé con CH,Cl; (200 mL), se lavd con
salmuera (50 mL), se sec6 sobre Na,SQ, y se evapord para proporcionar el
intermedio del titulo que se empled sin purificacién adicional.

Preparacién de Intermedio: éster fert-butilico de 4cido (2-hidroxipiridin-3-
il)carbdmico (F1)

Una suspension de paladio al 10% en carbono (0.35 g) y 2-hidroxi-3-
nitropiridina (5.00 g, 35.7 mmol, 1 equiv) en EtOH (170 mL) se sometieron
a una atmosfera de hidrégeno durante 16 horas. Luego de purgar el tanque
de reaccién con argén, la mezcla se filtr6 a través de papel Whatman #3 y el
filtrado se evaporé para dar 2-hidroxi-3-aminopiridina que se usé sin
purificacion adicional. Este material crudo se agité en THF (100 mL) a 23°
C. Se afiadié dicarbonato de di-fert-butilo (7.79 g, 35.7 mmol, 1 equiv) y se
calent$ la mezcla de reaccion a reflujo durante 4 horas. Se agregd mais
dicarbonato de di-fert-butilo (6.0 g, 27 mmol, 0.8 equiv) y la mezcla de
reaccion se calenté a reflujo de un dia para otro. Se evaporé el solvente y el
residuo se purific6 mediante cromatografia de columna de destello (elucién
de gradiente, 50-»60% EtOAc en hexanos) para proporcionar el intermedio
del titulo como sélido blanco (6.48 g, 83%): IR (cm™) 3225, 1725, 1649,
1514; 'H NMR (CDCl;) 5 1.52 (s, 9H), 6.33 (dd, 1H, J=7.4, 6.6), 7.01 (;ld,
1H, J=6.6,1.8), 7.56 (s, 1H), 8.11 (d, 1H, J= 7.1), 12.61 (s, 1H); anal.
CioH14N203. C, H, N.

Preparacién de intermedio: éster fert-butilico de dcido (1"S,2'S)-(1-{1"-(tert-
_ butildimetilsilaniloximetil)-3"<(tritilcarbamoil)propilcarbamoil]-2'-
feniletil}-2-oxo0-1,2-dihidropiridin-3-il)-carbamico (G1)

Intermedio F1 anterior (0.838 g, 3.99 mmol, 1.3 equiv) se agité en

THF (20 mL). Se afiadié hidruro de sodio (dispersion 60% en aceite

mineral, 0.148g, 3.70 mmol, 1.2 equiv). Después de agitar 20 minutos, se
91



agrego una solucién de intermedio E1 anterior (1 equiv basado en Dl) en
THF (15 mL). La mezcla resultante se calentd a reflujo duraate 40 horas,
pero la cromatografia de capa delgada mostrd que la reaccién sélo era
completa en 50%: En un matraz separado se agregd mads hidruro de sodio
(dispersién 60% en aceite mineral, 0.111 g, 2.78 mmol, 0.9 equiv) a la
suspensién de F1 (0.647 g, 3.08 mmol, 1 equiv) en THF (10 mL). Después
de agitar 20 minutos, esta mezcla se afiadié al tanque de reaccion original y
la mezcla resultante se calent6 a reflujo durante 21 horas. Luego de agitar a
23° C el fin de semana, la mezcla de reaccion cruda se diluyd con MTBE
(600mL) y se lavé con una mezcla de salmuera y KHSO, al 10% (3:1, 80
mL) y salmuera (80 mL), después se secd sobre Na;SO, y se evapor6. El
residuo se purificé mediante cromatografia de columna de destello (elucion
de gradiente, 30—535% EtOAc en hexanos) para proporcionar el intermedio
deseado G1 como una espuma blanca (1.98 g, 77%): IR (cm™) 3389, 3307,
1725, 1678, 1649, 1590, 1502; 'H NMR (CDCl;) 5 -0.02-0.04 (m, 6H), 0.86
(S, 9H), 1.52 (s, 9H), 1.55-1.88 (m, 2H), 2.08-2.14 (m, 2H), 3.19 (dd, 1H,
J=13.7, 8.1)3.39-3.51 (m, 2H), 3.53 (dd, 1H, J=142,7.8) 3.82-3.93 (m,
1H), 5.60-5.67 (m, 1H), 6.17 (t, 1H, J= 7.3), 6.44 (d, 1H, J=8.3), 7.04 (s,
1H), 7.12-7.36 (m, 21H), 7.59 (s, 1H), 7.94 (d, 1H, J=7.1);andlisis
CaoHeoN4OsSi: C, H, N.

Preparacién de. intermedio: éster /ert-butilico de dcido (1"S,2'S)-(l-{1'-ﬂ "-
hidroximetil-3"~(tritilcarbamoilo)propilcarbamoil]-2"-feniletil } -2-oxo-1,2-
dihidropiridin-3-il)carbdmico (H1)

Intermedio G1 anterior (1.92 g, 2.32 mmol, 1 equiv) se disolvi6 en una
mezcla de CHsCN (30 mL) y H2O (3 mL) en un tubo plastico. Se agregé
trihidrofluoruro de trietilamina (21 gotas) y la solucién de reaccidn se agité
de un dfa para otro. Luego se diluy6é con, EtOAc (750 mL), se lavd con
salmuera (3x80 mL), se secéd sobre MgSO, y se evapord para proporcionar
el intermedio del titulo que se utilizé sin purificacién adicional.

92
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Preparacion de intermedio: éster etilico de acido trams-(2'S,45)y4-[2'-(3"-

tert-butoxicarbonilamino-2"-ox0-2"H-piridin-1"-il)-3'-fenilpropionilamino]-
6-(tritilcarbamoilo)-hex-2-enoico (11)

Intermedio H1 anterior (1 equiv basado en G1) se disolvié en CH;Cl;
(20mL). Se afiadié periodinano Dess-Martin disponible en el comercio
(1.09 g, 2.55 mmol, 1.1 equiv). Después de agitar 2 horas, el solvente se
evapord y el residuo se suspendid en tolueno y se evaporé nuevamente (70
mL, luego 2x20 mL) para producir una espuma amarilla. Una mitad de este
material (1.16 mmol basado en G1) se disolvié en THF (17 mL). Se afiadi6
trifenilfosforano (carbetoximetileno) (0.563 g, 1.62 mmol; 1.4 equiv) y la
mezcla de reaccién se calentd a reflujo durante 1 hora y luego se agité a 23°
C de un dia para otro. Luego de evaporar el solvente, el residuo se purificd
mediante cromatografia de columna de destello (elucién de gradiente,
40-+50% EtOAc en hexanos) para proporcionar el intermedio del titulo
(0.710 g, 77%): IR (cm™) 3378, 3284, 1719, 1649, 1596, 1508, 1267; 'H
NMR (CDCl;) 6 1.28 (t, 3H, J=7.1), 1.47 (S, 9H), 1.54-1.69 (m, 1H), 1.87-
2,02 (m, 1H), 2.09-2.22 (m, 2H), 3.12 (dd, 1H, J=13.7, 7.7), 3.47 (dd, 1H,

J=13.7,8.1), 4.17 (q, 2H, J=17.1), 4.43-4.54 (m, 1H), 5.51-5.58 (m, 1H),

5.64 (dd, 1H, J=15.7,1.6), 6.12 (t, 1H, J=7.2) 6.60-6.68 (m, 3H), 7.08-7.31
(m, 21H), 7.51 (s, 1H), 7.90 (d, 1H, J=7.1); anal. CHsN4O70.5H,0: C,
H, N. ’
Preparacion de, intermedio: éster etilico de 4cido frans<(2'S,45)-4-(2'-{3"-
[(5"-metilisoxazol-3"-carbonil)amino]-2"-oxo-2"H-piridin-1"-il}-3'-
fenilpropionilamino)-6-(tritilcarbamoilo)hé i encico (12)"

Intermedioll anterior (0.088 g, 0.11 mmol, 1 equiv) se calenté (neto) a
entre 190 y 200°. C durante 65 minutos, luego se dejé enfriar
proporcionando la amina cruda como un residuo oscuro que se disolvi6 en
CH,CN (2 mL) y se enfri6 a 0° C. Se agregaron cloruro de 5-metilisoxazol-
3-carbonilo (0.033 g, 0.23 mmol, 2 equiv) y 4-metilmorfolina (0.025 mL,
0.23 mmol, 2 equiv) y la mezcla de reaccién se dejé calentar a 23° C.

X )
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Luego de agitar 40 miriutos, se afiadié una mezcla de KHSO, al 10% y
salmuera (1:1, 15 mL) y EtOAc (70 mL). Las fases se separaron y la fase
organica se lavé con salmuera, se sec6 sobre Na;SO, y se evapor6. El
residuo se purificd mediante cromatografia de columna de destello (50%
EtOAc en hexanos) para proporcionar el intermedio del titulo (0.049 g,
55%): IR (cm™) 3331, 1678 (br), 1590, 1525; '"H NMR (CDCls) 5 1.28 (t,
3H, J=7.1), 1.58-1.72 (m, 1H), 1.87-2.03 (m, iH), 2.10-2.26 (m, 2H), 2.48
(s, 3H), 3.15 (dd, 1H, J=13.7, 7.8), 3.47 (dd, 1H, J=13.7,8.1), 4.17 (q, 2H,
J=1.1), 4.43-4.55 (m, 1H), 5.54-5.61 (m, 1H), 5.65 (dd, 1H, J=15.8,1.5),
6.17 (t, 1H, J=7.3), 6.45 (s, 1H), 6.65 (dd, 1H, J=15.8,5.4) 6.72 (s, 1H),
6.84 (d, 1H, J=8.0), 7.08-7.32 (m., 22H), 8.35 (dd, 1H, J=7.3m105), 9.49
(s, 1H); anal. C47H4¢NsO»0.25H,0: C, H, N.

Preparacion de Producto J1 (Compuesto 5)

Intermedio 12 anterior (0.047 g, 0.059 mmol, 1 equiv) se disolvié en
CHyCl, (3 mL). Se adicioné triisopropilsilano (0.036 mL, 0.176 mmol, 3
equiv) y TFA (2 mL). La solucién amarillo brillante se agitd 25 minutos,
luego se disolvié con CCl, (3 mL) y todos los volétlles se evaporaron. El
residuo se purifico mediante cromatogra'ﬂa de columna *de destello (3%
CH;O0H en CH;Cl;) para dar el producto deseado J1(0.028g, 85%): IR (cm’
'Y 3342, 1666 (br), 1590, 1531, 1455; 'H NMR (CDCL) & 1.30 (t, 3H,
J=7.1), 1.70-1.84 (m, 1H), 1.85-1.99 (m, 1H), 2.17-2.24 (m, 2H), 2.48 (s,
3H), 3.18 (dd, 1H, J=13.7, 7.8), 3.50 (dd, 1H, J=13.7,8.1), 4.19 (q, 2H,
J=1.1), 4.43-454 (m, 1H), 5.68 (dd, 1H, J=15.7,1.3), 5.74-5.82 (m, 1H),
6.00 (s, 1H), 6.19 (s, 1H), 6.32 (t, 1H, J=7.3), 6.46 (s, 1H), 6.69 (dd, 1H,
J=15.1,5.5), 7.13-7.30 (m, 5H), 7.48 (dd, 1H, J=7.3, 1.6), 9.46 (s, 1H);
anal. C;3H3NsO»0.50H,0: C, H, N.

EJEMPLO 6



Preparacién de Compuesto 6: éster etilico de &cido trans-(2lS,4S)—6-
carbamoil-4-{2'-[3"-ciclopentanocarbonilamino-2"-oxo-2"H-piridin-1"-il]-

3'-fenilpropionilamino } hex-2~enoico
O NH
e “\©

El compuesto del titulo se prepar6 de I1 (Ejemplo 5) por un proceso
andlogo al descrito en Ejemplo 5 para conversién de 11 en producto J1
utilizando intermedio cloruro de ciclopentanocarbonilo, como fuera
apropiado: IR (em™) 3319, 1713, 1666, 1590, 1514; 'H NMR (CDCl;) &
1.31 (t, 3H, J=7.1), 1.55-2.02 (m, 10H), 2.04-2.22 (m, 2H)2.68-2.80 (m,
1H), 3.16 (dd, 1H, J=13.7, 7.7), 3.51 (dd, 1H, J=13.7,8.1), 4.19 (q, 2H,
J=1.1), 445456 (m, 1H), 5.57-5.74 (m, 4H), 6.29 (t, 1H, J=7.4), 6.68
(dd, IH, J=15.8,5.5), 7.10-7.32 (m, 7H), 8.30 (s, 1H), 8.35 (dd, 1H, J=74,
1.7); anal. CyoH35N4O4.0.50H,0: C, H, N.

EJEMPLO 7

Preparacién de Compuesto 7: éster etilico de #cido trans—(2'S,45)4-[2-
benziloxicarbonilamino-2"-oxo-2"H-piridin-1"-il)-3'-(4™-
fluorofenil)propionilamino]-6-(carbamoilhex-2-enoico

_ 0 NHz.
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Preparacién de intermedio: éster etilico de 4cido trans-(2'S45)-4-[2'-
benziloxicarbonilamino-2"-oxo-2"H-piridin-1"-il)-3'(4"-

fluorofenil)propionilamino}-6-(tritilcarbamoilo)hex-2-enoico

Intermedio C1 (Ejemplo 5) se convirti6 en el intermedio del titulo por
un proceso analogo al descrito en Ejemplo 5 para la conversién de Cl1 en
intermedio I1 utilizando S1 (Ejemplo 22) donde correspondia: IR (cm™)
3283, 1722, 1651, 1604, 1513; 'H NMR (CDCls) 5 1.32 (t, 3H, J=6.9),
1.62-1.71 (m, 1H), 1.94-2.01 (m, 1H), 2.17-2.24 (m, 2H),3.06-3.13 (m, 1H),
4.21 (q, 2H, J=6.9), 4.504.57 (m, 1H), 5.16-5.25 (m, 2H), 5.52 (t, 1H,
J=8.1), 5.63 (dd, 1H, J=15.6, 1.5), 6.18 (t, 1H, J=7.2), 6.65 (s, br. 1H),
6.69 (dd, 1H, J=15.6,5.4), 6.84 (d, 1H, J=8.4), 6.96 (t, 2H, J=8.4), 7.09-
7.18 (m, TH), 7.21-7.33 (m, 12H), 7.38-7.42 (m, 4H), 7.76 (s, br. 1H), 7.99
(d, 1H, J=7.5); anal. CspH47N40+0.50H,0: C, H, N.

Preparacién de Compuesto 7

El intermedio precedente se convirti6 en compuesto 7 por un proceso
andlogo al descrito en Ejemplo 5 para la conversién de I2 en producto J1:
mp=99-101 °C; IR (cm™) 3308, 1714, 1650, 1511, 1199; 'H NMR (CDCl;)
& 1.33 (t, 3H, J=6.9), 1.72:1.82 (m, 1H), 1.86-1.96 (m, 1H), 2.10-2.18 (m,
2H), 3.10-3.17 (m, 2H), 3.10-3.17 (m, 2H), 3.46-3.53 (m, LH), 3.63-3.74
(m, 2H), 4.22 (q, 2H, J=6.9), 4.48-4.57 (m, 1H), 5.21 (s, 2H), 5.91-5.97 (m,
1H), 6.19-6.22 (m, 1H), 6.35 (t, 1H, J=7.2), 6.69 (dd, 1H, J=15.6, 5.1),
6.98 (t, 2H, J=8.7), 7.13-7.18 (m, 2H), 7.36-7.40 (m, 5H), -7.85 (s, br. 1H),
8.06-8.09 (m, 1H); anal. C33H33sN4O»1.25H,0: C, H, N.

EJEMPLO 8
Preparacién de Compuesto 8: éster etilico de dcido trans-(2'S,45)4-[2'-(3"-
acetilamino-2"-oxo-2"H-piridin-1"-il)-3'-fenipropionilamino]-6-

carbamoilhex-2-enoico
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El compuesto se prepard de I1 (Ejemplo 5) por un proceso andlogo al
descrito en Ejemplo 5 para la conversién de I1 en producto J1 utilizando
intermedio cloruro de acetilo segin lo apropiado: IR (cm™) 3307, 1708,
1666, 1643, 1590, 1519; '"H NMR (CDCl;) 8 1.30 (t, 3H, J=7.1), 1.70-1.86
(m, 2H), 2.05-2.24 (m, 5H), 3.15 (dd, 1H, J=13.7.8.1), 3.50 (dd, 1H, J=
13.7,7.8), 4.19 (q, 2H, J=7.1), 4.45-4.56 (m, 1H), 5.66-5.77 (m, 2H), 5.82
(s, 1H), 5.94 (s, 1H), 6.28 (1, 1H, J=7.2), 6.69 (dd, 1H, J=15.7,5.6), 7.10-
729 (m, 5H), 7.32-745 (m, 2H), 8.28836 (m, 2H); anal
CasHaoN4Og0.50H,0: C, H, N.

EJEMPLO 9
Preparacion de Compuesto 9: éster etilico de dcido frans-(2'S,45)-6-
carbamoil-4-{2'-[3"(2",2"-dimetilpropionilamino)-2"-ox0-2"H-piridin-1"-
il]-3'-fenilpropionilamino } hex-2-enoico

©

El compuesto del titulo se prepar6 de 11 (Ejemplo 5) por un proceso

andlogo al descrito en Ejemplo 5 para la conversién de I1 en producto J1

utilizando intermedio cloruro de 2,2-dimetilpropionilo segtn lo apropiado:
97
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IR (cm™) 3378, 3307, 3213, 1713, 1666, 1643, 1514, 1273; 'H NMR \3%
(CDCls) 6 1.18-1.37 (m, 2H), 2.05-2.20 (m, 2H), 3.17 (dd, 1H, J=13.6,7.7),
3.50 (dd, 1H, J= 13.6,8.2), 4.19 (q, 2H, J=7.1), 4.434.54 (m, 1H), 5.62-
5.72 (m, 2H), 5.81-592 (m, 2H), 6.29 (t, 1H, J=7.2), 6.66 (dd, 1H,
J=15.8,5.7), 7.13-7.39 (m, 7TH), 8.33-8.38 (m, 1H), 8.59 (s, 1H); anal.
CasHagN4O60.50H,0: C, H, N.

EJEMPLO 10

Preparacion de Compuesto 10; éster etflico de acido trams{2'S,45)-6-
carbamoil-4-2'{3"-[([1™,3"]ditiolano-2"-carbonil)Jamino]-2"-oxo0-2"H-
piridin-1"-il}-3'-fenilpropionilamino)hex-2-enoico

El compuesto del titulo se prepar6 de I1 (Ejemplo 5) por un proceso
andlogo al descrito en Ejemplo 5 para la conversion de 11 en producto J1
utilizando intermedio cloruro de {1,3]ditiolano-2-carbonilo (preparado
como se describe en Helv. Chim. Acta 1975, 58, 2509 como fuera
apropiado: IR (cm™) 3295, 1672 (br), 1590, 1519 (br), 1237; 'H NMR
(CDCly) & 130 (¢, 3H, J=7.1), 1.66-222 (m, 4H),- 3.17 (dd, Hl,
J=13.7,7..8), 3.28-3.45 (m, 4H), 3.52 (dd, 1H, J=13.7, 8.1), 4.19 (q, 2H,
=7.1), 4.434.55 (m, 1H), 5.01 (s, 1H), 5.66 (dd, 1H, /=15.8, 1.5), 5.67 (s,
2H), 5.86 (s, 2H), 6.29 (t, 1H, J=7.3), 6.67 (dd, 1H, .J=15.8-5.5), 7.12-7.40
(m, 7H), 831 (dd, 1H, J=73, 16), 957 (s, 1H),' anal
Ca7H32N,0684.0.50H,0: C, H, N.
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EJEMPLO [1
Preparacién de Compuesto 11: éster etilico de 4cido frans-(2'S,48)-4-[2'-
(3"-benziloxicarbonilamino-2"-o0xo-2"H-piridin- 1 "-il)-3'-(3",4™-

difluorofenil)propionilamino]-6(carbamoilhex-2-enoico

@/\*‘LHQ\*L
o,

F

Preparacion de intermedio: 4cido  (2R)-3-(3'4'-difluorofenil)-2-
hidroxipropidnico

Se disolvi6 Boc-D-3,4-difluorofenilalanina (3.05 g, 11.0 mmol, 1 equiv) en
1,4-dioxano (10 mL) y se agregd una solucién de HCl en 1,4-dioxano (4.0
M, 10mL). La reaccién se agité a 23° C durante 5 horas, seguidamente el
solvente se retir6 bajo presion reducida. El residuo se disolvié en 1 M
H,S804 (22 mL), se enfrié a 0° C y se afladieron 2N NaNO, (22 mL) via
embudo de adicion de argén. Se agit6 la mezcla de reaccién a 0° C durante
3 horas con MTBE (3 x 40 mL), se sec6 sobre Na,SO, y se concentrd. El
residuo se recristalizd a partir de éter/éter de petréleo para producir el
intermedio del-titulo (1.29 g, 58%) como sélido blancuzco. 'H NMR
(DMSO-d;) & 0.82-0.86 (m, 2H), 1.10-1.27 (m, 4H), 1.40-1.48 (m, 2H),
1.63-1.78 (m, 5H), 3.95-4.00 (m, 1H).

Preparacion de Compuesto 11

Intermedio C1 (Ejemplo 5) se convirti6 en compuesto 11 por un
proceso andlogo al descrito en Ejemplo 7 para la conversion de C1 en
compuesto 7 utilizando dcido (2R)-3-(3'4'difluorofenil)-2-
hidroxipropidnico (Ejémplo 11) como fuera apmpiﬁo: mp = 175-178 °C;
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IR (cm™) 3298, 1661, 1516, 1266; 'H NMR (CDCL) 5 1.32 (t, 3H, J=7.2),
1.74-1.95 (m, 2H), 2.12-2.20 (m, 2H), 3.05-3.12 (m, 1H), 3.42-3.50 (m,
1H), 4.21 (q, 2H, J=7.2), 4.45-4.56(m, 1H), 5.21 (s, 2H), 5.58-5.71 (m,
3H), 6.07-6.10 (m, 1H), 6.32-6.34 (m, 1H), 6.71 (dd, 1H, J= 15.6-5.1),
6.88-6.91 (m, 1H), 6.99-7.11 (m, 2H), 7.30-7.33 (m, 1H), 7.36-7.39 (m,
5H), 7.86 (s, br. 1H), 8.04 (s, br. 1H); anal. C3;H;;N4020.50H,0: C, H, N.

EJEMPLO 12

Preparacion de Compuesto 12: éster etilico de é4cido !réns-(2'S,4S)—4-[2'—
(3"-benziloxocarbonilamino-4"-metil-2"-0x0-2"H-piridin-1"-il)-3'-

fenilpropionilamino]-6-carbamoilhex-2-enoico

e

- Oy~ NH2 |
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O

Preparacion de intermedio: éster bencilico de dcido (2-hidroxi-6-
metilfenil)carbdmico

Una susp‘tensién de paladio al 10% en carbono (0.045 g) y 2-hidroxi-
4-metil-3-nitropiridina (0.600 g, 3.89 mmol, 1 equiv) en EtOH (20 mL) se
someti6 a una atmosfera de hidrégeno durante 16 horas. Después de purgar
el tanque de reaccién con argén, la mezcla se filtr6 a través de papel
Whatman #3 y el filtrado se evapor6 para dar 2-hidroxi-4-metil-3-
aminopridina que se utilizé sin purificacion adicional. Este material crudo
se agitd en THF (18 mL) a 23° C, Se agregaron cloroformato de bencilo
(0.61! mL, 4.28 mmol, 1.1 equiv) y Na,CO, (0.907 g, 8.56 mmol, 2.2
equiv) y la mezcla de reaccién se agité durente 60 horas, pero TLC
(cromatografia de capa delgada) mostré que la reaccion era completa sélo

en 25%. La mezcla de reaccidn se calentd a reflujo durante 24 horas. Se
' 100
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afladieron més cloroformato de bencilo (0.611 mL, 4.28 mmol, 1.1 equiv) y
Na;CO; (0.454 g, 4.28 mmol, 1.1 equiv): Se calentd la mezcla de reaccién
a reflujo durante 24 horas mis, se dejo enfriar, se diluyd con EtOAc (200
mL), se lavé con salinuera semi-saturada (2 x 40 mL), se secOd sobre
MgSO,, se filtré y evapord. El residuo se purific6 mediante cromatografia
de .columna de destello (elucién de gradiente 3—55% CH,;OH en CH,Cl;)
para proporcionar el intermedio del titulo (0.363 g, 35%) como sélido
blanco: 'H NMR (DMSO-ds) § 2.02 (s, 3H), 3.31-3.35 (m, 2H), 5.06 (s,
2H), 6.83 (d, 1H, J=6.7), 7.17 (d, 1H, J=6.7), 7.28-7.39 (m, 5H), anal.
CiHiaN;05: C, H, N.

Preparacién de Compuesto 12

El intermedio precedente se convirti® en compuesto 12 por un
proceso andlogo al descrito en Ejemplo 7 para la conversién de Cl en
compuesto 7 utilizando d4cido (2R)-2-hidroxi-3-fenilpropidnico y
Cl(Ejemplo 5) como fuera apropiado: IR (cm™) 3284, 1684 (br), 1596,
1327, (br), 1308, 1267, 1237, 'TH NMR (CDCl5) 8 1.29 (t, 3H, J=1.1), 1.55-
1.68 (m, 1H), 1.82-2.07 (m, 4H), 2.14 (s, 3H), 3.08 (dd, 1H, J= 13.6-7.1),
3.47 (dd, 1H, J= 13.6-8.8), 4.17 (g, 2H, J=1.1), 4.41-4.52 (m, 1H), 5.06 (d,
1H, J=12.3), 5.12 (d, 1H, J=12.3), 5.59 (dd, 1H, /=15.7,1.6), 5.67-5.74 (m,
1H), 590 (s, 1H), 6.02 (s, 1H), 6.17 (d, 1H, J=7.3), 6.68 (dd, 1H,
J=15.7,5.1), 7.01 (s, 1H), 7.13-7.38 (m, 10H), 7.48 (d, 1H, J=7.3); anal.
C3HagN4s070.75H,0: C, H, N.

EJEMPLO 13

Preparacién de una mezcla 1:1 de Compuesto 13: trans-(2'S,2"S,35)-2-(2-
naftaleno-1'-il-7"-oxo-1',7'-dihidropirrolo[2',3"-c]piridin-6"-il)-N-[2"-(2"-
oxodihidrofurano-3"-ilideno)-1"-(2™-oxopirrolidin-3-ilmetilo)etil}-3-
fenilpropionamida y Compuesto 14: trans-(2'R,2"S,3 S)-2-(2"-naftaleno-1'-
il-7'—oxo-1',7'-dihidroﬁirrolo[2', '-c]piridin-6'-il)-N-[2"-(2"-

10}
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oxodihidrofurano—3"'—ilideno)—l"—(2“"-oxopirrolidin—é""—ilmetil)eﬁl]é-
fenilpropionamida

Preparacion de intermedio: éster metilico de écido pitrolo-2-carboxilico

Acido pirrolo-2-carboxilico (10.0g, 90.0 mmol) en éter dietilico (200
mL) se tratd con diazometano (270 mmol, generado a partir de N-nitroso-N-
metil urea), luego se retitulé con 4cido acético hasta que se disipo el color
amarillo. Se lavé la solucion con bicarbonato de sodio acuoso saturado
(3x20 mL), sepuido por salmuera (3x20 L), luego se evapord para obtener
10 g (88%) de producto. 'H NMR (CDCls) & 3.86 (s, 3H) 6.26-6.29 (m,
1H), 6.91-6.94 (m, 1H), 6.65-6.98 (m, LH), 9.14 (s, 1H).

