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S \‘n aviso DE NoTIFicacion  Industria y Comercio
*)J CORREO CERTIFIcADO °SYFPERINTENDENCIA
peovpnds

Radicacion : 4-110920-C -3-0 Fecha: 2010-06-28 08:11:14
Tramite : 11 PATENTEIYI

Evento : 379 FASENACIONALN

Actuacion: 432 COMUNICACTOADM

Destinatario : DILIA MARIA RODRIGUEZ DALEMAN Folios 1

Sefior (a) (es)

DILIA MARIA RODRIGUEZ DALEMAN
CARRERA 11 NO. 86-53 PISO 6
BOGOTAD.C.

Referencia RESOLUCION : 32680

Fecha: 25/06/2010

Expediente : 4-110920 C

Tramite : 11 PCT-PATENTE DE INVENCION CAPITULOS I Y Il
Evento : 379 FASE NACIONAL INCLUIDO CAPITULO II
Actuacion : 432 COMUNICACION ACTO ADMINISTRATIVO

Comedidamente le solicito presentarse a este Despacho ubicado en la Carrera 13 No. 27 -
00 Piso Tercero (3), de la ciudad de Bogota D.C., dentro del término de cinco (5) dias
habiles contados a partir del envio de la presente citacion, en horario de 8:00 am. a 4:30
p.m. jornada continua, con el fin de notificarle personalmente el contenido de la resolucion
de la referencia proferida dentro del expediente tramitado con el nimero de radicacion
citado en el asunto.

De no hacerse presente en el término indicado anteriormente, la providencia en mencion se
notificara por edicto, el cual se fijara por el término de diez (10) dias en el Centro de
Documentacion e Informacion.

Para su comodidad el texto completo de la resolucion se encontrara disponible en la pagina
web de la Entidad desde el dia habil siguiente al de su notificacién, la cual podra ser
consultada desde un computador con acceso a Internet, en la pagina www.sic.gov.co, con el
namero de resolucion a través de la opcion servicios en linea bases de datos - otros
servicios - consulta actos administrativos.

En caso de que se haya notificado, haga caso omiso de este aviso.

Secretaria General
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 pisos 3, 5, 7y 10 PBX: 5870000
Al contestar favor indique el niumero de Sede CAN: Av. Carrera 50 No. 26- 55int. 2 Tel 5880070
radicacién consignado en el sticker ' Call Center 6513240 . Linea 01800-910165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogota D.C. Colombia
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
RESOLUCION No. = < "
Por la cual se deniega una patente de invencion

Rad. PCT/04-110920C

EL SUPERINTENDENTE DE INDUSTRIA Y COMERCIO

en ejercicio de sus facultades legales, en especial de las conferidas en el numeral 38 del .

articulo 3° del Decreto 1687 de 2010,y |

CQONSIDERANDO:.

PRIMERO: Que mediante escrito radicado en esta Superintendencia el dia 04 de noviembre
del 2004 con el N° 04110920C, la doctora Dilia Maria Rodriguez D'Aleman, en su calidad de
apoderada de Novartis Vaccines And Diagnostics, Inc, presentd Ia solicitud de patente de
invencion titulada "COMPOSICION FARMACEUTICA DE IRINOTECAN Y UN DERIVADO
DEL NUCLEO 3-(IMIDAZO[4,5-b]PIRIDINIL, PIRIDAZINIL, TRIAZINIL O TETRAZINIL)-

QUINOLIN-2-ONA", correspondiente a la solicitud internacional PCT/US 03/10483 de fecha .

04 de 'abril del 2003, para que se iniciara la fase nacional en virtud del Tratado de
Cooperacion en Materia de Patentes (PCT).

SEGUNDO: Que efectuado el examen de forma en cuanto a los requisitos que debe llenar la
solicitud y cumplidas las exigencias legales, se ordend publicar el extracto sin que se
hubieran presentado oposiciones por parte de terceros.

TERCERO: Que el articulo 45 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina
establece que: "Si la oficina nacional competente encontrara que la invencion no es
patentable o que no cumple con alguno de los requisitos establecidos en esta Decision para
la concesion de la patente, lo notificara al solicitante. Este debera responder a la notificacion
dentro del plazo de sesenta dias contados a partir de la fecha de la notificacion. Este plazo
podra ser prorrogado por una sola vez por un periodo de treinta dias adicionales. (...) Siel
solicitante no respondiera a la notificacion dentro del plazo sefialado, o si a pesar de la

respuesta subsistieran los impedimentos para la concesion, la oficina nacional competente -

denegara la patente”.

CUARTO: Que de conformidad con lo dispuesto en el articulo 45 antes mencionado, se
realizo el examen de fondo y se requinio al solicitante para que presentara respuesta a las
observaciones de caracter técnico visibles a folios 357 a 404, formuladas en relacion con la
patentabilidad o cumplimiento de los requisitos establecidos por la Decision 486 de la
Comision de la Comunidad Andina, para la concesion de la patente, sin que frente a dicho
requerimiento el solicitante se hubiera pronunciado y, en consecuencia, el Despacho
procedera a denegar la patente. -

Pagina 1 de 2 ' Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5.7y 10

Sede CAN Av Carrera 50 No 27-55. Int, 2"

Conmutadores: 5870000 y 5880234 -~
Fax 5870284 Linea 0180000-910165

' Web www sic qov ¢co e-mall: info@sic qov co
’ Bogots D.C - Colombia
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

RESOLUCION No. — % & .
Por la cual se deniega una patente de invencion

Rad. PCT/04-110920C

RESUELVE:

ARTICULO PRIMERO: Denegar la patente de invencion titulada “COMPOSICION
FARMACEUTICA DE IRINOTECAN Y UN DERIVADO DEL NUCLEO 3-(IMIDAZO[4,5-
b]PIRIDINIL, PIRIDAZINIL, TRIAZINIL O TETRAZINIL)-QUINOLIN-2-ONA", que entro en
fase nacional en virtud del Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes (PCT).
ARTICULO SEGUNDO: Notificar personalmente el contenido de la presente resolucion a la
doctora Dilia Maria Rodriguez D'Aleman, en su calidad de apoderada de Novartis Vaccines
And Diagnostics, Inc, o a quien haga sus veces, entregandole copia de la misma y
advirtiéndole que contra ella procede el recurso de reposicion, ante el Superintendente de
Industria y Comercio, el cual podra ser interpuésto en el momento de la notificacion o dentro
de los cinco 5 dias habiles siguientes a ella.

NOTIFIQUESE Y CUMPLASE .
Dada en Bogota, D.C., alos V4 ) M ZUW

EL SUPERINTENDENTE DE INDUSTRIA'Y COMERCIO (E)

© N Loy N\ G
g'\ AAVVN 1/\%' VALY L/v\\.&l.,v:\—\.(_/ N\
/I'RNCARLO MARCENARO JIMENEZ

Doctora

DILIA MARIA RODRIGUEZ D’ALEMAN
Carrera 11 N° 86 - 53, Piso 6.
Bogota D.C

202021

Pagina 2 de 2 Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 P1s0s 2.5. 7y 10~
Sede CAN Ay Carrera 50 No 27»5,5_,4@54\
Conmutadores 5870000 y 5880234~
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Bogota D C - Colombia

e

_



A

10

15

20

04-122695

H OH

H,CH,CO,C '
CO,CH,CH,
H

Z1,,

H

‘Zéo

NBoc

Se prepara segun el Procedimiento general A usando Boc-L-prolina y éster
dietilico del acido (1S,28,4S 5R 6R)-2-amino-4-hidroxi-biciclo[3.1.0.]Jhexano-2,6-
dicarboxilico (Preparacién 22). Se purifica el material bruto en 110 g de silice en
un sistema ISCO eluyendo con un gradiente de acetato de etilo al 80% /hexanos
hasta acetato de etilo al 100% proporcionando 699 mg (84%) del compuesto del

epigrafe.

[oc]?b3 =-52,53 (¢=0,99, MeOH).

RMN de "H (400 MHz, CD30D) & 1,26 (6H, m), 1,44 (9H, s), 1,62 (1H, m), 1,73(1H,
dd, J = 5,4, 15,3Hz), 1,84 (1H, m), 1,97 (1H, m), 2,07 (4H, m), 2,41 (1H, d, J =
15,3 Hz), 2,50 (1H, m), 2,59 (1H, m), 4,12 (2H, m), 4,20 (1H, ¢, J = 7.4 Hz), 4,27
(1H,d, J = 5.4 Hz).

MS encontrado 454,9 [M+H]*, 476,8 [M+Na]".

HRMS calculado C;H3sN2,QgNa, 477,2213. Encontrado, 477,2210

Preparacion 35

Ester dietilico del acido (1S,28,48,5R,6R)—2—[2’S-terc-butoxicarbohilamino-S’—(ti—

terc-butoxicarboniloxi-fenil)-propionilamino]-4-hidroxi-biciclo[3.1.0]hexano-2.6-

dicarboxilico
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Se prepara el compuesto del epigrafe segin el Procedimiento general A
usando acido 2S-terc-butoxicarbonilamino-3-(4-terc-butoxicarboniloxi-fenil)-
propibnico y éster dietilico del acido (15,28,45,5R,6R)-2-amino-4-hidroxi-
biciclo[3.1.0.}hexano-2,6-dicarboxilico (Preparacion 22). Se purifica el material
bruto en 110 g de silice en un sistema Isco eluyendo con un gradiente de acetato
de etilo al 60%/hexano hasta acetato de etilo al 90%/hexanos proporcionando 1,09

g (91%) del compuesto del epigrafe.

[on]ZD3 =-12 (c=1,0, MeOH).

RMN de 'H (400 MHz, CD;0D) & 1,25 (6H, m), 1,37 (9H, s), 1,52 (9H, s), 1,68 (1H,
dd, J = 54, 15,3 Hz), 2,06 (1H, m), 2,38 (1H, d, J = 15,3 Hz), 2,64 (1H, m), 2,79
(1H, dd, J = 8,4, 13,9 Hz), 3,05 (1H, dd, J = 5,4, 13,9 Hz), 4,20 (6H, m), 7,04 (2H,
d, J= 8,4Hz), 7,26 (2H, d, J = 8,4Hz).

MS encontrado 621,8 [M+H]", 643,8‘[M+Na]".

HRMS calculado para C31H44N2011Na, 643,2843. Encontrado, 643,2845.

Preparacion 36
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Ester dietilico del &cido (15.25,4S,5R 6R)-2-(2'S-terc-butoxicarbonilamino-4'-

metilsulfanil-butirilamino)-4-hidroxi-biciclo[3.1.0lhexano-2.6-dicarboxilico

NHBoc

El compuesto del epigrafe se preparé segin el Procedimiento general A
usando (Boc-L-metionina) y éster dietilico del acido (1S,2S,4S,5R,6R)-2-amino-4-
hidroxi-biciclo[3.1.0.]hexano-2,6-dicarboxilico (Preparacion 22). El material bruto
se purifico en 110 g de silice en un sistema Isco eluyendo con un gradiente de
acetato de etilo al 80%/hexanos hasta acetato de etilo al 100% proporcionando 1,0

d (92%) del compuesto del epigrafe.

[oc]z[)3 = -30 (c=1,0, MeOH).

RMN de 'H (400 MHz, CDs0OD) & 1,26 (6H, m), 1,43 (9H, s), 1,84 (6H, m), 2,06
(1H, m), 2,2 (1H, m), 2,48 (1H, m), 2,61 (1H, m), 3,37 (1H, m), 2,49 (1H, m), 4,2
(6H, m).

MS encontrado 488,38 [M+H]", 510,8 [M+Na]".

HRMS calculado para C2H3sN20sSNa, 511,2090. Encontrado, 511,2071.

Preparacion 37

Ester dietilico del acido (15,2S,4S ,5R,6R)-2-(2'S-terc-butoxicarbonilamino-

propionilamino)-4-hidroxi-biciclo[3.1.0}Jhexano-2 .6-dicarboxilico
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Se prepara segun el Procedimiento general A usando N-BOC-(L)-alanina
disponible de forma comercial y éster dietilico del 4cido (1S,2S,4S,5R 6R)-2-
amino-4-hidroxi-biciclo[3.1.0.Jhexano-2,6-dicarboxilico  (Preparacion 22). Se
mantiene la mezcla de reaccién a reflujo durante la noche.

Se purifica por HPLC prep, columna de 1 X 500 g de SiO,, (acetato de etilo al
10%/hexanos hasta acetato de etilo al 100%). Rendimiento: 3,0 g (90 %, 7,00

mmol) de una espuma blanca.

[a]2|)3 =-32,31° (c = 0,37, CHCl5).

RMN de "H (300 MHz, CDCl3) & 1,28 (6H, t, J = 7,3 Hz), 1,34 (3H, d, J = 7,3 Hz),
1,46 (9H, s), 1,561-1,58 (2H, m), 1,64 (1H, s), 2,19 (1H, dd, J = 3,3, 6,2 Hz), 2,40
(1H,dd, 4 = 2,9, 6,2 Hz), 2,80 (1H, d, J = 15,8 Hz), 4,10-4,36 (6H, m), 4,92 (1H, s
ancho), 6,94 (1H, s ancho).

Analisis calculado para CzH3N0g°0,1H,0: C, 55,83; H, 7,54; N, 6,51.
Encontrado: C, 55,57; H, 7,64; N, 6,44,

MS (ES) m/z 429,2 [M + HJ", 329,1 [M - Boc]".