Preparacién de intermedio: éster metilico de &cido 5-bromo-1H-
prirrol-2-carboxilico

Una soluci6n del intermedio precedente (lb.O g, 79.9 mmol, 1 equiv)
en tetracloruro de carbono (300 mL) se calent6 a 70° C, luego se trat6 gota a
gota con una solucién de bromo (126.0 mL, 99.9 mmol, 1.25 equiv) en
tetracloruro de carbooo (200 mL). La reaccidn se inicié por adicién de
yodo (40 mg). Luego de completar la adicién, se mantuvo la reaccién a 70°
C durante 10 minutos, seguidamente se enfrié a 23° C utilizando bafio
helado. Se lavé la mezcla con carbonato de sodio acuoso al 10% (100 mL),
seguido por agua (100 mL). Se evaporaron los volitiles y el residuo se
purifico mediante cromatografia de gel de silice para obtener 4.5 g (27%)
de producto: 1H NMR (CDCl;) & 3.88 (s, 3H), 6.23 (dd, 1H, J=3.82.6),

6.80 (dd, 1H, J=3.9,2.7), 9.29 (s, 1H).
102
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Preparaci6n de intermedio: éster metilico de 4cido S-nafaleno-1il-1H-
pirrol-2-carboxilico

Gas argén se hizo barbotear durante 15 minutos a través de una
solucién del intermedio precedente (2.04 g, 10.0 mmol, 1 equiv) en 2 M de
carbonato de sodio acuoso (20 mL) y DMF (150 mL). La mezcla se traté a
continuacién con tris(dibencilidienacetona)dipatadio (0) (0.46 g, 0.50
mmol, 0.05 equiv) y trifenilarsina (0.61 g, 2.0 mmol, 0.20 equiv), se calent6
luego a reflujo, bajo argdn, durante 12 horas. La mezcla se absorbi6 en
acetato de etilo (500 mL) y agua (159 mL), se filtré seguidamente a través
de celita. Se lavé la capa orgénica con salmuera (3x50 mL), a continuacién
se evapord. La purificacion del residuo mediante cromatografia de gel de
silice produjo 2.05 g (81%) de producto. 'H NMR (CDCls) & 3.88 (s, 3H),
6.22 (dd, 1H, J=3.8.2.6), 7.50-7.59 (m, 4H), 7.88(dd, IH, /=3.9,2.7), 7.89-
8.16 (m, 2H), 8.17-8.22 (m, 1H), 9.37 (s, 1H). Este material se absorbi6 en
1:1 1,4-dioxano-agua (30 mL) y se traté con hidrato de hidréxido de litio
(1.02 g, 24.4 mmol, 2.4 equiv), después se calentd a reflujo durante 15
minutos. Se acidifico la solucién con 4cido citrico acuoso al 20% (30 mL),
luego se extrajo con acetato de etilo (75 mL). Se lavé la capa orgénica con
salmuera (2x20 mL), a continuacién se evapord. El residuo se absorbi6 en
CHyCl; (30 mL) y se traté con cloruro de oxalilo (2.10 mL, 24.0 mmol, 2.4
equiv) y DMF (una gota), seguidamente se calent6 a reflujo durante 30
minutos. La ;:vaporacién produjo cloruro de 4cido S-naftaleno-1-il-1H-
pirrol-2-carboxilico que se usé en el procedimientt.) siguiente sin

purificacién adicional.

Preparacion de Productos 13 y 14

El intermedio precedente se convirtié en una mezcla inseparable 1:1
de los compuestos del titulo por un procedimiento anélogo al descrito en
Ejemplo 3 para la conversion de cloruro de pirroi-2-carbonilo en
compuestos 3 y 4 utilizando intermedio Y1 (Ejemplo 22) en vez de Y2,
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segin fuera apropiado. lH NMR (CDC]g) 5 1.55-2. 00 (m 6H), 2.50-3.50
(m, 7H), 4.004.50 (m, 3H), 4 42-5 60 (m, lH), 5. 90-8 40 (m, 15H), 10.49
(s, 0.5H), 11.54 (s, 0.5H).

EJEMPLO 14
Preparacion de Compuesto 15: éster etilico de dcido trans-(2'5,45)4-[2'<(3"-

benziloxicarbonilamino-2"-oxo-2"H-piridin-1"-il)-3'-

ciclohexilpropionilamino}-6-carbamoil-hex-2-enoico

ot Ay Z«

io‘ig’c'—',

Preparacion de intermedio: 4cido (2R)-3-ciclohexil-2-hidroxipropidnico

Boc-D-ciclohexilalaning-OH (3.00 mL, 11.1 mmol, 1 equiv) se
disolvi6 en 1,4-dioxano (10 mL) y se agregé una solucion de -HCl en 1,4-
dioxano (4.0 M, 10 mL). Se agité la reaccién a 23° C durante 5 horas,
luego se retird el .solvente bajo presion reducida. Se disolvié el residuo en 1
M H,S80, (22 mL), se enfrié a 0° C y se agregaron 2 N NaNO, (22 mL) via
.embudo de adicién bajo argén. La mezcla de reaccién se agité a 0° C
durante 3 horas y se calent6 a temperatura ambiente de un dia para otro. La
mezcla resultante se extrajo con MTBE (3x40 mL), se secd sobre NaSQ, y
se concentrd. Se triturd el residuo con éter de petréleo, se filtré y se seco al
- aire para proporcionar el intermedio del titulo (0.6 g, 31%) como sdlido
“blancuzco. 'H NMR (DMSO-ds) & 3.09-3.24 (s, 2H), 4.20-4.24 (m, 1H),

7.13-7.18 (m, 1H), 7.38-7.47 (m, 2H), 8.49 (s, br. 1H).

Preparacion de Compuesto 15
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Intermedio C1 (Ejemplo 5) se convirtio en producto 15 por un
proceso andlogo al descrito en Ejemplo 7 para la conversion C1 en

compuesto 7 utilizando 4cido (2R)-3-ciclohexil-2-hidroxipropidnico

(Ejemplo 14) como fuera apropiado: mp = 64-66° C; IR (cm™) 3302, 2925, .

1721, 1651, 1197; 'H NMR (CDCl;) § 0.93-1.05 (m, 2H), 1.18-1.22 (m,
aH), 1.32 (t, 3H, J=1.2), 1.66-1.75 (m, 4H), 1.82-1.91 (m, 2H), 1.94-2.06
(m, 2H), 2.10-2.17 (m, 2H), 2.90-2.92 (m, 2H), 4.23 (g, 2H, J=7.2), 4.52-
4.60 (m, 1H), 5.23 (s, 2H), 5.65 (t, 1H, J=8.1), 5.82-5.86 (m, 1H), 5.62 (dd,
1H, J=15.9,1.8), 6.01-6.05 (m, 1H), 6.37 (t 1H, J=7.2), 6.85 (dd, 1H.
J=15.9,5.7), 7.25-7.29 (m, 1H), 7.36-7.43 (m, 5H), 7.88 (s, br. 1H), 8.09 (d,
1H, J=6.9); anal. C3;HsNO1.0H,0: C, H, N.

EJEMPLO 15

 Preparacion de  Compuesto 16:  (1-{2<(4"fluorofenil)-1-{2"(2"-oxo-
dihidrofurano-3"ilidenc)-1"{2™-oxopirrolidin-3™-
ilmetil)etilcarbamoilo]etil}-2-oxo-1,2-dihidropiridin-3-i)amida  de 4cido
trans-(2'S,2"S,3""S)-ciclopentanocarboxilico

O)LQJ‘E)Q
Q,

Preparacién de intermedio: (2-hidroxipiridin-3-il)amida de éci.do
_ciclopentanocarboxilico

Una muestra de 10% Pd en C (0.40 g) se adiciond a una solucion de
‘2-hidroxi-3-nitropiridina (3.52 mL, 25.0 mmol, I equiv) en EtOH. La
mezcla de reacci6bn se agité a temperatura ambiente bajo atmésfera H,
(baldn) de un dia para otro y luego se filtré a través de celita. El filtrado se

concentré bajo preéién reducida. El residuo se disolvié en CH;CN (100
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mL), se enfri6 a 0° C, y se agregaron en forma consecutiva cloruro de
ciclopentanocarbonilo '(25 mmol, 3.04mL, 1 equiv) y NMM (2.75 mL, 25
mmol, 1 equiv). La mezcla resultante se agité a 0° C durante 20 minutos,
luego se porcioné entre agua (400 mL) y CH;OH al 10% en CH2Cl> (2x400
mL). Las capas orgdnicas se secaron sobre Na,SO;, se concentraron, y el
residuo resultante se recristaliz6 a partir de CH,Cly/hexanos para producir el
intermedio del titulo como sélido blancuzco (3.36 g, 65%): mp = 242-243
°C; IR (cm™) 3263, 1644, 1521, 1199; 'H NMR (DMSO-d;) 5 1.51-1.57 (m,
2H), 1.60-1.72 (m, 4H), 1.79-1.88 (m, 2H), 2.98-3.08 (m, 1H), 6.20 (t, 1H,

=6.9), 7.08 (d, 1H, J=6.6), 8.23 (d, 1H, J=7.5), 9.02 (s, br. 1H), 11.95 (s,
br. 1H);andlisis C;1H;4N;02: C, H, N.

Preparacién de Compuesto 16

El intermedio precedente se convirtié en compuesto 16 por un
proceso que era anédlogo al descrito en Ejemplo 19 para la conversion de F2
en R1: mp = 135-137 °C; IR (cm™) 3288, 2954, 1754, 1682, 1511, 1219; 'H
NMR (CDCl,) & 0.84-0.93 (m, 2H), 1.55-1.66 (m, 4H), 1.82-2.02 (m, 5H),
2.27-3.22 (m, 2H), 2.70-2.89 (m, 3H), 3.09-3.17 (m, 1H), 3.20-3.37 (m,
2H), 3.42-3.39 (m, 1H), 5.63 (t, 1H, J=7.2), 6.03 (s, br. 1H), 6.25-6.35 (m,
2H), 6.94 (t, 2H, J=8.7), 7.08-7.12 (m, 2H), 7.25 (d, 1H, J=9.0), 8.30-8.35
(m, 2H), 8.44 (d, 1H, J=6.0); anal. C3;H3sFN4Os1.0H;O: C, H, N,

EJEMPLO 16

Preparacién de Compuesto 17: éster etilico de 4cido trans-(4S)-4-[2'-(3"-
benziloxicarbonilamino-2"-ox0-2"H-piridin-1"-il)acetilamino]-6-
carbamoilhex-2-enoico
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Preparacibn de intermedio: éster fert-butllico de 4cido (3-
benziloxicarbonilamino-2-oxo-2A-piridin -1-il)acético

Hidruro de sodio (0.070 g de suspensién al 60% en aceite mineral, 1.75
mmol, 1.0 equiv) se agregé a una solucidn de éster bencilico de 4cido (2-
hidroxipiridin-3-il)carbimico (preparado como se describe en Ejemplol)
(0.415 g, 1.70 mmol, 1 equiv) en THF (20 mL) a 0° C. La mezcla de
reaccion se agité durante 20 minutos a 0° C, después se afiadid
bromoacetato de fert-butilo (0.275 mL, 1.86 mmol, 1.1 equiv). La mezcla
de reaccién se calent6 a 23° C durante 45 minutos, seguidamente se

porciond entre 0.5 M HCl y EtOAc (2x100 mL). Las capas organicas se

secaron sobre Na;SO; y se concentraron. La purificacion del residuo
mediante cromatografia de coluﬁna de destello (30% EtOAc en hexanos)
proprociond ¢l compuesto del titulo (0.485 g, 85%) como un sélido
blancuzco: mp = 88-90 °C; IR (cm™) 3380, 1739, 1652, 1604; 'H NMR
(CDCls) 8 1.48 (s, 2H), 5.20 (s, 2H), 6.25 (t, 1H, J=7.1), 6.87 (dd, IH,
J=6.9-1.7), 7.27-7.41 (m, 5H), 7.86 (s, br. 1H), 8.05 (d, br, 1H, ), 8.05 (d,
br, 1H, J=6.8); anal. C;yH22N,0s: C, H, N.

Preparacion de intermedio: &4cido (3-benzloxicarbonilamino-2-oxo-2H-
piridin-1-il)acetico

Ester fert-butilico de 4cido (3-benziloxicarbonilamino-2-oxo-2H-
piridin-1-il)acetico (0.485 g, 1.35 mmol) se agitd en una mezcla 1:1 de
acido triflucroacético-y CH,Cl; a 23° C durante 1 hora. A continuacion los
volétiles se retiraron bajo presién reducida y el residuo se tritur6é con Et;-O
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(40 mL). El sdlido resultante se filtr a través de una frita mediana , se lavd
con Et;-O (20 mL) y se secé al aire para dar el intermedio del titulo (0.315
g, 77%): mp = 171-173 °C; 'H NMR (DMSO-d;) 8 4.67 (s, 2H), 5.15 (s,
2H), 6.28 (t, 1H, J=7.1), 7.29-7.43 (m, 7H), 7.85 (dd, 1H, J=7.4,1.7), 8.47
(s, 1H).

Preparacion de Compuesto 17

El intermedio precedente se convirti® en compuesto 17 por un
proceso andlogo al descrito en Ejemplo 23 para la conversién de W2 a J2:
mp = 169-174 °C; IR (cm™) 3273, 1719, 1649; 'H NMR (DMSO-d5) 5 1.19
(t, 3H, J=17.1), 1.64-1.85 (m, 2H), 2.10 (t, 2H, J=7.6), 4.11 (q, 2H, J=7.1),
4.384.41 (m, 1H), 4.60 (d, 1H, J=15.5), 4.67 (d, LH, J=15.5), 5.15 (s, 2H),
5.92 (dd, 1H, J=15.8,1.3), 6.26 (t, 1H, ./=7.1), 6.76-6.83 (m, 2H), 7.09-7.42
(m, 7H), 784 (d, 1H, J=73), 841-844 (m, 2H), anal
Ca4H2sN4O70.50H,0: C, H, N.

EJEMPLO 17

Preparacién de Compuesto 18: éster etilico de acido frans-(2'S,45)-6-
carbamoil-4-(2'-{4"-metil-3"-[(5"-metilisoxazol-3"-carbonil)aminoc]-2"-
oxo-2"H-piridin-1"-il}-3'-fenilpropionilamino)hex-2-enoico

) Qs NH;
LI (i
N
Hic—( \_/lLu F CO,E!
O -©

O—-N H

Preparacioén de intermedio: (2'-hidroxi-4'-metilpiridin-3’-il)amida de dcido
5-metilisoxazol-3-carboxilico

Una muestra de 10% Pd en C (0.35 g) se adiciond a una solucién de

2-hidroxi-3-nitropiridina (2.03 mL, 14.5 mmol, | equiv).en EtOH. la
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mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente bajo atmdsfera .HI

(balén) de un dia para otro y luego se filtrd a través de celita. El filtrado se

concentré bajo presion reducida. El residuo se disolvié en CH;CN (100
mL), se enfrid a 0° C, y se agregaron en forma consecutiva cloruro de 5-
metilisoxazol-3-carbonilo (2.11 g, 14.5 mmol, 1 equiv) y NMM (1.51 mL,
14.5 mmol, 1 equiv). La mezcla resultante se agité a 0° C durante 20
minutos, luego se porcioné entre agua (400 mL) y CH;OH al 10% en
CH,Cl, (2x400 mL). Las capas orginicas se secaron sobre Na,SO, se
conceotraron, y el residuo resultante se recristalizd a partir de
CH,Cly/hexanos para producir el intermedio del titulo como s6lido
blancuzco (2.42 g, 76%): IR (cru™) 3330, 1650, 1536; 'H NMR (DMSO-dg)
8 3.34 (s, 3H), 6.31 (t, 1H, J=6.6), 6.73 (s, 1H), 7.21 (d, 1H, J=7.2), 8.29
(s, 1H, J=7.2), 9.46 (s, br, 1H), 12.23 (s, br, 1H).

Preparacién de Compuesto 18

El intermedio precedente se convirti6 en compuesto 18 por un
proceso analogo al descrito en Ejemplo 7para la conversién de CI a
compuesto 7 utilizando: &cido (2R)-2-hidroxi-3-fenilpropidnico segin fuera
apropiado: mp = 138-141° C; IR (cm™) 3289, 1663, 1542, 1203; 'H NMR
(CDCly) 8 1.22 (t, 3H, J=7.2), 7.62-1.89 (s, 2H), 1.99 (s, 3H), 2.02-2.07 (m,
1H), 2.47 (s, 3H), 3.03-3.39 (m, 5H), 4.12 (q, 2H, J=7.2), 4.32-4.41 (m,
1H), 5.76 (dd,1H, J=15.6,1.5), 5.80-5.83 (m, 1H), 6.13 (d, 1H, J=7.5),
6.60 (s, br. 1H), 6.75 (dd, 1H, J= 15.6,5.4), 7.15-7.24 (m, SH), 7.76 (d, 1H,
J=12), 8.65 (d, 1H, J=7.8), 9.59 (s, br, 1H); analsis C,eH33NsO»1.5TFA:
C.H,N.

EJEMPLO 18

Preparacion de Compuesto 19: éster etilico de acido frans<(2'S,3"S,45)-4-
[2'(3"-benziloxo-carbonilamino-2"-oxo-2"H-piridin-1"-il)-3'-
fenilpropionilamino}-5-(2"-oxopirrolidino-3"-il)pent-2-enoico
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El compuesto del titulo se preparé de K1 (Ejemplo 19) por un
proceso andlogo al descrito en Ejemplo 19 para la conversion de K1 en R)
utilizando 4cido (2R)-2-hidroxi-3-fenilpropiénico disponible en el
comercio, éster bencilico de dcido (2-hidroxipiridino-3-il)carbdmico
(Ejemplo 2) y (carbetoximetileno)-trifenilfosforano disponible en el
comercio segfin lo apropiado: IR (cm™) 3272, 1684 (br), 1590, 1514, 1273,
1196; '"H NMR (CDCL) & 1.30 (t, 3H, J=7.1), 1.42-1.55 (m, 1H), 1.59-1.75
(m, 1H), 2.00-2.27 (m, 3H), 3.43 (dd, 1H, J=13.7-7.3), 4.19 (q, 2H, J=7.1),
4.36-4.47 (m, 1H), 5.12-5.21 (m, 2H), 5.75 (dd, 1H, J=15.6,1.2), 5.85-5.94
(m, 1H), 6.26- (t, 1H, J=7.2), 6.58 (s, 1H), 6.70 (dd, 1H, J=15.6,5.7), 7.10-
7.41 (m, 10H), 7.44-7.50 (m, 1H), 7.71 (s, 1H), 7.97 (d, 1H, J=6.2), 8.28 (d,
1H, J=6.8); anal. Cy3H3sFN4O»0.25H,0: C, H, N.

LY .
lth-hit fa — J\

EJEMPLO 19

Preparacién -  del Compuesto: (1 {2"(4™-fluorofenil)-1"-[2™-
oxodihidrofurano-3""-ilideno)-1""-(2""-oxopirrolidin-3""-

ilmetil)etilcarbamoil]etil} -2'-oxo0-1',2-dihidropiridin-3'-il)amida de 4cido
trans-(2"S,2™S,3"™S)-5-metilisoxazol-3-carboxilico (R1) '

: ol
T \N .0 ) o
"HyC /’ N,?\E/u\u/&o . | |
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F
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Preparacion de intermedio: éster tert-butilico de 4cido (LS,3'S)-{2-(tert-
butildifenilsilaniloxi)-1-[1'{(2",4"-dimetoxibencil}-2"-oxopirrolidin-3'-
ilmetil]etil}carb?mico (L1)

Intermedio K1 (4.41 g, 10.8 mmol, 1 equiv) se agité en CH,Cl, (50
mL) y la mezcla se enfri6 a 0° C. Se agregaron consecutivamente
trietilamina (7.52 mL, 54.0 mmol, 5 equiv), fert-butilclorodifenilsilano
(5.53 mL, 21.6 mmol, 2 equiv) y 4-{dimetilamino)piridina (0.330 g, 2.70
mmol, 0.25 equiv). Se dej6 calentar la mezcla a 23° C y se agité durante 2
horas. Seguidamente se diluy6é con MTBE (400 mL), se lavé con salmuera
(2x100 mL), se secd sobre MgSO, y se evapord. El residuo se purificé
mediante cromatografia de columna de destello para proporcionar el
intermedio del titulo (3.51 g, 50%) como espuma blanca: IR (cm™) 3319,
1678 (br), 1508; 'H NMR (CDCls) & 1.05 (s, 9H), 1.42 (s, 9H), 1.44-1.65
(m, 2H), 2.05-2.17 (m, 1H), 2.23-2.35 (m, 1H), 2.44-2.56 (m, 1H), 3.14-
3.21 (m, 2H), 3.55-3.68!(m;2H); 3.69-3.81(m, 18D, 379 (s, 1H), 3.79 G,
3H), 4.42 (s, 2H), 4.77 (dd, 1H, J=9.3), 6.41-6.46 (m, 2H), 7.09-7.13 (m,
1H), 7.34-7.46 (m, 6H), 7.61-7.67 (m, 4H); anal. C3;HsqN2O4Si: C, H, N.

Preparacién de intermedio: (1'S,2R,3"S)-N-{2-(tert-butildifenilsilaniloxi)-1'-
[1"-(2™ 4" -dimetoxibencil)-2"-oxopirrolidin-3'-ilmetil] etil } -2-hidroxi-3-
(4™-fluorofenil)propionamida (M1)

Intermedio L1 precedente (3.4 g, 5.26 mmol, 1 equiv) se disolvié en
1,4-dioxano (20 mL) a 23° C. Se agreg6 una solucién de HCl en el mismo
solvente (4.0 M, 20 mL). Después de agitar 75 minutos, se evaporaron los
volétiles para proporcionar un residuo que se disolvié en CH;CN (25 mL) y
se enfrid6 a 0°. C. Se adlomnaron sucesivamente #cido (2R)-3-(4’-
ﬂuorofeml)—Z-hldroxlproplémco (intermedio S1, véase mds adelante, 0.968
g, 5.26 mmol, 1 equiv), 4-metilmorfolina (1.91 mL, 17.4 mmol, 3.3 equiv)
y HATU (2.20 g, 5.79 mmol, 1.1 equiv) y la mezcla de reaccién se dejoé
calentar a 23° C y se .agité 2’4 horas. A continuacion se diluyé con EtOAc
(500 mL)) y se lavé con una mezcla de salmuera de KHSO, al 10% (3:1, 100
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mI.;) y una mezcla de salmuera y NaHCO; (1:1, 100 mL). La fase orgénica
se secO sobre MgSO, y se evapord. El residuo se purificé mediante
cromatografia de columna de destello (primero en CH;OH al 5% en
CH,Cl,, luego en CH;OH al 3% en CH,Cl;) para proporcionar el intermedio
del titulo (0.90 g, 51%) como una espuma blanca: IR (cm™) 3389, 3319,
1660, 1508; '"H NMR (CDCly) & 1.04 (s, 9H), 1.52-1.66 (m, 2H), 2.02-2.13
(m, 2H), 2.20-2.39 (m, 2H), 2.77-2.86 (m, 1H), 3.07-3.23 (m, 3H), 3.47
(dd, IH, J=9.9,5.9), 3.59 (dd, 1H, J=9.9,3.6), 3.77 (s, 3H), 3.78 (s, 3H),
3.99-4.11 (m, 1H), 4.22-4.29 (m, 1H), 4.314.41 (m, 2H), 6.36-6.45 (m,
2H), 6.81-6.89 (m, 2H), 7.05 (d, 1H, J=8.0), 7.13-7.22 (m, 3H), 7.34-7.46
(m, 6H), 7.59-7.67 (m, 4H); anal. C4;H49FN;048i:0.25H,;0: C, H, N.

Preparacion de intermedio: éster 1-{2'-(fert-butildifenilsilaniloxi)-1'-[1"-
(2™ 4"-dimetoxibencil)-2"-oxopirrolidin-3"ilmetiljetilcarbamoil } -2-(4™"-
fluorofenib)etilico de 4cido (15,2R,3"S)-metanosulfénico (N1)

Intermedio M1 precedente (2.13 g, 2.99 mmol, 1 equiv) e iPr,NEt
(0.729 mL, 4.19 mmol, 1.4 equiv) se disolvieron en CH,C; (35 mL) y se
enfriaron a —10° C. Se agregh gota a gota, lentamente, cloruro de
metanosulfonilo (0.277 mL, 3.58 mmol, 1.2 equiv) agitando vigorosamente.
Luego de 30 minutos, la mezcla de reaccién se diluyé con MTBE (500 mL),
s¢ lavé con una mezcla de salmuera y KHSO, al 10% (2:1, 100mL) y
salmuera (100 mL), se secé sobre Na;SO4 y se evapord para proporcional.' el

_intermedio del titulo que se us6 sin purificacién adicional.

Preparacién de intermedio: (2-hidroxipiridin-3-il)amida de 4cido 5-
metilisoxazol-3-carboxilico (F2)

Una suspensién de paladio al 10% en carbono (0.45 g) y 2-hidroxi-3-
nitropiridina (7.00 g, 50.0 mmol, 1 equiv) en EtOH (210 mL) se sometieron
a una atmdésfera de hidrégeno durante 16 horas. Luego de purgar el tanque
de reaccién con argén, la mezcla se filtré a través de papel Whatman #3 y el

filtrado se evapord para dar 2-hidroxi-3-aminopiridina que se usd sin
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purificacién adicional. Este material crudo se suspendié en CH,CN (170
mL) y se enfrié a 0° C, Se afladié cloruro de 5-metilisoxazol-3-carbonilo
(8.00 g, 55.0 mmol, 1 equiv) en una porcion. Luego de 25 minutos a 0° C,
la mezcla de reaccién se dej6 calentar a 23° C y se agitd durante 75 minutos
adicionales. La mezcla espesa se vertié entonces en HCl diluido (0.02 M,
~ 150 mL) y se combiné concienzudamerite. El sdlido no disuelto se recogié
mediante filtracién y se lavé con H;O (2x20 mL), a continuacién se secd
bajo vacio de un dia para otro para proporcionar el intermedio del titulo (7.1
g, 65%): '"H NMR (DMSO-d;) & 2.48 (s, 3H), 6.29 .(dd, 1H, J=7.2, 6.6),
6.69 (s, 1H), 7.19 (dd, 1H, J=6.6, 1.8), 8.26 (dd, 1H, J=7.2,1.8), 9.43 (s,
1H), 12.20 (s, 1H).

Preparacién de intermedio: (1™S,2"S,3™S)-5-metilisoxazol-3-carboxilico
cido {1-[1"-{2™(tert-butildifenilsilaniloxi)-1"-[1™-(2™" 4™
dimetoxibencil)-2"'-oxopirrolidin-3"-ilmetil}etilcarbamoil } -2"-(4"""-
fluorofenil)etil]-2'-oxo-1',2-dihidropiridin-3’-il }amid (O1)

Intermedio F2 precedente (1.11 g, 5.06 mmol, 1.7 equiv) se agit6 en
THF (14 mL). Se agreg6 hidruro de sodio (dispersion al 60% en aceite
mineral, 0.173 g, 4.32 mmol, 1.45 equiv). Luego de agitar durante 30
minutos, se afiadié una solucién de intermedio N1 precedente (1 equiv
basado en Ml) en THF (11 mL). La mezcla resultante se calent6 a reflujo
de un dia para otro, luego se diluy6é con EtOAc (500 mL) y se lavé con una
" mezcla de salmuera y KHSO, al 10% (3:1, 100 mL) y salmuera y NaHCO,
(3:1, 100 mL). La fase orgdnica se secd sobre Na,SO, y se evapor6. El
residuo se purificé mediante cromatografia de columma de destello (elucién
de gradiente, 293% CH3;0H en CHCl,) para proporcionar el intermedio
deseado O1 como una espuma blanca (2.58 g, 95%): IR (cm™) 3331, 3284,
1666, 1596, 1531, 1455; '"H NMR (CDCl;) 8 1.06 (s, 9H), 1.45-1.71 (m,
2H), 1.94-2.32 (m, 3H), 2.52 (s, 3H), 3.07-3.19 (m, 3H), 3.42-3.53 (m, 2H),
3.67-3.74 (m, 1H), 3.79 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 3.994.10 (m, 1H), 4.30 (d,
1H, J=14.6), 4.39 (d, 1H, J= 14.6), 5.54-5.63 (m, 1H), 6.25 (t, 1H, J=7.3),
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6.42-6.50 (m, 3H)} 6.81-6.88%m, 2H), 7.04-7.13 (m, 3H), 7.20-7.26 (m,
1H), 7.36-7.48 (m, 7H), 7.60-7.68 (m, 4H), 8.40 (dd, 1H, J=7.3, 1.6), 9.60
(3, IH); anal. ClngaFNsOgSi: C, H, N.

Preparacién de intermedio: (2'S, 2"S, 3™S)-S-metilisoxazol-3-carboxilico
dcido {1[1"-{1"-[1™-(2-™ 4™-dimetoxibencil)-2™-oxopirrolidin-3""-
ilmetil}-2"-hidroxietilcarbamoil } -2"-(4"""-fluorofenil}-2'-oxo-1',2'-
dihidropiridin-3"il}amida (P1)

Intermedio Ol precedente (2.51 g, 2.75 mmol, 1 equiv) se disolvi6 en una
mezcla de CH;CN (30 mL) y H,O en un tubo plistico. Se afladié gota a
gota 4cido fluorhidrico (48%, 5 mL). Luego d¢ 1 hora y 1% horas, se
agregb mas 4cido fluorhidrico (2.5 mL y 2 mL, respectivamente). Después
de 32 en total, la mezcla re reaccitn se vertié en NaHCO; acuoso saturado
(250 mL), se extrajo con CH;Cl (3x400 mL), se secé sobre Na,SO4 y se
evapord. El residuo se purificé mediante cromatografia de columna de
destello (5% CH30H en CH,Cl,) para proporcionar el intermedio del titulo
(1.84 g, 99%) como espuma blanca: IR (cm™) 3401 (br), 3331, 1655, 1590,
1531, 1508, 1455, 1208; '"H NMR (CDCl;) 5 1.47-1.63 (i, 2H), 1.87-1.99
(m, 1H), 2.07-2.18 (m, 1H), 2.33-2.44 (m, 1H), 2.49 (s, 3H), 3.10-3.24 (m,
3H), 3.46-3.56 (m, 3H), 3.76 (s, 3H), 3.78 (s, 3H), 3.84-3.89 (m, 1H), 3.92-
4,03 (m, 1H), 4.19 (d, 1H, J=14.5), 4.39 (d, 1H, J=14.5), 5.54-5.61 (m,1H),

6.22 (t, 1H, J=7.2), 6.38-6.46 (m, 3H), 6.85-6.93 (m, 2H), 6.99-7.04 (m,

1H), 7.06-7.13 (m, 2H), 7.24 (dd, 1H, J=7.2,1.7), 8.33 (d, 1H, J=7.3), 8.38
(dd, IH, J =7.2,1.7), 9.54 (S, IH); anal. C35H33FN505-0.50H20: C, H, N.

Preparacion de intermedio:  {1'-[1"-[1™-(2"" ,4™-dimetoxibencil)-2"-
oxopirrolidin-3"-ilmetil]-2"-(2-oxociclopentiliden)etilcarbamoil]-2"-(4™"-
fluorofenil)etil}-2'-oxo-1',2-dihidropiridin-3'-il}jamida de 4cido frams-
(2"5,2"S,3™S)-5-metilisoxazol-3-carboxdlico (Q1)
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Intermedio P1 precedente (1.76 g, 2.60 mmol, 1 equiv) y periodinano
Dess-Martin (1.11 g, 2.60 mmol, 1 equiv) se combinaron en CH.Cl, (20
mL) a 23° C y se agitaron durante 2 horas. Se evaporaron los volétiles. El
residuo se suspendi6 en tolueno y se concentrd basta la sequedad (2x25
mL). El residuo resultante se disolvi en una mezcla de éster dimetilico de
etilen glicol y DMF (5:1, 24 mL). Se adicion6 3-(trifenil-I>-fosfaniliden)-
dihidrofuran-2-ona (preparada en forma andloga a la descrita en Baldwin y
colegas, J. Org. Chem., 1971, vol. 35, 1441) (0.902 g, 2.60 mmol, 1 equiv)
y la mezcla de reaccién se calent6 a 100° C durante 14 horas. Luego se
dej6 enfriar, se diluyd con EtOAc (500 mL), se lavé con salmuera (200 mL,
100 mL), se secd sobre MgSOy y se evapord. El residuo se cromatografid
(elucién de gradiente, 2-—53% CH;OH en CH,CL), seguidamente se
recromatografié (50% EtOAc en CH;Cl,) para dar el intermdio del titulo
(1.46 g) contaminado con éxido de trifenilfosfina (aproximadamente 35%
en peso): 'H NMR (CDCls) § 1.47-1.62 (m, 2H), 1.87-1.98 (m, 1H), 2.21-
2.31 (m, IH), 2.38-2.52 (m, 1H), 2.50 (s, 3H), 2.81-2.93 (m, 1H), 3.10-3.33
(m, 4H), 3.50 (dd, 1H, ./=14.1-7.0), 3.76 (s, 3H), 3.77 (s, 3H), 4.19 (4, 1H,
J=14.3), 4.29-4.52 (m, 3H), 4.38 (d, 1H, J=14.3), 5.42-5.49 (m, 1H), 6.23
(t, 14, J=7.2), 6.27-6.33 (m, 3H), 6.90-6.97 (m, 2H), 7.00-7.12 (m, 3H),
7.15 (dd, 1H, J=7.2,1.6), 8.39 (dd, 1H, J=7.2), 8.83(d, 1H, J=5.7), 9.56 (s,
1H).

Preparacion de Producto R1 (Compuesto 20)

Intermedio QI, preparado anteriormente, se disolvié en una mezcla
" de CHCl; (30 mL) y H;O (3 mL). Se adicioné DDQ (0.390 g, 1.72 mmol,
1.4 equiv) y la mezcla de reaccion se calent6 en un bafio de aceite a 60° C
durante 1%z horas. Se agregd mis DDQ (0.390 g, 1.72 mmol, 1.4 equiv) y
el tanque de reaccién se mantuvo en el baflo de aceite a 60° C durante 1%
horas mds. Nuevamente se afiadié DDQ (0.390 g, 1.72 mmol, 1.4 equiv).
Después de agitar 2 horas mas, se dejé enfriar la mezcla de reaccion, se
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diluy6é con CH,Cl; (250 mL) y se lavd consecutivamente con una mezcla de
salmuera y IN HCL (2:1, 80mL), una mezcla de salmuera y NaHCO; (2:1,
80 mL) y salmuera (80 mL). Se secd la fase orgénica sobre MgSO; y se
evapord. Se purificd el residuo mediante cromatografia de.destello (2.5%
CH;0H en CH,Cl,) para proporcionar el producto deseado (0.530 g, 73%)
conilo un sSlido amorfo de color blancuzco: IR (cm") 3336, 1750, 1682,
1530; 'H NMR (CDC);) & 1.39-1.49 (m, 1H), 1.63-1.80 (m, 1H), 1.63-1.80
(m, 1H), 2.09-2.37 (m, 3H), 2.49 (s, 3H), 2.74-2.86 (m, 1H), 3.11 dd, 1H,
J=13.8,8.5), 3.14-3.38 (m, 3H), 3.39 (dd, 1H, /=13.8-7.5), 4.30-4.46 (m,
3H), 5.72-5.79 (m, 1H),6.29 (t, 1H, J=7.2), 6.30-6.36 (m, 1H), 6.44-6.47
(m,1H), 6.77 (s, 1H), 6.88-6.97 (m, 2H), 7.04-7.11 (m, 2H), 7.44-7.50 (m,
1H), 8.37 (dd, 1H, J=7.2,1.6), 8.66 (d, 1H, J=6.2), 947 (s, 1H); anal.
CaoHaoFNsO20.25H,0: C, H, N.

EJEMPLO 20

Preparacion de Compuesto 21: éster etilico de dcido trans-(2'S,3"R,45)4-
[2'«(3"-benciloxicarbonilamino-2"-0x0-2"H-piridin-1"-il)-3'-
fenilpropionilamino}-5-(2™-oxopirrolidin-3"-il)peat-2-enoico

AR

El compuesto del titulo se prepar$ de éster fert-butilico de dcido (25,3'R)-
{1-[1'(2",4"-dimetoxibencil)-2"-oxopirrolidin-3'-ilmetilo]-2- '

hidroximetil}carbdmico (preparado como se describe en Dragovich, y
colegas, J. Med. Chem., 1999, 42, 1213) por un proceso andlogo al descrito
en Ejemplo 19 para la conversién de K1 en Rl utilizando 4cido (2R)-2-
hidroxi-3-fenilpropiénico disponible en el comercio, éster bencilico de
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dcido (2-hidroxipiridin-3-il)carbamico (Ejemplo 2) y éster etilico de é4cido
(trifenil-1°-fosfanilideno)acético disponible en el comercio, segin lo
" apropiado: TR (cm™) 3483, 3272, 1684 (br), 1514, 1267, 1196; 'H NMR
(CDCl;) 5 1.31 (t, 3H, J=7.1), 1.48-1.79 (m, 2H), 2.02-2.24 (m, 2H), 2.27-
2.39 (m, 1H), 3.12 (dd, 1H, J=13.7-8.2), 3.19-3.34 (m, 2H), 3.48 (dd, 1H,
J='13.7,7.8), 4.19 (q, 2H, J=7.1), 4.43-4.53 (m, 1H), 5.17 (s, 2H), 5.73 (dd,
1H, J=15.6-1.3), 5.90-5.98 (m, 1H), 6.27 (t, 1H, J=7.1), 6.63 (dd, 1H,
J=15.6-6.0), 6.65-6.71(m, 1H), 7.13-7.27 (m, 6H), 7.31-7.40 (m, 4H), 7.50
(dd, 1H, J=7.1,1.6), 7.75 (s, 1H), 7.97 (d, 1H, J=6.6), 8.69 (d, 1H, J=7.0),
anal. Cy3H3sN4O70.50H;0: C, H, N.

EJEMPLO 21
Preparacién de Compuesto 22: éster etilico de 4cido frans-(4S,3"'S)-4-(2'-

{3"-[(5"-metilisoxazol-3"-carbonilo)amino]-2"-oxo-2"H-piridin-1"-
il} acetilamino)-5-(2™-oxopirrilidin-3"-il")pent-2-enoico

) ° NH
H;c—(})L N N\)Lu' A cost
o-N 0 '
¥

Preparacion dc intermedio: éster feri-butilico de 4cido {3-[(5-
metilisoxazol-3'-carbonilo)amino]-2-oxo-2 H-piridin-1"-il }acético
A una solucién de (2'-hidroxi-4-metilpiridin-3-il)amida de acido 5-

metilisoxazol-3-carboxilico (F2, Ejemplo 19) (0.520 g, 2.37 mmol, 1 equiv)
en THF (20 mL) a 0° C se agregé NaH (0.095 g, 2.37 mmol, 1.0 equiv). La
mezcla resultante se agité a 0° C durante. 20 minutos, y luego se afadi6
bromoacetato de t-butilo (0.385 g, 2.61 mmol, 1.1 equiv). La mezcla de
reaccion se agité y calentd a temperatura ambiente durante 30 minutos, a
continuacién se porcioné entre 0.5 N HCI (100 mL) y EtOAc (2 x 100 mL).

Las capas organicas combinadas se secaron sobre Na,SOs y se
17



concentraron: La purificacion del residuo mediante cromatografia de
columna de destello (30% EtOAc en hexanos) proporciond el intermedio
del titulo (0.628 g, 79%) como un sélido blanco: IR (cm™) 3343, 1743,
1651, 1581, 1156; '"H NMR (CDCl;) & 1.52 (s, 9H), 2.53 (s, 3H), 4.65 (s,
2H), 632 (t, 1H, J=122), 6.51 (s, 1H), 7.01 (dd, 1H, J=6.9,1.8), 8.50 (dd,
1H, J=7.5,1.8), 9.63 (s, (br). 1H); Anal. CsH;sN;0s.0.50H,0: C, H, N.

Preparacién de Compuesto 22

El intermedio precedente se transformé en Compuesto 21 por un
proceso andlogo al descrito en Ejemplo 25 para la transformacién de V3 en
producto R3: mp= 102-106 °C; IR (cm™) 3336, 1684, 1534, 1457; 'H NMR
(CDCly) 5 1.27 (t, 3H, J=17.2), 1.67-1.75 (m, 1H), 1.98-2.09 (m, 1H), 2.37-
2.49 (m, 1H), 2.53 (s, 3H), 2.55-2.61 (m, 1H), 3.34-3.46 (i, 2H), 3.51-3.52
(m, 1H),4.17 tq, 2H, J=1.2), 4.61-4.78 (m, 3H), 5.98 (dd, 1H, J= 15.6-1.5),
6.20 (s, br. 1H), 6.35 (t, 1H, J=7.8), 6.51 (s, 1H), 6.85 (dd, 1H, J=15.6,5.1),
717 (4, 1H, J=7.2), 8.33 (d1H, J27.2), 8.49 (d, 1H, J=7.5), 9.57 (s, br.
1H); Anal. C;3H27NsO+: C, H, N.

EJEMPLO 22

Preparacion de  Compuesto  23:  (1'-{2"-(fluorofenil-1"-[2"-(2™-
oxodihidrofuranp-3""-ilideno)-1™-(2""-oxopirrolidin-3""- '
ilmetil)etilcarbamoil]etil}-2-oxo-1',2'-dihidropiridin-3-il)Jamida de 4cido
trans<(2"S,2™S, 3™"S)-5-cloroisoxazol-3-carboxilico (R2)

NG
c'—{fu’@' Ju&
. | \@F
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Preparacién de intermedio: acido (2R)-3-(4-fluorofenil)-2-
hidroxipropiénico (S1)

Este intermedio se preparé de acuerdo con el método revelado en la
Solicitud co-pendiente de Patente Provisionalde los Estados Unidos No.
60/150,365, presentada el 24 de agosto de 1999,

Preparacién de intermedio: éster metilico de 4cido (2R)-3~(4'-flurofenil)-2-
hidroxipropiénico (T1)

Este intermedio se prepar® de acuerdo con el método revelado en la
Solicitud co-pendiente de Patente Provisional de los Estados Unidos No.
60/150,365, presentada el 24 de agosto de 1999.

Preparacion de intermedio: éster metilico de 4cido (2R)-3-(4-flurofenil)-2-
trifluorometano-sulfoniloxipropiénico (U1)

Intermedio T1 precedente (0.198 g, 1.00 mmol, 1 equiv) se disolvié
en CH,Cl, (6 mL) y se enfrié en un bafio helado. Se agregaron 2.6-lutidina
(0.198 mL, 1.70 mmol, 1.7 equiv) y anhidrido trifluorometanosulfonico
(0.269 mL, 1.60 mmol, 1.6 equiv) y la mezcla de reaccién se agité6 30
minutos. Luego se diluyé con MTBE (200 mL), se lavo con una mezcla de
salmuera y IN HCI (2:1, 75 mL) y salmuera (75 mL), se seco sobre Na;SO;4
Yy se evapord para proporcionar €] intermedio del titulo el cual se usé sin
purificacion adicional.

Preparacion de Intemedio éster metilico de 4cido S5~cloroisoxazol-3-
carboxilico

A una solucién de clorooximidbacetato de etilo(11.0 g, 72.6 mmol, 1
équi.v) en 1,1-dicloroetileno (350 mL) se agregd Et;N (25.3 mL, 181 mmol,
2.5 equiv) en 1,1-dicloroetileno (100 mL) via embudo de adicién durante 30
minutos. La mezcla de reaccién se agit6 a temperatura ambiente durante 23

horas, luego se porciond entre agua (150 mL) y CH.Cl; (2 x 150 mL). Las
119
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capas orgénicas se secaron sobre Na;SO4 y se concentraron. El residuo se
purificé mediante cromatografia de columna de destello (10% EtOAc en
hexanos) para dar el intermedio del titulo (4.49 g, 35%) como aceite
amarillo pélido: IR (cm™) 1735, 1436, 1253; '"H NMR (CDCl) 5 1.45 (t,
3H,_ J=1.2),4.49 (q, 2H, J=7.2), 7.29 (s, 1H).

i .
Preparacidn de intermedio: dcido 5-cloroisoxazol-3-carboxilico

Se agreg6 una solucién acuosa de LiOH (2.0 M, 22.5 mL, 45.0 mmol,
2.0 equiv) a una solucién del intermedio precedente (3.95 g, 22.5 mmol, 1
equiv) en EtOH (80 mL) a 23° C. La mezcla resultante se agité a
temperatura ambiente durante 45 minutos, a continuacién se retiraon los
voldtiles bajo presidn reducida. E! residuo asi obtenido se porciond
entre].0 N HCl (150 mL) y EtOAc (2 x 150 mL). Las capas orgénicas
combinadas se secaron sobre Na,SO, y se concentraron para dar el
intermedio del titulo (crudo) (2.84 g, 86%) como un sélido blancuzco que
se uso sin purificacién adicional: 'H NMR (DMSO-d;) 5 7.15 (s, 1H).

Preparacion de intermedio: cloruro de 5-cloroisoxazol-3-carbonilo

Una solucién de acido S-cloroisoxazol-3-carboxilico (11.0 g, 72.6
mmol, 1 equiv) y cloruro de tionilo (9.0 mL, 120 mmol, 28 equiv) en
CH;Cl; (21 ml.) se calenté a reflujo durante 28-horas. Los volétiles se
evaporaron para proporcionar un residuo que se disolvidé en benceno (40
mL), ¢l cual se evapord seguidamente para dar el intermedio del titulo como

un aceite amarillo que se empleé sin purificacion adicional.

Preparacién de intermedio: 4cido S5-cloroisoxazol-3-carboxilico de (2'-
hdroxipiridino-3'-il)amida (F3)

Una suspensién de paladio al 10% en carbono (0.15 g) y 2-hidroxi-3-
nitropiridino (1.70 g, 12.1 mmol, 2.8 equiv) en EtOH (60 mL) se someti6 a

una atmoésfera de hidrdgeno durante 16 horas. Luego de purgar la reaccién
120
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con argdn, la meizcla §é filtré a través de papel Whatman #3 y el filtrado se
evaporé para dar 2-hidroxi-3-aminopiridina (1.33 g, 99%) que se usé sin
purificacién adicional. Una porcién de este material (0.524 g, 4.76 mmol,
1.1 equiv) se combind con cliruro de 5-cloroisoxazol-3-carbonilo preparado
antes (4.32 mmol, | equiv basado en un rendimiento tedrico) en THF (50
mL) y se agitd 60 minutos. Los voldtiles se evaporaron y el residuo se agitd
en NaHCO; (20 mL) semi-saturado durante 30 minutos. El sélido no
disuelto se recogié mediante filtracion, se lavé con H;O (3 x S mL) y se
secd bajo vacio de un dia para otro con el fin de proporcionar el intermedio
del titulo (0.900 g, 87%) como un sdlido de color habano que se utilizd sin
purificacién adicional. 'H NMR (DMSO-d;) § 6.30 (t, 1H, J=6.9), 7.22
(dd, 1H, J=6.9,1.7), 7.25 (s, 1H), 8.24 (dd, 1H, J=6.9,1.7), 9.47 (s, 1H),
12.22 (s, 1H). L N

Preparacion de intermedio: éster metilico de d4cido (2S)-2-{3-[(5"-
cloroisoxazol-3"-carbonilo)amino]-2'-oxo-2'-H-piridin-1'-il} -3-(4™-

fluorofenil)propiénico (V1)

Intermedio F3 precedente (0.280 g, 1.17 mmol, 1.17 equiv)se
suspendié en THF (7 mL). Hidruro de sodio (dispersion al 60% en aceite
mineral, 0.044 g, 1.1 mmol, 1.1 equiv)se agregé en una po-rci('m. Luego de
agitar, se afiadi6 gota a gota una solucién de intermedio Ul precedente
(1.00 mmol, 1 equiv, basado en T1) en THF (10 mL). La mezcla resuitante
se agitd durante 16 horas, luego se diluyé con MTBE (250 mL) y se lavo
con salmuera (2x80 mL). La fase-orgdnica se secé sobre MgSO, y se
evapord. El residuo se purificé mediante cromatografia de .columna de
destello (33% EtOAc en hexanos) para proporcionar el intermedio del titulo
(0.316 g, 75%) como espuma blanca: IR (cm™) 3331, 1743, -1690, 1643,
1602, 1531, 1437; '"H NMR (CDCl;) & 3.33 (dd, 1H, J=14.5,10.3), 3.53 (dd,
IH, J=14.5-5.5), 3.78 (s, 3H), 5.36 (dd, 1H, J=10.3,5.5), 6.18 (t, 1H,
J=12), 6.67 (s, 1H), 6.82 (dd, 1H, J=7.2,1.7), 6.89-6.97 (m, 2H), 7.01-7.07
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(m, 2H), 8.38 (dd, 1H, J=7.2,1.7), 9.52 (s, 1H); anal. C;oH,;sCIFN;Os: C,
H, N.

Preparacion de intermedio: 4cido (2S)-2-{3-[(5"-cloroisoxazol-3"-
carbonilo)amino]-2'-0x0-2'H-piridin- 1 -il}-3-(4™-fluorofenilo)propi6énico
(W1)

Intermedio V1 precedente (0.445 g, 1.06 mmol, 1 equiv) se disolvié
en CH;OH (10 mL). Gota a gota se agregd una solucién acuosa de NaOH
(1.0 M, 42 ml, 4.2 mmol, 4 equiv). La mezcla de reaccién se agitd 2
horas, luego se vertié en una mezcla de salmuera y KHSO4 al 10% (1:1, 50
mL) y se extrajo con CH,Cl; ( 3 x 100 mL). Las capas orginicas
combinadas se secaron sobre MgSO; y se evaporaron para proporcionar el
intermedio del titulo como una espuma de color amarillo que se usé sin més
purificacién.

Preparacion de intermedio: trans<(2'S,3"S)-3-[2'-amino-3'(2"-
oxodihidrofurano-3"-iliden)propil]pirrolidin-2-ona (Y1)

Intermedio X1 (preparado en una manera aniloga a la descrita en
Baldwin y colegas, J. Org. Chem., 1971, 36, 1441 (0.413 g, 1.27 mmol, 1.2
equiv) se agitd durante 45 minutos en una mezcla de TFA (5 mL) en
CH,Cl; (10 mL). Seguidamente se evaporaron los volitiles para

proporcionar el intermedio del titulo que se usé sin purificacion adicional.

Preparacion de Producto R2 (Compuesto 23)

Intermedios W1 (1.06 mmol, 1 equiv basado en V1) y Y1 (1.27 mmol, 1.2
equiv basado en X1) se combinaron en CH;CN (14 mL) y se enfriaron en
bafio helado. Se agregaron 4-metilmorfolina (0.583 mL, 5.30 mmol, 5
equiv) y HATU (0.403 g, 1.06 mmol, 1 equiv) y la mezcla de reaccién se
dejo calentar a 23° C y se agito 1% horas. Luego se diluy6 con EtOAc (500
mL) y se lavé con una mezcla de salmuera y KHSO, al 10% (3:1, 80 mL),
una mezcla de salmuera y NaHCO; (3:1, 80 mL) y salmuera (80 mL). La
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fase orginica se secd sobre Na,SO; y se evapord. El residuo se
cromatografié (5% CH;OH en CH;Cl;) y luego se volvié a recromatografiar
(2.5% CH30H en CH,Cl,) para proporcionar el producto deseado R2 (0.418
g, 64%) contaminado con un diasteredbmero (aproximadamente 30% .
presumiblmente 2'R epimero): 'H NMR (CDCls) (mezcla de isémeros)
1.33-1.51 (m), 1.62-1.88 (m), 2.06-2.39 (m), 2.73-2.88 (m), 2.98-3.45 (m),
427444 (m), 5.71-5.88 (m), 6.27-6.43 (m), 6.66 (s), 6.68 (s), 6.81 (s),
6.88-6.98 (m), 7.03-7.24 (m), 7.48 (d, /=7.3), 7.55-7.62 (m), 8.34-8.42 (m),
8.65 (d, /=6.2), 8.77 (d, .J=7.0), 9.41-9.48 (m).

EJEMPLO 23

Preparacion de Compuesto 24: éster etilico de acido trans-(2'S,4S)-6-
carbamoil-4-{3'(4"-fluorofenil)-2"-[2"-0x0-3"-(2"™,2™,2™-
trifluoroacetilamino)-2" H-piridin-1"-ilJpropilamino} hex-2-enoico (J2)

0. NH2
N
iYu‘nQ‘)Ln o
F o =
RO

E

Preparacién de intermedio: éster bencilcio de 4cido (2R)-3-(4-fluorofenil)-
2-hidroxipropidnico (T2)

" Intermedio S1 (1.00 g, 5.43 mmol, 1 equiv) se disolvi6 en CH;CN (8
mL). Se agregaron sucesivamente 1.8-diazabiciclo[5.4.0lundec7-eno
(0.812 mL, 5.43 mmol, 1 equiv) y bromuro de bencilo (0.646 mL, 5.43
mmol, | equiv). La solucién resultante se agité 40 horas, luego se diluy6
con MTBE (250 mL) y se lavo con KHSO, al 5% y salmuera (75 mL cada
uno). La fase orginica se secd sobre NaSQO, y se evaporé. El residuo se
purific6 mediante cromatografla de colummna de destello (25% EtOAc en
hexanos) para proporcionar el intermedio del titulo (1.25 g, 84%) como

aceite incoloro que se solidifico durante varios dias: IR (cm™) 3450, 1954,
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1890, 1725, 1602; '"H NMR (CDCl;) 8 2.76-2.81 (m, 1H), 2.94 (dd, 1H,
J=14.1,6.2), 3.08 (dd, 1H, J=14.1-4.6), 442-4.49 (m, 1H), 5.14 (d, 1H,
J=12.1), 6.86-6.94 (m, 2H), 7.03-7.11 (m, 2H), .7.29-7.42 (m, 5H); anal.
CisHsFO3: C, H.

Preparacion de intermedio: éster bencllico de dcido (2R)-3-(4-flurofenil)-2-
trifluorometano-sulfoniloxipropiénico (U2)

Intermedio T2 anterior (0.134 g, 0.489 mmol, 1 equiv) se disolvi6 en
CH.Cl; (5 mL) y se enfri6 mediante un bafio helado. Se agregaron 2.6-
lutidina (0.114 mL, 0979 mmol, 2 equv) y anhidrido
trifinorometanosulfénico (0.156 mL, 0.927 mmol, 1.9 equiv) y la mezcla de
reaccion se agitd durante 30 minutos. Luego se diluyé con MTBE (150
mL), se lavé con una mezcla de sahnuera y IN HCl (2:1, 75 mL) y
salmuera (50 mL), se sec6 sobre N2;SO, y se evapor6 para proporcionar el

intermedio del titulo que se usé sin mas purificacion.

Preparaci6n de intermedio: 2,2, 2-trifluoro-N-(2"-hidroxipridin-3'-
il)acetamida (F4) ’

TFA (4 mL) se afadié a una solucion de intermedio F1 (0.700 g, 3.33
mmol, 1 equiv) en CH;CI; (6 mL). Después de agitar 30 minutos, los
volétiles se evaporaron. El residuo se suspendid en tolueno y se concentrd a
sequedad para proporcionar 2-hidroxi-3-aminopiridina cruda la cual (sin
pt.xﬁﬁcacién adicional) se sﬁspendié en en CH,Cl, (14 mL) vy se enfrié en un
baflo helado. Sucesivamente se afladieron 4-metilmofolina (0.700 g, 3.33
mmol, 1 equiv) y anhidrido trifluoroacético '(0.471 mL, 3.33 mmol, 1
equiv). Después de 30 minutoé, se agregd 4-metilmorfolina (0.550 mL, 5
mmol, 1.5 equiv). La mezcla de reaccién se agité 1%4 horas mas, luego se
diluy6é con EtOAC (250 mL) y se lavé con salmuera, H,O y salmuera (25
mL cada una). La fase orgénica se sec sobre MgSO, y se evapord. . El
residuo se purificé mediante cromatografia de columna de destello (5%

CHyOH en CH;Cly) para proporcionar el intermedio del titulo (0.173g,
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25%) como un sélido amorfo: 'H NMR (DMSO-ds) 8 6.27 (t, 1H, J=6.9),
7.32 (dd, 1H, J=6.9,1.8), 10.16 (s, 1H),12.20 (s, 1H); Anal. C;HsF3N,0,: C,
H,N.

Preparacién de intermedio: éster bencilico de Acido (28)-3-(4'-fluorofenil)-
2-[2"-0x0-3"-(2",2" 2"-triflnoroacetilamino)-2"H-piridin-1-il]propiénico
(V2)

Intermedio F4 precedente (0.111 g, 0.539 mmol, 1 equiv) se suspendid en
THF (3 mL). Hidruro de sodio (dispersién al 60% en aceite mineral, 0.020
B, 0.50 mmol, 1 equiv) se afiadi6 en una porcién. Luego de agitar 30
minutos, se adicioné gota a gota una solucién de intermedio U22 (0.489
mmol, 1 equiv, basado en T2) en THF (5 ml). La mezcla resultante se agit6é
2 horas, luego se diluyé con MTBE (150 mL) y se lavd con salmuera (2 x
50 mL). La fase orgénica se sec6 sobre MgSO, y se evapord. El residuo se
purifico6 mediante cromatografia de cohimna de destello (25% EtOAc en
hexanos) para proporcionar el intermedio del titulo (0.190 g, 84%) como un
aceite espeso: IR (cm™) 334371743, 1727, 1655, 1602, 1296, 1214, 1161;
'"H NMR (CDCls) & 3.31 (dd, 1H, J=14.4,10.0), 3.52 (dd, 1H, J=14.5,5.4),
5.21 (s, 2H), 5.39 (dd, 1H,.J=10.0,5.4), 6.18 (t, 1H, J=7.3), 6.85 (dd, 1H,

=7.3,1.7), 6.87-7.04 (m, 4H), 7.25-7.38 (m, 5H), 8.31 (dd, 1H, J=7.3,1.7),
9.03 (s, 1H); anal. C;3H;sF4N>04: C, H, N.

Preparacion de intermedio: 4cido (2S)-3<(4'-Fluorofenilo)-2-[2"-0x0-3"-
(2™,2",2"-trifluoroacetilamino)-2"H-piridin-1"-iljpropiénico (W2)

~ Una suspensién de paladio al 10% (0.030 g) e intermedio V2
precedente (0.151 g, 0.327 mmol, ] equiv) en EtOH (5 mL) se sometieron
a una atmésfera de hidrégen-o durante 16 horas. Luego de purgar el tanque
de reaccién con argd, la mezcla se filtré a través de papel Whatman #3 y el

filtrado se evapor6 para dar el intermedio del titulo que se empleé sin
purificacién adicional,
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25%) como un sélido amorfo: 'H NMR (DMSO-ds) 5 6.27 (t, 1H, J=6.9),
7.32 (dd, 1H, J=6.9,1.8), 10.16 (s, 1H),12.20 (s, UH); Anal. C;HsFsN;0;: C,
H,N.

Preparacion de intennedio: éster bencilico de dcido (25)-3-(4'-fluorofenil)-
2-[2"-0x0-3"{(2",2" 2"-trifluoroacetilamino)-2"H-piridin-1-il]propidénico
(V2)

Intermedio F4 precedente (0.111 g, 0.539 mmol, 1 equiv) se suspendi6é en
THF (3 mL). Hidruro de sodio (dispersién al 60% en aceite mineral, 0.020
g, 0.50 mmol, 1 equiv) se afladié en una porcion. Luego de agitar 30
minutos, se adiciond gota a gota una solucién de intermedio U22 (0.489
mmol, | equiv, basado en T2) en THF (5 ml). La mezcla resultante se agit6
2 horas, luego se diluyé con MTBE (150 mL) y se lavd con salmuera 2x
50 mL). La fase organica se secd sobre MgSO; y se evapord. El residuo se
purificb mediante cromatografia de columna de destello (25% EtOAc en
hexanos) para proporcionar el intermedio del titulo (0.190 g, 84%) como un
aceite espeso: IR (cm™) 3343, 1743, 1727, 1655, 1602, 1296, 1214, 1161;
'H NMR (CDCly) 5 3.31 (dd, 1H, J=14.4,10.0), 3.52 (dd, 1H, J=14.5,5.4),
5.21 (s, 2H), 5.39 (dd, 1H, J=10.0,5.4), 6.18 (t, 1H, J=7.3), 6.85 (dd, 1H,
J=7.3,1.7), 6.87-7.04 (m, 4H), 7.25-7.38 (m, 5H), 8.31 (dd, 1H, J=7.3,1.7),
9.03 (s, 1H); anal. C3H;gFsN204: C, H, N.