Preparacion 38

Clorhidrato de éster dietilico del acido (1S.2S.4S.5R.6R)-2-(2'S-amino-

Pdgina 72 de 206
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propionilamino)-4-hidroxi-biciclo]3.1.0]hexano-2.6-dicarboxilico

HCI

Se purga una solucion de éster dietilico del acido (1S,25,45,5R,6R)-2-(2'S-

terc-butoxicarbonilamino-propionilamino)-4-hidroxi-biciclo[3.1.0]Jhexano-2,6-

~ dicarboxilico (2,95 g, 6,88 mmol, Preparacion 37) en acetato de etilo (30 ml) a 0°C

con HCI gas anhidro hasta que se satura la solucion con HCI. Se agita la mezcla
de reaccion resultante a 0°C hasta que se considera que se ha completado la
reaccion por TLC. Se purga la mezcla de reaccién durante 30 minutos con N, para
eliminar el exceso de HCI| gas. Se concentra la s'uspensién resultante hasta
sequedad a vacio proporcionando 2,47 g (98%, 6,78 mmol) de la sal clorhidrato de

amino deseada. No es necesaria purificacion adicional.

[a]2|33 =-28,0° (c = 0,50, MeOH).

RMN de "H (300 MHz, CDCI) 5 1,24 (3H, t, J = 7,0 Hz), 1,28 (3H, t, J = 7,3 Hz),
1,50 (3H, d, J = 7,3 Hz), 1,61 (1H, t, J = 2,9 Hz), 1,76 (1H, dd, J = 5,9, 15,8 Hz),
2,10 (1H, dd, J = 3,3, 5,9 Hz), 2,43 (1H, d, J = 15,4 Hz), 2,60 (1H, dd, J = 2,9, 6,2
Hz), 3,90 (1H, ¢, J = 7,0, 13,9 Hz), 4,15 (2H, c, J = 7,3 Hz), 4,14-4,31 (3H, m).
Analisis calculado para C1sH24N206*HCI+0,7H,0: C, 47,73; H, 7,05; N, 742
Encontrado: C, 47,96; H, 6,91; N, 7,04.

MS (ES) m/z 329,1 [M + HJ]".
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Preparacion 39

Ester_dietilico del acido (1S,2S.4S 5R.6R)- 2-[2’8-(28-terc-butoxicarbonilamino~

propionilamino) propionilamino]-4-hidroxi-biciclo[3.1.0.}hexano-2 .6-dicarboxilico

OH

H,CH,CO,C 5
CO,CH,CH,

Hun

o)
o)
H,C
ﬁ NHBoc

H,C
Se prepara segln el Procedimiento general A usando clorhidrato de éster
dietilico del acido (1S,2S,4S,5R,6R)-2-(2'S-amino-propionilamino)-4-hidroxi-
biciclo[3.1.0]hexano-2,6-dicarboxilico (0,2 g, 0,55 mmol, Preparacién 38) y Boc-
10 (L)-alanina (0,16 g, 0,82 mmol) con la excepcién de que no se usa DMAP. Se
purifica usando PC-TLC (acetato de etilo/hexanos) prdporcionando 0,13 g (47,3%)

del compuesto del epigrafe.

[oz]?b3 =-46,2 (c=0,52, CHCI,).

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) & 1,27 (3H, t, J = 7,0 Hz), 1,28 (3H, t, J = 7,0 Hz),
15 1,36 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,37 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,44 (9H, s), 1,58-1,65 (2H, m),

2,19 (1H, dd, J = 3,0, 5,9 Hz), 2,46 (1H, dd, J = 2,6, 5,9 Hz), 2,70 (1H, d, J = 15,4

Hz), 4,09-4,33 (7H, m), 4,48 (1H, p aparente, J = 7,0 Hz), 5,05 (1H, d ancho, J =

6.6 Hz), 6,79 (1H, d ancho, J = 7,7 Hz), 7,26 (1H, s).

HRMS calculado para C,3H3sN30g, 500,2608. Encontrqdo, 500,2598.
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Preparacion 40

Ester dietilico del acido (15,2S.4S,5R,6R)- 2-[2'S-(2-terc-butoxicarbonilamino-

acetilamino)-propionilaminol-4-hidroxi-biciclo[3.1 .0.]he)iano—2,6-dicarboxi|ico

H,CH,CO,C

0]
Lp
e A
NHBoc

Iz

Se prepara segiln el Procedimiento general A usando Boc-glicina (0,29 g,
1,6 mmol) y clorhidrato de éster dietilico del acido (1S,2S,4S,5R,6R)-2-(2'S-amino-
* propionilamino)-4-hidroxi-biciclo[3.1.0]Jhexano-2,6-dicarboxilico (0,4 g, 1,1 mmol,
10  Preparacion 38) con la excepcion de que no se usa DMAP. Se purifica usando
PC-TLC (acetato de etilo/hexanos) proporcionando 0,14 g (26,2%) del compuesto

del epigrafe.

[oc]ZD3 = -14 (c=1,00, CDCl3).
RMN de "H (300 MHz, CDCl) 5 1,27 (3H, t, J = 7,3 Hz), 1,29 (3H, t, J = 7,3 Hz),
15 1,38 (3H,d, J =7,0 Hz), 1,45 (9H, s), 1,57-1,65 (2H, m), 2,19 (1H, dd, J = 3,3, 5,9
Hz), 2,44 (1H, dd, J = 2,9, 5,9 Hz), 2,74 (1H, d, J = 15,8 Hz) 3,70-3,86 (2H, m),
4,08-4,34 (6H, m), 4,56 (1H, p aparente, J = 7,0 Hz), 5,31 (1H, s ancho), 6,88 (1H,
d ancho, J = 7,0 Hz), 7,50 (1H, s).
HRMS calculado para C,H3sN30s, 486,2452. Encontrado, 486,2444.
20
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Ester dietilico del acido (18,25 .4S 5R 6R)-2-[2'-(2S-terc-butoxicarbonilamino-4-

Preparacion 41

metil--pentanoilamin0)-propionilamino]-4-hidroxi-biciclo[3. 1.0lhexano-2.6-

dicarboxilico

OH -

H,CH,CO,C
CO,CH,CH,
H z
HN

o .
H,C NHBoc

N
H

o)
HC ~ CH

Se prepara seguln el Procedimiento general B usando N-BOC-(L)-leucina
monohidrato disponible de forma comercial y clorhidrato de éster dietilico del acido
(1 S,28,4S,5R,6R)—2-(2’S-amino-propionilamino)—4-hidroxi-biciclo[3. 1.0]Jhexano-2,6-
dicarboxilico (0,2 g, 0,55 mmol, Preparacién 38). Se purifica por PC-TLC, rotor de

4 mm SiO,, (acetato de etilo al 10%/hexanos hasta acetato de etilo al 100%).

Rendimiento 0,54 g (62%, 1,00 mmol) de una espuma blanca.

[@]% = -612° (c = 0,49, MeOH).

RMN de 'H (300 MHz, CDCly) 5 0,93 (3H, d, J = 6,2 Hz), 0,94 (3H, d, J = 6,2 Hz),
1,25 (3H, t, J = 7,3 Hz), 1,27 (3H, t, J = 7,3 Hz), 1,36 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,43 (9H,
s), 1,53 (1H, d, J = 9,5 Hz), 1,55-1,69 (5H, m), 2,18 (1H, dd, J = 2,9, 5.9 Hz), 2,44
(1H, dd, J =29, 6,2 Hz), 2,70 (1H, d, J = 15,8 Hz), 4,06 (1H, s ancho), 4,13 (4H. ¢,
J =73 Hz), 4,18-4,28 (2H, m), 4,31 (1H, d, J = 5,9 Hz), 4,41-4,45 (1H, m), 4,85
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(1H, s ancho), 6,57 (1H, d, J = 7,3 Hz), 6,97 (1H, s ancho).
Analisis calculado para CzeHa3N30g°0,1H,0: C, 57,46; H, 8,01; N, 7,73.
Encontrado: C, 57,18; H, 8,00; N, 7,64,
HRMS calculado para CzsHs3N3Og [M + Na]’, 564,2897. Encontrado, 564,2922.

Preparacion 42

Ester dietilico del acido (1S,28,4S.5R,6R)-2-[2’-(2S-terc-butoxicarbonilamino—3-

metil-hutirilamino)-propionilamino]-4-hidroxi-biciclo[3.1.0lhexano-2 .6-dicarboxilico

OH

H,CH,CO,C
CO,CH,CH,
H pd
HN

0]

N CH
H

3

O CH,

Se prepara segun el Procedimiento general B usando N-BOC-(L)-valina
disponible de forma comercial y clorhidrato de éster dietilico del acido
(18,25,45,5R,6R)-2-(2'S-amino-propionilamino)-4-hidroxi-biciclo[3.1.0]Jhexano-2,6-
dicarboxilico (0,2 g, 0,55 mmol, Preparacion 38). Se purifica por PC-TLC, rotor de
4 mm SiO, (acetato de etilo al 10%/hexanos hasta 67% acetato de etilo).

Rendimiento 0,36 g (43%, 0,68 mmol) de una espuma blanca.

[0]5 = -65.5° (c = 0,58, MeOH).

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) 5 0,91 (3H, d, J = 7,0 Hz), 0,97 (3H, d, J = 6,6 Hz),
127 (3H, t, J = 7,3 Hz), 1,28 (3H, t, J = 7,0 Hz), 1,37 (3H, d, J = 17,3 Hz), 1,44
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(9H, ), 1,54-1,61 (3H, m), 2,12-2,20 (2H, m), 2,42 (1H, dd, J = 2,6, 5,9 Hz), 2,70
(1H, d, J = 15,4 Hz), 3,90 (1H, t, J = 6,6 Hz), 4,13 (2H, ¢, J = 7,0 Hz), 4,20-4,29
(2H, m), 4,31 (1H, d, J = 5,9 Hz), 4,40-4,48 (1H, m), 4,93 (1H, s ancho), 6,41 (1H,
d, J=7,3 Hz), 6,91 (1H, s ancho).
Analisis calculado para CisH4iN309°0,2CH,Cly:  C, 55,58; H, 7,66; N, 7,72.
Encontrado: C, 55,76; H, 7,27; N, 7,49.
MS (ES) m/z 528,3 [M + H]".

Preparacion 43

Ester dietilico del acido (1S,2S5,4S 5R,6R)-2-(2'S-acetilamino-propionilamino}-4-

hidroxi-biciclo[3.1.0]hexano-2.6-dicarboxilico

OH
H
H,CH,CO,C
CO,CH,CH,
HN

0

H,C

T

O

Se agita una solucidon de clorhidrato de éster dietilico del &cido
(1 S,28,4S,5R,6R)-2-(2’S-amino-propionilamino)-4-hidrbxi—biciclo[3.1 .0Jhexano-2,6-
dicarboxilico (0,30 g, 0,82 mmol, Preparacioén 38) en CH,Cl; (30 ml) a 0 °C y se
anaden secuencialmente trietilamina (0,16 g, 1,6 mmol) y después cloruro de
acetilo (0,10 g, 1,18 mmol). Se deja que la mezcla de reaccidon se caliente
mientras se agita durante la noche. Se diluye la mezcla de reaccion con acetato de

etilo (700 ml) y se lava con NaHSO4 acuoso y salmuera. Se seca la fase organica
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sobre sulfato de magnesio. Se purifica por PC-TLC, rotor de 4 mm SiO,, (acetato
de etilo al 10%/hexanos hasta acetato de etilo al 100%) proporcionando 0,24 g

(79%, 0,65 mmol) de una espuma blanca.

[OL]ZD3 = -48° (¢ = 0,5, MeOH).

RMN de "H (300 MHz, CDCl5) & 1,27 (3H,t, J = 7,3 Hz), 1,28 (3H, t, J = 7,3 Hz),
1,37 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,55-1,62 (2H, m), 1,99 (3H, s), 2,19 (1H, dd, J = 3,3, 6,6
Hz), 2,40 (1H, dd, J = 2,6, 5,9 Hz), 2,77 (1H, d, J = 15,8 Hz), 4,07 (2H, ¢, J = 7,0
Hz), 4,21-4,31 (2H, m), 4,33 (1H, d, J = 6,2 Hz), 4,43-4,47 (1H, m), 6,13 (1H, s
ancho), 7,06 (1H, s ancho).

Analisis calculado para Cq7H26N207: C, 55,13; H, 7,08: N, 7,56. Encontrado: C,
55,05; H, 7,12; N, 7,29.

HRMS calculado para C17H2N,07 [M + Na]*, 393,1638. Encontrado, 393,1644.

Preparacion 44

Acido 3-acetoxi-2S-(terc-butoxicarbonilamino)propiénico

I i
Ho/U\i/\o CH,

NHBoc
Se anade N-metilmorfolina (2,8 g, 27,2 mmol) y dicarbonato de di-ferc-butilo
(5,89, 25,2 mmol) a una solucién de O-acetil-L-serina (3,7 g, 25,2 mmol) en 1:1
dioxano:agua. Se agita la reaccion durante 24 horas y luego se reparte entre
acetato de etilo y agua. Se extrae la fase acuosa con acetato de etilo y se descarta
la organica. Se ajusta el pH a 0-1 con NaHSO, acuoso. Se extrae la fase acuosa

con acetato de etilo, se seca sobre Na,SO,, se filtra y se concentra a vacio. Se
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purifica por cromatografia ultrarrapida dando 2,6 g (41,7%). El material se us6 en

la Preparacion 15 sin caracterizacion.

Preparacion 45

(1S,5R)-3-( terc-Butoxicarbonilamino)-3-(terc-butoxicarbonil)-6-

oxabiciclo[3.1.0}hexano

“ay
\\O
f S\

¥=CO,C(CH,),

NHBoc
Se aﬁade una solucion de metilmalonato de t-butilo (129 g, 0,75 mol) en THF (385
ml) a una suspensién de LiH (14,9 g, 1,875 mol) en THF (900 ml) y N,N-
dimetilpropilenurea (DMPU, 155 g, 1,2 mol) durante 30 minutos mientras se
mantiene la temperatura a 0-5 °C. Se calienta la mezcla de reaccién hasta 65°C y
se afiade una solucion de cis-1,4-dicloro-2-buteno (95%, 100 g, 0,8 mol, 1,08
equiv.) en THF (100 ml) durante 5,5 horas, manteniendo la temperatura a 63-67
°C. Se agita la reacdién durante 4 horas a 65 °C. El tratamiento con agua/MTBE
de la mezcla de reaccion  proporciona ‘ 1-(metoxicarbonil)-1-(terc-
butoxicarbonil)ciclopent-3-eno. |
RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) 8 5,57 (s, 2H, CH=CH), 3,71 (s, 3H, CHa), 2,95 (s,
4H, 2CHy), 1,42 (s, 9H, C(CH,)s).
IR (pelicula) 1734 (C=0), 1646, 1268, 1149 cm™".