Preparacién de intermedio: 4cido (25)-3«(4-Fluorofenilo)-2-[2"-0x0-3"-
(2™,2" 2"-trifluoroacetilamino)-2"H-piridin-1"-ilJpropiénico (W2)

Una suspension de paladio al 10% (0.030 g) e intermedio V2
precedente (0.151 g, 0.327 mmol, 1 equiv) en EtOH (5 ml) se sometieron
a una atmoésfera de hidrégeno durante 16 horas. Luego de purgar el tanque
de reaccién con argd, la mezcla se filtré a través de papel Whatman #3 y el
filtrado se evapor6é para dar el intermedio del titulo que se empleé sin

purificacién adicional.
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Preparacién de intermedio: éster etilico de éacido rrans-(4S)-4-amino-6-
(tritilcarbamoil)hex-2-enoico (AA1)

Intermedio Z1 (preparado de acuerdo con Dragovich, y colegas, J.
Med. Chem. 1998, 41, 2806) (0.177 g, 0.326 mmol, 1 equiv) se agitd
durante 2 horas en una solucién de HCI en 1.4-dioxano (2.0 M, 8 mL).
Seguidamente se evaporaron los voldtiles para proporcionar el intermedio
del titulo que se usd sin purificacién adicional.

Preparacién de intermedio: éster etflico de acido trans<(2'S,4S5)-4-(3'-
fluorofenil)-2'-[2™-ox0-3"-[2"-0x0-3"(2",2™ 2" -trifluoroacetilamino)-

2™H-piridin-1"-il]propionilamino}-6<(tritilcarbamoil)hex-2-enoico (I13)

Intermedios W2 y AAl (preparados como anteriormente) se
combinaron en CHyCl; (5 mL) y se enfriaron en baflo helado.
Consecitivamente se agregaron HOBt (0.049 g, 0.36 mmol, 1.1 equiv), -
iPrsNet (0.171 mL, 0.982 mmol, 3 equiv) y EDC (0.063 g, 0.33mmol, 1
equiv). La mezcla de reaccién se dej6 calentar a 23° C de un dia para otro,
luego se diluy6 con EtOAc (200 mL) y se lavd con KHSO, al 5% y y
salmuera (50 mL cada uno). La fase orgdnica se sec6 sobre MgSO; v se
evapord. Se purificéd el residuo mediante cromatografia de columna de
destello (44% EtOAc en hexanos) para proporcionar el intermedio del titulo
(0.138 g, 53%)‘: 'HNMR (CDCh) & 1.30 (t, 3H, J=7.1), 1.70-1.84 (m, 1H),
1.85-1.99 (m, 1H),2.26-2.34(m, 2H), 3.01-3.10 (m, 1H), 4.19 (q, 2H,
J=7.1), 4.46-4.56 (m, 1H), 5.42-5.49 (m, 1H), 5.63 (dd, 1H, J=15.7,1.6),
6.18 (t, 1H, J=1.3), 6.62-6.7]1 (m, 2H), 6.88-6.96 (m, 2H), 7.00-7.06 (m,
2H), 7.10-7.34 (m, 17H), 8.25 (dd, lH,. J= 1.3,1.6), 9.02 (s, 1H); anal.
CaaHaoFiN4Og: C, H, N. ' '

Preparacion de Producto J2 (Compuesto 24)
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Intermedio I3 precedente (0.112 g, 0.141 mmol, 1 equiv) y |
triisopropilsilano (0.086 mL. 0.420 ‘mmol, 3 equiv) se combinaron en

CH,Cl; (4 mL). Se adiciond TFA (2 mL). Luego de agitar 30 minutos, se

afladié CCl (4 mL) y se evaporaron los voldtiles El residuo se purificé
mediante cromatografia de columna de destello (5% CH3;0H en CHCl,)

para proporcionar el producto deseado (0.078 g, 100%) como un polvo

amorfo de color habano: 'H NMR (CDCl;) & 1.31 (t, 3H, J=7.1), 1.75-1.96

(m, 2H), 2.13-2.30 (m, 2H), 3.12 (dd, 1H, J =13.7,7.5), 3.46 (dd, 1H, J
=13.7,8.5), 4.20 (d, 2H, J =7.1), 4.45-4.55 (m, 1H), 4.63 (dd, 1H, J =
15.7,1.6), 5.66-5.71 (m, 1H), 5.92 (s, 1H), 6.28 (s, 1H), 6.37 (t, 1H, J=7.3),

6.67 (dd, 1H, J = 15.7,5.7), 6.92-7.00(mn, 2H), 7.09-7.17 (m, 2H), 7.54 (dd,

1H, J=7.3,1.6), 7.60 (d, 1H, J=7.5), 8.34 (dd, 1H, J=7.3,1.6),9.04 (s, 1H);

anal. CpsHsF4N4O61.25H,0: C, H, N.

EJEMPLO 24

Preparacién de Compuesto 25: éster etilico de dcido trans-(2'S,3"™S,45)-4-
(3'-(4"-fluorofenil)-2'- {3"-[(5""-metilisoxazol-3™-carbonil)amino]-2"-oxo-
2" H-piridin-1"-il} propionilamino)-5-(2™-oxopirrolidin-3"-il)pent-2-

enoico

- - 0
NM
HC—( | NQ\E)‘LH 2 CO,E
0-N 0 "\©\

- F
ol !

El compuesto del titulo se prepar6 a partir de F2 (Ejemplo 19) en una forma
andloga a la descrita para 1a conversion de U2 en I3 en Ejemplo 23
utilizando intermedio Y: IR (cm™) 3331, 1690, 1590, 1531, 1455; '"H NMR
(CDCls) & 1.30 (t, 3H, J=7.0), 1.45-1.55 (m, 1H), 1.64-1.75 (m, 1H), 2.03-
2.31 (m, 3H), 2.49 (s, 3H), 3.10 (dd, 1H, J=13.7,7.9), 3.20-3.46 (m, 3H),

4.20 (q, 2H, J=7.0), 4.36-4.47 (m, 1H), 5.67 (dd, 1H, J=15.7,1.4), 5.85-
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5.92 (m, 1H), 6.29 (t, 1H, J=7.2), 6.45 (s, 1H), 6.70 (dd, 1H, J=15.7,5.7),

6.6 (s, 1H), 6.90-6.97 (m, 2H), 7.10-7.16 (m, 2H), 7.60 (dd, 1H, J=7.2,1.6),
8.37 (dd, 1H,J=7.2,1.6), 8.51 (d, 1H, J=6.6), 9.47 (s, LH).

EJEMPLO 25
Preparaciéon de Compuesto 26: éster etilico de dcido frans-(2'S,3"S,4.5)-4-

(2'- {3"{(5"-metilisoxazolm-3"-carbonil)amino)-2"-ox0-2"H-piridin-1"-

it} butirilamino)-5-(2"'-oxopirrilidin-3™-il)pent-2-enoico (R3)

H,CMHQJ &

o—-N-

Preparacién de intermedio: éster fert-butilico de &cido 4cido (2R)-2-
triflurometanosulfonil-oxibutirico (U3)

T3 (0.575 g, 0.359 mmol, 1 equiv) disponible en el comercio se
disolvié en CH,Cl; (25 mL) y se enfrid en un bafio helado. Se afiadieron
2 6-lutidina (0 836 mLh 3 .0 718 mmol, 2 equiv) y anhidrido
trifluorometanosulfénico (1 15 ;nL 6.84 mmol 1.9 equiv) y la mezcla de
reaccion se agito 30 minutos. Seguidamente se diluyé con MTBE (400
mL), se lavd ;:on una mezcla de salmuera y IN HCI (2:1, 100 mL) y
salmuera (100 mL), se sec6 sobre Na,SO, y se evaborb para proporcionar el

intermedio del titulo que se usé sin purificacion adicional.

Preparacion de intermedio: éster ferr-butilico de (25)-2-{3'-[5-
metilisoxazol-3"-carbonil)amino]-2'-oxo0-2'H-piridin-1'-il } butirico (V3)
Intermedio F2 precedente (0.200 g, 0.912 mmol, 1.1 equiv) se

suspendié en THF (6 mL). Se agregd en una porcién hidruro de sodio
(dispersién al 60% en aceite mineral, 0.0332 g, 0.830 mmol, 1 equiv).
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Luego de agitar 30 minutos, se afiadié gota a gota una solucidn de
intermedio U3 (0.830 g, 1 equiv, basado en T3) en THF (7 mL). La mezcla
resultante se agité 2 horas, luego se diluyd con EtOAc (200 mL) y se lavd
con salmuera (2x50 mL). La fase orgénica se secd sobre MgSO, y se
evapord. Se purificé el residuo mediante cromatogmﬂa.l de columna de
destello (25% EtOAc en hexanos) para proporcionar el intermedio del titulo
(0.178 g, 59%) como un aceite: R=0.30 (25% EtOAc en hexanos); IR (cm’
") 3331, 1731, 1690, 1649, 1602, 1531; '"H NMR (CDCl;) 8 0.93 (t, 3H,
J=1.3), 1.45 (s, 9H), 1.83-2.01 (m, 1H), 2.17-2.31 (m, 1H), 2.50 (s, 3H),
5.44-5.51 (m, 1H), 6.32 (t, 1H, J=7.2), 648 (s, 1H), 7.10 (dd, 1H,
J=1.2,1.8), 8.45 (dd, 1H, J=7.2,1.8), 9.64 (s, 1H); anal. C;3H3N;0s: C, H,
N.

Preparacién de intermedio: 4cido (2S5)-2-{3'-[(5"-metilisoxazol-3"-
carbonilo)amino}-2-oxo-2'H-piridin-1'-il } butirico (W3)

Intermedio V3 precedente (0.413 g, 0.397 mmol, 1 equiv) se agitd
dutante 1 hora en una solucién de TFA (2 mL) en CH,Cl;, (3 mL). Los
volitiles se evaporaron. El residuo se supendi6 en tolueno (10 mL) y se

concentrd hasta la sequedad, proporcionando el intermedio del titulo que se
empled sin purificacién adicional.

Preparacién de intermedio: éster etilico de édcido trans-(3'S,4S)-4-amino-5-
(2-oxopirrolidin-3'-il)pent-2-enoico (Y2)

Intermedio X2 (0.130 g, 0.398 mmol, 1 equiv), preparado de acuerdo
con el método revelado en la Solicitud co-pendiente de Patente de los
Estados Unidos No. 60/150,358, presentada el 24 de agosto de 1999, se
agitd durantec 30 minutos en una solucién de TFA (2 mL) en CH,Cl, (3
mL). Los volitiles se evaporaron. El residuo se supendié en tolueno (10
mL) y se concentré hasta 1a sequedad, proporcionando el intermedio del
titulo que se empleé sin purificacién adicional.
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Preparacién de Producto R3 (Compuesto 26)

Intermedios W3 y Y2 (como se prepararon anteriormente) se¢ combinaron
en CH;Cl; (7 mL) y se enfriaron en un bafio helado. Consecutivamente se
agregaron HOBt (0.064 g, 0.47 mmol, 1.2 equiv), iPr;NEt (0.484 mL, 2.78
mmol, 7 equiv) y EDC (0.084 g, 0.44mmol, 1.1 equiv). La mezcla de
reaccion se dejo calentar a 23° C de un dia para otro, luego se diluy6 con
EtOAc (500 mL) y se lavd con KHSO4 al 5% (3:1, 80 mL), se semisaturd
en NaHCO; (3:1, 80 mL) y salmuera (100 mL cada una). La fase organica
se secO sobre MgSO, y se evaporo ( elucion de gradiente, 2—3 CH30H en
CH.Cl;) para proporcionar el intermedio del titulo (0.119 g, 58%) como una
espuma blanca: IR (cm™) 3331, 1684, 1649, 1590, 1531, 'H NMR (CDCl;)
8092 (t, 1H, J=7.3), 1.29 (t, 1H, J=7.1), 1.47-1.58 (m, 1H), 1.62-1,77 (m,
1H), 1.82-2.00 (m, 1H), 2.08-2.33 (m, 4H), 2.49 (s, 3H), 3.25-3.42 (m, 2H),
4.19 (q, 2H, J=7.1), 4.39-4.50 (m, 1), 5.73 (dd, 1H, J=8.8,6.8), 5.97 (dd,
1H, J=15.7,1.4), 6.34 (t, 1H, J=7.2), 6.46 (s, 1H), 6.86 (dd, 1H, J=15.7,5.9
), 7.18 (s, 1H), 7.59 (dd, 1H, J=7.2,18), 842 (dd, 1H, J=7.2,1.8),
8.58,8.62 (m, 1H), 9.56 (s, 1); anal. CzsHyNsOrH;0: C, H, N.

EJEMPLO 26

Preparaciéon de una mezcla 1:1 de Compuesto 27: éster etilico de &cido
trans-(2'S,2"S,4.5)-6-carbamoil-4-(2'-{2"-ox0-3"-[ (tetrahidrofurano-2"-
carbonil)amino]-2"H-piridin-1"-il} -3'-fenilopropionilamino)hex-2-encico  y
Compuesto 28: éster etilico de &cido tram—(2'S,2"R,4.S‘)-é-carbamoil-4-(2'-
{2"-0x0-3"-[(tetrahidrofurano-2"-carbonil)amino}-2"H-piridin-1"-il}-3'-

fenilopropionilamino)hex-2-enoico

130



. NHz NH,
O = 0 '
i o ] = o]
u N\)L = COE O')LH N\g)j‘\ =
o] o X

Los compuestos del titulo se prepararon a partir de 11 (Ejemplo 5) por
un proceso anédlogo al descrito en Ejemplo 5 para la conversién de I1 en
producto J1 utilizando intermedio cloruro de tetrahidrofurano-2-carbonilo
(racémico, Aldrich), segin lo apropiado: IR (cm™) 3344, 1646, 1519, 1178,
'H NMR (CDCl) 8 1.34 (t, 3H, /=7.2), 1.72-1.82 (m, 1H), 1.95-2.04 (m,
2H), 2.16-2.23 (m, 2H), 2.32-2.43 (m, 1H), 3.18-3.27 (m, 1H), 3.51-3.60
(m, 5H), 3.93-4.00 (m, 1H), 4.05-4.12 (m, 1H), 4.22 (q, 2H, J=7.20), 4.46-
455 (m, 2H), 5.54,5.69 (m, 2H), 6.34-641 (m, 2H), 6.68 (dd, 1H,
J=15.6,54 ), 6.86-6.93 (m, 1H), 7.17-7.41 (m, SH), 8.42-8.45 (m, 1H),
9.37 (d, 1H, J=10.2); anal. C,3H34sN4051.5TFA: C, H, N.

EJEMPLO 27
Preparacion de Compuesto 29: éster ciclopentflico de é4cido trans-
(2'5,3"°5,485)-4-(2-{3"-[(5"-cloroisoxazol-3™-carbonilJamino]-2"-0x0-2"H-
piridin-1"-il} butirilamino)-5-(2™-oxopirroldin-3™-il)pent-2-encico (R4)

)
NH
L LR
N P
ci /_I N : N I \D
“SCHy

Preparacién de intermedio: éster tert-butflico de é4cido (2S)-2-{3-[(5"-
cloroisoxazol-3"-carbonil)amino]-2'-oxo-2'H-piridin-1"il} butirico (V4)
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Intermedio F3 precedente (0.781 g, 3.26 mmol, 1.1 equiv) se
suspendié6 en THF (10 mL). Se afiadié en una porcién hidruro de sodio
(dispersién al 60% en aceite mineral, 0.119 g 2.98 mmol, 1 equiv).
Después de agitar 30 minutos, [se agregé) con una jeringa una solucién de .
intermedio U3 (2.96 mmol, 1 equiv, basado en T3) en THF (15 mL). La
mezcla resultante se agité durante 2 horas, luego se diluyé con EtOAc (500
mL) y se lavd con salmuera (2 x 100 mL). La fase orgénica se seco sobre
MgSQ4 y se evapord. El residuo se purific6 mediante cromatografia de
columna de destello (20% FEtOAc en hexanos) para proporcionar el
intermedio del titulo (0.834 g, 74%): R/=0.33 (20% EtOAc en hexanos), IR
(cm™) 3334, 1732, 1694, 1650, 1603, 1537; '"H NMR (CDCls) § 0.93 (t, 3H,
J=1.4), 1.46 (s, 9H), 1.85-2.00 (m, 1H), 2.17-2.32 (m, 1H), 5.44-5.50 (m,
1H), 6.33 (t, 1H, J=1.3), 6.68 (s, 1H), 7.12 (dd, 1H, J=7.3,1.7), 8.43 (dd,
1H, J=7.3,1.7), 9.61 (s, 1H), anal. C;7H3oCIN3Os: C, H, N.

Preparacion de intermedio: dcido  (25)-2-{3'-[(5"-cloroisoxazol-3"-
carbonil)amino]-2'-oxo0-2'H-piridin-1'-il} butirico (W4)

Intermedio V4 precedente (0.544 g, 1.42 mmol, 1 equiv) se agitd
durante 1 hora en una mezcla de TFA (9 mL) en CH,Ch (9 mL). Los
voldtiles se evaporaron. El residuo se suspendié en CCly y se concentrd
hasta la sequedad (2 x 10 mL), proporcionando el intermedio del titulo que
se utilizd sin purificacién adicional.

Preparacién de intermedio: éster ciclopentilico de dcido rrams<(3'S,45)4-
tert-butoxicarbonilamino-5-[1'(2",4"-dimetoxibencil)}-2’-oxopirrolidin-3'-
il]pent-2-enoico (X3)

Intermedio K1 (preparado de acuerdo con Dragovich, y colegas, J.
Med. Chem. 1999, 42, 1213)- (2.00 g, 4.90 mmol, 1 equiv) y periodinano
(2.30 g, 5.38 mmol, 1.1 equiv) disponible en el comercio se combinaron en
CH.Cl; (50 mL) y se agitaron 2 horas. El solvente se evapord y el residuo
se suspendié y luego se evapard a de tolueno (2 x 25 mL) El residuo se

disolvio THF (100 ml). Se afladid éster ciclopentilico de 4cido
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(trifenilo-P’-fosfaniliden)acético (prepardo en upa manera aniloga a la
descrita en Baldwin, y colegas, J. Org, Chem., 1971, 36, 1441 (2.28 g, 5.87
mmol, 1.2 equiv). La mezcla de reaccion se calent6 a reflujo durante 100
minuto, s¢ dejé enfriar, se diluyé con EtOAc (300 mL) y se lavd con una
mezcla de salmuera y NaHCO; (1:1, 100 mL). La fase orgénica se sec6
sobre MgSQy y se evapord. El residuo se purificé mediante cromatografia
de columna de destello (elucion de gradiente, 44—50% EtOAc en hexanos)
para proporcionar el intermgdi_o del titulo (1.58 g, 62%) como una espuma:
IR (cm™) 3307, 1708, 1678, 1508; 'H NMR (CDCl,) & 1.43 (s, 9H), 1.50-
1.93 (m, 10H), 1.97-2.08 (m, 1H), 2.21-2.23 (m, 1H), 2.48-2.60 (m, 1H),
3.17-3.23 (m, 2H), 3.80 (s, 6H), 4.26-4.40 (m, H1), 4.41 (s, 2H), 5.18-5.24
(m, 1H), 5.92 (dd, 1H, J=15.6,1.6 ), 6.41-6.47 (m, 2H), 6.82 (dd, 1H,
J=15.6,5.2), 7.08-7.13 (m, 1H); anal. CsHsgN,020.75H,0: C, H, N.

Preparacién de Intermedio: éster ciclopentilico de dcido frans-(3'S,4S)-4-
tert-butoxicarbonilamino-5-[2'-oxopirrolidin-3'-il|pent-2-enocico (X4)
Intermedio X3 precedente (1.54 g, 2.98 mmol, 1 equiv) se disolvié en
una mezcla de HO (§ mL) y CHCl; (50 mL). Se adicioné DDQ (0.947 g,
4.17 mmol, 1.4 equiv) y la mezcla de reaccifion se calenté en un bafio de

aceite a 60° C durante 1'4 horas. Se afiadié méds DDQ (0.90 g, 3.96 mmol,

1.3 equiv) y se continud calentando durante 2 horas méds. Después de
enfriar a 23° C; la mezcla de reaccion se diluyd con CH,Cl, (600 mL) y se
lavé con una mezcla de salmuera y KHSO, al 10% (1:1, 150 mL) y.una
mezcla de salmuera y NaHCO; (2 x 200 mL). La capa orgénica se sec6
sobre MgSQ, y se evapord. El residuo se purificé mediante cromatografia
de columna de destello (elucién de gradiente, 253 CHJOH en CH,Cl,) para
proporcionar el intermedio del titulo (0.850 g, 78%) en forma de espuma de
color habano: IR (cm™) 3305, 1698, 1522, 1279, 1165; 'H NMR (CDCly) &
1.44 (s, 9H), 1.52-2.05 (m, 1H), 2.38-2.54 (m, 2H), 3.29-3.40 (m, 2H),
4.29-4.41 (m, 1H), 5.17-5.27 (m, 2H), 5.93 (dd, 1H, J=15.7,1.6), 5.96-6.40
(m, 1H),6.82 (dd, 1H, /=15.7,5.3); anal. C,9H3N;05.0.30H;0: C, H, N.
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Preparacion de Intermedio: éster ciclopentflico de 4cido trans-(3'S,45)4-
amino-5-(2'-oxo-pirfolidin=3"il)pent-2-enoico (Y3)

Intermedio X4 (0.522 g, 1.42 mmol, 1 equiv) se agit6 durante 40
minutos en una solucién de TFA (7 mL) en CH;Cl; (10 mL). Los volétiles
se evaporaron. El residuo se suspendié en CCl, y se concentré hasta la
sequedad (2 x 20 mL) proporcionando el intermedio detl titulo que se utilizd
sin purificacién adicional.

Preparacion de Producto R4 (Compuesto 29)

Intermedios W4 y Y3 (preparados com anteriormente) se combinaron
en CH;Cl; (25 mL) y se calentaron en un bafio helado. Se afiadieron
consecutivamente HOBt (0.269 g, 1.99 mmol, 1.4. equiv), iPr;NEt (1.74
mL, 9.99 mmol, 7 equiv) y EDC. (0.341 g, 0.1.78 mmol, 1.25 equiv). La
mezcla de reaccién se dej6é calentar a 23° C durante el fin de semana.
Luego se disolvié con EtOAc (500 mL) y se lavd con una mezcla de
salmuera y KHSOy4 al 10% (1:1, 100 mL) y salmuera (100 mL). La fase
orgdnica se¢ secO sobre Na,SO, y se evapord. El residuo se purificé
mediante cromatografia de columna de destello (2% CH;OH en CH,Cl;)
para proporcionar el intermedio (0.590 g, 72%): IR (cm™) 3295, 1690
1649, 1590, 1531, 'H NMR (CDCl;) 6 0.92 (t, 3H, J=7.3), 1.50-2.02 (m,
10H), 2.11-2.37 (m, 4H), 3.25-3.44 (m, 2H), 3.64-3.74 (m, 1H), 4.41-4.52
(m, 1H), 5.18-524 (m, 1H), 5.69 (dd, 1H, J=9.0,6.6), 594 (dd, 1H,
J=15.6,1.4), 6.36 (1, 1H, J=7.3), 6.67 (s, 1H), 6.82 (dd, 1H, J=15.6,59 ),
7.15 (s, 1H), 7.58 (dd, 1H, J—7317) 842(dd 1H, J=7.3,1.7), 8.49 (m,
1H), 9.52 (s,1); anal. szHnCINsO'ro SOH;O C,H,N.

EJEMPLO 28
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Preparacién de Compuesto 30: éster etllico de dcido trans-(2'S,4S)-6-
carbamoil-4-(2'- {3"-[(5"-cloroisoxazol-3"-carbonil)amino]-2"-oxo-2"H-

piridin-1"-il}-3'-fenilpropionilamino)hex-2-enoico
' Os_NHy . ' _ :
ca—Z o N N\_)LH A coe '
P—N 0 -\© .

Preparacion de intermedio: {1'[1"-bencil-4"(tert-
butildimetilsilaniloxiymetil)-2"-oxo0-6"-(tritilcarboil)hexil}-2"-oxo-1',2'-
dihidropiridin-3'-y1 }amida de 4cido (1'S,4"S)-5-cloroisoxazol-3-carboxilico

A una solucién de 4cido S5-cloroisoxazol-3-carboxilico (Ejemplo 22,
0.253 g, 1.71 mmol, 2.0 equiv) en CHCL; (21 mL) se adicioné SOCI; (9
mL). La mezcla de reaccién se calenté a reflujo durante 26 horas. Los
volitiles se retiraron bajo presién reducida para dar cloruro crudo de 5-
cloroisoxazol-3-carbonilo.

Una muestra de 10% Pd en C (0.070 g) se afiadié a una solucién de
{1'[1"-bencil-4"-(ters-butildimetilsilaniloxi-metil)-2"-0x0-6"-
(tritilcarbamoil)hexil}-2'-oxo-1',2'-dihidropiridin-3'-il}amida de  4cido
('S 4”S)-5-cloroisoxazol-3-carboxilico (Ejemplo 1, 0.74 g, 0.855 mmol, 1
equiv) en EtOAc (15 mL). La mezcla de reaccién se agité a temperatura
ambiente bajo atmésfera de H, (balon) durante 4 horas y luego se filtré a
través de celita. El filtrado se concentrd bajo presion reducida. El residuo
se disolvi6 THF (15 mlL), se enfrié a 0°C y se agregaron consecutivamente
cloruro de 5-cloroisoxazol-3-carbonilo (1.71 mmol, 2.0 equiv) y NMM
(0.188 mL, 1.71 mmol 2.0 equiv). La mezcla resultante se agité a 0°C
durante 1hora, en seguida porcioné entre agua (100 mL) y EtOAc (2 x 100
mL). Las capas orgéinicas se secaron sobre Na;SO; y se concentraron. El

residuo se purificé mediante cromatografia de columna de destello (35%
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EtOAc en hexanos) para proporcionar el intermedio del titulo (0.666 g.
90%): IR (cm™ 3332, 1684, 1531; '"H NMR (CDCl5) 8 0.01 (S, 6H), 0.86 (S,
9H), 1.60-1.71 (m, 1H), 1.80-1.83 (m, 1H), 2.12-2.16 (m, 2H), 3.16-3.23
(m,1H), 3.36-3.41 (m,1H), 3.47-3.55 (m, 2H), 3.81-3.90 (m, 1H), 5.64-5.70
(m, 1H), 6.26 (t, 1H, J=7.2), 6.47 (d, 1H, J=8.7), 6.70 (s, 1H), 7.02 (s, br.
lHj, 7.17-7.33 (m, 20H), 7.37 (d, 1H, J=7.2), 8.40 (d, /=7.8), 9.56 (s, br.
1H).

Preparacién de Compuesto 30

" El intermedio precedente se convirtié en compuesto 30 por un
proceso que era anflogo al descrito en Ejemplo 7 para la conversién de
intermedio C1 en compuesto 7: mp =163-165° C; IR (em™) 3335, 1648,
1533, 1179; 'H NMR (CDCl5)5 0.34 (t, 3H, J=7.2) 1.76-1.86 (m, 1H), 1.94-
2.00 (m, 1H), 2.23 (t, 2H, J=6.9), 3.20-3.27 m, 1H), 3.35-3.42 (m, 2H),
3.51-3.58 (m, 1H), 4.22 (q, 2H, J=7.2), 4.52-4.57 (m, 1H), 5.69 (dd, 1H,J
=15.6, 1.5) 6.70 (s, br. 1H), 6.14 (s, br. 1H), 6.32 (s, br. 1H), 6.39 (t, 1H, J
=72) 6.69 (dd, 1H, J=15.6, 5.4) 7.21-7.33 (m, 4H), 747 (d, 1H, J=1.2),
8.44 (d, 1H, J=7.5), 9.47 (s, br. 1H); anal. CyHCINsO»0.6H;0: C, H, N.