Se enfria la solucion de reaccién que contiene 1-(metoxicarbonil)-1-(terc-

butoxicarbonil)ciclopent-3-eno hasta 10-15 °C y se aflade a una solucién enfriada

(10-15 °C) de NaOH 1 N (1,3 1, 1,3 mol) durante 30 minutos. Se agita la solucién
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de reaccion a 25 °C durante 24 horas y se controla por ensayo de GC
(Cromatografia de Gases). Cuando se completa la reaccion de hidrolisis, se afade
a la mezcla de reaccion MTBE (645 ml) y se agita fa solucién durante 5 minutos.
Se dejan sedimentar las fases y se separan. Se desecha la fase organica. Se
afiade una solucion de NaHSO, 1,5M (1470 ml) para acidificar la fase acuosa (pH
2-3). Se afiade MTBE (1,3 I) y se separan las fases. Se extrae la fase acuosa con
MTBE: (385 ml) y se lavan las fases organicas reunidas con solucion de LiCl al 5%.
La fase organica se concentra a vacio y se diluye con heptano (780 ml). La
solucion se concentra hasta aproximadamente 500 ml y se agita la suspension
resultante 1 hora a temperatura ambiente. Se filtra el .solido, se lava con heptano
(250 ml) y se seca a vacio a 35 °C dando 103,29 g (rendimiento del 61%) de 1-
(acido carboxilico)-1-(terc-butoxicarbonil)ciclopent-3-eno como un sélido blanco.
p.f. = 119 °C. | |
RMN de "H (300 MHz, CDCly), § 5,61 (s, 2H, CH=CH), 3,00 (s, 4H, 2CH_), 1,46 (s,
9H, C(CHs)). '
IR: 3800-3000 (ancho, COOH), 1741 (COR), 1705 (CO2H), 1283), 1149 cm™.

Se disuelve 1-(acido carboxilico)-1-(terc-butoxicarbonil)ciclopent-3-eno (50
g, 236 mmol) en 850 ml de tolueno:MTBE 70:30 en nitrégeno en un matraz de 1 |
con agitacion mecanica. Se afade cloruro de tionilo (33,6 g, 283 mmol, 1,2 equiv)
a la mezcla de reaccion deseada, manteniendo la temperatura a 23 °C. Se enfria
la solucion de reaccion hasta 0-5 °C y se afade trietilamina (32,2 g, 318 mmol,
1,35 equiv), gota a gota dufante 30 minutos. Se calienta la mezcla de reaccion
hasta 23 °C y se agita durante 1 hora. Se afiade la mezcla de reaccién
rapidamente gota a gota a agua desidnizada (625 ml), manteniendo la temperatura

a 20-25 °C. Se separan las fases y se lava la fase organica con 500 ml de
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solucion de NaHCO; 1M. La concentracion de la fase organica aisla el 1-
(clorocarbonil)-1-(terc-butoxicarbonil)ciclopent-3-eno como un liquido amarillo
claro.

RMN de "H (300 MHz, CDCl3) 6 5,61 (s, 2H, CH=CH), 3,04 (c aparente, J = 15,1
Hz, 4H, 2CHjy), 1,49 (s, 9H, C(CHa)s).

IR (pelicula) 1796 (COCI), 1743 (CO2R), 1274 , 1233, 1158 cm™.

Se afiade una solucion de hidrégenosulfato de ietrabutilamonio (081g,24
mmol) en agua desionizada (700 ml) a azida de sodio (20,16 g, 310 mmol). Se
anade la solucion que contiene 1-(clorocarbonil)-1-(terc-butoxicarbonil)ciclopent—3—
eno en MTBE/tolueno a la solucion de azida durante 45 minutos. Se agita la
mezcla de reaccion durante 3 horas a 23 °C hasta que se consume el 1-
(clorocarbonil)-1-(terc-butoxicarbonil)ciclopent-3-eno, como se confirma por
analisis GC de la solucion de reaccion. Se separan las fases y se lava la fase
organica con NaHCO; 1M (540 ml) y agua desionizada (540 ml, luego 270 ml). Se
seca la fase organica con Na,SO, y se filira. Se concentra la solucién a vacio
proporcionando 1-(acil azida)-1-(terc-butoxicarboniljciclopent—S-eno como un
aceite.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) 6 5,58 (s, 2H, CH=CH), 2,96 (t aparente, J = 2,3 Hz,
4H, 2CHy), 1,46 (s, QH, C(CHs3)3).
IR (pelicula) 2137 (CON,), 1720 (COzR), 1246 (s, 1185, 1136 cm™.

Se afiade la solucién de 1-(acil azida)-1-(terc-butoxicarbonil)ciclopent-3-eno
durante 1 hora a 110 mi de tolueno a 95 °C. La generacion de gas se controla en
estas condiciones con la velocidad de adicion. Se destila MTBE de la reaccion
durante la adicion. Se agita la reaccién durante 1 hora a 95 °C y se deja enfriar

hasta 23 °C durante la noche. La concentracion del disolvente a vacio proporciona
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1-(isocianato)-1-(terc-butoxicarbonil)ciclopent-3-eno como un aceite.
RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) 8 5,67 (s, 2H, CH=CH), 3,01 (d, J = 15,6 Hz, 2H),
2,61 (d, J = 15,6 Hz, 2H), 1,50 (s, 9H, C(CHs)a).
IR (pelicula) 2258 (-NCO), 1732 (-CO;R), 1157 cm™.

Se anade t-butanol (35 g, 471 mmol) a una solucion de t-butéxido potasico
(1M en THF, 471 ml, 471 mmol) en nitrégeno. Se enfria la solucién de reaccion
hasta 0-5 °C y se afiade la solucion de tolueno que contiene 1-(isocianato)-1-(ferc-
butoxicarbonil)ciclopent—S-eno durante 60 minutos, manteniendo |a temperatura a
0-10 °C. La reaccién se calienta hasta 23 °C, se agita durante 2 horas y se ensaya
por GC para determinar Ia desaparicion del isocianato material de partida. Se
anade la mezcla de reaccion a una mezcla de agua desionizada (1,2 I) y MTBE
(1,21)a 15 °C. La solucion se agita durante 20 minutos y se separan las fases. Se
lava la fase organica con una solucién de salmuera all 20% (250 ml) y se separan
las fases. Se transfiere la fase organica por destilacién, hasta aproximadamente
250 ml. Se anade heptano (500 ml) y se concentra la solucién hasta un volumen

total de 250 ml. Se enfria la solucion de suspension resultante hasta 0 °C, se agita

fd

durante 2 horas y se filtra. Se lava la torta del filtro con heptano frio 2x100ml)y

Se seca a vacio dando 34,54 g (52% de rendimiento en 1-(acido carboxilico)-1-
(terc-butoxicarbonil)ciclopent-3-eno) de 1-(terc—butoxicarbonilamino)-1-(terc-
butoxicarbonil)ciclopent-3-eno como un soélido blanco.

p.f. 87-89 °C.

RMN de "H (500 MHz, CDCly) & 5,63 (s, 2H, CH=CH), 5,1 (s ancho, 'H, NH), 2,99
(d, J =172 Hz, 2H), 2,57 (d, J = 16,0 Hz, ZH), 1,46 (s, 9H), 1,44 (s, 9H).

RMN de "°C (CDCl3) 5 1733, 154,9, 127,7, 81,1, 64,5, 44,8, 28,3, 27.8.

iR (KBr): 3451, 2981, 2932, 1712, 1489, 1369, 1154 cm™.
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MS (FIA) m/e (intensidad relativa, %) 284,2 (M* + 1, 56), 228,2 (73), 172,1 (97),
128,0 (100).

Se aflade wuna solucion de 1-(terc-butoxicarbonilamino)-1-(terc-
butoxicarbonil)ciclopent-3-eno (20,00 g, 71 mmol) en 100 ml de EtOAc a una
mezcla de hidrégenosulfato de tetrabutilamonio (4,08 g, 10 mmol, 0,17 equiv),
monoperoxiftalato de magnesio hidratado (MMPA, 92,4 g, 476 % de oxigeno
activo = 2,1 equiv) y agua desionizada (100 ml). Se agita la reaccién con un
agitador mecanico durante 19 horas. Se afiade una solucién de sulfito sddico (18
g) en agua desionizada (100 1) a la mezcla de reaccién durante 30 minutos. Se
diluye la mezcla con 100 ml de EtOAc Yy se separan las fases. Se lava la fase
organica con H,O desionizada (100 ml), NaOH 2N (2 x 100 ml) y H,0 desionizada
(2 x 100 ml). Se destila la fase organica a 75-90 °C a presion atmosférica hasta
que el volumen alcanza 40 ml. La solucion se enfria hasta 75 °C y se afade

heptano caliente (120 mi). La solucién se enfria hasta 65 °C y se siembra

opcionalmente con el producto deseado. Se deja que la suspension resultante se

enfrie hasta temperatura ambiente y luego se enfria en un bafo de hielo durante 1

hora. El producto se filira y se lava con 80 mi de heptano:EtOAc 4:1 frio, luego se

seca a vacio a 40 °C obteniendo 15,45 g (rendimiento-del 73%) del compuesto del
epigrafe como un sélido blanco. El compuesto se puede purificar adicionalmente
por recristalizacion en isopropanol:agua 2:1.

p.f. 130-133 °C.

RMN de H (500 MHz, CDCl3) 6 5,0 (s ancho, 1H), 3,58 (s, 2H), 2,41 (d, /=153
Hz, 2H), 2,20 (d, J = 15,2 Hz, 2H), 1,43 (s, 9H), 1,40 (s', 9H).

RMN de 1?C (CDCl3) 8 171,3, 154,3, 81,2, 79,5, 62,8, 57,0, 38,6, 28,3, 27,7.

IR (KBr): 3453, 2982, 2932, 1726, 1708, 1489, 1369, 1293, 1156, 840 cm™.
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MS (FIA) m/e (intensidad relativa, %) 300,3 (M* + 1, 65), 244,4 (68), 188.2 (100)
144,1 (99).

Preparacion 46

Diclorhidrato de (1R.3R)-1 ,3-di(metilbencilamino)propano

Se calienta (R)-o-metilbencilamina (98% ee, 121 g, 1 mol) hasta 100 °C en
nitrégeno. Se afiade dibromopropano (25,4 ml, 50,5. g, 250 mmol) gota a gota
durante 70 min. Se calienta la mezcla durante otras 3 horas y luego se enfria
hasta 80 °C. Se afiade solucién concentrada de NaOH (50%) (30 ml) gota a gota
durante 10 minutos. Se afade agua (30 ml) para disolver los sélidos y se deja
enfriar la mezcla de reaccién hasta temperatura ambiente durante 30 minutos. Se
anade MTBE (100 ml). Se disuelve el precipitado afiadiendo 100 ml de agua y se
separan las fases. Se lava la fase organica con 50 ml de salmuera, se seca
(NazS0,) y se concentra a vacio dando 126,0 g de aceite amarillo claro. Se destila
el aceite a vacio a 70 °C (temperatura en cabeza), usando una columna de 12
pulgadas (30,48 cm) para eliminar el exceso de (R)- a-metilbencilamina. Se
disuelve el residuo del recipiente (68 g de diamina bruta) en 1 | de i-PrOH en un
matraz de 2 | con un agitador mecanico. Se afiade HCI concentrado (12 M, 45 mli,
540 mmol), gota a gota durante 10 minutos. Se anaden otros 100 ml de i-PrOH
para garantizar la mezcla homogénea de la suspension espesa. Se agita la mezcla
durante 90 minutos vy se filtra. Se lava la torta con i-PrOH y se seca a vacio a 40

°C obteniendo 64,32 g (72% rendimiento, basado en dibromopropano) del
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compuesto del epigrafe como un sélido blanco. /}é@

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) 5 9,93 (s ancho, 2H), 9,47 (s ancho, 2H), 7,56 d,
J=7.0 Hz, 4H), 7,37 (m, 6H), 4,27 (m, 2H), 2,84 (m, 2H) 2,48 (m, 2H), 2,1 (m, 2H),
1,56 (d, J = 6,7 Hz, 6H).

Preparacion 47

(18)-1-(terc-Butoxicarbonilaming)-1-( terc-butoxicarbonil)-ciclopent-4-en-3-ona

CO,C(CH,),
I\:lHBoc

Se disuelve diclorhidrato de (1R,3R)-1,3-di(metilbencilamino)propano
(24,65 g, 69,3 mmol, Preparacion 46) en 150 ml de agua con agitacion. Se afaden
a la solucion 35 ml (175 mmol) de solucién de NaOH 5 N, seguido por 150 mi de
MTBE. Después de agitar 15 minutos, se separan las fases y se extrae la fase
acuosa con 100 ml de MTBE. Se lavan las fases organicas reunidas con 100 ml de
salmuera, se seca con Na,SO, y se concentra a vacio dando 18,06 g (92%
rendimiento) de 1R,3R-di(metilbencilamino)propano como un aceite incoloro.