EJEMPLO 29
Preparacién de Compuesto 31: éster etilico de acido trans-(2'S,3""S,4S5)-4-
(2-{3"[(5"-metil-isoxazol-3"-carbonil)amino]-2"-ox0-2"H-piridin-1"-
il} pent-4'-inoil-amino)-5-(2""-oxopirrolidin-3""-il)pent-2-enoico

ON—NH |
HsC¢—” | N "\é/lLu /co,F.: '
o- \\\ | |

O—N
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El compuesto del titulo se preparé de D-propargilalanina por un
proceso andlogo al descrito en Ejemplo 22 para la conversién de D-(4-
fluorofenilalanina) en producto R2 utilizando intermedios F2 y Y2 y una
desproteccién alterna del intermedio correspondiente a V1 (Lil -en piridina)
segin lo apropiado: IR (cm™) 3295, 1684, 1649, 1596, 1531; '"H NMR
(CDCly) 8 1.27 (t, 3H, J=17.1), 1.52-1.62 (m, |H), 1.64-1.80 (m, 1H), 2.04
(t, 1H, J=2.6), 2.08-2.38 (m, 3H), 2.49 (s, 3H), 2.91 (ddd, 1H, J=17.0, 8.4,
2.6), 3.01 (ddd, 1H, J=17.0, 6.8, 2.6), 3.22-3.39 (m, 2H), 4.18 (q, 2H,
J=1.1), 4.44-4 55 (m, 1H), 5.71-5.78 (m, 1H), 6.03 (dd, 1H, J=15.6, 1.5),
6.32 (t, 1H, J=17.2), 6.46 (s, 1H), 6.85 (dd, 1H, J=15.6, 5.4) 6.89 (s, 1H),
7.49 (dd, 1H, J=7.2, 1.7), 8.41 (dd, 1H, J=7.2, 1.7), 8.68 (d, IH,.J=6.8),
9.52 (s, 1H); anal. C;gH9NsO»0.75H,;0: C, H, N.

EJEMPLO 30
Preparacién de Compuesto 32: éster 2,2-dimetilpropflico de écido trans-
(2'S,3™S,45)-4-(2'-§3"-[(5"-metilisoxazol-3"-carbonil)amino]-2"-oxo-2"H-
piridin-1"-il }-pent-4"-inoilamino)-5-(2™-oxopirrolidin-3""-il)pent-2-enoico

0
NH
O &
we—Z 7 N N\HL” N 60iCHBu
o i :
N

0—-N

El compuesto del titulo se prepar6 de D-propargilalanina por un proceso
-andlogo al descrito en Ejemplo 22 para la conversion de D-
(4fluorofenilalanina) en producto R2 utilizando intermedios F2 y éster 2,2-
dimetilpropilico de A&cido trans-(3'S,4S)4-fert-butoxicarbonilamino-542'-
oxopirrolidin-3'-il)pent-2-enoico (preparado de K1 en una manera similar a
la descrita para la preparacion de X4 en Ejemplo 27) y una desproteccién
altema del intermedio correspondiente a V1 (Lil piridina), segin lo
apropiado: IR (cm™) 3295, 1690, 1649, 1596, 1531; 'H NMR (CDCl;) &
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0.95 (S, SH), 1.54-1.80 (m, 2H), 2.05 (t, 1H, J=2.6), 2.10-2.39 (m, 3H),
2.49 (s, 3H), 2.91 (ddd, 1H, J=17.0, 8.2, 2.6), 3.01 (ddd, 1H, J=17.0, 6.8,
2.6), 3.22-3.38 (m, 2H), 3.82 (s, 2H), 4.45-4.56 (m, 1H), 5.72-5.79 (m, 1H),
6.06 (dd, 1H, J=15.7, 1.5), 6.33 (t, 1H, J=7.2), 6.46 (s, 1H), 6.86 (dd, 1H, _
J=15.1, 5.4), 6.93 (s, 1H), 7.51 (dd, 1H, J=7.2, 1.7), 8.41 (dd, 1H, J=7.2,
1.7), 8.69 (d, 1H, J=6.6), 9.52 (s, 1H); anal. CzoH3sNsO#0.25H;:0:C, H, N.

EJEMPLO 31
Preparacién de Compuesto 33: éster etilico de dcido trans-(2'S,3™S,4S5)-4-
(3'(3",4"difluorofenil)-2'- { 3"-[(5™-metilisoxazol-3""-carbonil)amino]-2"-
oxo-2"H-piridin-1"-i } propionilamino)-5-(2™-oxopirrolidin-3™-il)pent-2-
enoico '

Ot

Hac_g)?\ H@Ej\ﬂ&%ﬂ

F

El compuesto del titulo se preparé por un método anélogo al descrito
en el Ejemplo 19 para la preparacion de intermedio especifico R1 utilizando
dcido (2R)-3-(3',4'-difluorofenil)-2-hidroxipropidnico (sintetizado a partir
de écido (2R)-2-fert-butoxicarbonilamino-3-(3',4"-difluorofenil)propiénico
en analogfa con Ia preparacién de intermedio S1 descrito en el Ejemplo 22)
y trietitfosfonoacetato segin lo apropiado: IR (cm™) 3331, 1690, 1649,
1596, 1531, 1455, 1278, 'H NMR (CDCl;) § 1.30 (t, 3H, J=7.1), 1.44-1.54
(m, 1H), 1.63-1.78 (m, 1H), 2.08-2.29 (m, 3H), 2.49 (d, 3H, J=0.9), 3.05
(dd, 1H, J=13.6, 7.5), 3.10—3.42 (m, 3H), 4.19 (dq, 2H, J=7.1, 1.7), 4.34-
4.45 (m, 1H), 5.64 (dd, 1H, J=15.7, 1.4), 6.00 (t, 1H, J=7.8), 6.32 (1, 1H,
J=1.3), 6.45 (s, 1H), 6.71 (dd, 1H, J=15.7, 5.6), 6.86-6.91 (m, 1H) 6.98-
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7.08 (m; 2H), 7.15 (s, 1H), 7.68 (dd, 1H, J=7.3, 1.7), 8.39 (dd, 1H, J= 7.3,
1.7), 8.65, (d, 1H, J=6.8), 9.46 (s, 1H); Anal. C3H3F;NsOx: C, H, N.

EJEMPLO 32
Préparacién de Compuesto 34: éster fert-Butflico de A4cido ‘frams-
(2'S,3™S,45)-4~(2"-{3"-[ 5™-metilisoxazol-3"-carbonil)amino]-2"-0x0-2"H-
piridin-1"-il }butirilamino)-5«(2™-oxopirrolidin-3™-il)pent-2-enoico

)
NH
0 o
H,c-(YLu N\_)LH CO,lBu
o-N o =""c|-|,

El compuesto del titulo se prepard por un método andlogo descrito
para la sintesis de compuesto R3 en el Ejemplo 25: IR (em™) 3331, 3295,
1690, 1649, 1590, 1531, 1455, 1155; 'NMR (CDCls) 5 0.93 (t, 3H, J=1.3),
1.40-1.60 (m, 1H), 1.49 (s, 9H), 1.62-1.78 (m, lH),. 1.87-2.02 (m, 1H),
2.09-2.36 (m, 4H), 2.50 (s, 3H), 3.26-3.43 (m, 2H), 4.39-4.50 (m, 1H), 5.78
(dd, 1H,/=8.9,6.7), 5.89 (dd, 1H,J=15.7,1.3), 6.35 (t, 1H, /= 7.3), 6.47
(s, 1H), 6.76 (dd, 1H, J = 15.7, 5.9), 7.33 (s, 1H), 7.64 (dd, 1H, J =17.3,
1.8), 8.43 (dd, 1H, J = 7.3, 1.8), 8.59 (d, 1H, J = 6.8 ), 9.57 (s, 1H); anal.
C7HisNsO»0.5H,0: C, H, N.

EJEMPLO 33
Preparacién de Compuesto 35. dcido frans«(2'S,3™S4S)4-(2-{3"-[(5"-
metilisoxazol-3"-carbonil)amino]-2"-oxo0-2"H-piridin-1"-il} butirilamino)-5-

(2""-oxopirrolidin-3""-il)pent-2-enoico
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El compuesto se prepar del compuesto 34 mediante desproteccion
dcida de la mitad de éster rerr-butilico presente en este componente
(siguiendo los procedimientos estindar de la literatura): IR (cm™) 33.19,
1678, 1643, 1590, 1531; 'H NMR (CDCls) 8 0.89 (t, 3H, J=7.2), 1.61-1.99
(m, 3H), 2.08-2.32 (m, 3H), 2.40-2.54 (m, 1H), 2.49 (s, 3H), 3.25-3.41 (m,
2H), 4.58-4.69 (m, 1H), 5.56-5.64 (m, 1H), 598 (d, 1H, J = i5.6), 6.21 (br,
1H), 6.37 (t, 1H, J = 7.3), 6.47 ( s, 1H), 6.96 (dd, 1H, J = 15.6, 6.6), 7.50
(dd, 1H, J = 7.3, 1.6), 7.52 (s, 1H), 8.26 (d, 1H, J=7.7), 8.44 (dd, 1H,J =
7.3, 1.6), 8.62 (s, 1H); anal. C33H37Ns0-0.75H,0: C, H, N.

EJEMPLO 34
Preparacion de Compuesto 36: éster etilico de dcido trans<(3'S,45)4-[(6-
benciloxicarbonilamino-5'-oxo-1',2',3',5'-tetrahidroindolizin-3'-
carbonil)amino}-6-carbamoilhex-2-enoico

o ‘ - Oa - NH2 -
o
@/\O u%ﬂ P~ COEL

Preparacién de Intermedio: 6-but-3-enil-2-hidroxinicotinonitrilo (al)
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Litio de n-butilo (100 mL de una solucién 1.6 M en hexanos, 160
mmol, 2.5 equiv) se adicion6 via cénula durante 10 minutos a una solucién
de diisopropilamina (22.4 mL, 160 mmol, 2.5 equiv) en THF (600 mL) a -
78° C. La soluci6n resultante de color amarillo pélido se agitd a — 78 °C

durante 5 minutos, luego se calent a 0° C por 5 minutos adicionales. Se .

agregd 2-hydroxi-6-metilnicotinonitrilo (8) (8.58 g, 64.0 mmol, 1 equiv)
como un sdlido en pequefias porciones durante 15 minutos y la solucidn
color anaranjado oscuro asi obtenidase aglté durante 1 hora a 0° C. A
continuacién se adicioné bromuro de alilo (8.31 mL, 96.0 mmol, 1.5 equiv)
y la mezcla de reaccién se calenté a 23 °C, se mantuvo a esa temperatura
por 30 minutos y se proporcioné entre 1.0 M HCI (300 Ml) y EtOAc (2 x
250 mL). Las capas orgAnicas combinadas se secaron sobre Na;SO, y se
concentraron. El sélido resultante de color anaranjado se triturd con Et,O
(100 mL) en ebullicién y posteriormente se enfri6 a 23° C, luego se filtr6 a
través de una frita mediana, se lavo con Et;O (2 x 50 mL) y se secd al aire

para dar al (6.42 g. 58%) como un sélido habano: mp = 122-125° C; IR

(pildora de KBr, cm™) 2223, 1654, '"H NMR (DMSO —ds) § 2.32-2.37 (m,
. 2H), 2.62 (t, 2H, J = 7.6), 4.96-5.06 (m, 2H), 5.69-5.83 (m, 1H), 6.23 (d,
H, J = 173), 803 (d, 1H, J = 73), 12.55 (s, br, 1H); anal
C1oH1oN20.0.10H,0: C, H, N.

- Preparacién de Intermedio: 6-but-3-enil-2-hidroxinicotinamida (b1)

Perdxido de hidrdgeno (30% en peso de solucion en agua, 45 mL) se
afiadié a una solucién de al (12.13 g, 70.2 mmol) en una mezcla de EtOH
(150 Ml) y NaOH acuoso al 10% (280 mL) a 23° C. La mezcla de reaccién
se calent a 50° C durante 18 horas, luego se enfri6 a 23° C y los volitiles
se retiraron bajo presién reducida. El residuo se acidificé con 12 M HCI
con un pH 2-3, y el precipitado resultante se filtrd, lavé con agua (2 x 50
ml.) y se sec al aire para proporcionar bl como un sélido amarillo (13.48
g, 100%): mp = 195-198° C; IR (cm™) 3329, 3134, 1688, 1642; 'H NMR
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(DMSO-d6) 5 2.31-2.38 (m, 2H), 2.64 (t, 2H, J =7.6), 4.96-5.05 (m, 2H),
5.71-5.84 (m, 1H), 6.29 (d, 1H J = 7.3), 7.45 (s, br, 1H), 8.21 (d, 1H, J =
7.3), 9.00 (s. br, 1E), 12.37 (s, br, 1H); anal. CicHN,0,0.15H,0: C, H,
N.

Preparaci6n de Intermedio: dcido 6-but-3-enil-2-hidroxinicotinico (c1)

Una solucién de bl (12.38 g, 70.1 mmol) en KOH acuoso al 10%
(350 M) se calentd a reflujo durante 20 horas y posteriormente se enfri6 a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccidn se acidificé6 con 12 M HCl
con un pH 2-3 y el precipitado resultante se filtrd, se lavd con agua (2 x 50
mL) y se sec6 bajo vacio para proporcionar ¢l como un sélido amarillo
(12.46 g, 92%): mp = 151-155° C; IR (cm™) 2905 (br), 1736, 1652; 'H
NMR (DMSO-d;) § 2.34-2.29 (m, 2H), 2.73 (t, 2H, J = 7.6), 4.96-5.08 (m,
2H), 5.72-5.85 (m, 1H), 6.56 (d, 1H, J =7.5), 8.28 (d, 1H, J=17.5), 13.26
(s, br, 1H), 14.64 (s, br, 1H); anal. C,oH,;NO;.0.10H;0: C, H, N.

Preparacion de Intermedio: éster bencilico de 4cido 6-but-3-enil-2-
hidroxipiridin-3-il)carbdmico (d1)

Trietilaruna (139 mL, 99.7 mmol, 2.0 equiv) y azida de
difenilfosforilo (16.1 mL, 74.7 mmol, 1.5 equiv) se agregaron
consecutivamente a una suspension de ¢l (9.63 g, 49.8 mmol, 1 equiv) en
1,4-dioxano (450 mL) a 23° C. La solucién resultante se calent6 a reflujo
durante 7% horas, lucgo se adicioné alcohol bencflico (10.3 mL, 99.5
mmol, 2.0 equiv) y el refluj se continué por 16 horas mis. La mezcla de
reaccién de color café oscuro se enfrié a 23° C y los volitiles se retiraron
bajo presion reducida. El aceite resultante de color café oscuro se porcion6
entre agua (300 mL) y EtOAc (2 x 250 mL) y la capas orgénicas
combinadas se secaron sobre Na,SO, y se concentraron. El sélido asi
obtenido se triturd con EL,O (150 mL) y se filtr6 a través de una frita
mediana, se lavd con Et;O (2 x 50 mL) y se seco al aire para dar d1 (7.34 g,
49%) como un sélido blancuzco: mp=179-180° C; IR (cm™) 3386, 1727,
1645, '"H NMR (CDCls) § 2.39-2.46 (m, 2H), 2.65 (t, 2H, J = 7.5), 4.97- '
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5.07 (m, 2H), 5.21 (s, 2H), 5.73-5.87 (m, 1H), 6.10 (d, 1H, J=17.5), 7.32-
7.44 (m, SH), 7.68 (s, br, 1H), 8.06 (s. br, 1H), 12.74 (s, br, 1H); anal.
C17H“N203: C, H, N.

Preparacién de Intermedio: éster bencilico de é#cido (6-but-3-enil-2-
metoxipiridin-3-il)carbdmico (el)

Tetrafluoroborato de trimetiloxoxnio (2.0 g, 13.5 mmol, 1.2 equiv) y
2,6-di-tert-butilpiridina (1.52 mL, 6.76 mmol, 0.6 equiv) se adicionaron a
una solucién de d1 (3.36 g, 11.26 mmol, 1 equiv) en CH,Cl, (80 mL) a 23°
C. La mezcla reaccibn se agité a esta temperatura durante 65 horas,
después se porcioné entre agua ( 2 x 50 mL) y CH.Cl, (2 X 200 mL) y las
capas organicas combinadas se secaron sobre Na;SO;4 y se concentraron. El
residuo se purificd mediante cromatografia de columna de destello (5%
EtOAc en hexanos) para producir el (3.19 g, 91%) como aceite incoloro: IR
(em™) 3432, 1733; 'H NMR (CDCL) & 2.42-2.49 (m, 2H), 2.73 (t, 2H, ] =
7.6), 3.96 (s, 3H), 4.94-5.07 (m, 2H), 5.20 (s, 2H), 5.80-5.94 (m, 1H), 6.71
(d, 1H, J=17.9), 7.11 (s, br, 1H), 7.32-7.43 (m, 5H), 8.16 (s, br, 1H); anal.
CisHoN205: C, H, N. '

Preparacién de Intermedio: éster bencilico de écido (3'R)-[6-3'.4-
dihidroxibutil)-2-metioxipiridin-3-il]carb4dmico (f1)

A una mezcla de 1:1 +-BuOH y agua (300mL) a 0° C se adiciond
(DHQD);AQN-(O.MB g, 0.164 mmol, 0.0]1 equiv), KsFe(CN)s (16.2 g, 49.2
mmol, 3 equiv), K2COs (6.8 g, 49.2 mmol, 3 equiv), dihidrato de osmato de
potasio (0.024 g, 0.066 mmol, 0.004 equiv) y luego el en t-BuOH (25 mL)
en forma consecutiva. La mezcla resultante se agitéa a 0° C durante 20
horas, a continuaci6n se calent6 a temperatura ambiente y se agregd Na;SO;
(30 g) cuidadosamente. La mezcla se agité durante 2 horas, luego se
retiraron los volitiles bajo presién reducida. El residuo se porcion6 entre
agua (200 mL) y EtOAc ( 3x 200 mL) y las capas orghnicas combinadas se
secaron sobre Na;SO, y se concentraron. El residuo se purificé mediante

cromatografia de columna de destello (CH;OH al 2% en CH,;Cl;) para
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proporcionar fl (5.57 gr, 98‘?6) como aceite de color amarillo palido: IR

(con™) 3427 (br), 1731; 'H NMR (CDCh) & 1.76-1.87 (m, 2H), 2.07-2.11
(m, 1H), 2.80-2.89 (m, 2H), 3.46-3.53 (m, 1H), 3.60-3.67 (m, 1H), 3.71-
3.77 (m, 1H), 3.96 (s, 3H), 4.64 (d, 1H, J=3.2), 5.21 (s, 2H), 6.76 (4, 1H, J .
= 7.8), 7.12 (s, br, 1H), 7.34-7.43 (m, SH), 8.22 (s, br, 1H); anal.
C1sH2N,0s: C, H, N.

Preparacion de Intermedio: éster bencilico de 4cido (3'R)-{6-[4'(fert-butil-
dimetil-silaniloxi)-3'-hidroxibutil]-2-metoxipiridin-3-il } carbdmico (g1)

Trietilamina (1.55 mL, 11.1 mmol, 2.5 equiv), cloruro de fert-
butildimetilsililo (1.07 g, 7.10 mmol, 1.6 equiv), y 4-dimetilaminopiridina
(0.025 g, 0.20 mmol, 0.45 equiv) se agregaron consecutivamente a una
solucién de f1 (1.54 g, 4.45 mmol, 1 equiv) en CH,Cl, (50 mL)a 23°C. La
mezcla de reaccién se agitd durante 19 horas a 23° C, a continuacién se
porcioné entre 0.5 M HCI (150 mL) y una mezcla 1:1 de EtOAc y hexanos
(2 150 mL). Las capas orgfinicas combinadas se secaron sobre Na;SO; y s¢
concentraron. La purificacién del residuo mediante cromatografia de
columna de destello (20% EtOAc en hexanos) produjo gl (1.69 g, 82%)
como un aceite incoloro: IR (cm™) 3436, 1734, 'H NMR (CDC);) 5 0.07 (s,
6H), 0.90 (s, 9H), 1.72-1.94 (m, 2H), 2.72-2.88 (m, 2H), 326 (d, 1H, J =
3.1), 3.50 (dd, 1H, J = 9.8, 6.9), 3.58-3.63 (m, 1H), 3.65-3.70 (m, 1H), 3.95
(s, 3H), 5.20 (s, 2H), 6.75 (d, 1H, J = 8.1), 7.11 (s, br, 1H), 7.33-7.43 (m,
SH), 8.20 (s, br, TH); anal. C3HseN;OsSi: C, H, N.

Preparacién de Intermedio: éster bencilico de 4cido (3S)-(3-hidroximetil-5-
oxo-1,2,3,5, -tetrahidroindolizin-6-il)carbamico (hl)

2,6-Lutidina (2.43 mL, 20.84 mmol, 4.0 equiv) y anhidrido de
trifluorometanosulfénico (1.31 mL, 7.82 mmol, 1.5 equiv) se agregaron
consecutivamente a una solucién de gl (2.4 g, 5.21 mmol, 1 equiv) en
CH,;Cl; (100 mL) a —78° C. La mezcla incolora de reaccion se agit6 a —78°
C durante 45 minutos, se calenté a 23° C por 15 minutos més, luego se

porcioné entre 0.5 M HCl (150mL) y CH;C; (2 x 150 mL). La capa
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orginica se sec sobre Na;SO; y se concentrd. El residuo as{ obtenido se
disolvié en THF (120 mL) a 23° C y se agregd flucruro de tetrabutilamonio
(15.63 mL de una solucién 1.0 M en THF, 15.63 mmol, 3.0 equiv). Se
agitdé la mezcla de reaccién a esa temperatura durante 1 hora, luego se
porcion6 entre 0.5 M HCl (150 mL) y EtOAc (2 x 150 mL). Las capas
orginicas se secaron sobre Na;SO4 y se concentraron.: El residuo asf
obtenido se purificd mediante cromatografia de columna dedestello (80%
EtOAc en hexanos) para dar hl (0.953 g, 58%) como un aceite incoloro: IR
(cm™) 3379 (br), 1727, 1649, 'H NMR (CDCly) & 1.86-1.97 (m, 1H), 2.29-
2.41 (m, 1H), 2.90-3.15 (m, 2H), 3.80-3.93 (m, 2H), 4.78-4.86 (m, 1H),
5.11-5.15 (m, 1H), 5.20 (s, 2H), 6.20 (d, 1H, J = 7.5), 7.30-7.41 (m, 5H),
7.75 (s, br, 1H), 8.07 (d, 1H, J = 7.5); anal. C;H;gN,040.75H;0: C, H, N.
Preparacion de Intermedio: 4cido (3S)-6-benciloxicarbonilamino-5-oxo-
1,2,3,5-tetrahydroindolizin-3-carboxilico (i1)

Sulféxido de dimetilo (0.522 mL, 7.36 mmol, 2.6 equiv) se agregd
gota a gota a una solucién de clururo de oxalilo (0.321 mL, 3.68 mmol, 1.3
equiv) en CH,Cl, (80 mL) a~78°C. La mezcla de reaccion se agit6 durante
20 minutos a esa tempertura, luego se agregé una solucién de h1 (0.890 g,
2.83 mmol, 1 equiv) en CH;CI; (20 mL) via cénula Después de agitar por
20 mimutos més a ~78°C, se aftadi6 trietilamina (1.97 mL, 14.15 mmol, 5.0

equiv) gota a gota. La mezcla de reaccién se mantuvo a —78°C por 1%
horas, entonces se agregd &cido acético(15.57 mmol, 0.891 mL, 5.5 equiv).
La mezcla de la reaccion se calenté a 0°C por 5 minutos, luego se lavd con
agua (50 mL), se saturé con NaHCO, (50 mL) y salmuera (50 mL). La capa
orginica se secéd sobre Na;SQy y se concentrd para proporcionar el producto
aldehido crudo como espuma blancuzca. Este material se utilizd sin
purificacién adicional. '

Una solucién de NaClO; (2.88 g, 25.47 mmol, 9.0 equiv) y NaH,PO,
(2.73 g, 19.8]1 mmol, 7.0 equiv) en agua (60 mL) se agregaron gota a gota a
una solucién del aldeéhido crudo precedente (2.83 mmol, | equiv) en una

mezcla de /BuOH (60 mL) y 2-metil-2-buteno (10 mL) durante 15 minutos
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a 23° C. La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 1
hora, a continuacién se retiraron los volétiles bajo presién reducida. El
residuo asf obtenido se porcioné entre 0.5 M HCI (150 mL) y CH;OH al
10% en CHxCl; (2 X 150 mL). Las capas orgénicas se secaron sobre
Na,SO04 .y se concentraron. El residuo resultante se purificé mediante
cromatografia de columna de destello (CH;OH al 10% en CH;Cl,) para dar
il (0.346 g, 37% como sélido blancuzco: mp = 204-206° C; IR (cm™) 3298,
1722, 1564, 1208; '"H NMR (DMSO-d6) & 2.17-2.55 (m, 2ﬂ), 2.45-2.59 (m,
2H), 4.98 (dd, 1H, J = 9.6, 2.7), 5.16 (s, 2H), 6.23 (d, 1H, J = 7.5), 7.34-
7.45 (m, 5H), 7.83 (d, 1H, J="17.5), 8.34 (s, 1H); anal. C,/H;¢N,Os: C, H, N.

Preparacién de Producto k1 (Compuesto 36)

Intermedio il se transformé en compuesto 36 (acoplindolo con
intermedio AA1) por un proceso andlogo al que se describié en el Ejemplo
23 para Ia transformacién de W2 en producto J2: 'H NMR (DMSO-6) 5
1.20 (t, 3H, J = 7.1), 1.64-1.84 (m, 2H), 2.01-2.16 (m, 2H), 2.41-2.50 (m,
1H), 3.01-3.06 (m, 2H), 4.11 (q, 2H, J = 7.1), 4.41 (m, br, 1H), 5.01 (dd,
1H, 7 =92, 2.7), 5.14 (s, 2H), 5.87 (dd, 1H, /= 15.8, 1.4), 6.20 (d, 1HJ =
7.1), 6.75 (s, br, 1H), 6.82 (dd, 1H, J = 15.8, 5.0), 7.09-7.42 (m, 7H), 7.81
(d, 1H,J=1.6), 8.38 (s, 1H), 8.55 (d, 1H, /= 8.4).

: EJEMPLO 35

Preparacion de Compuesto 37: éster etilico de 4cido trans-(3'S,3"S,45)-4-
({6"-[(5"-metilisoxazol-3"-carbonil)amino]-5"-oxo-1',2",3' 5'-
tetrahidroindolizin-3-carbonilJamino)-5-(2"-oxopirrolidin-3"il)pent-2-

enoico
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Preparacién de Intermedio [6"-[4"-(tert-butildimetilsinaloxi)-3"-
hidroxibutil]-2'-metoxipiridin-3'-il} amida de 4cido  (3"R)~5-
metiloisoxazol-3-carboxflico (g2)

Una suspension de intermedio gl (preparado como se describe
Ejemplo 34) (4.21 g, 9.14 mmol, 1 equiv) y Pd en C (10%, 0.375 g) en
EtOAc (120 mL) se agit6 bajo una atméfera de H; (balén) a 23° C durante 1
hora. La mezcla de reacciéon se filtré a través de celita y el filtrado se
concentrd bajo presién reducida.l El residuo se disolvi6 en CH,CN (120
mL), se enﬁibaO”CyseaﬂidiemnconsecutivamenteNMM(l.OOmL,
9.10 mmol, 1.0 equiv) y cloruro de 5-metilisoxazol-3-carbonilo (1.33 g,
9.14 mmol, 1 equiv). La mezcla de reaccion se agit6 a 0° C durante 1 hora,
lue.go se porciond entre 0.5 M HCI (150 mL) y EtOAc (2 x 150 mL). Las
capas organicas se secaron sobre Na,SO, y se concentraron. La trituracién
del residuo con una mezcla 1:3 de Et,O en hexanos (130 ml) propociond
un sdlido blanco que se recogi6é mediante filtracién, se lavé con hexanos
con hexano (25 mL) y se seco al aire (2.61g, 66%): m = 100-102 °C; IR
(em™) 3390, 1696, 1593, 1536; 'H NMR (CDCl) 8 0.07 (s, 6H), 0.90 (s,
9H), 1.78-1.95 (m, 2H), 2.52 (s, 3H), 2.78-2.90 (m, 2H), 3.45-3.53 (m, 2H),
3.60-3.74 (m, 2H), 4.03 (s, 3H), 6.51 (s, 1H), 6.79 (d, 1H,J=7.9), 8.55 (d,
1H, J=7.9), 8.95 (s, 1H); anal. C;;H33N305581.0.50H;0) C, H, N.

Preparacion de  Intermedios  dcido  (3S5)-6-[(5'-metilisoxazol-3'-
carbonil)amino}-5"-o0x0-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-3-carboxilico (i2) y
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dcido (35)-8-cloro-6-[(5"-metilisoxal-3'-carbonil]amino)-5-oxo-1,2,3,5-
tetrahidroindolizin-3-carboxflico (i3)

El intermedio anterior (g2) se transformé en una mezcla 1:4 de
intermedios i2 e i3 por un proceso andlogo al descrito en Ejemplo 34 para la |
transformacién de gl a il: (i2) IR (cm™) 3343, 2977 (br), 1741, 1688, 1648;
'H NMR (CDCl;) § 2.28-2.74 (m, 2H), 2.50 (s, 3H), 3.04-3.32 (m, 2H),
531 (d, 1H, J=17.9), 6.36 (d, 1H, J=17.7), 6.48 (s, 1H), 8.58 (d, 1H, J=7.7),
9.40 (s, 1H); (i3) IR (cm™) 2240, 1652, 1532, 1260; 'H NMR (DMSO-ds)
1.53-1.63 (m, 2H), 3.11-3.20 (m, 2H), 5.14 (dd, 1H, J=6.9,2.7), 6.75 (s,
1H), 8.32 (s, 1H), 9.41 (s, br. 1H).