Se disuelven 20,59 g (735 mmol) de 1R, 3R-
di(metilbencilamino)propano en 30 ml de cada uno de MTBE seco y THF, en
corrientes de N en un matraz de cuatro bocas de 500 m| con agitador superior. Se
enfria la solucion hasta -45°C y se afiaden 59 m (147 mmol) de solucién de n-BulLi
(2,5 M en hexanos) gota a gota durante 17 minutos. Se agita la solucion amarillo

claro curante 2 horas a -45 °C. Se afade una solucion de (1S,3S,5R)-3-(terc-
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butoxicarbonilamino)-3-(terc-butoxicarboniI)-6-oxabiciclo[3.1 .Olhexano (10,00 g,
33,4 mmol) en 55 ml de THF seco, gota a gota durante 28 minutos, manteniendo
la temperatura por debajo de -40 °C. Se aclara el embudo de adicién con otros 5
ml de THF. Se agita la mezcia de reaccion durante 18 horas a —45 °C y luego se
inactiva mediante la adicion gota a gota de acido sulfurico acuoso 4 N (75 ml). Se
retira el bafio de enfriamiento después de completarse la adicion. Se separan las
fases y se extrae la fase acuosa con 50 mi de MTBE. Se lavan ]as fases
organicas reunidas con 50 mi de}cada uno de agua y salmuera, se secan con
NaSO4 y se concentran a vacio dando 9,78 g de 578242 bruto como un solido
bianco. Se disuelve el sélido en 33 ml de MTBE caliente y se afiade heptano (66
ml) en varias porciones. Se deja que la solucién agitada se enfrie hasta
temperatura ambiente, luego se agita la mezcla duraqte 1 hora a 0 °C. Se filtra el
solido, se lava con 2 x 10 ml de heptano:MTBE 2:1 frio y se seca a vacio durante 4
horas a 35 °C proporcionando 8,52 g (rendimiento del 85%) de (1S,3R)-1-(lerc-
butoxicarbonilamino)-1-(terc-butoxicarbonil)-3-hidroxiciclopent-4-eno como un
solido blanco.

p.f.111-112 C.

Ensayo de HPLC quiral: 99,7% de ee.

[a]o=+114 (c 1, MeOH)

RMN de "H (500 MHz, CDCls) § 6,1 (s ancho, 1H), 5,9 (s ancho, 1H), 5,55 (d, J =
5,0 Hz, 1H), 4,8 (m, 1H), 4,44 (d, J=10,5 Hz, 1H), 2,87 (dd, J = 14,5, 7,5 Hz, 1H),
2,00 (d, J = 14,5 Hz, 1H), 1,45 (s, 9H), 1,42 (s, 9H). |

IR (KBr): 3413, 2983, 1703, 1491, 1370, 1309, 1255, 1155, 1055 cm™".

MS (FIA) m/e (intensidad relativa, %) 300,3 (M* + 1, 15), 226 2 (29), 170,1 (100),
126,1 (89), 108,3 (20).
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Se afade 2,2,6,6-tetrametil-1-piperidiniloxi (radical libre) (TEMPO) (0,84 g,
5,3 mmol) y KBr (0,63 g, 5,3 mmol, en 2 ml de agua) a una solucién de (1S,3R)-1-
(terc»butoxicarbonilamino)-1-(terc-butoxicarbonil)—3-hidroxiciclOpent-4-en6 (20 g,
66,8 mmol) en MTBE (200 ml). Se enfria la mezcla de reaccién hasta 0 °C y se
anade una solucion de NaOCI (3,14%, 240 g, 100 mmol) que contenia NaHCO;
(8,4 g), gota a gota, manteniendo la temperatura por debajo de 5°C. Se agita la
reaccion 1 hora a 0°C y se deja calentar hasta temperatura ambiente. Se separan
las fases y se extrae la fase acuosa con MTBE (2 x 200 ml). Se lavan las fases
organicas reunidas con 200 ml de solucién de HCI 1N que contiene 2,21 g de KI
seguido por solucién al 10% de Na;SO0; (200 ml). Se lava la fase organica con
agua (2 x 200 ml) y se concentra hasta sequedad a vacio. Se disuelve el producto
bruto en MTBE (60 ml) a 50 °C y se cristaliza mediante adicién de heptano (200
ml) durante 1 hora. Se enfria la mezcla hasta 0°C durante 2 horas y luego se filtra.
Se lava la torta del filtro con 100 ml de heptano: MTBE frio (65:35) y se seca a
vacio dando 16,99 g (rendimiento del 89%) del compuésto del epigrafe como un
solido bianco.
p.f. 116-18 °C.
[oJo = +123 (c 1, MeOH),
RMN de "H (500 MHz, CDCl3) 5 7,4 (s ancho, 1H), 6,32 (d, J= 5.5 Hz, 1H), 5,6 (s
ancho, 1H), 2,87 (d, J = 18,2 Hz, 1H), 2,9 (d, J= 18,2 Hz, 1H), 1,43 (s, 18H). RMN
de ™°C (CDCl3) 8 206,1, 170,2, 160,8, 154,9, 136 1, 84.5, 66,1, 46,6, 28,9, 28 4.
IR (KBr): 3419, 2983, 1722, 1487, 1730, 1300, 1259, 1151, 1012 cm"".
MS (FIA) m/e (intensidad relativa, %) 254,2 (M* + 1, 11), 242.3 (18), 228,2 (13),
186,1(76), 143,2 (11), 242,3 (100).
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Preparacién 48
Bromuro de 1-(2-terc-butoxi-2-oxoetil)tetrahidrotiofenio
0]
CSJJ\O/C(CHs)a _
Br
5 Se afiade bromoacetato de t-butilo (2,44 1, 16,52 mol, 1 equiv) a una

solucion de tetrahidrotiofeno (2,191, 24,8 mol, 1,5 eq) en acetona (11,38 1), en un
~matraz de 22 | durante 30-60 minutos mientras se mantiene la temperatura de 15-
25 °C usando un bafio de agua. Se agita fa reacéién durante 22 horas y se
ensaya una muestra por RMN de 'H para confirmar la finalizacién de la reaccion.

10 Se filira el precipitado, se lava con acetona (2 1) y se seca a vacio durante 3 dias a-
28-33 °C dando 4,328 Kg (rendimiento del 92,5 %) del compuesto del epigrafe.
RMN de 'H (500 MHz, DMSO d-6) 54,40 (s, 1H), 3,51 (m, 2H), 3,48 (m, 2H), 2,23
(m, 2H), 2,13 (m, 2H), 1,42 (s, 9H).

15 Preparacion 49

Ester di-terc-butilico del acido (1S,28,5R.6R)-2-(terc-butoxicarbonilamino)-4-oxo-

biciclo[3.1.0Thexano-2,6-dicarboxilico

O

H
(CH,),CO,C
A —=cocchy,

NHBoc

20 Se afiade KOiBu (42 ml, 42 mmol, solucién 1 M en THF, 2,5 equiv) a una
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solucién a 0 °C de bromuro de 1-(2-terc-butoxi-2-oxoetil)tetrahidrotiofenio (119 g,
42 mmol, 2,5 equiv., Preparacion 48) en acetonitrilo (30 ml) en N, durante 10
minutos manteniendo la temperatura por debajo de 5° C. Se agita la solucidn
lechosa fria durante 1,5 horas. Se afade trifluoroetanol (6,9 g; 69 mmol, 4,1 equiv)
gota a gota. Se aﬁade una solucién de (1S)-1-(terc-butoxicarbonilamino)—1-(terc-
butoxicarbonil)-ciclopent-4-en-3-ona (5 g, 16,8 mmol, Preparacién 47) vy
trifluoroetanol (13,3 g, 132 mmol, 7,9 equiv) en acetonitrilo (20 ml) durante 5
minutos, manteniendo la temperatura a 3-5° C. Se agita la solucion durante 4,5
horas a 0-5 °C. Se afiade MTBE (155 mi) y H,0 (80 ml) a la mezcla de reaccion
fria. Se separan las fases y la fase organica se lava con H,O (50 mi), luego con
salmuera al 20% (50 ml). Se concentra la fase organica mediante destilaciéon a
presién atmosférica hasta aproximadamente 30 m.l. Se afade heptano (100 ml) y
se concentra la solucién. Se afiade mas heptano segun se necesita hasta que la
temperatura del vapor del destilado alcanza 93 °C. Se anade THF (65 ml)

proporcionando una solucién del compuesto del epigrafe.

Preparacion 50

Ester di-terc-butilico del acido ( 1S,28.5R,6R)—2—(terc-butoxicarbonilamino)-4-oxo-

biciclo[3.1.0]hexano-2,6-dicarboxilico

Se afnaden 1,7 | de solucion acuosa saturada de K,COj3 a una solucion a 0
°C de bromuro de 1-(2-terc-butoxi-2-oxoetil)tetrahidrotiofenio (757 g, 2,67 mol,
Preparacién 48) en 2,2 | de CH,Cl,, manteniendo la temperatura por debajo de 10
°C. Después de agitar la mezcla bifasica 1,5 horas, se afiaden 223 ml de solucién
de NaOH al 50% en varias porciones, manteniendo la temperatura por debajo de

5°C. Se agita la mezcia 3 horas y se filtra. Se aclaran las sales con CH,Cl,. Se
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separan las fases y se extrae la fase acuosa con 600 mi de CH,Cl,. Se secan las
fases organicas reunidas sobre K2CO3 sélido y se concentran a vacio dando 533,3
g (rendimiento del 98%) de (2-terc-butoxi-2-oxoetiljtetrahidrotiofenio como un
aceite amarillo palido. Tras almacenar en el refrigerador, el aceite cristaliza dando
un solido blanquecino.

p.f. 48-50 °C.

RMN de "H (500 MHz, CDCl3) 8 3,12 (m, 2H), 3,00 (m, 2H), 2,85 (s, 1H), 2,41 (m,
2H), 1,84 (m, 2H), 1,38 (s, 9H).

Se afaden 474 mi (6,5 mol, 10 equiv) de trifluoroetanol a una solucién a 0
°C de (19)1 -(ferc-butoxicarbonilamino)-1 -(terc-butoxicarbonil)-ciclopent-4-en-3-
ona (194 g, 653 mmol) en 650 ml de CH,Cl,. Se afade una solucién de (2-terc-
butoxi-2-oxoetil)tetrahidrotiofenio (396 g, 1,96 mol) eh 325 ml de CH,Cl, gota a
gota durante 40 minutos, manteniendo la temperatura por debajo de 10°C. Se
retira el bafio de hielo después de 1 hora. Se afade agua desionizada (680 ml) y
se separan las fases. Se extrae la fase acuosa con 400 ml de CH.Cl,. Se lavan
las fases organicas reunidas con 500 mi de salmuera3 se secan con NaxSO, y se
concentran a vacio obteniendo 587 g de un sélido oleoso de color ambar. Se
disuelve el sélido en 400 ml de CH,Cl, y se eluye a través de un tapén de gel de
silice de 1,6 kg usando hexanos: éter metil t-butilico:CH,Cl, 5:1:1 como eluyente

proporcionando a total de 13,2 | de eluyente. Se concentra el eluyente dando

398,7 g de un solido blanco. Se disuelve el sélido en 3-| de hexanos:MTBE 70:30 a -

reflujo. Se deja que la solucion se enfrie hasta temperatura ambiente durante Ia
noche, luego se enfria en un bafo de hielo durante 1 hora. Se filtra el solido, se
aclara con disolvente frio (aproximadamente 700 ml) y se seca a vacio a 35 °C

obteniendo 173 g (rendimiento del 64%) de éster di-terc-butilico del acido
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(1 S,28,5R,6R)—2—(terc-butoxicarbonilamino)-4—oxo-biciclo[3.1 .O}Jhexano-2,6-
dicarboxilico como un sélido blanco.

p.f. 144-46 °C.

[oJo=+30,5 (c 1, CHCI5).

5 RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) 6 5,36 (d, 1H), 2,88 (m, 1H), 2,64 (dd, J=5,2,32
Hz, 1H), 2,37 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 2,23 (s ancho, 1H), 1,45 (s, 9H), 1,43 (s, 18H).
RMN de "°C (125 MHz, CDCl3) & 206,2, 171,2, 168,5, 155,3, 83,4, 82,7, 80,7, 61,2,
43,2, 36,0, 34,3 28,4, 28,2, 28,0, 25,3.

IR (CHCl3): 2982, 1744, 1719, 1485, 1394, 1309 cm"™".

10 MS (ES+) m/e (intensidad relativa, %) 4122 (M* + 1, 79), 356,2 (50), 300,1 (97),
276,1 (68), 244,1 (100). Analisis calculado para C21H33NO7 (411,29): C, 61,30; H,
8,08; N, 3,40. Encontrado: C, 61,32; H, 8,04; N, 3,51.

Preparacién 51

15 Ester di-ferc-butilico del acido (1S,28,48,5R,6R)—2-(terc-butoxicarbonilamino)-4-

hidroxi-biciclo[3.1 .Olhexano-2.6-dicarboxilico

H OH

(CH,),CO,C
CO,C(CH,),

I:IHBoc v

Se enfria la solucion de la Preparacién 49 hasta 0 °C en nitrégeno y se
20 afiade tri-sec-butilborohidruro de litio (L-Selectride™, 1 M en THF, 21 ml, 21 mmol)
gota a gota. Se agita la mezcla de reaccién durante 45 minutos a 0 °C. Se afiade

una solucion de carbonate sodico 2M (31 mil) gota a gota, manteniendo la
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temperatura por debajo de 8 °C. Se afiade una solucién de H20; al 30% (7,15 g,
63 mmol) en 20 mi de agua, manteniendo la temperatura por debajo de 15 °C.
Después de agitar 10 min, se afiaden MTBE (210 ml) y agua desionizada (100 ml).
Se separan las fases y la fase organica se lava con solucién saturada de Na,SO;
(40 ml) y solucion de NaHSO, 1M (40 ml). Se concentra la fase organica por
destilacién a presion atmosférica hasta un volumen de aproximadamente 90 ml. La
destilacion continda y se anade heptano para mantener un volumen constante.
Cuando la temperatura de vapor del destilado alcanza 93°C, se enfria la solucién
hasta 70°C y se afiaden 7 ml de THF. Se enfria la solucién hasta 0°C y se a.gita
durante 1 hora. Se filtra el sélido, se lava con heptano frio (10 ml) y se seca a
vacio a 50 °C obteniendo 4,68 g (rendimiento del 67%) de éster di-terc-butilico del
acido (1 S,ZS,4S,5R,6R)-2-(terc-butoxicarbonilamino)-4-hidroxi-
biciclo[3.1.0]hexano-2,6-dicarboxilico como un sélido blanco.

p.f. 187-88 °C. -

RMN de 'H (CDCl;, 500 MHz) 6 5,31(s ancho, 1H), 4,38 (d, Jag = 10,5 Hz, 1H),
4,30 (dd, J = 11,0, 6,0 Hz, 1H), 2,68 (d, J = 15,3 Hz, 1H), 2,17 (m, 1H), 2,07 (m,
TH), 1,58 (m, J = 15,2 Hz, 1H), 1,45 (s, 9H), 1,44 (s, 9H), 1,43 (s, 9H).

RMN de *C (75 MHz, CDCl3) 8 175,2, 170,5, 155, 83,2, 81,3, 80,1, 73,7, 66,9,
43,1, 36,0, 34,4, 29,3, 28,3, 28,1, 27,4,221.

IR (CHCls): 3445, 2982, 1714, 1485, 1361 cm™".

MS (ES+) m/e (intensidad relativa, %) 4142 (M + 1, 58), 358,1 (75), 302,1 (78),
246,0 (100).

[aJo= -28,6 (c 1, MeOH).

Preparaciéon 52
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Acido (1 R,ZS,4R,5R,6R)-2-(2’S-2’-(terc-butoxicarbonilamino)propionil)amino-4-

fluoro-biciblo[3.1 .Olhexano-2.6-dicarboxilico

NHBoc

Se anade una solucién de éster di-terc-butilico del acido (15,25,4S,5R,6R)-
2-(terc-butoxicarbonilamino)—4-hidroxi-biciclo[3. 1 .O]hexéno-2,6-d icarboxilico (25,00
g, 60,5 mmol, Preparacién 51) en CH,Cl, (230 ml) a una solucién a -78 °C de
Deoxofluor™ (16,05 g, 72,6 mmol, 1,2 equiv) en CH,Cl, (105 ml) durante 2 h. Se
agita la mezcla de reaccion durante 1,5 horas y se anaden 1,66 g adicionales de
Deoxofluor™. Se agita la solucién 30 minutos y se deja calentar hasta -10°C. Se
afnade una soluciéon de NaHCO; saturado (105 ml) gota a gota durante 20 minutos,
manteniendo la temperatura por debajo de 5 °C. Se ajusta el pH de la fase acuosa
hasta 7 afadiendo 160 ml de solucion saturada de NaHCO3. Se deja calentar la
mezcla hasta temperatura ambiente y se separan las fases. Se extrae la fase
acuosa con 100 ml de CH,Cl,. Las fases organicas réunidas se lavan con 250 m!
de salmuera, luego se secan con Na;SO4. Se elimina el disolvente a vacio y se
afnade heptano (75 ml) al producto bruto. Se calienta la mezcla resultante hasta
50°C hasta que se disuelven todos los sélidos y se agita a temperatura ambiente
durante 24 horas. Se enfria las mezcla hasta 0°C en_un bafio de hielo y se filtra.

Se aclara el producto con heptano frio y se seca a vacio dando 20,23 g
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(rendimiento del 80%) de éster di-terc-butilico del acido (1R,28,4R,5R,6R)-2-(terc-
butoxicarbonilamino)-4-fluoro-biciclo[3.1 .0]hexano-2,6-dicarboxilico como un sélido
blanco.

p.f. 140-143 °C.

[a]o=+ 20,6 (c 1, CHCL,).

RMN de "H (CDCls, 500 MHz) § 5,45 (dd, J n.r = 56, Juu = 4,8 Hz, 1H), 5,28 (s
ancho, 1H), 3,00 (m, 1H), 2,23 (s ancho, 1H), 2,11 (m, 1H), 2,08 (m, 1H), 1,46 (s,
9H), 1,45 (s, 9H), 1,43 (s, 9H), 1,37 (m, 1H).

RMN de °C (CDCls, 75 MHz) 5 177.7, 170,5, 155,0, 94,4, 92,0, 82,2, 81,5, 80,2,
64,7,37,7,33,2,29,7, 29,3, 28,3, 28,1, 27,8, 20 4.

MS (ES+) m/e (intensidad relativa, %) 416,2 (M* + 1, 66), 360,1 (67), 304,1 (100),
248,0 (60).

IR (CHCl3): 3444, 2981, 1715, 1485, 1369 cm™.

Se afiade SOCI, (21,29 g, 13,05 ml, 0,179 mol, 5 eq) a una solucion de.

éster di-terc-butilico del acido (1R,28 4R ,5R,6R)-2-(terc-butoxicarbonilamino)-4-
fluoro-biciclo[3.1.0]hexano-2,6-dicarboxilico (14,87 g,'0,036 mol) en EtOH (abs,
149 ml) gota a gota durante 10 minutos sin enfriar para producir una solucion a
reflujo suave. Se mantiene la solucion a reflujo. Se elimina el disolvente de la
reaccion a vacio. Se disuelve el residuo en EtOAc (150 ml) y se anade una
solucion de Na,COj; al 10% (75 ml) gota a gota durante 5-10 minutos con
agitacion. Se separan las fases y se extrae la fase acuosa con EtOAc (50 mi). Se
lavan los extractos organicos reunidos con salmuera (1 x 50 ml), se secan sobre
Na;S0Q., se filtran y se concentra el producto, éster dietilico del acido
(1R,28,4R,5R,6R)-2—amino-4-ﬂuoro—biciclo[3.1.0]hexano-2,6-dicarboxi|ico, a vacio

hasta un liquido espeso que solidifica en reposo (11,02 g).
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Se afiade N-metilmorfolina (22,44 ml, 204 mmol) a una solucion de N-Boc-
L-alanina (38,62 g, 204 mmol) en 396 ml de cloruro de metileno a -22 °C en
hitrégeno, seguido por la adicién de cloroformiato de iso-butilo (26,48 ml, 204
mmol) gota a gota durante 15 minutos de tal modo que la temperatura de reaccion
no supera -18 °C. Se agita la suspension clara resultante a -20 °C durante 30

minutos, luego se afade una solucion del éster dietilico del &cido

(1 R,2S,4R,5R,6R)—2-amino-4-fluoro—biciclo[3.1 .O}hexano-2,6-dicarboxilico (49,46 g,

191 mmol) en 247 ml de cloruro de metileno durante 40 minutos de tal modo que
la temperatura de reaccion no supera -16 °C. Se retira la reaccién del bafio de
enfriamiento y se agita a temperatura ambiente durante 70 minutos. Se afaden
408 ml de acido clorhidrico 1 N, se agita durante 5 minutos y se sepalran las fases.
Se lava la fase organica con bicarbonato sédico acuoso saturado (1 x 408 mi), se
seca (Na;SO4), se filtra y se concentra el producto, éster dietilico del acido
(1R,ZS,4R,5R,6R)-2-(2’S-2’~(terc-butoxicarbonilamino)propionil)amino-4-ﬂuoro-
biciclo[3.1.0]hexano-2,6-dicarboxilico, a vacio hasta una espuma blanca (88,16 g).
Se anaden 46,7 ml (93,4 mmol) de hidréxido sodico 2N a una solucidn de
éster dietilico del acido (1R,25,4R,5R,6R)-2-(2'S-2'-(terc-
butoxicarbonilamino)propionil)amino-4-fluoro-biciclo[3.1 .0]hexano-2,6-dicarboxilico
bruto (17,5 g, 37,3 mmol teérico) en 46,6 ml de tetrahidrofurano a temperatura
ambiente. Se agita la mezcla bifasica vigorosamente a temperatura ambiente
hasta homogeneidad, luego se agita durante otra hora (tres horas en total). Se
diluye la mezcla con 46 ml de t-butil metil éter, luego se mezcla durante 10
minutos y se separan las fases. En un matraz separado, se afiaden 93 ml de agua,
luego 8,4 ml (101 mimol) de HCI concentrado. Opcionalmente, se afiaden cristales

iniciadores de acido (1R,25,4R,5R 6R)-2-(2'S-2'-(terc-
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butoxicarbonilamino)propionil)amino-4-fluoro-biciclo[3. 1.0]hexano-2,6-dicarboxilico
a la solucion acida, seguido por la fase acuosa de antes. Se anade la fase acuosa
lentamente al principio, de modo que se forma una suspension moderadamente
espesa. En este punto, aumenta la velocidad de adicion (40 minutos de tiempo
total de adicion). Se aclara el embudo de adicion coﬁ agua (16 ml). Se agita la
suspension resultante durante 2 horas, se filtra, se lava con agua (2 x 32 ml) y se
seca a vacio a 45 °C hasta peso constante proporcionando 1 3,9 g (99%) del

compuesto del epigrafe como un sélido blanco.

Preparacion 53

Ester dietilico del acido (1R.48,58,6S)-4-amino-2.2-dioxo-2A’-tia-

biciclo[3.1.0]hexano-4.6-dicarboxilico

o}
H \é;O '
H,CH,CO,C
¥~CO,CH,CH,
H NH,

Se anade cloruro de tionilo a una suspensiéon de acido (1R,45,5S5,6S)-4-
amino-2,2-dioxo-2A6-tia-biciclo[3.1.0]hexano-4,6-dicarb‘oxi|ico (10 g, 42,5 mmol,
patente de Estados Unidos N° 5.688.826) en 100 ml de etanol 2B a temperatura
ambiente (15,5 ml, 212,6 mmol) gota a gota durante 20 minutos, seguido por
aclarado con 40 ml de etanol. Se calienta la suspension a reflujo y se agita durante
la noche. Se enfria la solucidon resultante hasta temperatura ambiente y se
concentra hasta un residuo gelatinoso. Se afiade acetato de etilo (60 ml) al
residuo, seguido por dilucion con otros 94 ml de acetato de etilo. Se afade

lentamente carbonato sodico acuoso al 15% (70 ml) a la mezcla con agitacion a
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mano proporcionando gradualmente la disolucién, dando un pH final de 7,95. Se
filtra y se separan las fases. Se extrae la fase acuosa con acetato de etilo (2x100
ml). Se lavan los extractos organicos reunidos con salmuera (1 x 100 ml), se
secan (MgS0O,), se filtran y concentran a vacio proporcionando el compuesto del
epigrafe como un aceite amarillo apagado que 'solidifica hasta un soélido
blanguecino (11,71 g, rendimiento del 95%).

p.f. 80-83 °C.

[2]25D -57,7 (c 1,04, CH30H).

500 MHz RMN de "H (CDCI3) 5 4,31 (c, 2H, J = 7,0 Hz), 4,20 (m, 2H), 3,78 (d, 1H,

J=15,0 Hz), 3,36 (dd, 1H, J = 4,0, 7,0 Hz), 2,93 (dd, 1H, J = 4,0, 7,0 Hz), 2,81 d,

TH, J = 15,0 Hz), 2,46 (t, 1H, J = 4,0), 1,34 (t, 3H, J = 7,0), 1,30 (t, 3H, J = 7,0).
RMN de "°C (125 MHz, CDCI3) 5 171,68, 168,57, 63,26, 62,42, 59.96. 56,06,
43,78, 32,25, 22,49, 14,31, 14,25.

FTIR (ATR) 3364,15 (s), 1725,95 (s), 1304,91 (s), 1259,24 (s), 1200,34 (s),
1104,91 (s), 1022,99 (s), 896,45 (s), 851,21 (s) cm—1.

Analisis calculado para C11H17NO6S: C, 45,35; H, 5,88; N, 4,81. Encontrado: C,

45,02; H, 5,75; N, 4,82.

Preparacion 54

Ester dietilico del acido (1R.45,55,6S)-4-(2'S-4"-metiltio-2'-(terc-

butoxicarbonil)aminobutanonil)amino-Z,2-dioxo-2)\6-tia-biciclo[ 3.1.0lhexano-4 .6-

dicarboxilico
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£=CO,Et

HuN NHBoc
ar
0
S—CH,

Se afiade N-metilmorfolina (14,4 mi, 130,9 mmol) a una solucién
transparente de N-Boc-L-metionina (32,64g, 130,9 mmol) en 110 ml de cloruro de
metileno a -22 °C en nitrégeno, seguido por la adicién de cloroformiato de iso-
butilo (17 ml, 130,9 mmol) gota a gota durante 7 minutos para mantener la
temperatura de reaccién a -22 °C. Una vez completada la adicién, se formo una
suspension clara resultante. Se agita a de -22 a -26 °C durante 30 minutos. Se
anade una solucion de éster dietilico del acido (1R,4S,58,68)-4-amino-2,2-dioxo-
2A6-tia-biciclo[3.1.0]hexano-4,6-dicarboxiliCo (35,65 g, 122,4 mmol, Preparacion
93) en 107 ml de cloruro de metileno durante 15 minutos, seguido por un aclarado
de 36 ml de cloruro de metileno. Se retira la reaccion del bafio de enfriamiento y
se agita a temperatura ambiente durante 70 minutos - Se afiaden 51 ml de acido
clorhidrico 5 N a la solucion, luego se separan las fases. Se vuelve a extraer la
fase acuosa con cloruro de metileno (2 x 107 ml). Se lavan las fases organicas
reunidas con bicarbonato sédico acuoso saturado (1 x 107 ml), se secan (MgS034),
se filtran y se concentran a Qacio proporcionando 65,82 g (rendimiento del 103%
en peso) del compuesto del epigrafe como una espumé blanca.

[a]25D -12,7 (c 1,2, CH30H).