Preparacién de Producto 11 {Compuesto 37)

Intermedio i2 se transformd en compuesto 37 (acoplindolo con intermedio
Y2) por un proceso andlogo al descrito Ejemplo 26 para la
transformacién de W3 en producto R3: IR (cm™) 3336, 1684, 1651, 1596,
1536; 'H NMR (CDCly) & 1.28 (t, 3H, J=7.1), 1.36-1.89 (m, 2H), 2.04-2.15
(m, 1H), 2.38-2.64 (m, 3H), 2.50 (s, 3H), 2.98-3.06 (m, 1H), 3.26-3.42 (m,
4H), 4.19 (q, 2H, J=7.1), 4.634.65 (m, 1H), 5.15 (dd, 1H, J=8.3,2.7), 5.97-
6.05 (m, 2H), 6.21 (d, 1H, J=7.3), 6.48- (s, 1H), 6.89 (dd, 1H, J=15.6,5.6),
8.44-8.52 (m, 2H), 9.40 (s, 1H); anal. CasHy9NsO;8i.0.6TFA) C, H, N.

EJEMPLO 36
Preparacion de Compuesto: [2"<(2"-oxodihidrofuran-3"-iliden)-1"-(2™-
oxopirrolidin-3"-ilmetil)etillJamida de 4cido trans-(2"S$,35,3™'S)-6-[(5"-
metilisoxazol-3'-carbonil)amino]-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-3-
carboxflico
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El compuesto del titulo se preparé del intermedio i2 (acoplindolo con
intermedio Y2) por un proceso andlogo al descrito en Ejemplo 22 para la
transformacion de W1 en el producto R2: IR (cm™) 3336, 1752, 1686, 1651,
1594, 1535, 'H NMR (CDCl;) & 1.59-1.68 (m, 1H), 2.09-2.81 (m, 1H),
2.37-2.45 (m, 2H), 2.50 (s, 3H), 2.58-2.66 (m, 1H), 2.91-3.05 (m, 2H),
3.23-3.44 (m, 4H), 4.39 (q, 2H, J=7.2), 4.60-4.67 (m, 1H), 5.10-5.13 (m,
1H), 6.09 (s, 1H), 6.21 (d, 1H, J=7.9), 6.41-6.48 (m, 2H), 8.45-8.50 (m,
2H), 8.77 (d, 1H, J=6.2), 9.39 (s, 1H).

EJEMPLO 37

Preparacién de Compuesto 39: éster etilico de dcido trans-(3"S,3"S,4S5)-4-
({8'-cloro-6"-[(5"-metilisoxazol-3"-carbonilJamino]-5'-oxo0-1',2',3',5™
tetrahidroindolizin-3'-carbonil } amino)-5-2™-oxopirrolidin-3"-il)-pent-2-

enoico
(E)NH
Z
. CO,Et

El compuesto del titulo se prepard del intermedio i3 (acopléndolo con
intermedio Y2) por un proceso anédlogo al descrito en Ejemplo 25 para la

transformacién de W3 en el producto R3: IR (cm™) 3334, 1683, 1532; 'H
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NMR (CDCl) 5 1.31 (t, 3H, J=7.2), 1.66-1.89 (m, 4H), 2.33-2.50 (m, 1H),
2.53 (s, 3H), 2.67-2.72 (m, 1H), 3.04-3.20 (m, 2H), 3.27-3.48 (m, 2H), 4.21
(q, 2H, J=7.2), 4.62-4.64 (m, 1H), 5.16-5.20 (m, 1H), 5.94 (s, br. 1H), 5.99
(dd, 1H, J=15.6, 1.5), 6.51 (s, 1H), 6.89 (dd, 2H, J= 15.6, 5.7), 8.52 (s,
1H), 8.56 (s, br. 1H), 9.41 (s, br. 1H); anal. C,sHzCIN504Si.0.50H,0) C, H,
N.

EJEMPLO 38
Preparacion de Compuesto 40: éster ciclopentilico de 4cido trams-
(2'S,3™S,45)4-[2'(3"-{[1™(5™-metilisoxazol-3™-il)metanoilJamino } -2"-
oxo-2"H-piridin-1"-il)pent-4"-inoilamino]-5-(2""-oxopirrolidin-3""-
il)pent-2-enoico

. N
He—7 ) N TN COztBu
NN

O—N
R

El compuesto del titulo se prepard a partir de D-propargilalanina por
un proceso anlogo al descrito en Ejemplo 22 para la conversién de D-(4-
fluorofenilalanina) en producto R2 utilizando intermedios F2 y Y3 y una
desproteccion alterna del intermedio correspondiente a V1 (Lil en piridina)
segun lo apropiado: IR (cm™) 3302, 1690, 1649, 1632; 'H NMR (CDCls) 8
1.62-1.80 (m, 7H), 1.87-1.92 (m, 2H), 2.01-2.12 (m, 2H), 2.26-2.40 (m,
2H), 2.53 (s, 3H), 2.95-3.12 (m, 2H), 3.26-3.36 (m, 2H), 4.50-4.53 (m, 1H),
5.20-5.25 (m , 1H), 5.54-5.60 (m, 1H), 6.01 (dd, 1H, J=15.6, 1.5), 6.31 (t,
2H, J=7.2), 6.40 (s, br, 1H), 6.49 (s, 1H), 6.83 (dd, 1H, J=15.6, 5.4), 7.43
(dd, 1H, J=6.9,1.8), 8.44 (dd, 1H, J=6.9, 1.5), 8.58 (d, 1H, J=6.6), 9.56 (s,
1H); anal. (C2sH3;NsO0.75H,0) C, H, N.
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"\/u\u = C;chHztBu.

El compuesto del titulo se preparé por un método andlogo al descrito
en Ejemplo 25 para la preparacién de intermedio especifico R3 utilizando

EJEMPLO 39

Preparacién de Compuesto 41: éster fert-butllico de 4cido trans-
(2'S,3™S,45)4-[2'(3"-{[1™-(5™-metilisoxazol-3""-il)metanoil]amino}-2"-
oxo-2"H-piridin-1"-il)pent-4"-inoilamino]-5-(2™-oxopirrolidin-3""-
il)pent-2-enoico

Q
NH
=
e
S~ I N : 0 GOt
O=N o \Q-

El compuesto se preparé de D-propargilalanina por un proceso
anlogo al descrito’ en Ejemplo 22™para la conversién de D4-
fluorofenilalanina) en producto R2 utilizando intermedios F2, K1 y éster
tert-butllico de dcido (trifenil-I’-fosfanitiden)acético y una desproteccién
altema del intermedio correspondiente a V1 (Lil en piridina) segin lo
apropiado: mp = 195 °C,....; IR (cm™) 3595, 1690, 1649; 'H NMR (CDCl;)
5 1.47 (s, 9H), 1.50-1.79 (m, 2H), 2.04 (t, 1H, J= 2.6), 2.05-2.37 (m, 3H),
2.49 (s, 3H), 2.92 (ddd, 1H, J=17.0, 8.6, 2.6), 3.02 (ddd, 1H, J=: 17.0, 6.7,
2.6), 3.20-3.37 (m, 2H), 4.41-4.52 (m , 1H), 5.65-5.73 (m, 1H), 5.94 (dd,
1H. J=156.14).633( 1H /=7 R4R(c 1N KN/~ 1IN £77 ¢d2
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El compuesto del titulo se prepard6 de! compuesto 41 por una
desproteccién 4cida de la mitad de éster fert-butflico presente en ese
compuesto (siguiendo procedimientos estindar de literatura): R, = 0.37
(10% CH;OH en CHCly); IR (cm™) 3295, 2950 (br), 1696, 1649; 'H NMR
(CDCl;) 6 1.62-1.85 (m, 2H), 2.05-2.16 (m, 2H), 2.24-2.36 (m, 1H), 2.43-
2.56 (m, 1H), 2.52 (s, 3H), 2.92-3.11 (m, 2H), 3.30-3.42 (m, 2H), 4.60-4.71
(m, 1H), 5.65-5.73 (m, 1H), 6.03 (d, 1H, J=15.6), 6.37 (t, 1H, J=7.2), 6.50
(s, 1H), 6.94 (dd, 1H, J=15.6, 6.0), 7.24 (s, 1H), 7.47 (dd, 1H, J=7.2,1.3),
831 (d, 1H, J=7.5), 845 (dd, 1H, J= 7.2, 1.3), 9.53 (s,1H); anal.
(C24H2sNsO20.5H;0) C, H, N.

EJEMPLO 42
Compuesto 44: éster etilico de 4cido frans-(2'S,3"™S,4S)-2-metilo-4-[2-(3"
{[1™{(5™-metilisoxazol-3"il)metanciljamino}-2"oxo-2"H-piridin-1"-
il)pent-4"-inoilamino]-5-(2™-oxopirrolidin-3"-il)pet-2-enoico

2 NH
o] I\N\/ﬁ\
St Ry
N oo

El compuesto del titulo se prepard de D-propargilalanina por un proceso
anilogo al descrito en Ejemplo 22 para la conversion de D-(4-
fluorofenilalanina) en producto R2 utilizando intermedios F2 y éster etilico
de dcido trans~(3'S,45)4-fert-butoxicarbonilamino-2-metil-5+2'-
oxopirrolidin-3'-il)pent-2-enoico (preparado de K1 en una manera similar a
la descrita para la preparacion de X4 en Ejemplo 27) y la desproteccion
alterna del intermedio comrespondiente a V1 (Lil en piridina) segin lo
apropiado: IR (cm™) 3307, 1690, 1649; 'H NMR (CDClL) 5 1.29 (t, 3H,
J=1.1), 1.36-1.47 (m, 1H), 1.65-1.80 (m, 1H), 1.95-2.00 (m, 4H), 2.14-2.40
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(m, 3H), 2.50 (s, 3H), 2.87-3.03 (m, 2H), 3.23-3.38 (m, 2H), 4.18 (q, 2H,
J=17.1), 4.56-4.68 (m, 1H), 5.63-5.72 (m, 1H), 6.34 (t, [H, J=7.3), 6.47 (s,
1H), 6.52-6.58 (m, 1H), 6.81 (s, 1H), 7.46 (dd, 1H, J= 7.3, 1.6), 8.42 (dd,
1H, J= 1.3, 1.6), 8.65 (d, 1H, J= 6.4), 9.54 (s, 1H).

EJEMPLO 43

Preparaciéon de Compuesto 45: éster etllico de acido (4.S5)-[25-(3-metil-7-
ox0-1,4,5,7-tetrahidro-pirrol  [2,3-c]piridin-6-il)3-fenil-propionilamino]5-(2-
oxo-pirrolidin-3-il)pent-2(trans)-enoico

S

Ester fert-butflico (0.34 mmol, 114 mg) de 4cido 3-(2-hidroxi-etil)-5-
yodo-4-metil-1H-pirrol-2-carboxilico DMSO (2 mL) se trataron con
acido o-yodoxibenzoico (IBX, 0.51 mmol, 148 mg), luego se mantuvo a
temperatura ambiente durante 3 horas. La mezcla se diluy6 con acetato de
etilo (50 mL), se lavé con salmuera (10 mL), seguidamente se concentrd
bajo presién reducida para proporcionar 84 mg (75 %) de éster tert-butilico
5-de 4cido yodo-4-metil-3-(2-oxo-etil)-1H-pirrol-2-carboxilico. '"H NMR
(CDCl;3) 8 9.63 (1H, s), 8.91 (1H, br s), 4.09 (2H, s), 2.62 (3H, s), 1.52
(94, s).

H
N
0

~
o]

Ester tert-butilico de acido 5-yodo-4-metil-3-(2-oxo-etil)-1H-pirrol-
2-carboxilico (0.25 mmol, 84 mg) en MeOH (2 mL) se tratd6 con éster
metilico de fenilalanina (0.25 mmol, 45 mg), luego se tratd con
cianoborohidruro de sodio (0.25 mmol, 16 mg). La mezcla se mantuvo a
temperatura ambiente durante 3 horas, seguidamente se concentr6 bajo

presién reducida. La purificacién del residuo mediante cromatografia de
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gel de sflice pro:lujo 80 1&@%46%) de'éster tert-butilico de 4cido 5-yodo-3-
[25~(1-metoxicarbonil-2-fenil-etilamino)-etilo]-4-metil-1 H-pirrol-2-
carboxtlico. 'H NMR (CDCL;) 5 8.81 (1H, br s), 7.30-7.13 (5H, m), 3.61
GH, s), 3.55 (1H, t, J= 6.8), 2.94 (2H, d, J= 6.3), 2.90-2.78 (2H, m), 2.76-
2.70 (1H, m), 2.62-2.56 (1H, m), 1.94 (3H, s), 1.51 (9H, s).

Ester tert-butflico de 4cido 5-yodo-3[2S~(1-metoxicarbonilo-2-
fenil-etilamino)- etil]-4-metil-1H-pirrol-2-carboxdlico (0.37 mmol, 0.18 mg)
en dioxano (2 mL) a 0° C se traté con HCl (0.37 mmol, 1 mL de 4M en
dioxano). La mezcia se mantuvo a 0° C durante 15 mimutos, después se
concentré bajo presién reducida. El residuo se diluy6 con DMF (3 mL),
seguidamente se traté con HOBT (0.37 mmol, 50 mg), DCC (0.37 mmol,
77 mg) y K,CO; (0.74 mmol, 0.10 g). La mezcla de reaccion se agitd a
temperatura ambiente durante 30 minutos, después se diluyé con acetato de
etilo (50 mL), se lavd con salmuera (10 mL), a continuacién se concentrd
bajo presién reducida. El residuo se purificé mediante cromatografia de gel
de silice para proporcionar 21 mg (13%) éster metilico de 4cido 2S-(3-
metil-7-oxo-1,4,5,7-tetrahidro-pirrol [2,3-c]piridin-6-il)-3-fenil propidnico.
Se notd que este material se habia de-ionizado de manera inadvertida. 'H
NMR (CDCl;) 5 9.28 (1H, br s), 7.31-7.18 (5H, m), 6.64 (1H, s), 5.33 (1H,
dd, J= 104, 5.6), 3.79-3.74 (1H, m), 3.75 (3H, m), 3.57-3.42 (4H, m),3.14
(1H, dd, J=14.5, 10.4), 2.59-2.49 (2H, m), 2.00 (3H, s). MS (FAB) 311

(MH).

Ester metilico de écido 2S-(3-metil-7-oxo-1,4,5,7-tetrahidro-
pirrol[2,3-c]piridin-6-il}-3-fenil propiénico (0.07 mmol, 21 mg) en 1:1
dioxano-agua (3 mL) se traté con hidréxido de litio (0.2 mmol, 5 mg), luego
se calentd a reflujo durante 30 minutos. La solucién se adificd con 4cido
citrico acuoso saturado (3 mL), a continuacién se extrajo con acetato de
etilo (15 mL), se lavé con salmuera (5 mL) y se concentrd bajo presion
reducida para proporcionar 15 mg (75 %) dcido 25-(3-metil-7-ox0-1,4,5,7-
tetrahidro-pirrol [2,3-c]piridin-6-il)-3-fenil propiénico. Este material (15
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mg, 0.05 mmol) se acoplé con éster etilico de dcido 4S-amino-5-(2-oxo-
pirrolidin-3S-il}-pent 2(trans)-enoico (11 mg, 0.05 mmol) en DMF (1 mL)
mediante tratamiento con diisopropiletilamina (0.02 mL, 0.01 mmol) y
HATU (19 mg, 0.05 mmol) a temperatura ambiente durante 2 horas. La
solucién resultante se lavé con salmuera (10 mL) y se extrajo con EtOAc
(30 mL). Los orginicos se concentraron bajo presion reducida y el residuo
se¢ purific6é mediante cromatografia preparatoria de fase inversa (CH;CN-
H,0) para proporcionar 10mg (40 %) de éster etilico de acido 4S-[2S(3-
metil-7-oxo-1,4,5,7-tetrahidro-pirrol[2,3-c]piridin-6-il)-3-fenil
propionilamino)-5-(2-oxo-pirrolidin-3-il)pent-2(trans)-enoico. 'H NMR

(CDCly) 5 10.21 ( 1H, br s), 7.54 (1H, d, J=7.7), 7.26-7.11 (4H, m), 6.80
(1H, d, J=15.6), 6.62 (1H, br s), 5.82 (1H, dd, J=15.5,5.4), 5.28 (1H, t,
J=8.0), 4.68-4.50 (1H, m), 4.19 (2H, q, J=7.1), 3.67-2.96 (6H, m), 2.56-
2.51 (3H, m), 2.21-2.09 (2H, m), 1.96 (3H, s), 1.75-1.64 (1H, m ), 1.53-1.43
(GH, m), 129 (3H, t, J=7.1). HRMS (FAB) 639.1577 (MCs®, caic.
639.1584).

EJEMPLO 44
Preparacién de Compuesto 46: éster fert-butflico de Aacido trams-
(2'S,3™8,45)-4-[3'(3",4"-difluorofenil)-2'(3"- {[1™-(5"™-metilisoxazol-
""-il)metanoil]amino}-2"™-ox0-2""H-piridino-1™-il)propanoilamino]-5-

(2™ -oxopirrolidino-3"""-il)pent-2-enoico

Q
NH -

i JQJL o
N o
Hac—(/\ll/lLH 2 N o4ty
O—N 0

F

El compuesto del titulo se prepar6 a partir de D-(3,4)

difluorofenilalanina mediante un proceso andlogo al descrito en Ejemplo 22
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para la conversién de D-(4-difluorofenilalanina) en producto R2 y Ejemplo
19 para la conversion de intermedio L1 en producto Rl utilizando
dietilfosfonoacetato de fert-butilo segin lo apropiado: IR (cm™) 3337, 1693,
1649, 1531, 1286, 1155; 'H NMR (CDCly) & 1.51 (s, 9H), 1.70-1.82 (m,
2H), 2.13-2.28 (m, 2H), 2.51 (s, 3H), 3.07-3.14 (m, 1H), 3.25-3.47 (m, 3H),
4.23 (m, 1H), 5.71 (d, 1H, J=15.9), 5.89-5.98 (m, 1H), 6.33 (¢, 1H, J=7.2),
6.48 (s, 1H), 6.66 (dd, 1H, J=15.6,5.7 ), 6.87 (m, 2H), 7.01-7.10 (m, 2H),
7.29 (s, 1H), 7.58 (d, 1H, J=5.7), 8.40 (dd, 1H, J=7.5,1.8), 8.55 ( d, 1H,
J=6.9), 9.48 (s,1); anal. C3H3sFaNsO»H,0: C, H, N.

EJEMPLO 45

Preparacién de Compuesto 47: éster 2,2-dimetilpropilico de 4cido trans-
(2'S,3"™"S,4S)4-[3'<(3",4"-difluorofenil)-2"-(3"-{[1""-(5"-metilisoxazol-
™-il)metanoil]amino}-2""-oxo0-2"™H-piridin-1"-il)propanoilamino]-5-

(2""-oxopirrolidin-3""-il)pent-2-enoico
- 0 . b
NH '
o I\ 0 &
e A S
o-N o =
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‘ F

El compuesto del titulo se prepar6 a partir de D-+(3,4)-
difluorofenilalanina por un proceso andlogo al descrito en Ejemplo 22 para
la conversion de D-(4-fluorofenilalanina) en producto R2 y éster 2,2-
dimetilpropilico de &cido trans-(3'S,4S)4-fert-butoxicarbonilamino-5-(2'-
oxopirrolidin-3'-il)pent-2-enoico 4cido (preparado de K1 en una forma
similar a la descrita para la preparacion de X4 en Ejemplo 27) utilizando
intermedio F2 segtin lo apropiado: IR (cm™) 3335, 1693, 1531, 1248; 'H
NMR (CDCls) 5 0.99 (s, 9H), 1.72-1.83 (m, 2H), 2.11-2.29 (m, 2H), 2.52
(s, 3H), 3.09-3.16 (m, 1H), 3.26-3.48 (m, 3H), 3.82-3.92 (m, 2H), 4.48 (m,
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1H), 5.86 (d, 1H, J=15.6), 5.91-5.94 (m, 1H), 6.33 (t, TH, J=8.1 ), 6.48 (s,
1H), 7.76 (dd, 1H, J=15.6,6.0), 6.85 (m, 2H), 7.00-7.09 (m, 2H), 7.29 (s,
1H), 7.55 ( d, 1H, J=6.9), 8.41(d, 1H, J=1.5), 8.60 (d, 1H, J=6.9), 9.48
(s,1); anal. C33HyFsNsO+0.5H,0: C, H, N.

EJEMPLO 46

Preparacion de Compuesto 48: éster isopropilico de écido (rams-
(2'S,3™S,48)-4-[3'<(3",4"-difluorofenil)-2'-(3"- {[1™<(5™-metilisoxazol-
3™-il)metanoil]amino}-2"™-oxo-2""H-piridin-1"-il)propanocilamino]-5-
(2™-oxopirrolidin-3""-il)pent-2-enoico

o—

(o]
NH
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Hac—(\;HLﬁ "\)Lp] P coyer
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El compuesto del titulo se prepar6 a partir de D-(3,4)r
difluorofenilalanina mediante un proceso andlogo al descrito en Ejemplo 22
para la conversion de D-(4-fluorofenilalanina) e producto R2 y éster
isopropflico de d4cido trans-(3'S,4S)4-tert-butoxicarbonilamino-5-(2'-
oxopirrolidin-3"-il)pent-2-enoico (preparado de K1 en una forma similar a la
descrita para la preparacién de X4 en Ejemplo 27) utilizando intermedio F2
segiin lo apropiado: "H NMR (CDCls) 8 1.279 (d, 3H, J=6.2), 1.28 (d, 3H,
J=6.2), 1.45-1.56 (m, 1H), 1.62-1.78 (m, 1H), 2.08-2.29 (m, 3H), 2.49 (s,
3H), 3.06 (dd, 1H, J=13.8,7.8), 3.21-3.44 (m, 3H), 4.36-4.47 (m, 1H), 4.99-
5.12 (m, 1H), 5.66 (dd, 1H, J=15.6,1.5), 5.96-6.04 (m, 1H), 6.32 (t, 1H,
J=17.3), 6.45 (s, 1H), 6.71 ( dd, 1H, J=15.6,5.6), 6.84-6.91(m, 1H), 6.98-
7.17 (m, 3H), 7.66 (dd, 1H, J=7.3,1.6 ), 8.39 (dd, 1H, J=7.3,1.6), 8.64 (d,
1H, J=6.6), 9.45.(s,1).
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EJEMPLO 47

Preparacién de Compuesto 49: éster ciclopentflico de &cido trans-
(2'S,3""S,48)-4-[3"-(3" 4"-difluorofenil)-2'<(3™- {[1™-(5""-metilisoxazol-
™-il)metanoillamino}-2""-ox0-2™H-piridin-1"-il)propanocilamino]-5-
(2™-oxopirrolidin-3"™-il)pent-2-enoico

2 NH
o Q\j}\ /&No
Hic—” :
o-N H 0 Kﬁj\ o \O
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El compuesto del titulo se prepar6 a partir de D<3,4)
difluorofenilalanina por un proceso similar al descrito en Ejemplo 22 para
la conversién de D-(4-fluorofenilalanina) en R2 utilizando intermedios Y3
(Ejemplo 27) y F2 segiin lo apropiado: '"H NMR (CDCl;) 5 1.45-1.98 (m,
10H), 2.08-2.30 (m, 3H), 2.49 (s, 3H), 3.07 (dd, 1H, /=13.7,8.1), 3.20-3.44
(m, 3H), 4.35-4.47 (m, 1H), 5.18-5.23 (m, 1H), 5.71 (d, 1H, J=15.7), 5.93-
6.02 (m, 1H), 6.31 (t, 1H, J=7.2), 6.45 (s, 1H), 6.70 (dd, 1H, 15.7,5.8),
6.83-6.89 (m, 1H), 6.97-7.10 (m, 3H), 7.63 ( dd, 1H, J=7.2,1.6), 8.38 (dd,
1H, J=7.2,1.6), 8.62 (d, 1H, J=6.8), 9.45 (s,1H).

EJEMPLO 48
Preparacion de Compuesto 50: éster isopropilico de 4cido trans-
(2'8,3™"S,48)-4-[2'-(3"-{[1"«(5"-metilisoxazol-3""-il)metanoil Jamino}-2"-
o0x0-2"H-piridin-1"-il)pent-4"-inoilamino}-5-(2™-oxopirrolidino-3""-
il)pent-2-enoico
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El compuesto del titulo se prepar6 a partir de D-propargilalanina por
un proceso andlogo al descrito en Ejemplo 22 para la conversion de D-{4-
fluorofenilalanina) en producto R2 utilizando intermedios F2 y éster
isopropflico de 4cido trans-(3'S,4S)4-fert-butoxicarbonilamino-2-metil-5-
(2'-oxopirroidin-3'-il)pent-2-enoico (preparado de X1 en una manera similar
a la descrita para la preparacion de X4 en Ejemplo 27) segiin lo apropiado:
IR (cm™) 3304, 1692, 1650; 'H NMR (CDCl) 5 1.25 (d, 6H, J=6.2), 1.54-
1.78 (m, 2H), 2.03 (t, 1H, J=2.5), 2.06-2.33 (m, 3H), 2.49 (s, 3H), 2.88-
3.07 (m, 2H), 3.21-3.35 (m, 2H), 4.47-4.49 (m, 1H), 5.00-5.08 (m, 1H),
5.66-5.71 (m, 1H), 6.00 (t, 1H, J=15.7,1.4 ), 6.33 (dd, 1H, J=7.2), 6.46 (s,
1H), 6.73 (br s, 1H), 6.83 (dd, 1H, J=15.7,5.4), 7.48(d, 1H, J=7.2,1.7),
841 (dd, 1H, J=7.2,1.7), 865 (4, 1h, J=6.6), 9.53 (s,1); anal.
(C7H31FaNsO»0.50H,0) C, H, N.

EJEMPLO 49

Preparacion de Compuesto 51: 4cido trans-(2'S,3""S,45)-4-[3'(3",4"-
difluorofenil)-2'-(3"-{[1™(5™"-metilisoxazol-3""-il)metanoil]Jamino } -2""-
oxo0-2""H-piridin-1"-il)propanocilamino]-5-(2"™-oxopirrolidin-3""-il)pent-

2-enoico
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El compuesto del titulo se preparé por desproteccién del éster tert-
butilico presente en compuesto 46 (Ejemplo 44) bajo condiciones 4cidas
utilizando procedimientos estindar de literatura: IR (cm™) 3413, 1684,
1590, 1519; 'H NMR (CDCly) 5 1.42-1.54 (m, 1H), 1.59-1.68 (m, 1H),
1.84-1.94 (m, 1H), 2.10-2.16 (m, 1H), 2.51 (s, 3H), 3.05-3.13 (m, 1H),
3.32-3.45 (m, 3H), 4.52 (m, 1H), 5.74 (d, 1H, J=15.9), 5.80-5.82 (m, 1H),
6.36 (t, 1H, J=7.2), 6.71 (s, 1H), 7.77 (dd, 1H, J=15.6,5.4), 7.04 (m, 1H),
7.28-7.34 (m, 3H), 7.06-7.77 (m, 2H), 8.23 ( d, 1H, J=1.5), 8.61(d, 1L,
J=1.2), 9.42 (s, 1H); anal. (CasH27F;Ns02.H,0) C, H, N.

EJEMPLO 50

Preparacién de Compuesto 52: éster isopropilico de 4cido ‘ranms-
(2'S,3™S,48)-4-[2'-(3"-{[1™-(5™-metilisoxazol-3""-i)metanoil]amino} -
2"ox0-2"H-piridin-1"-il)butanoilamino]-5-(2™-oxopirrolidin-3"™"-il)pent-

2-enoico
Q & IE)

" HiC 7 I
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El compuesto del titulo se preparé por un proceso analogo al descrito en

Ejemplo 25 para la conversién de intermedio V3 en producto R3 utilizando
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intermedios F2 y éster isopropilico de 4cido (3'S,4S)4-tert1-
butoxicarbonilamino-Z—metil-'S-(2'-0xopi179idin—3'-il)pent-2-enoico
(preparado de K1 en una manera similar a la descrita para la preparacién de
X4 en Ejemplo 27) segiin lo apropiado:: IR (em™) 3333, 1681, 1531, 1276;
'H NMR (CDCl3) § 0.98 (t, 3H, J=7.2), 1.29 (d, 6H, J=6.6), 1.46-1.73 (m,
1H), 1.89-2.07 (m, 1H), 2.13-2.37 (m, 4H), 2.52 (s, 3H), 3.30-3.43 (m, 3H),
4.48 (m, 1H), 5.02-5.14 (m, 1H), 5.69 (t, 1H, J=6.9), 5.96 (d, 1H, J=15.6),
6.39 (t, 1H, J=7.5), 6.49 (s, 1H), 6.86 (dd, 1H,J/=15.6,6.0), 6.91 (s, br. 1H),
1.56 (d, 1H, J=7.2), 8.44 (d, 1H, J=17.5), 8.53 (d, 1H, J=6.3), 9.59 (s,1);
anal. (Cz6H33NsO#0.5H,0) C, H, N.