500 MHz RMN de 'H (CDCI3) 6 7,53 (s, 1H), 5,06 (d, 1H, J = 8,0 Hz), 4,34 - 4,20
(m, 6H), 3,41 (dd, 1H, J = 4,0, 7,0), 2,97 - 2,89 (m, 2H), 2,64 - 2,59 (m, 2H, J =
4,0), 2,12 - 1,89 (m, 5H), 1,47 (s, 9H), 1,32 (t, 6H, J = 7,0).
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RMN de "°C (125 MHz, CD30D) & 172,53, 169,03, 167,88, 156,00, 80,62, 63,45,
62,56, 60,20, 55,33, 52,78, 42,81, 31,52, 31,38, 30,12, 28,49, 22,69, 15,44, 14,23,
14,143,

FTIR (ATR) 334188 (w), 2979,38 (s), 1733,03 (s), 1674,92 (s), 1514,58 (s)
1315,80 (s), 1255,15 (s), 1161,47 (s), 1142,63 (s), 1025,68 (s), 854,85 (s), 763.53

(s) cm—1.,

Preparacion 55
Sal monosaodica del acido (1R, 45,58 .6S)-4-(2'S-4'-metiltio-2'-(terc-

butoxicarbonil)aminobutanonil)amino-2,2-d ioxo-2A6-tia¥biciclo[ 3.1.0]Jhexano-4.6-

dicarboxilico

Se anaden 141 ml (282 mmol) de hidroxido sédico 2N a una solucién de
éster dietilico del acido (1 R,48,5S,6S)-4-(2'S-4"-metiltio-2'-(terc-
butoxicarbonil)aminobutanonil)amino-2,2-dioxo-2)\6-tia-biciclo[3. 1.0]Jhexano-4,6-
dicarboxilico (58,95 g, 112,86 mmol tedricos, Preparacion 54) en 141 ml de
tetrahidrofurano a temperatura ambiente. Se agita ia mezcla vigorosamente a
temperatura ambiente durante dos minutos. Se diluye 1a solucién con 141 mi de
éter ferc-butil metilico y luego se separan las fases. Se diluye adicionalmente Ia
fase acuosa con 141 mi de agua y se anade acido clorhidrico concentrado, gota a
gota para reducir el pH hasta 4,46. Se agita durante 10 minutos para obtener una
suspension clara. Se afiade mas acido clorhidrico concentrado a la suspensién
para reducir el pH hasta 1,4 (se usan un total de 17 mi de HCI conc., 204 mmol).
Después de agitar durante 2 horas, se filtra la suspension. Se lava la‘torta con

agua (2 x 118 ml) y se seca a vacio a 45 °C durante 1 hora antes de transferir a

Pdgina 100 de 206



04-122695

una bandeja de pesada. Se seca de nuevo la torta a vacio a 45 °C durante 16
horas y a 58 °C durante 5 horas proporcionando 52,96 g (rendimiento del 96% en
peso) del compuesto del epigrafe como un sélido blanco. -
p.f. (descomposicion) 258 °C.

5 [a]25D -25,2 (c 1,03, H20).
500 MHz RMN de "H (D20) & 4,07 - 4,01 (m, 2H), 3,45 - 3,43 (m, 1H), 3,11 (d, 1H,
J = 15,0 Hz), 2,85 (m, 1H), 2,71 (s, 3H), 2,47 — 2,35 (m, 3H), 1,96 — 1,90 (m, 4H),
1,78 - 1,72 (m, 1H), 1,28 (s, 9H). ‘
RMN de "°C (125 MHz, CD30D) 5 174,45, 173,58, 172,80, 157 46, 81,71, 61,41,

10 55,04, 53,24, 42,29, 31,71, 30,85, 29,41, 27,79, 23,65, 14,41.

FTIR (ATR) 3287,62 (s), 1698,00 (s), 1528,91 (s), 1327,36 (s), 1283,74 (s),
1245,90 (s), 174,81 (s), 1109,06 (s), 1053,05 (s), 874,27 (s), 808,95 (s) cm-1.

Preparacién 56

15 Acido (1R,4S,58.68)-4-(2’S-4’-metiltio~2’-(terc—

butoxicarbonillaminobuta nonil)amin0-2,2-dioxd-ZAG-tia-bicicloB.»1 .0lhexano-4 .6-

dicarboxilico

HO.C | _&=0
H“\<{12_
“=CO,H

HuN NHBoc
.nH
0
S—~CH,

20 Se afiaden 397 mi (795 mmol) de hidroxido sddico 2N a una solucién de

éster dietilico del acido (1 R,4S,5$,65)-4-(2'S-4'-metiltio-2’-(terc—
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butoxicarbonil)aminobutanonil)amino-2,2-d ioxo-2A6-tia-biciclo[3. 1 ;O]hexano-4,6-
dicarboxilico (166,15 g, 318 mmol, Preparacion 54) en 480 mi de tetrahidrofurano
a temperatura ambiente. Se agita vigorosamente la mezcla a temperatura
ambiente durante dos minutos, momento en el que la reaccion se hace
5 homcgénea formando una solucién amarillo/verde apagado transparente. Se agita
durante otras dos horas a temperatura ambiente. Se diluye la solucién con 480 ml
de éter ferc-butil metilico y luego se separan las fases. Se aﬁéde la fase acuosa
gota a gota a una solucion de acido clorhidrico concentrado (71,5 ml, 858 mmdl)

en agua (960 ml). Se afade acetato de etilo (500 ml) seguido por el resto de Ia

10 fase acuosa, dando una emulsién y diluyendo seguidamente con acetato de etilo

(460 ml). Se agita la emulsion durante 40 minutos, se filtra y se lava con agua (2 x
250 ml). Se separan las fases del filtrado y se vuelve a extraer la fase acuosa con
acetato de etilo (500 ml). Las fases organicas se lavan con salmuera (75 ml), se
secan (MgSQ,), se filtran y concentran a vacio proporcionando 125,26 g
15 (rendimiento del 84% corregido) del compuesto del epigrafe como una espuma

blanca.

Preparacion 57

2-Bromo-2-fluoro-2-(3-oxociclopentil)acetato de etilo

20

F Br

CO,CH,CH,

)

Se anaden 8,45 ml (50,4 mmol) de cloruro de trietilsililo a una suspension

de 2,99 g de Zn activado (45,8 mmol) en.acetonitrilo anhidro (100 ml) a-20°Cy
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se agita la mezcla durante 5 minutos. Se afiaden 8,0 ml (57,3 mmol) de 2,2-
dibromo-2-fluoracetato de etilo y se agita la mezcla durante 90 minutos a -20 °C.
Se anaden 1,86 ml (22,9 mmol) de 2-ciclopenten-1-ona y se agita la mezcla de
reaccion durante la noche, dejando que la temperatura se eleve lentamente hasta
temperétura ambiente. Se afiade HCI 1N (125 ml) y EtOAc (100 ml). Se lava la
fase organica con NaHCO; saturado (2 x 150 m!),'agua (2x150 ml) y salmuera
(2x160 ml), se seca sobre MgSO, anhidro, se filtra y se concentra a. presion
reducida. Se purifica el residuo por cromatografia en columna usando
EtOAc/hexano (1’:8) como eluyente dando el compuesto del epigrafe (5,36 g,
rendimiento total 88%) como un aceite incoloro como una mezcla de
diastereoisdmeros. ‘

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3): 1,34-1,41 (m, 6H), 1,91-1,95 (m, 1H), 2,04-2,68 (m,
11H), 3,12-3,31 (m, 2H), 4,33-4,43 (m, 4H).

Activacion con Zn: Se ainaden 10 mi de HCI concentrado a una suspension
de 100 g de polvo de Zn en agua (900 ml). Se agita la mezcla durante 20 minutos
a temperatura ambiente. Se decanta el agua y se lava el residuo con agua (3 x
250 ml), acetona (3 x 150 ml) y éter (2 x 100 ml). Se seca el residuo a presién

reducida a 35°C durante la noche.

Preparacion 58

(1RS, 5RS, 6RS)-6-Fluoro-2-oxobiciclo[3.1.0]hexano-6-carboxilato de etilo

H F
7"CO,CH,CH,
-
o)
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Se afiaden 13,0 ml (75,0 mmol) de etildiisopropilamina a una solucién de
20 g (7,5 mmol) de 2-bromo-2-fluoro-2-(3-oxociclopentil)acetato de etilo
(Preparacion 57) en DMF (8 ml), a 0°C y se agita la mezcla de reaccién a
temperatura ambiente. Se afiade una solucién de HCI 1N (20 ml), agua (15 ml) y
EtOAc (75 ml). Se extrae la fase organica, se lava con NaHCO; saturado (2 x 100
ml), agua (2 x 100 ml) y salmuera (2 x 100 ml), se seca sobre MgS0, anhidro, se
filtra y se concentra a presion reducida. Se purifica el residuo por cromatografia en
columna usando EtOAc/hexano (1:4) como eluyente dandov el compuesto del
epigrafe (1,17 g, rendimiento del 84%) como una mezcla trans:cis 5:1 de isémeros
como un aceite incoloro. |
RMN de 'H (300 MHz, CDCl3): 1,33 (t, 3H, J = 7,1 Hz), 2,19-2,34 (m, 3H), 2,41-
2,49 (m, 1H), 2,59 (d, 1H, J = 6,6 Hz), 2,71-2,76 (m, 1H), 4,29 (c, 2H, J = 7,1 Hz).

Preparacién 59

Acido (1 RS,ZSR,5RS,6RS)-2-espiro-5'-hidantoin-6-f|uoro-bicic|o[3.1 .0]Jhexano-6-

carboxilico

F

H
@!"’COOH
N N/r:i
HN—\KO
Se agita una mezcla de (1 RS,5RS,6RS)-6-fluoro-2-oxobiciclo[3.1.0]Jhexano-
6-carboxilato de etilo (0,1 g, 0,54 mmol, Preparacion 98) y NaOH 1N (0,55 ml, 0,55

mmol) en EtOH (1 ml) durante 10 min con enfriamiento en hielo. Se afiade HCI 1 N

a la mezcla gota a gota hasta que el pH es 1 y se reparte la mezcla resultante
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entre EtOAc y salmuera. La fase acuosa se extrae con EtOAc dos veces y se
secan las fases organicas reunidas sobre MgSO, y luego se concentran a presiéon
reducida. Se agita una mezcla del residuo, (NH4)2,CO5 (0,31 g, 3,2 mmol) y KCN
(0,11 g, 1,62 mmol) en EtOH y agua (1:1) (2 ml) a 60°C durante la noche. Se
5 enfria en un bafio de hielo y se acidifica la mezcla por tratamiento con KHSO,4 1N.
Se retira el disolvente a presion reducida y se vuelve a disolver el residuo en
MeOH, se filtra y se concentra a vacio. El producto bruto se puede usar sin

purificacién adicional.

10 Preparacion 60

(1R, 2S, 5R, 6R)—Dietil-2—(2’R-terc-butoxicarbonilamino-propionilamino)~6-fluoro~

biciclo[3.1.0]hexano-2 .6-dicarboxilato y (1S, 2R, .5S. 6S)-Dietil-2-(2'R-terc-

butoxicarbonilamino-propioniIamino)-6-fluoro-biciclo[3.1 .Olhexano-2 6-dicarboxilato

0 0
H,C e CH,
15 NHBoc NHBoc
Isdbmero A Isbmero B

Se afaden 1,59 g (5,0 mmol) de Ba(OH), a una solucion de 0,32 g (1,5
mmol) de acido (1R, 257,5R*,6R*)-2-espiro-5'-hidantoin-6-fluoro-
20  biciclo[3.1.0]hexano-6-carboxilico (Preparacion 59) en agua (10 ml) y se agita la

‘mezcla a 105 °C durante la noche. Se acidifica la solucién hasta pH 1 con HCI 1IN
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a 0 °C, luego se concentra a presion reducida. Se vuelve a disolver el residuo y se’)%)
concentra a presion reducida con EtOH absoluto varias veces hasta que el sélido
esta perfectamente seco. Se anaden 0,37 ml (5,0 mmol) de SOCI, al residuo
disuelto en EtOH absoluto (20 ml) a 0°C, luego se agita la mezcla a reflujo durante
5 horas. Se basifica la soluciéon con NaHCOQj; saturado y se afiade EtOAc (25 ml).
Se separa la fase organica y se extrae la fase acuosa con mas EtOAc (2x25 ml).
Se secan las fases organicas reunidas sobre MgSO4 anhidro, se filtra y se
concentra a presion reducida. Se disuelve el residuo en 20 mi de una mezcla de
DCM-DMF (4:1), 0,73 g (1,9 mmol) de HATU, 0,26 g‘(1,9 mmol) de HoAt, 0,35 ¢
(1,8 mmol) de L-Ala. Se aiaden 2,7 ml (15,3 mmol) de diisopropiletilamina y se
agita la mezcla en Ar durante la noche. Se afade DCM (15 ml), se separa y se
lava con NaHCO; saturado (2 x 25 ml), agua (2 x 25 ml) y salmuera (2 x 25 ml). Se
lava la fase acuosa con MgSO, anhidro, se filtra.y se concentra a presion
reducida. Se purifica el residuo por cromatografia en cdlumna usando
EtOAc/hexano (1:2) como eluyente dando el compuesto del epigrafe (0,33 g,
rendimiento global del 51%) como una mezcla 1:1 de diastereoisdomeros como un
aceite incoloro.
La mezcla de diastereoisémeros se separd por HPLC quiral usando el siguiente
procedimiento analitico: Chiralpak AD 10m, 4,6 x 250mm; Eiuyente: IPA al 10% en
Hexano:; Caudal: 1,0 ml/min; UV: 215 nm. Tiempo de retencion del Isbmero A =
5,9 min. Tiempo de retencion del Isomero B = 9,2 min.
Isomero  A: (1R, 2S, b5R, 6R, 2'R)-Dieti|-2-(2'-terc-butoxicarbonilamino-
propionilamino)-6-fluoro-biciclo[3.1.0}hexano-2,6-dicarboxilato

RMN de "H (300 MHz, CDCls): 1,18 (t, 3H, J = 7,1 Hz), 1,23 (t, 1H, J =71
Hz) , 1,36 (s, 9H), 1,56-1,68 (m, 1H), 2,03-2,11 (m, 2H), 2,21-2,31 (m, 1H), 2,37-
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2,45 (m, 1H), 2,61-2,63 (m, 1H), 4,09-4,16 (m, 5H), 5,10 (d ancho, 1H, J = 6,6 Hz),
7,11 (s ancho, 1H).