EJEMPLO 51

Preparacién de Compuesto 53: éster ciclobutilico de 4cido frans<(2'
S,3™S,45)-4-[2'-(3"-{[1"<(5""-metilisoxazol-3""-il)metancilJamino} -2"-
oxo-2"H-piridin-1"-il)butanoilamino]-5-2""-oxopirrolidin-3"-il)pent-2-

enoico
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El compuesto del titulo se prepar6é a partir de D-propargilalanina por un
proceso anilogo al descrito en Ejemplo 22 para la conversién de D~(4-
fluorofenilalanina) en producto R2 utilizando intermedios F2 y éster
ciclobutllico de #cido trans~(3'S,4.S)-4-fert-butoxicarbonilamino-2-metil-5-
(2'-oxopirrolidin-3'-il)pent-2-encico (preparado de K1 en una manera
similar a la descrita para la preparacién de X4 en Ejemplo 27) ségin lo
apropiado: "H NMR -(CDCl,) 5 1.52-1.87 (m, 4H), 2.01-2.41 (m, 8H), 2.50
(s, 3H), 2.92 (ddd, 1H, J=17.0,8.5,2.6), 3.02 (ddd, 1H; J=17.0,6.8,2.6),
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321-3.37 (m, 2H), 4.43-4.54 (m, 1H), 4.96-5.08 (m, 1H), 5.68-5.76 (m,
1H), 6.00 (d, 1H, J=15.7,1.5), 6.33 (t, 1H, J=7.3 ), 6.45-6.48 (m, 1H), 6.83
(s, 1H), 6.84 (dd, 1H,J=15.7,5.4), 7.49 (dd, 1H, J=7.3,1.7), 8.41 (dd, 1H,
J=13,1.7), 8.68 (d, 1H, J=6.6), 9.52 (s,1).

EJEMPLO 52

Preparacion de Compuesto 54: éster ciclohexflico de &cido trams-
(2'S,3™S§,45)4-[3'(3",4"-difluorofenil}-2'-(3™-{ [ 1™+ 5™ -metilisoxazol-
3""-il)metanoil]Jamino }-2™-oxo0-2™H-piridin-1™-il)propanoilamino}-5-

(2™ -oxopirrolidin-3""-il)penta-2-enoico

O—N

F

M@{ézr@

El comopuesto del titulo se prepard a partir de D-(3,4)-
difluorofenilalanina por un proceso anilogo al descrito en Ejemplo para la
conversion deD-(4-fluorofenilalanina) en producto R2 utilizando
intermedios F2 y éster ciclohexilico de 4cido trans-(3'S,45)4-tert-
butoxicarbonilamino-2-metil-5-(2"-oxopirrolidin-3-il)pent-2-enoico
(preparado de K1 en una manera similar a la descrita para la preparacion de
X4 en Ejemplo 27)segin lo apropiado: 'H NMR (CDCls) & 1.20-1.61 (m,
7H), 1.62-1.79 (m, 3H), 1.82-1.93 (m, 2H), 2.07-2.31 (m, 3H), 2.49 (d, 3H,
J=0.7), 3.08 (dd, 1H, 13.8,8.2), 3.20-3.45 (m, 3H), 4.36-4.48 (m, 1H), 4.75-
4 85 (m, 1H), 5.71 (ddd, 1H, J=15.6,1.4), 5.90-598 (m, 1H), 6.31 (t, 1H,

=7.3), 6.44-6.46 (m, 1H), 6.72 (dd, 1H, J=15.6,5.7), 6.63-6.90 ( m, TH),
6.95-7.08 (m, 3H), 7.59 (dd, 1H, J=7.3,1.6), 8.38 (dd, 1H, J=7.3,1.6), 8.60
(d, 1H, J=6.6), 9.45 (s,1H).
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EJEMPLO 53

Preparacion de Compuesto 55: éster ciclohexilico de acido trans-
(2'S,3™'S,48)4-[2'-(3"- {[1""(5™-metilisoxazol-3™-i)metanoil|]amino}-2"-
oxo0-2"H-piridin-1"-il)butanoilamino]-5-(2""-oxopirrolidin-3"-il)pent-2-

enoico

“o-N

2 NH
" HsC /’ H ON\é)'LH o O\O_
N °

El compuesto de titulo se preparé a partir de D-propargilalanina por
un proceso andlogo al descrito en Ejemplo 22 para la conversién de D-(4-
fluorofenilalanina) en producto R2 utilizando intermedios F2 y éster
ciclohexilico de 4cido trans-(3'S,4S)-4-ferr-butoxicarbonilamino-2-metil-5-
(2-oxopirrolidin-3'-il)pent-2-enoico (preparado de Klen una manera similar
a la descrita para la preparacién de X4 en Ejemplo 27) segin lo apropiado:
IR (cm™) 3305, 1685, 1650, 1597, 1534; 'H NMR (CDCl,) 8 1.24-1.98 (m,
12H), 2.03 (t, 1H, J=2.5), 2.05-2.39 (m, 3H), 2.50 (s, 3H), 2.90-3.09 (m,
2H), 3.20-3.34 (m, 2H), 4.45-4.52 (m, 1H), 4.75-4.83 (m, 1H), 5.59-5.64
(m, 1H), 6.01 (dd, 1H, J=15.6,1.2), 6.33 (t, 1H, J=7.2 ), 6.46 (s, 1H), 6.54
(br s, 1H), 6.82 (dd, 1H, J=15.6,5.3), 7.44 (dd, 1H,J=7.2,1.7), 8.41 (d, 1H,
J=72,1.7), 8.59 (d, 1H, J=6.6), 9.53 (8,1); anal. (C3H3sNsO»0.75H;0) C,
H, N.

EJEMPLO 54

Preparaciébn de Compuesto 56: éster cicloheptilico de #cido trans-
(2'S,3™S,45)4-[3'(3",4"-difluorofenil)-2'((3"-{[1"™"(5™ -metilisoxazol-
"_il)metanoil]Jamino }-2™-o0x0-2"™H-piridin-1™-il)propancilamino]-5-

(2™"-oxopirrolidin-3""-il)pent-2-enoico
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El compuesto del titulo se preparé a partir de D-(3,4)-
difluorofenilalanina por un proceso andlogo al descrito en Ejemplo 22 para
la conversibnde D-(4-fluorofenilalanina en producto) R2 utilizando
intermedios F2 y éster cicloheptilico de 4cido trans-(3'S,4S5)-4-fert-
butoxicarbonilamino-2-metil-5-(2'-oxopirrolidin-3'-il )pent-2-enoico
(preparado de K1 en una manera similar a la descrita para la preparaci6én de
X4 en Ejemplo 27) segin lo apropiado: 'H NMR (CDCL) 5 1.40-2.35 (m,
17H), 2.48 (s, 3H), 3.09 (m, 1H), 3.20-3.50 (m, 3H), 4.35-4.50 (m, 1H),
4.90-5.05 (m, 1H), 5.73 (d, 1H, J=15.7), 5.86 (t, 1H, J=1.5), 6.21 (t, 1H,
J=1.2), 6.44 (s, 1H), 6.69 (dd, 1H, J=15.6,7.4), 6.75-6.80 (m, 1H), 6.82-
6.89 (m, 1H), 6.95-7.08 (m, 2H), 7.52 (d, 1H, J=6.1), 8.48 (d, 1H, J=6.6),
9.45 (s,1); anal. (C3sH3sNsO4F3.0.30H,0) C, H, N.

EJEMPLO 55

Preparacion de Compuesto 57: éster cicloheptilico de écido trans-
(2'S,3™S,45)4-[2'<(3"- {[1™(5™-metilisoxazol-3"-il)metanoil Jamino} -
2"ox0-2"H-piridin-1"-il)pent-4'-inoilamino]-5-(2""-oxopirrolidin-3""-

il)pent-2-enoico

| < NH
o] | \N (o}
gy \-:’”\u&f()
Y

0—N
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El compuesto del titulo se prepar6 de D-propargilalanina por un
proceso anédlogo al descrito en Ejemplo 22 para la conversion de D-(4-
fluorofenilalanina) en producto R2 utilizando intermedios F2 y éster
cicloheptilico de édcido trans-(3'S,4S)-4-fert-butoxicarbonilamino-2-metil-5-
(2"-oxopirrolidin-3'il)pent-2-enoico (preparado de K1 en una manera similar
a la descrita para la preparacion de X4 en Ejemplo 27) segin lo apropiado:
'H NMR (CDCly) 8 1.40-2.00 (m, 15H), 2.00 (s, 1H), 2.19-2-42 (m, 2H),
2.49 (s, 3H), 2.90-3.13 (m, 2H), 3,14-3-33 (m, 2H), 4.434.58 (m, 1H),
4.90-5.05 (m, 1H), 5.48 (t, 1H, J=6.6), 5.98 (d, 1H, J=15.6), 6.21 (s, 1H),
6.33 (t, 1H, J=7.3), 6.46 (s, 1H), 6.80 (dd, 1H, J=15.6, 5.4), 7.36 (d, 1H,
J=6.1), 8.35-8.50 (m, 2H), 9.52 (s, 1H); anal. (C3;H37;N50,), C, H, N.

EJEMPLO 56

Preparacidon de Compuesto 58: éster ciclobutilico de 4cido trams-
(2'S,3™S,45)4-[3'(3" 4"-difluorofenil)-2'-(3"- {[1™-(5™-metilisoxazol-
3™-il)metanoil}amino}-2""-ox0-2""H-piridin- 1 ™-il)propanoilamino}-5-

(2™ -oxopirrolidino-3™"-il)pent-2-enoico

F

, N-NH .
o ,Q 0 &W _

El compuesto del titulo se prepar6 a partir de D-(3,4)
difluorofenilalanina por un proceso anilogo al descrito en Ejemplo 22 para
la conversion de D-(4-fluorofenilalanina) en producto R2 utilizando
intermedios F2 y éster ciclobutilico de 4#cido trans<(3'S,4S)4-tert-
butoxicarbonilamino-2-metil-5-(2'-oxopirroidin-3'-il)pent-2-enoico

(preparado de K1 en una manera similar a 1a descrita para la preparacién X4
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en Ejemplo 27) segiin lo apropiado: IR (cm™) 3322, 1682, 1531, 1284; 'H
NMR (CDCl3) d 1.50-1.89 (m, 5H), 2.04-2.18 (m, 3H), 2.21-2.31 (m, 2H),
2.34-2.44 (m, 2H), 2.52 (s, 3H), 3.07-3.14 (m, 1H), 3.26-3.46 (m, 3H), 4.43
(m, 1H), 5.00-5.11 (m, IH), 5.68 (dd,, 1H, J=15.9,1.2), 591 (t, 1H, J=7.8),
6.33 (t, 1H, J=7.2), 6.47 (s, 1H), 6.74 (dd, 1H, J=15.6,5.7), 6.83 (s, br.
1H), 6.89-6.92 (m, 1H), 7.05 (t, 1H, J=8.7), 7.59 (d, 1H, J=7.2), 8.41 (dd,
1H, J=75,1.8), 861 (dd, IH, J=66,1.8), 949 (s,1); anal
(CHj3F2NsOnH,0) C, H, N.
EJEMPLO 57

Preparaciéon de Compuesto 59: éster ciclobutilico de 4cido trans-
(2'§,3™5,45)-4-[2'-(3"-{[1™-(5™-metilisoxazol-3""-i)metanoil J]amino} -
2" ox0-2"H-piridin-1"-il)butanoilamino]-5-(2™-oxopirrolidin-3™-il)pent-

2-enoico

0
NH
(o] I\ 0
NI Ao
we—” ) N : N A
O-N ° \CH3 °

El compuesto del titulo se prepard por un proceso anilogo al descrito
en Ejemplo 25 para la conversién de intermedio V3 en producto R3
utilizando intermedios F2 y éster ciclobutilico de dcido trans-(3'S,4.5)4-tert-
butoxicarbonilamino-2-metil-5<2'-oxopirrolidin-3'-il)pent-2-enoico
(preparado de K1 en una manera similar a la descrita para la preparacion de
X4 en Ejemplo 27) segiin lo apropiado: IR (em™) 3334, 1690, 1632; 'H
NMR (CDCl,) 8 0.95 (t, 3H, J=7.5), 1.55-1.85 (m, 5H), 1.88-2.01 (m, 1H),
2.04-2.44 (m, 7H), 2.52 (s, 3H), 3.31-3.41 (m, 2H), 4.48 (m, 1H), 5.01-5.11
(m, 1H), 5.63-5.71 (m, 1H), 5.96 (dd,, 1H, J=15.0,1.5), 6.36 (t, 1H,J=7.5),
6.49 (s, 1H), 6.83-6.90 (m, 2H), 7.54 (d, 1H, J=7.2), 8.45 (dd, 1H,
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J=1518), 853 (dd 1H, J=6618), 959 (s1); anal
(CxyH33Ns02:0.75H,0) C, H, N.

EJEMPLO 58

Preparacién de Compuesto 60: éster ciclohexilico de &cido frans-
(2'S,3™S,45)4-[2'-(3"-{[1™<(5™-metilisoxazol-3""-i])metanoilJamino} -
2"oxo-2"H-piridin-1"-il)butanoilamino]-5-(2""-oxopirrolidin-3""-il)pent-
2-enoico

0O
NH
L O (2
Hy N . o~ 0
c‘{ﬁ” ° E\CH” o \O

El compuesto del titulo se prepard por un proceso andlogo al descrito
en Ejemplo 25 para la conversién de intermedio V3 en producto R3
utilizando intermedios F2 y éster ciclohexflico de 4cido trans-(3'S,45)4-
teri-butoxicarbonilamino-2-metil-5-(2'-oxopirrolidin-3"-il)pent-2-enoico
(preparado de K1 en una manera similar a la descrita para la preparacién de
X4 en Ejemplo 27) segin lo apropiado: IR (cm™) 3334, 1687, 1649, 1595,
1532; 'H NMR (CDCl;) § 0.92 (t, 3H, J=7.4), 1.24-1.99 (m, 14H), 2.06-
2.30 (m, 3H), 2.49 (s, 3H), 3.28-3.39 (m, 2H), 4.45-4.47 (m, 1H), 4.77-4 .84
(m, 1H), 5.65-5.70 (m, 1H), 5.95 (dd,, 1H, J=15.7,1.1),6.34 (t, 1H,J=7.3),
6.46 (s, 1H), 6.83 (d, 1H, J=15.7,5.8), 6.93 (br. 5, 1H), 7.54 (dd, 1H,
J=73,1.7), 842 (dd, 1H, J=7.3,1.7), 8.49 (d, 1H, J=6.8) (s,1H); anal.
(C2sHyNsO#0.50H;0) C, H, N.

EJEMPLO 59
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Preparacién de Compuesto 61: éster cicloheptilico de écido trans-
(2'S,3""S,45)-4-[2'-(3"-{[1"-(5"-etilisoxazol-3""-il)metanoilJamino} -
2"oxo-2"H-piridin-1""-il)butanoilamino]-5-(2""-oxopirrolidino-3™-
ipent-2-enoico | ' -

o :

] -0 .NH

He— | H’Q‘\)LH g OO
O—-N 0 —\CHg o

El compuesto del titulo se prepard por un proceso andlogo al descrito
en Ejemplo 25 para la conversion de intermedio V3 .en producto R3
utilizando intermedios F2 y éster ciclopentilico de 4cido trans-(3'S,45)-4-
tert-butoxicarbonilamino-2-metil-5-(2'-oxopirrolidin-3'-il)pent-2-enoico
(preparado de K1 en una manera similar a la descrita para la preparacién de
X4 en Ejemplo 27) segin lo apropiado: 'H NMR (CDCl;) § 0.85-2.35 (m,
22H), 2.49 (s, 3H), 3.23-3.38 (m, 2H), 4.46-4.57 (m, 1H), 4.93-5.03 (m,
1H), 5.44-5.52 (m, 1H), 5.93 (dd, 1H, J=15.6,1.2), 6.12 (s, br, 1H), 6.32 (t,,
1H, J=7.2), 646 (s, |H ), 6.80 (dd, 1H, J=15.7,5.7), 7.35 (dd, 1H,
J=12,1.7), 8.15 (d, 1H, J=6.8), 8.41 (dd, 1H, /=7 .4,1.6), 9.58 (s,1H); anal.
(CJol'[ggNsOro.‘SOHQO) C, H,N.

EJEMPLO 60

Preparacion de Compuesto 62: éster bencilico de dcido trans-(2'S,3™S,4S)-
4-[2'< "-{[1"'-(S“—meﬁlisoxazol—B""-ﬂ)q_lggfpil]mnino}-2"'oxo-2"'H-
piridin-1"-il)butanoilamino]-5-(2™-oxopirrolidin-3""-il)pent-2-enoico
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El compuesto del titulo se prepar6 por un proceso anilogo al descrito
en Ejemplo 25 para la conversién de intermedio V3 en producto R3
utilizando intermedios F2 y éster bencilico de acido trans-(3'S,45)-4-ferr-
butoxicarbonilamino-2-metil-5-(2'-oxopirrolidin-3'-il)pent-2-enoico
(prepardo de K1 en una manera similar a la descrita para la preparacién de
X4 en Ejemplo 27) segiin lo apropiado: IR (cm™) 3335, 1685, 1649, 1595,
1533; "H NMR (CDCl) 5 0.91 (t, 3H, J=7.2), 1.50-1.99 (m, 3H), 2.11-2.31
(m, 4H), 2.48 (s, 3H), 3.27-3.38 (m, 2H), 4.45-4.47 (m, 1H), 5.17 (s, 2H),
5.65-5.70 (m, 1H), 6.01 (dd,, 1H, J=15.6,1.5), 6.33 (t, 1H, J=7.1), 6.46 (s,
1H), 6.90 (d, 1H, J=15.6,5.8), 7.00 (br. s, 1H), 7.30-7.39 (m, 5H), 7.54 (dd,
1H, J=7.1,1.8), 842 (dd, 1H, J=7.4,1.8), 8.56 (d, 1H, J=6.8) (s,1H); anal.
(C30H13NsO»0.50H,0) C, H, N.

EJEMPLO 61

Preparacion de' Compuesto 63: éster bencflico de dcido trans-(2'S,3™S,45)-
4-[2'(3"-{[1""«(5""-metilisoxazol-3""-il)metanoilJamino }-2"oxo0-2" H-
piridin-1"-il)pent-4"-inoilamino]-5-(2""-oxopirrolidin-3""-il)pent-2-enoico

2 NH
P &(

HeC ‘(/\IHLHQ\.)LH Z~_ - OCHaPh
O-N o -\\\: o)
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El compuesto del titulo se prepar6 de D-propargilalanina por un
proceso analogo al descrito en Ejemplo 22 para la conversion de D-(4-
fluorofenilalanina) en producto R2 utilizando intermedios F2 y éster
bencilico de &cido trans-(3'S,4S5)-4-fert-butoxicarbonilamino-2-metil-5-(2'-
oxopirrolidin-3'-il)pent-2-enoico (preparado de K1 en una manera similar a
la descrita para la preparacién de X4 en Ejemplo 27) segiin lo apropiado: IR
(cm™) 3298, 1685, 1650, 1596, 1534; 'H NMR (CDCl) 5 1.55-1.74 (m,
2H), 1.97 (t, 1H, J=2.7), 2.01-2.19 (m, 1H), 2.22-2.39 (m, 2H), 2.49 (s,
3H), 2.88-3.07 (m, 2H), 3.19-3.32 (m, 2H), 4.45-4.52 (m, 1H), 5.55-5.60
(m, 1H), 6.07 (dd, 1H, J=15.7,1.5), 6.32 (t, 1H, J=7.2), 6.45 (s, 1H), 6.48
(br s, 1H), 6.89 (dd, 1H, J=15.7,5.3), 7.29-7.41 (m, 5H), 7.44 (dd, 1H,
J=6.2,1.7), 8.40 (dd, 1H, J=7.5,1.7), 8.61 (d, 1H, J=6.6), 9.52 (s,1); anal.
(C31H31Ns020.50H;0) C, H, N.

EJEMPLO 62

Preparacién de Compuestos 64 y 65: éster piridin-2-ilmetilico de trans-
(2'S,3™§,48)4-[2'(3"-{[1™<(5™-metilisoxazol-3""-il)metanoil]amino} -

2" ox0-2"H-piridin-1"-il)pent-4"-inoilamino}-5-2™"-oxopirrolidin-3""-
il)pent-2-enoico y éster piridin-2-ilmetilico de 4cido frans-(2'R,3""S,45)4-
[2'-(3"-{[1™-(5™-metilisoxazol-3"-i])metanocil]amino}-2"oxo-2" H-piridin-
1"-il)pent-4"-inoilamino}-5-(2"-oxopirrolidin-3""-il)pent-2-enoico

Los compuestos del titulo se prepararon a partir de D-
propargilalanina por un proceso anélogo al descrito en Ejemplo 22 para la
conversion de D-(4-fluorofenilalanina) en producto R2 utilizando
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intermedios F2 y éster piridin-2-ilmetflico de 4cido trans-(3'S,4S)-4-tert-
butoxicarbonilamino-2-metil-5-(2'-oxopirrolidin-3'-il)pent-2-enoico
(preparado de K1 en una manera similar a la descrita para la preparacién de
X4 en Ejemplo 27) segtin lo apropiado. Estos se aislaron como una mezcla
2:1 de diasteredmeros inseparables: IR (cm™) 3297, 1690, 1596, 1273; 'H
NMR (CDCl3) & 1.58-1.69 (m), 2.02-2.08 (m), 2.09-2.48 (m), 2.53 (s),
2.81-3.12 (m), 3.24-3.49 (m), 5.26 (8), 5.31 (8), 5.52 (t, J=17.5), 5.82 (t,
J=7.5), 592 (d, J=15.6), 6.15 (d, J=15.6), 6.36 (t, J=7.2), 6.46 (s), 6.53
(s), 6.87-6.70 (m), 7.24-7.43 (m), 7.68-7.76 (m), 8.43-8.50 (m), 8.61-8.69
(m), 9.56 (s), 9.61 (s); anal. (C30H30NsO70.5H,0) C, H, N.

EJEMPLO 63

Preparacion de Compuesto 66: éster isopropilico de écido trams-
(2'S,3™8,48)4-[2'(3"-{[1""«(5™-metilisoxazol-3"-i])metanoil jamino } -
2"ox0-2"H-piridin-1"-il)-3"-fenilpropanilamino]-5-(2™-oxopirrolidin-3""-
il)pent-2-enoico

O0-N

o]
NH
Hac—@)o'\ ﬁQ\E)‘Lu/&COﬂPr .
o =
O

El compuesto del titulo se prepar6 de &cido (2R)-2-hidroxi-3-
fenilpropidnico por un proceso andlogo al descrito en Ejemplo 22 para la
conversion de intermedio S1 en producto R2 utilizando intermedios F2 y
éster isopropflico de Aacido trans-(3'S,4S)-4-fert-butoxicarbonilamino-2-
metil-5-(2"-oxopirrolidin-3*-il)pent-2-enoico (preparado de Kl en una
manera similar a la descrita para la preparacién de X4 en Ejemplo 27)
segin lo apropiado: '"H NMR (CDCl;) 5 1.27 (d, 3H, J=6.2), 1.28 (d, 3H,

=6.2), 1.44-1.54 (m, 1H), 1.61-1.75 (m, 1H), 2.09-2.33 (m, 3H), 2.47 (d,
In
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3H, J=09), 3.13 (dd, 1H, J=13.7,8.2), 3.20-3.38 (m, 2H), 3.44 (dd, 1H,
J=13.1,1.T), 437-448 (m, 1H), 4.99-512 (m, IH ), 571 (dd, 1H,
J=15.6,14), 5.96-6.04 (m, 1H), 629 (¢, 1H, J=1.3), 6.43-6.45 (m, 1H),
6.69 (dd, 1H, J=15.6,5.7), 7.19-7.28 (m, 6H), 7.65-7.69 (m, 1H), 8.36 (dd,
1H, J=7.3,1.6), 8.49 (d, IH, J= 6.8), 9.45 (s,1H).

EJEMPLO 64

Preparacion de Compuesto 67. éster isopropilico de &cido trans-
(2'S,3"™$,4S5)-4-[3'-(4"-fluorofenil)-2'-(3™- {[1""-(5""-metilisoxazol-3"-
il)metanoil]amino}-2™-oxo0-2"H-piridino-1""-il)propanoilamino]-5-(2™ -

oxopirrolidino-3""-il)pent-2-enoico

NH

0 l\ 0
N s
Hac-(/\:r)L N YlLﬂ coPr
' F

El compuesto del titulo se prepar§ a partir del intermedio T1 por un
proceso anilogo al descrito en Ejemplo 22 para la conversion de T1 en
producto R2 utilizando intermedios F2 y éster isopropilico de 4cido trans-
(3'S,4S)-4-tert-butoxicarbonilamino-2-metil-5-(2'-oxopirrolidin-3"il)pent-2-
enoico (preparado de K1 en una manera similar a la descrita para la
preparacién de X4 en Ejemplo 27) segim lo apropiado: IR (cm™) 3335,
1693, 1649, 1596, 1533; 'H NMR (CDCly) 5 1.27 (d, 3H, J=2.6), 1.29 (d,
- 3H, J=2.6), 1.59-1.78 (m, 2H), 1.81-1.99 (m, 1H), 2.20-2.29 (m, 1H), 2.47
(s, 3H), 3.13-3.29 (m, 3H), 3.42-3.49 (m, 1H), 4.504.52 (m, 1H), 5.02-
5.09 (m, 1H), 5.67-5.75 (m, 2H), 6.24 (t, 1H, J=7.3), 6.41 (s, 1H), 6.67-
6.74 (m, 2H), 6.92 (t, 2H, J=8.5), 7.10-7.14 (m, 2H), 7.41 (d, 1H, J=1.3),
8.15 (br s, 1H),8.33 (d, 1H, J=17.7), 9.32 (5,1H).
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EJEMPLO 65 _
Preparacion de Compuesto 68: éster etilico de acido rrans-(2'S,3"™S,45)4-
[2'-(3"-{[1™-(5"-metilisoxazol-3™-i])metanoilJamino} -oxotrifluorometil-
2" H-piridin-1"-il)butanoilamino]-5-(2™-oxopirrolidin-3""-il)pent-2-enoico

CFj NH
0 X o)
I N\/u\ I~ OEt
ne—Z 7 N : N
O—N o ~ CHy o

El compuesto del titulo se prepard a partir de intermedio T3 y por un
proceso andlogo al descrito en Ejemplo 22 para la conversién de D-(4-
fluorofenilalanina) en producto R2 utilizando nitrotrifluorometilpiridin-2-ol
¢ intermedio X2 segin lo apropiado: 'H NMR (CDCl,) & 0.93 (t, 3H,
J=1.7), 1.28 (t, 3H, J=7.2), 2.60-2.33 (m, 7H), 2.45 (s, 3H), 3.20-3.38 (m,
2H), 4.18 (q, 2H, J=7.0), 4.42-4.53 (m, 1H), 4.68 (t, 1H, J=7.9), 5.98 (d,
1H, J=16.0), 6.40 (s, 1H), 6.60 (s, 1H), 6.84 (dd, 1H,./=16.0,5.8), 7.92 (s,
1H), 850 (d, 1H, J=23), 886 (d, 1H, J=5.7), 9.39 (s,1H); anal.
(Ca6H30N507F12.0.70H,0) C, H, N.

Los resultados de los ensayos realizados empleando compuestos

ejemplares de Ia invencion se describen a continuacién.

EVALUACION BIOQUIMICA Y BIOLOGICA

Inhibicién de Proteasa 3C de Rinovirus

Se prepararon soluciones patrén (50 mM, en DMSQO) de varios compuestos;
las diluciones tuvieron lugar en el mismo solvente. Proteasas 3C de
rinovirus recombinante (véase Birch y colegas, “Purificacién de proteasa
3C de rinovirus humano recombinante 14 expresado en Escherichia coli”,
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Protein Expr. Pur. (1995), vol. 6(5), 609-618) de serotipos 14, 16 y 2 se
prepararon por los siguientes procedimientos cromatogrificos estdndar: (1)
intercambio de iones usando Flujo Répido de Sefarosa Q de Pharmacia; (2)
cromatografia de afinidad utilizando Affi-Gel Blue de Biorad; y (3)
dimensionamiento utilizando Sephadex G-100 de Pharmacia. Cada muestra
de ensayo contenia 2% DMSO, 50mN tris pH 7.6, ImM EDTA, un
compuesto de ensayo en la concentracion indicada, aproximadamente 1 uM
de sustrato y 50-100 nM proteasa. Los valores kg1 se obtuvieron de
reacciones iniciadas por adicidn de enzimas més bien que sustrato. La
actividlad RVP se midi6 en el ensayo de transferencia de energia de
resonancia de fluorescencia. El sustrato fue (N-terminal) DABCIL- (Gly-
Arg-Ala-Val-Fe-GIn-Gly-Pro-Val-Gly)-EDANS. En el péptido no
escindido, la fluorescencia EDANS se mitigdé por la mitad DABCIL
proximal. Cuando el péptido se escindid, se alivi6 la mitigacion y la
actividad se midié como aumento en la sefial de fluorescencia. Los datos se
analizaron empleando programas de ajuste no lineal estdndar (Enzfit) y se
muestran en la siguiente Tabla. Los datos tabulados en la columna

designada kq/[I] se midieron de curvas de avance en experimentos de
iniciacién de enzimas.