RMN de "°C (75 MHz, CDCl3): 13,9, 14,0, 17,7, 24,9 (d, J = 1,0 Hz), 28,1,
31,5 (d, J = 10,9 Hz), 34,9 (d, J = 9,4 Hz), 36,4 (d, J = 8,8 Hz), 49,1, 61,5, 61,8,
67,4, 77,2, 81,5 (d, J = 242,6 Hz), 1554, 168,6 (d, J = 25,1 Hz), 1718 y 172,7
ppm. ‘
Isomero B: (1S, 2R, 55, 6S, 2'R)-Dietil-2-(2’-terc-butoxicarbonila_mino-
propionilamino)-6-fluoro-biciclo[3.1.0]Jhexano-2,6-dicarboxilato

'RMN de 'H (300 MHz, CDCls): 1,13 (t, 3H, J = 7,1 Hz), 1,18 (t, 1H, J = 7,1
Hz) , 1,31 (s, 9H), 1,51-1,60 (m, 1H), 1,98-2,07 (m, 2H), 2,15-2,22 (m, 1H), 2,26-
2,39 (m, 1H), 2,55-2,60 (m, 1H), 4,07-4,12 (m, 5H), 5,20 (s ancho, 1H), 7,22 (s
ancho, -1H).

RMN de "°C (75 MHz, CDCly): 13,7, 13,8, 18,0, 24,7, 28,0, 31,4 (d, J = 10,9
Hz), 34,5 (d, J = 8,9 Hz), 36,3 (d, J = 9,4 Hz), 49,1, 61,4, 61,7, 67,3, 77,2, 81,4 (d,
J = 2426 Hz), 155,2, 168,5 (d, J = 25,1 Hz), 171,7 y 172,8 ppm.

Preparacion 61

Acido (1R, 2S. 5R. 6R)—2-amino-6-fluoro-biciclo[ 3.1.0]hexano-2,6-dicarboxilico

HOOC F
H H
HOOC .
HoN
Se mantiene a reflujo una solucion de 30 mg (0,07 mmol) de Isémero A de
la Preparacion 60 en HCI 6N (2 mi) durante la noche: Se elimina el disolvente a

presion reducida, se lava el residuo con éter, se disuelve en MeOH (1 ml) y se
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afade oOxido de propileno (2 ml). La mezcla se agita a temperatura ambiente
durante la noche. Se decanta el disolvente, se lava el residuo con éter y se seca
con una corriente de Ar dando el compuesto del epig'rafe (12 mg, 85%) como un
solido blanco.

5 [a]p = -25,0 (c=0,80 mg/ml, H,0).

Preparacion 62

Acido (1S, 2R. 5S. 6S)-2-Amino-6-fluoro-biciclof3.1.0lhexano-2 .6-dicarboxilico

F., LCOOH
H H
_~COOH
10 /NHZ
Comenzando con una solucién del Isémero B de la Preparacion 60, se
prepara el compuesto del epigrafe esencialmente como en la Preparacion 61.

[alo = 21,7 (¢=0,46 mg/ml, H,0).

15 Preparacion 63

(6S)-4-Tiabiciclo[3.1.0]hex-2-eno-6-carboxilato de etilo

H
H,CH,CO,C S
. I_l\\“l /
H

Se acopla un matraz de tres bocas y cinco litros con un agitador, un
20 termopary un tubo de adicién de teflon y se carga una entrada de N, con 2000 m|

de tiofeno (d = 1,059 / ml, 25,0 mol al comienzo y aumentando hasta 45 mol con
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adicion de solucion de diazoacetato de etilo en tiofeno, 17,1 equiv basados en la
adicién total de diazoacetato de etilo y sin corregir para la potencia de EDA, 19,0
equiv basados en la potencia corregida de diazoacetato de etilo. Se afiade a esto,
atmodsfera de en N, 0,968 g de Rhy(octanoato)s (1,24 mmol, 0,0472 % mol en
base a los g de diazoacetato de etilo sin corregir para la potencia, 0,052 % mol en
base a los moles de diazoacetato de etilo puro, Johnson Mathey: Lote N°.
059255001). Se calienta la suspension a 46°C y se agita a 46°C durante 10
minutos para hacer que la disolucion sea una solupidn verde. Se ailiade a la
solucion, por una bomba de desplazamiento positivo, una solucién de 300 g de
diazoacetato de etilo (90% puro, 2,63 mol, 2,37 mol pura, 1,00 equiv, Aldrich: Lote
N° 17603P1I) disuelto en 1600 m! de tiofeno. La velocidad de adicion es tal que el
tiempo de adicion total es de 8 horas; la velocidad lenta de adicion suprime la
formacion de ésteres etilicos de maleato y funiarato. Cuando no queda
diazoacetato de etilo (aproximadamente treinta minutos), se enfria la reaccion
color ambar oscuro (3,985 g) hasta 23°C. Se divide la mezcla de reacciéon en

porciones y la porcion mayor (3,240 g de 3,985 g total = 81,3%) se concentra

oK

directamente a un aceite. El producto bruto se hace pasar a través de un aparato

de destilacion por medio de laminas de limpieza a 1,5 torr (200 Pa) y 23°C para
desgasificar el producto y eliminar la cantidad residual de tiofeno. El producto se
destila entonces a 120°C y 1,3 torr. El compuesto del epigrafe (amarillo apagado)
se recoge en dos fracciones, 155,0 gy 32,2 g. El analisis por HPLC determina una
potencia de 78% y 76% para los dos lotes, respectivamente. La cristalizacion del
destilado anterior se lleva a cabo por disolucién en metanol (2 ml por 1 g de
destilado) y enfriamiento hasta -10°C, momento en el que la solucién se siembra

opcionalmente si no se observa crecimiento de cristales. Una vez ha comenzado
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la cristalizacion, la mezcla se enfria adicionalmente hasta -45°C y se agita durante
2 a 3 horas, se filtra y se lava con metanol frio (-45°C) (1 x 1 ml por 1 g de
destilado). Ei material se seca a vacio a 24°C proporcionando el compuesto del
epigrafe como un sélido de blanco a blanquecino con una recuperaciéon del 80-

85% y una potencia >98%.

Preparacion 64

(48,6 S)-4-hidroxi-2-tiabiciclo[3.1.0lhexano-6-carboxilato de etilo

3 2

Se afade complejo borano-THF (98 ml, 98 mmpl) durante 15-20 minutos a
una solucion de (6S5)-4-tiabiciclo[3.1.0]hex-2-eno-6-carboxilato de etilo (22,2 g, 131
mmol) en 136 ml de tetrahidrofurano en nitrégeno a 0°C. Después de agitar a 0°C
durante 30 minutos, se deja que la reaccion se caliente hasta 15°C hasta
finalizacion por HPLC (1,5-2 horas). La reaccién se enfria hasta 0°C y se
transfiere durante 10-15 minutos a 111 ml de una-solucién tampén pH 7. 1N
previamente enfriada (0°C) mientras se mantiene la temperatura a 0°C. Se afiade
a la mezcla perborato potasico monohidrato (15,6 g, 157 mmol) en forma de soélido
en cinco porciones de tal forma que la temperatura se mantiene por debajo de
20°C. Se dejé que la solucién se caliente hasta temperatura ambiente y se agita
durante 1 hora seguido por la adicion de 222 ml dé agua. Después de agitar
durante 2 horas, se inactivan los peroxidos afadiendo tiosulfato sodico

pentahidratado (9,7 g) disuelto en 24 ml de agua, seguido por agitacién durante 10
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minutos. La mezcla se extrae con acetato de etilo (2 x 222 ml). Se lavan los
extractos organicos reunidos con bicarbonato sédico écuoso saturado (1 x 222 ml)
seguido por salmuera (1 x 222 ml) y concentraciéon a vacio hasta sequedad. El
producto bruto se disuelve en 1,2-dicloroetaho (1 ml por 1 g de aceite bruto) y se
carga en una columna de gel de silice (4 g de gel de silice por 1 g de aceite bruto
suspendido y compactado en acetato de etilo al 15% -heptano). La columna se
eluye con acetato de etilo al 15% -heptano hasta que el producto es visible por

TLC, momento en el que el disolvente se cambia a acetato de etilo al 50% -

heptano. Se retinen todas las fracciones que contienen el producto del epigrafe y

se concentran a vacio hasta un aceite. El rendimiento global varia en el intervalo

de 55-65%.

Preparaciéon 65

(6S)-4-0x0-2-Tiabiciclo[3.1.0]hexano-6-carboxilato de etilo

Se anade lentamente una solucién de anhidrido trifluoroacético (33,2 ml,

235 mmol) en 73 ml de cloruro de metileno durante 30 minutos (temperatura

mantenida por debajo de —66°C) a una solucién de dimetil sulfoxido (33,4 mi, 471
mmol) en 194 m| de cloruro de metileno a -70°C. Después de agitar durante 20
minutos, se afade durante 60 minutos una solucion de (4S,6S)-4-hidroxi-2-
tiabiciclo[3.1.0}hexano-6-carboxilato de etilo (34,1 g, 181 mmol) en 194 ml de

cloruro de metileno, de modo que la temperatura se mantenga por debajo de —
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60°C. Después de agitar durante 1 hora, se trata la reaccion con trietilamina (75,7
mi, 543 mmol) durante 35 minutos tal que la temperatura permanece por debajo
de -50°C. Se deja agitando la reaccion durante una hora mas, momento en el que
se retira el bafno de enfriamiento y se affaden 400 ml de acido clorhidrico 2 N. Tras
calentar hasta 0°C, se separan las fases y se lava la fase organica con acido
clorhidrico 2N (1x 300 ml), bicarbonato sodico acuoso 1N (1 x 670 ml) y agua (1 x
300 ml) seguido por secado sobre sulfato sodico, filtrado y concentrado a vacio
hasta un aceite rojo que solidifica en reposo. El producto bruto se carga en un
lecho de gel de silice (2 g por 1 g de alcohol de partida compactado con cloruro de
metileno) y se eluye con cloruro de metileno (200-300 ml). Se recogen todas las
fracciones que contienen producto y se concentran proporcionando el compuesto
como un solido naranja/marrén.- Los rendimientos ti;;icos corregidos estan en el

intervalo de 85-90%.

Preparaciéon 66

Acido (6S,11S)-8.10-dioxo-2-tiaespiro[biciclo{3.1.0]hexano-4.5'-imidazolidin]-6-

carboxilico

Se combinan carbonato aménico (2,46 g, 25,6 mmol) y cianuro potasico

(0,817 mg, 12,5 mmol) en 19,9 ml de metanol y se dejan agitando durante 30

minutes. La mezcla se trata con una solucibn de (6S)-4-oxo-2-
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tiabiciclo[3.1.0Jhexano-8-carboxilato de etilo (2,39 g, 12,8 mmol) en 19,9 ml de
metanol y la reaccion se calienta hasta 30°C y se agita 23 horas. Se evaporan los
volatiles y se disuelve el residuo en hidroxido sédico 2,75N (13,1 ml) y se agita
durante 1 hora. Después de diluir con 13,1 ml de agua, se reduce el pH hasta 3.1
con &cido clorhidrico concentrado y se siembra opcionalmente con acido
(6S,11R)-8,10-dioxo-2-tiaespiro[biciclo[3. 1.0lhexano-4,5'-imidazolidin}-6-

carboxilico. Se reduce el pH hasta 1,0 y se enfria la suspension hasta 0°C y se
agita durante 1,25 horas. Se recoge el sélido color castafio, se lava con agua fria
(2,3 mly 0,8 ml) y se seca durante la noche a vacio'a 40°C dando 2,00 g (55%
corregido en la pureza) de acido (6S,11R)-8,10-dioxo-2-
tiaespiro[biciclo[3.1.0]Jhexano-4,5'-imidazolidin]}-6-carboxilico. Se diluye el filtrado
con 50 ml de acetato de etilo y se trata con 18 g de cloruro sédico. Después de
agitar durante 15 minutos, se separan las fases y se-lava adicionalmente la fase
acuosa con acetato de etilo (2 x 50 ml). Los extractos organicos reunidos se secan
con sulfato sddico, se filtran y se concentran a vacio hasta una suspension
(aproximadamente 5 ml) a la que se afade éter terc-butil metilico (25 ml) seguido
por agitacion durante la noche. El sélido se recoge, se lava con éter terc-bultil
metilico y se seca a vacio a 40°C durante 2 horas broporcionando 0,64 g (10%
corregido en la pureza) del compuesto del epigrafe como una mezcla 1:1 de
hidantoinas diastereoisoméricas. Esta segunda tanda de hidantoinas se combina

con la primera tanda y se somete a la etapa siguiente.
Resolucion

Se anade (R)-fenilglicinol (9,0 g, 65,7 mmol) a una suspension de acido

racémico (15 g,' 65,7 mmol, aproximadamente relacion 6:1 de hidantoinas
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diastereoisoméricas) en 300 mi de etanol y 75 mil de agua. La mezcla se calienta
hasta éproximadamente 80°C para efectuar la disolucion. Se deja que la solucion
oscura se enfrie lentamente y se observa pfecipitacién a 40-45°C. Se enfria
adicionalmente la suspension a 0°C y se mantiene durante 1-1,5 horas. Se recoge
el sdlido, se lava (con agitacién) con etanol:agua 4:1 (1 x 60 ml, previamente
enfriado hasta 0 °C) y se seca a vacio a 65°C durante 12-24 horas. Los
rendimientos tipicos de la sal resuelta estan en el intervalo de 37-45% con >98%
de y >98% ee observados. La sal resuelta se disuelve en 6 volimenes (iml por g)
de agua, seguido por tratamiento con 1,1 equivalentes de HCI| concentrado. La
suspension se enfria hasta 0°C y se deja agitando durante 1 hora, seguido por
filtracion, aclarado con 1 volumen de agua fria y secado a vacio a 60°C. Los
rendimientos tipicos del compuesto del epigrafe son >90 % con % de y % ee

>99%.