Ensayo de Cultivo de Células H1-HeLa Antirrinovirales

En este ensayo de proteccién de células, la capacidad de los compuestos
para producir células contra infeccion HRV se midié por el método de
reduccion de tinte XTT, que se describe en Weislow y colegas, J. Natl.
Cancer Inst. 81989), vol. 81, 577-586. Las células se infectaron con HRV-
14 con una multiplicidad de infeccion (m.o.i) de 0.13 (particulas de
virus/célula) o infectados mimicamente con medio unicamente. Las células
infectadas o infectadas mimicamente se resuspendieron con 8x10° células
por mL y se incubaron con concentraciones apropiadas de los compuestos a
ensayarse. Dos dias después, se agregé XTT/PMS a placas de prueba y la
cantidad de formazan producido se cuantificd espectrofotométricamente a
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450/650 nm. El valor ECs se calculé como la concentracién de compuesto
que aumenté el porcentaje de produccién de formazan en células infectadas
con virus, fratadas con compuesto al 50% de las producidas por células
mimicamente infectadas, libres de compuesto. La dosis citotéxica del
50% (CCsp) se calculé como la concentracién de compuesto que disminuy6
el porcentaje de formazan producido en células infectadas mfmicamente,
tratadas con compuesto al 50% de las producidas por células infectadas
mimicamente libres de compuestos. El indice terapéutico (TT) se calculd
dividiendo la (CCsp) por el valor ECs.

Todas las cepas de rinovirus humano (HRV) para uso en este ensayo
se adquirieron de American Type Culture Collection (ATCC), salvo para el
serotipo-14 de HVR (producido de clon de cADN enfeccioso construido por
¢l Dr. Robert Rueckert, Institute for Molecular Virology, Universidad de
Wisconsin, Madison, Wisconsin). Los patrones de HVR se propagaron y
los ensayos virales se llevaron a cabo en células Hl-HeLa (ATCC). Las
células se cultivaron en un medio esencial minimo con 10% de suero fetal
bovino, disponible de Life Technologies (Gaithersburg, MD).

Ensayo de Cultivo de Células Anticoxsackievirales

Tipos de coxsackievirus A-21 (CAV-21) se adquirieron de American
Tipe Culture Colection (ATCC, Rockville, MD). Los patrones de virus se
propagaron y lds ensayos antivirales se llevaron a cabo en células H1-HeLa
(ATCC). Las células se cultivaron en medio esencial minimo con 10%
suero bobino fetal (Life Technologies, Gaithersburg, MD). La capacidad de
los compuestos de esta invencién para proteger las células contra infeccién
CAV-21 6 CVB3 se midi6 por el método de reduccién de tinte XTT. Este
método se describe en Weislow y colegas, J. Natl. Cancer Inst. (1989), vol.
81, 577-586. Las células H1-HeLa se infectaron con CAV-21 6 CVB3 con
una multiplicidad de infecciéon (m.o.i.) de 0.025 6 0.075, respectivamente.
O infectadas mimicamente con medio Gnicamente. Las células Hi-HeLa se
esparcieron sobre placas con 4 x 10* células por celdilla en una placa de 96
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celdillas y se incubaron con concentraciones apropiadas del compuesto de
ensayo. Un dia (CVB3) o dos dias (CAV-21) después, se agregd
XXT/PMS 2 las placas de ensayo y se cuantificd espectrofotométricamente
con 450/650 nm la cantidad de formazan producido. El ECs se calculé
como la concentracién de compuesto que aumenté la produccion de
formazan en células infectadas con virus, tratadas con compuesto al 50% de
las producidas por células no infectadas, libres de compuesto. La dosis
citotdxica del 50% (CCso) se calculé como la concentracion de compuesto
que disminuy6 la produccion de formazan en células no infectadas, tratadas
con compuesto, al 50% de las producidas en células no infectadas libres de
compuesto. El indice terapéutico (TT) se calculd dividiendo la (CCsyp) por el
valor ECso.

Ensayos de Cultivo de Células Anti-Echovirales y Anti-Enterovirales
Echovirus tipo 11 (ECHO 11) se adquirié6 de ATCC (Rockville, MD). Los

patrones de virus se propagaron y se efectuaron ensayos antivirales en
células MCR-5 (ATCC). Las células se cultivaron en medio esencial
minimo con suero fetal bovino 10% (Life Technologies, Gaithersburg,
MD). La capacidad de los compuestos de esta invencién para proteger
células contra infeccién de virus ECHO 11 se midi6 por el método de
reduccion de tinte XTT (Weislow y colegas, J. Natl. Cancer. Inst (1989),
vol. 81, 577-586). Células MRC-5 se infectaron con ECHO 11 con una de
0.003 6 0.004, respectivamente, o infectadas miméticamente con medio
Unicamente. Células infectadas o no infectadas se afladieron a células 1 x
10* por celdilia y se incubaron con concentraciones apropiadas de
compuesto. Cuatro dias después, se afiadié XTT/PMS a las placas de
ensayo y se cuantificd espectrofotométricamente a 450/650 nm la cantidad
de formazan producido. El ECsp se calculé como la concentracion de
compuesto que aumenté la producciéon de formazan en células infectadas
con virus, tratadas con compuesto, al 50% de las producidas por células no
infectadas, libres de compuesto. La dosis citotoxica del 50% (CCsq) se
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calculé como la concentracién de compuesto que disminuyé la produccién
de formazan en células no infectadas, tratadas con compuesto, al 50% de las
producidas células no infectadas libres de compuesto. El indice
terapéutico (TI) se calculd dividiendo la (CCsp) por el valor ECsp. La
actividad de los compuestos contra el enterovirus tipo 70 (EV 70) puede
medirse por el mismo ensayo como se describe antes en esta seccion. El
enterovirus tipo 70 (EV 70) puede obtenerse de la American Type Culture
Collection ATCC (Rockville, MD).

Los resultados obtenidos para los compuestos de la invencién pueden
compararse con los resultados obtenidos en la misma manera para
compuestos de control WIN 51711, WIN 52084 y WIN 54954 (obtenidos
de Janssen Pharmaceuticals) y Pleconaril (preparado de acuerdo con el
método descrito en Diana y colegas, J. Med. Chem. (1995), vol. 38, 1355).
Los datos antivirales obtenidos para los compuestos de ensayo se
consignan en la siguiente Tabla “ND” indica que no se determiné un valor

para el compuesto y la designacién “NA” significa no aplicable.

TABLA
Compuesto® | Serotipodel | Ku/|l
Virus (M's")’ | ECs(uM) | CCso(uM) TI
142 (1:1) HRV-14° 36,900 0.179 50.1 280
. HRV-1' ND 0.825 74.1 90
HRV-10 ND 0.145 60.3 416
1 HRV-14 114,000 0.033 50.1 1518
CAV-21° ND 1.48 >10 >7
ECHO-11¢ ND 0.16 > 10 > 63
CvB3* ND 0.539 >10 >19
ENT-70 ND 0.012 >10 > 833
3 HRV-14 2,900 1.27 >10 >8
4 HRV-14 574 ND ND ND
5 HRV-14 329,000 0.016 >10 > 625
CAV-21 ND 1.39 >10 >7
ECHO-11 ND 0.054 >10 > 185
CVB3 ND 0.577 > 10 >17
ENT-70 ND 0.018 > 10 > 556
6 HRV-14 37,400 0.034 > 10 > 294
CAV-21 ND 468 > 10 >2
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Compuesto* | Serotipo del Kdlﬂ. P

Virus M's?)’ ' ECy(uM) | CCso(uM) Tl
ECHO-11 ND 0.346 >10 >29
CVB3 ND 2.5 >10 >4

ENT-70 ND 0.061 >10 > 164

7 HRV-14 81,000 0.014 >10 > 714
8 HRV-14 7,660 0.888 >10 >11
9 HRV-14 5,040 0.518 >10 >19
10 HRV-14 113,600 0.104 >10 >96
HRV-1A ND 1.182 >10 >9
HRV-10 ND 1.406 >10 >7

11 HRV-14 193,000 <0.0032 >10 >3125
12 HRV-14 25,800 0.075 >10 >133
13+14 (1:1) HRV-14 31,000 ND ND ND
15 HRV-14 6,500 0.078 >10 > 56
16 HRV-14 74,000 0.325 >10 >3
17 HRV-14 348 >10 >10 ND
18 HRV-14 116,000 0.125 >10 >80
19 HRV-14 380,000 0.003 >1 >313

20 HRV-14 600,000 0.015 >10 > 667
21 HRV-14 6,340 0.469 >10 >21
22 HRV-14 18,500 1.0 >10 >10
23 HRV-14 385,000 0.064 >10 > 156
24 HRV-14 8,800 ND ND ND

25 HRV-14 1.250.000 0.002 >10 > 5000
HRV-1A ND 0.015 >10 > 667

HRV-10 ND 0.004 > 10 > 2500

HRV-2 ND 0.004 >10 > 2500

HRV-16 ND 0.005 >10 > 2000

HRV-3 ND 0.004 >10 > 2500

HRV-25 ND 0.022 >10 > 454

HRV-9 ND 0.01 >10 > 1000

HRV-39 ND 0.009 >10 >1111

HRV-87 ND 0.008 >10 > 1250

HRV-14 170,000 0.055 >10 > 182

HRV-1A ND 0.014 >10 >714

HRV-10 ND 0.027 >10 >370

- HRV-2 ND 0.016 >10 > 625

HRV-16 ND 0.050 >10 > 200

HRV-3 ND 0.029 >10 >344
HRV-25 ND 0.102 >10 >08

HRV-9 ND 0.045 >10 >222

HRV-39 ND 0.047 >10 >212

HRV-87 ND 0.021 >10 > 476

HRV-13 ND 0.058 >10 >172

HRV-78 ND 0.057 >10 >175
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Compuesto* | Serotipo del l(.,h.llllb
Virus (M) ECso(pM) | CCso(pM) TI

HRV-11 ND 0.004 > 10 > 2500

HRV-19 ND 0.065 > 10 > 153

HRV-23 ND 0.040 > 10 > 250
HRV-Hanks ND 0.054 > 10 > 185

CAV-21 ND 0.121 > 10 > 82

ECHO-11 ND 0.036 > 10 >277

CVB3 ND 0.016 > 10 > 625

CVB2s ND 0.055 > 10 > 181

CVB5* ND 0.018 > 10 > 5§55

ECHO-6' ND 0.017 > 10 > 588

ECHO-9 ND 0.015 > 10 > 666

27428 (1:1) | HRV-14 3,750 1.78 > 10 >7

29 HRV-14 148,000 0.079 > 10 > 126
HRV-1* ND 0.046 >10 >217

HRV-10 ND 0.046 > 10 >217

30 HRV-14 133,500 0.024 > 10 > 416
31 HRV-14 223,400 0.022 >1 > 454
HRV-1* ND 0.036 > 10 > 277

HRV-10 ND 0.048 > 10 > 208

HRV-2 ND 0.013 >10 > 769

HRV-16 ND 0.038 > 10 > 263

HRV-3 ND 0.021 > 10 > 476

HRV-25 ND 0.087 >10 > 114

HRV-9 ND 0.044 > 10 >227

HRV-39 ND 0.043 > 10 >232

HRV-87 ND 0.021 > 10 > 476

HRV-13 ND 0.060 >10 > 166

HRV-78 ND 0.061 >10 > 163
HRV-11 ND 0.005 >10 > 2000

HRV-19 ND 0.050 > 10 > 200

HRV-23 ND 0.042 > 10 > 238
HRV-Hanks ND 0.049 >10 > 204

CAV-21 ND 0.161 > 10 > 62

ECHO-11 ND 0.013 > 10 > 769
CVB3 ND 0.024 > 10 > 416

.CVB2 ND 0.057 > 10 >175

CVBS5 ND 0.047 >10 >212

ECHO-6 ND 0.021 > 10 > 476

32 ECHO-9 127,500 0.012 >10 > 833
HRV-14 ND 0.126 > 10 >79

HRV-1* ND 0.179 >10- > 55

HRV-10 ND 0.156 > 10 > 64

HRV-2 ND 0.105 > 10 >95

HRV-16 ND 0.184 > 10 > 54
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Compuesto® | Serotipo del Kd-’l'.llh
Virus M's")* | ECs(uM) | CCyo(nM) TI
HRV-3 ND 0.059 >10 >169
HRV.-25 ND 0.547 >10 >18
HRV-9 ND 0.500 >10 >20
HRV-39 ND 0.410 >10 >24
HRV-87 ND 0.033 >10 > 303
33 HRV-14 | 1,800,000 0.001 > 10 > 10000
HRV-2 ND 0.003 >10 > 3333
HVR-16 ND 0.006 > 10 > 1666
HRV-3 ND 0.003 >10 > 3333
HRV-25 ND 0.028 >10 >357
HRV-9 ND 0.015 >10 > 666
HRV-39 ND 0.004 > 10 > 2500
HRV-87 ND 0.005 >10 > 2000
HRV-13 ND 0.014 >10 >714
HRV-78 ND 0.005 >10 > 2000
HRV-11 ND 0.003 > 10 >3333
HRV-19 ND 0.004 > 10 > 2500
HRV-23 ND 0.003 >1 >3333
HRV-Hanks ND 0.005 > 10 > 2000
CAV-21 ND 0.004 > 10 > 2500
ECHO-11 ND 0.016 > 10 > 625
CVB3 ND 0.003 > 10 >3333
CVB2 ND 0.015 >10 > 666
CVBS ND 0.025 >10 > 400
ECHO-6 ND 0.015 > 10 > 666
ECHO-9 ND 0.003 > 10 > 3333
34 HRV-14 45,100 0.122 >10 > 81
HRV-2 ND 0.154 > 10 > 64
HRV-16 ND 0.543 >10 > 18
HRV-3 ND 0.061 >10 > 163
HRV-25 ND 0.923 > 10 >10
HRV-9 ND 0.593 >10 > 16
HRV-39 ND 0.441 > 10 >22
HVR-87 ND 0.033 > 10 >303
35 HRV-14 220 >10 > 10 NA
36 HRV-14 4,500 9.0 > 100 >11
37 HRV-14 177,000 0.162 >10 >62
HRV-1* ND 0.018 >10 >93
HRV-10 ND 0.041 >10 >244
HRV-2 ND 0.037 >10 >270
HRV-16 ND 0.072 >10 > 138
HRV-3 ND 0.043 >10 >232
HRV-25 ND 0.162 >10. > 61
HRV-9 ND 0.121 > 10 > 82
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Compucsto® | Serotipodel | K|
Virus (M's")’ | ECi(uM) | CCxofM) Tl
HRV-39 ND 0.016 >10 > 625
HRV-87 ND 0.058 >10 >172
38 HRV-14 0.08* 16.8 > 100 >6
39 HRV-14 200,000 0.040 >10 >250
HRV-1* ND 0.042 >10 > 238
HRV-10 ND 0.088 >10 >113
HRV-2 ND 0.016 > 10 > 625
HVR-16 ND 0.057 >10 >175
HRV-3 ND 0.039 > 10 > 256
HRV-25 ND 0. 107 >10 >93
HRV-9 ND 0.048 >10 > 208
HRV-39 ND 0.048 > 10 > 208
HRV-87 ND 0.017 >10 > 588
40 HRV-14 186,000 0.027 >10 >370
HRV-2 ND 0.052 >10 >192
HRV-16 ND 0.177 > 10 > 56
HRV-3 ND 0.056 > 1 >178
HRV-25 ND 0.490 >10 > 20
HRV-9 ND 0.219 > 10 >46
HRV-39 ND 0.163 >10 > 61
HRV-87 ND 0.083 > 10 >120
HRV-13 ND 0.148 >10 > 67
HRV-78 ND 0.123 >10 > 81
HRV-11 ND 0.006 >10 > 1666
HRV-19 ND 0.060 > 10 > 166
HRV-23 ND 0.055 >10 > 181
HRV- Hanks ND 0.115 >10 > 86
HRV-14 60,500 0.062 >10 > 161
HRV-2 ND 0.155 > 10 > 64
HRV-16 ND 0.416 >10 > 24
HRV-3 ND 0.054 >10 > 185
HRV-25 ND 0.829 >10 >12
HVR-9 ND 0.562 >10 >17
HVR-39 ND 0.445 >10 >22
HVR-87 ND 0.060 >10 > 166
CAV21 ND 0.593 >10 >16
ECHO-11 ND 0.186 >10 >53
CVB3 ND 0.117 >10 > 85
32 CVB2 ND 0.213 > 10 > 46
CVB5 ND 0.199 >10 . >50
ECHO-6 ND 0.147 > 10 > 68
ECHO-9 ND 0.106 >10 >94
HRV-14 38,200 0.168 > 10 > 59
HRV-2 ND 0.161 > 10 > 62
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Compuesto* | Serotipo del Kd"llll.
Virus M's™) ECso(uM) | CCso(uM) Tl
HRV-16 ND 0.402 >10 >24
HRV-3 ND 0.152 >10 > 65
HRV-25 ND 0.611 >10 >16
HRV-9 ND 0.521 >10 >19
HRV-39 ND 0.158 >10 >63
43 HRV-14 382 >10 >10 NA
44 HRV-14 12,500 1.46 >10 >6
HRV-2 ND 1.18 >10 >8
HRV-10 ND 0.562 >10 >17
HRV-16 ND 1.09 >10 >9
HRV-25 ND 1.22 >10 >8
HRV-39 31,000 >1 > 10 ND
45 HRV-14 673 ND ND ND
46 HRV-14 350,000 0.006 >10 > 1666
HRV-1A ND 0.182 >10 >54
HRV-2 ND 0.145 >10 > 68
HRV-3 ND 0.045 >10 >222
HRV-9 ND 0.151 >10 > 66
HRV-10 ND 0.135 >10 >74
HRV-16 ND 0.160 >10 > 62
HRV-25 ND 0.188 >10 >53
HRV-39 ND 0.227 >10 > 44
HRV-13 ND 0.078 >10 > 128
HRV-78 ND 0.025 >10 > 400
HRV-11 ND 0.003 >10 > 3333
HRV-19 ND 0.020 >10 > 500
HRV-23 ND 0.011 >10 > 909
HRV-Hanks ND 0.005 >10 > 2000
HRV-14 1,400,000 0.040 >10 >250
HRV-1* ND 0.148 >10 > 67
HRV-2 ND 0.133 >10 >75
HRV-3 ND 0.018 >10 > 555
HRV-9 ND 0.121 >10 > 82
HRV-10 ND 0.114 >10 > 87
HRV-16 ND 0.049 >10 > 204
HRV-25 ND 0.193 > 10 > 51
HRV-39 ND 0.168 > 10 >59
HRV-14 548,000 0.003 >10 >3333
HRV-1* ND 0.132 >10 >75
HRV-2 ND 0.048 >10 >208
HRV-3 ND 0.033 >10 >333
HRV-9 ND 0.109 >10 >91
HRV-10 ND 0.085 >10 >117
HRV-16 ND 0.036 >10 >277




295 1M

Compuesto® | Serotipo del K.,dl}lb
Virus ™m's") ECso(uM) | CCso{tM) TI
HRV-25 ND 0.100 >10 > 100
HRV-39 ND 0.044 >10 >227
HRV-13 ND 0.044 >10 > 227
HRV-78 ND 0.012 >10 > 833
HRV-11 ND 0.003 >10 > 3333
HRV-19 ND 0.009 >10 > 1111
HRV-23 ND 0.010 >10 > 1000
HRV-Hanks ND 0.033 > 10 >3333
CAV21 ND 1.120 >10 >8
CVB2 ND 0.162 >10 >62
CVB3 ND 0.187 >10 >53
CVB5 ND 0.178 >10 > 56
ECHO9 ND 0.057 >10 > 175
49 HRV-14 | 1,200,000 0.004 >10 > 2500
HRV-1A ND 0.131 >10 >76
HRV-2 ND 0.083 >10 > 120
HRV-3 ND 0.041 >10 > 243
HRV-9 ND 0.095 >10 > 105
HRV-10 ND 0.076 >10 > 131
HRV-16 ND 0.032 >10 >312
HRV-25 ND 0.371 >10 >26
HRV-39 ND 0.145 >10 > 68
50 HRV-14 100,000 0.068 >10 > 147
HRV-1A ND 0.200 > 10 >50
HRV-2 ND 0.105 >10 >95
HRV-3 ND 0.117 >10 >85
HRV-9 ND 0.122 >10 >8l
HRV-10 ND 0.750 >10 >13
HRV-16 ND 0.185 >10 >54
HRV-25 ND 0.371 >10 >26
HRV-39 ND >1 >10 ND
51 HRV-14 ND >10 >10 ND
HRV-9 ND >1 >10 ND
HRV-16 ND >10 >10 ND
HRV-25 ND >10 >10 ND
52 HRV-14 36,000 0.181 > 10 >55
HRV-9 ND 0.473 > 10 >21
HRV-10 ND 0.176 >10 > 56
HRV-16 ND 0.280 >10 >35
HRV-25 ND 0.109 >10 >91
HRV-39 ND 0.337 >10 >29
53 HRV-14 207,100 0.040 >10 > 250
HRV-I* ND 0.184 >10 > 54
HRV-2 ND 0.078 >10 >128
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Compuesto® | Serotipo del K"’lﬂ.
Virus ™'s") ECs(uM) | CCxo(pM) Tk
HRV-3 ND 0.044 >10 >227
HRV-9 ND 0.133 >10 >75
HRV-10 ND 0.037 >10 >270
HRV-16 ND 0.102 >10 >98
HRV-25 ND 0.066 >10 > 151
HRV-39 ND 0.125 >10 >80
HRV-13 ND 0.157 >10 >63
HRV-78 ND 0.040 >10 > 250
HRV-11 ND 0.020 >10 > 500
HRV-19 ND 0.053 >10 > 188
HRV-23 ND 0.045 >10 >222
HRV-Hanks ND 0.137 >10 >72
CAV21 ND 0.476 >10 >21
CvB2 ND 0.154 > 10 > 64
CVB3 ND 0.156 >10 > 64
CVB5 ND 0.157 >10 >63
ECHO9 ND 0.026 >10 >384
54 HRV-14 244,000 0.045 >10 >222
HRV-1A ND 0.490 >10 >20
HRV-2 ND 0.148 >10 >67
HRV-9 ND 0.517 >10 >19
HRV-10 ND 0.131 >10 >76
HRV-16 ND 0.142 >10 >70
HRYV-25 ND 0.215 >10 > 46
HRV-39 ND 0.346 >10 >28
55 HRV-14 34,000 0173 >10 >57
HRV-1A ND 0.520 >10 >19
HRV-9 ND 0.531 >10 >18
HRV-10 ND 0.195 >10 > 51
HRV-25 ND 0.515 >10 >19
56 HRV-14 99,000 0.163 >10 > 61
HRV-1A ND 0.504 >10 >19
HRV-9 ND 0.546 >10 >18
HRV-10 ND 0.158 >10 >63
HRV-25 ND 0.400 >10 >25
57 HRV-14 47,000 0.422 >10 >23
HRV-1A ND 1.61 >10 >6
HRV-9 ND 1.50 >10 >6
HRV-10 ND 0.482 >10 >20
HRYV-25 ND 0.511 >10 >1
58 HRV-14 2,200,000 0.003 >10 > 3333
HRV-1A ND 0.014 >10 > 714
HRV-2 ND 0.013 >10 > 769
HRV-3 ND 0.005 >10 > 2000
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Virus s ECso(uM) | CCso{uM) TI
HRV-9 ND 0.047 >10 >212
HRV-10 ND 0.011 >10 > 909
HRV-16 ND 0.014 > 10 > 714
HRV-25 ND 0.016 > 10 > 625
HRV-39 ND 0.020 >10 > 500
HRV-13 ND 0.024 >10 > 416
HRV-78 ND 0.014 >10 >714
HRV-11 ND 0.005 >10 > 2000
HRV-19 ND 0.017 > 10 > 588
HRV-23 ND 0.008 > 10 > 1250
HRV-Hanks ND 0.021 > 10 > 476
59 HRV-14 170,000 0.020 > 10 > 500
HRV-1A ND 0.084 >10 >119
HRV-2 ND 0.049 > 10 >204
HRV-3 ND 0.033 > 10 > 303
HRV-9 ND 0.070 >10 > 142
HRV-10 ND 0.058 >10 >172
HRV-16 ND 0.105 > 10 > 95
HRV-25 ND 0.042 >10 > 238
HRV-39 ND 0.122 > 10 > 81
HRV-13 ND 0.012 >10 > 833
HRV-78 ND 0.073 > 10 > 136
HRV-11 ND 0.014 >10 >714
HRV-19 ND 0.044 >10 - >227
HRV-23 ND 0.037 >10 >270
HRV-Hanks ND 0.083 >10 >120
CVB2 ND 0.050 > 10 > 200
CVBS5 ND 0.040 >10 > 250
ECHO9 ND 0.040 >10 > 250
60 HRV-14 23,000 0.173 >10 >57
HRV-1A ND 0.558 >10 >17
HRV-9 ND 0.516 > 10 >19
HRV-10 ND 0.368 >10 >27
HRV-25 ND 0.251 > 10 >39
61 HRV-14 15,000 ND ND ND
62 HRV-14 210,000 0.061 >10 > 163
HRV-1A ND 0.017 >10 > 588
HRV-2 ND 0.045 >10 >222
HRV-3 ND 0.052 >10 >192
HRV-9 ND 0.130 > 10 > 76
HRV-10 ND 0.052 > 10 > 192
HRV-16 ND 0.053 >10 > 188
HRV-25 ND 0.018 > 10 > 555
HRV-39 ND 0.043 >10 >232
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HRV-13 ND 0.004 >10 > 2500

HRV-78 ND 0.057 >10 >175
HRV-11 ND 0.010 >10 > 1000

HRV-19 ND 0.021 >10 > 476

HRV-23 ND 0.032 >10 >312
HRV-Hanks ND 0.052 >10 >192

CAV2! ND 0.298 >10 >3

CVB2 ND 0.016 >10 > 625

CVR3 ND 0.015 >10 > 666

CVBS ND 0.020 >10 > 500
ECHO9 ND 0.004 >10 > 2500

63 HRV-14 300,000 0.051 >10 > 196
HRV-IA ND 0.012 >10 > 833

HRV-2 ND 0.024 >10 > 416

HRV-3 ND 0.027 >10 >370

HRV-9 ND 0.065 >10 > 153

HRV-10 ND 0.046 >10 > 217

HRYV-16 ND 0.046 >10 >217
HRV-25 ND 0.007 >10 > 1428

HRV-39 ND 0.035 >10 > 285

HRV-13 ND 0.045 >10 >222

HRV-78 ND 0.034 >10 > 204

HRV-1] ND 0.017 >10 >588

HRV-19 ND 0.014 >10 >714

HRV-23 ND 0.037 >10 >270

HRV-Hanks ND 0.40 >10 >25

CAV21 ND 0.153 >10 > 65

CVB2 ND 0.012 >10 >833

CVB3 ND 0.014 >10 >714
CVBS5 ND 0.010 >10 > 1000
ECHO9 ND 0.002 >10 > 5000

64+65 (2:1) HRV-14 147,500 0.572 >10 >17

HRV-3 ND 0.455 >10 >21

HRV-9 ND 0.550 >10 >18

HRV-10 ND 0.458 >10 >21

66 HRV-14 480,000 0.155 >10 >64
HRV-3 ND 0.056 >10 >178

HRV-9 ND 0.196 >10 >51

HRV-16 ND 0.011 >10 > 909

HRV-39 ND 0.022 >10 > 454

HRV-13 ND 0.057 >10 >175

HRV-78 ND 0.015 >10 > 666

67 HRV-14 462,500 0.057 >10 >175
HRV-3 ND 0.019 >10 > 526
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Compuesto* | Serotipo del K"'I[H.
(M's”)

Virus ECso(pM) | CCso(pM) T1
HRV-9 ND 0.162 >10 >61
HRV-16 ND 0.033 >10 >303
HRV-39 ND 0.038 >10 > 263
HRV-13 ND 0.162 >10 >61
HRV-78 ND 0.048 >10 > 208
68 HRV-14 39,500 ND ND ND
WIN 51711 HRV-14 ND 0.78 > 60 >77
WIN 52084 HRV-14 ND 0.07 >10 > 143
WIN 54954 | HRV-14 ND 2.13 >63 >30
CAV-2] ND > 100 > 100 NA
CVB3 ND > 100 > 100 NA
Pirodavir HRV-14 ND 0.03 >10 >300
CAV-21 ND >100 - {- >100 NA
CVB3 ND > 100 >100 NA
EV-11 ND 3.7 >10 >3
ENT-70 ND 0.06 >10 > 167
Pleconaril HRV-14 ND 0.01 >10 > 1000
CAV-21 ND 0.09 >10 > 107
CvB3 ND >10 >10 > 107
ECHO-11 ND 0.16 >10 >62

Notas:

“HRV = rinovirus humano de serotipo designado
»3C = actividad de inhibicién de proteasa
‘CAV-21 = coxsackievirus A21
“ECHO-11 = echovirus 11.

*CVB3 = coxsackievirus B3-'-u-

/ENT-70 = enterovirus 70.

ECVB2 = coxsa;:ldevims B2.

*CVB35 = coxsackievirus BS.

‘ECHO-6 = echovirus 6.

/ECHO-9 = echovirus 9.

Valor *K;

Aunque la invencién se ha descrito en términos de incorporaciones
preferidas y ejemplos especificos, aquellas personas con habilidades en el
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arte reconocerdn mediante experimentacion de rutina que pueden hacerse ZL
varios cambios y modificaciones sin desviarse del espiritu y érbita de la
invencién. De este modo, la invencién debe entenderse como no limitada
por la descripcin detallada anterior, sino como definida por las

reivindicaciones adjuntas y sus equivalentes.
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