Preparacion 67

Acido (65,11S5)-2.2.8.1 0-tetraoxo-2-tiaespiro[biciclo[3.1.0jhexano-4,5'-imidazolidinl-

6-carboxilico

Se afiade acido (6S,11S)-8,10-dioxo-2-tiaespirofbiciclo[3.1.0]hexano-4,5'-

imidazolidin]-6-carboxilico (3,4 g, 14,9 mmol) a una mezcla de 6,8 ml de agua, 0,7
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ml de hidréxido sédico acuoso al 50% y 186 mg (0,74 mmol) de acido wolframico.
La solucion resultante se calienta hasta 50°C y se trata con peroxido de hidrogeno
al 35% (7,7 ml, 74,5 mmol) lentamente durante 66 minutos. Se deja agitando la
reaccion a continuaciéon a 47-48°C durante 5 horas, seguido por enfriamiento
hasta 0°C, filtrado sobre un lecho delgado de Celite y aclarado con agua fria (1 x 2
ml). El filtrado se calienta hasta 50°C y se trata con acido clorhidrico coricentrado
hasta pH = 1,5. La suspension se deja enfriar hasta temperatura ambiente y se
agita durante la noche. Tras enfriar hasta 0°C, la suspension se filtra, se lava con
agua fria (2 x 2 ml) y se seca a vacio a 55°C hasta peso constante,
proporcionando 3,19 g (82%) del compuesto del epigrafe como un sélido blanco:
[0]°> —48,6 (c, 1,19, 1 N NaOH). |

p.f. 275 °C (gris), 295 °C (marron). -
RMN de "H 500 MHz (DMSO-ds) 513,15 (s ancho, 1H), 10,99 (s, 1H), 8,13 (s, 1H),
3,85 (d, 1H, J = 15,0 Hz), 3,74 (dd, 1H, J = 7,0, 4,0 Hz), 3,03 (d, 1H, J = 15,5 Hz),
2,80 (dd, 1H, 7,0, 4,0 Hz), 2,39 (t, 1H, J = 4,0 Hz). |

RMN de °C (125 MHz, DMSO-ds) 5 174,39, 169,87, 156,35, 62,67, 52,59, 44,16,
31,69, 21,92; FTIR (KBr) 3317 (s), 3250 (s), 3211 (s), 3086 (w), 1791 (s), 1742 (s),
1713 (s), 1327 (s), 1192 (s), 1140 (s) cm™. |
Analisis calculado para CgHgN20gS: C, 36,93; H, 3,10; N, 10,77. ‘Encontrado: C,
36,76; H, 3,07; N, 10,60. |

Preparacion 68

Acido (1 R.4S.5S,65)-4-amino-(2-sulfonilbiciclo]3.1.0lhexano)-4 6-dicarboxilico.
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Se anade a un reactor de Parr de acero inoxidable acido (6S5,115)-2,2,8,10-
tetraoxo-2-tiaespiro[biciclo[3.1.0]hexano-4,5'-imidazo|idin]-6-carboxilico (2,60 q,
9,60 mmol) e hidréxido sodico 2N (24,0 ml, 48,0 .mmol). A continuacion se
calienta la mezcla hasta 95°C y se agita durante 21 horas, se enfria la mezcla
hasta temperatura ambiente y se trata con carbdn activado (1,25 g). La mezcla se
filtra a través de Celite y el filtrado se concentra hasta 17 g con agua
proporcionando un peso de 24 g. Se reduce el pH hasta 6,5 usando HCI
concentrado y se calienta la mezcla hasta 62°C. Después de reducir el pH hasta
2,5 usando HCI concentrado se produce la cristalizacion. La suspension se dejs
enfriar hasta 30°C antes de ajustar el pH a 1,7 y se reduce su temperatura hasta
5°C. Después se mantiene la suspension a esta temperatura durante18 horas, se
recoge el solido y se lava con H,O frio (2 x 2,9 ml). Se seca le sélido blanco a
vacio a 45°C proporcionando el compuesto del ebigrafe (1,81 g, 80%). EI
compuesto del epigrafe se suspende en 10 volimenes de agua y se calienta hasta
85°C durante 3-4 horas, se enfria hasta temperatura ambiente, se agita durante 2-

3 horas, se filtra y se lava con agua (1 x 1 voliumenes). La recuperacion es >95%.

Preparacion 69

(6S)-2-Oxobiciclo[3.1.0lhexano-6-carboxilato de etilo

Pigina 116 de 206

.

P



10

15

20

H,CH,CO,C

Se anaden 87,4 ml (585 mmol) de 1,8-diazabiciclo[5,4,0]Jundec-7-eno gota a
gota durante 15 minutos a una suspension de bromuro de
(etoXicarbonilmetil)dimetilsulfonio (134 g, 585 mmol) en 486 ml de acetonitrilo a
temperatura ambiente. Después de agitar durante 1 hora, se trata la mezcla
amarilla con 40 g (487 mmol) de 2-ciclopenten-1-ona aurante 10 minutos. Se deja
la mezcla agitando durante la noche, momento en el que se afiaden 480 mi de éter
terc-butil metilico, seguido por lavado con acido clorhidrico 1N (1 x 240 ml). Se
lava la fase acuosa con éter terc-butil metilico (1 x 240 ml). Los extractos
organicos reunidos se lavaron con salmuera (1 x 400 ml), se secaron (MgSQ,), se
filtraron 'y se concentraron a vacio  proporcionando el (6S5)-2-
oxobiciclo[3.1.0]hexano-6-carboxilato de etilo bruto como un sdlido naranja (84,8
g). El material bruto se puede purificar por destilacion (~138°C, 10 mm Hg 1333
Pa), seguido por suspension del destilado solidificado en heptano, filtracién y

secado.

Preparacion 70

Acido (+) (6S)-2-oxobiciclo[3.1 .Olhexano-6-carboxilico
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Se afaden 89 mi (178 mmol) de hidréxido sddico 2N a una solucion de
(6S)-2-oxobiciclo[3.1.0}hexano-6-carboxilato de etilo bruto (30,2 g, 180 mmol, no
corregido) en 30 ml de etanol a temperatura ambiente. Tras agitar durante 80
minutos, se lava la mezcla de reaccion con éter terc-butil metilico (1 x 90 ml) y se
trata la fase acuosa con acido clorhidrico concentrado (18 ml) hasta alcanzar pH =
1,0. Se trata la mezcla con 15 g de cloruro sédico séguido por lavado con acetato
de etilo (3 x 90 ml). Los extractos organicos reunidos se secan (Na,SO,), se filtran
y se concentran a vacio dando 23,8 g (94%, sin corregir) del compuesto del

epigrafe como un sélido blanquecino.

Preparacion 71

Sal N-bencil-a-metilbencilamina del acido (+) (6S)-2-oxobiciclo[3.1.0lhexano-6-

carboxilico

H,C H

Ph NHBz

Se anaden 18 g (85,1 mmol) de (S)-N-bencil-a-metilbencil-amina a una
solucion de acido (+) (6S)-2-oxobiciclo[3.1.0]Jhexano-6-carboxilico bruto (11,9 g,
84,9 mmol, se supone potencia del 100%) en 119 ml de acetato de etilo:etanol 6:1
a refiujo. Después de la disolucion, se deja la mezcla enfriar, opcionalmente
seguido por siembra a 52°C. Tras enfriar a temperatura ambiente y agitar otras
13,5 h, se recogen los cristales y se lavan con acetato de etilo:etanol 6:1 (2 x 48

ml). El secado a vacio proporcion6 10,8 g (36%, 77% de) de la sal resuelta como
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un sélido.

El de la sal se determina por analisis de GC quiral del derivado éster
metilico preparado como sigue: se disuelven 150 mg de la sal resuelta en 5 mi de
cloruro de metileno y se lava con acido sulfdrico 1N (2 x 1 mi). La fase organica se
seca, se filtra, se diluye con 2 ml de metanol y se trata con 1 ml de frimetilsilil
diazometano 2M en hexanos. Después de agitar a temperatura ambiente durante
15 minutos, se concentra la mezcla a vacio proporcionando el éster metilico
adecuado para el andlisis GC quiral. |
Condiciones de la GC: columna 30 m X 025 mm X 0,25 u B-DEX 325,
temperatura del horno 140°C, gas portador helio @ 1 ml/min, deteccién FID a 250

°C, divisiones de 1 ul 1:100, muestra @ 1mg/ml en clofuro de metileno.

Preparacion 72

{6S)-2-Oxobiciclo[3.1 .Olhexano-6-carboxilato de etilo

Se anaden 198 ml (198 mmol) de hidroxido sodico 2N a una suspensioén de
46,3 g (132 mmol) de sal N-bencil-a-metilbencilamina del acido (6S5)-2-
oxobiciclo[3.1.0]hexano-6-carboxilico en 200 m| de acetato de etilo. Después de
mezclar bien, se separan las fases y se lava la fase acuosa con acetato de etiio (1
x 200 ml). Se trata la fase acuosa con 18 m| (211 mmol) de acido clorhidrico

concentrado y 100 g de cloruro sédico. La mezcla se deja agitando durante 30
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minutos seguido por lavado con acetato de etilo (2 x 200 ml). Los organicos
reunidos se secan (MgSO0,), se filtran y se concentran a vacio proporcionando
18,3 g (99%) del acido resuelto [acido (+) (68)-2-oxobiciclo[3.1.0]hexano-()‘-
carboxilico] como un sélido blanco.

A continuacion, se disuelven 10 g (71 mmol) del acido resuelto bruto
producto anterior en 42 ml de etanol y se trata con 4 mi (71 mmol) de &acido
sulfirico concentrado, gota a gota. Se calienta la mezcla hasta 45°C y se deja
agitando durante 75 minutos. Tras enfriar hasta temperatura ambiente, se afaden
42 ml de agua con 20 ml de acetato de etilo y 12 g de bicarbonato sddico. Tras
agitar durante varios minutos, se lava la mezcla con acetato de etilo (2 x 50 mi).
Los extractos organicos reunidos se secan (MgS0,), se filtran y se concentran a
vacio proporcionando 11 g (92%) del (68)-2-oxobiciclo[3.1.0]hexano-G-carboxilato
de etilo bruto como un sélido blanco. La cristalizacion en heptano:éter terc-butil
metilico 6:1 (3,5 m! por g de sustrato) proporcioné este compuesto del epigrafe
con un rendimiento aproximado del 80% y un ee >88% como se determina por
analisis de GC quiral.

~

Preparacioén 73

Acetato de (6S)-6-(etoxicarbonil)bicicloIS.1.0]hex-2-en-é-ilo

OAc

Se calienta a reflujo usando un aparato de Dean-Stark durante 2,5 horas,

una mezcla de (68)-2-oxobiciclo[3.1.0]hexano-6-carboxilato de etilo (380,1 g, 2,26
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mol) y acido sulfdrico (18 M, 6,3 ml, 0,11 mol) en acetato de isopropenilo (2,26 1.)
momento en el que el analisis GC revela una mezcla 9:1 del compuesto del
epigrafe frente a (6S)-2-oxobiciclo[3.1.0]hexano-6-carboxilato de etilo. Después de
eliminar 950 ml de disolvente por destilacion durante 1 hora, la GC muestra que la
relacion producto:material de partida es 17:1. Se afiade acetato de isopropenilo
adicional (900 mi) y H,SO4 concentrado (3,15 ml) y la mezcla se agita a reflujo
durante otras 15 horas, momento en el que la GC muestra una relacién 27:1 de
producto/material de partida. Después de eliminar por destilacién otros 1,35 | de
disolvente, se enfria la mezcla hasta temperatura ambiente antes de que se diluya
con MTBE (2 1), H2O (250 ml) y NaHCOj3 acuoso saturado (600 ml). Se separan las
fases y se lava la fase organica con salmuera (400 ml). Las fases acuosas
reunidas se extraen con MTBE (400 ml) y se secan las fases organicas reunidas
(NazS0,), se filtran y se concentran hasta un aceite rojo oscuro/marrén (540 g). EI

aceite bruto se divide en dos porciones iguales y se filtra a través de un lecho de

SiO; ultrarrapida (713 para cada lote), eluyendo con hepténo:acetato de etilo 10:1.

Las fracciones que contienen producto de ambos tapones se retunen y se
concentran proporcionando el compuesto del epigrafe como un aceite amarillo
(460 g, 97%,; 90% corregido para el disolvente por RMN). La cromatografia en
columna sobre gel de silice eluyendo con acetato de etilo/hexanos (1:5)
proporciona una muestra analiticamente pura del compuesto del epigrafe como un
aceite incoloro .

[0]?°n +185 (c 1,48, CHCI3). o

RMN de 'H 500 MHz (CDCls) 6 5,19-5,18 (m, 1H), 4,12 (c, 1H, J = 7,0 Hz), 4,11 (c,

1H, J = 7,0 Hz), 2,74-2,69 (m, 1H), 2,48-2,43 (m, 2H), 2,22-2,19 (m, 1H), 2,16 (s, .

3H), 1,39 (dd, 1H, J=2,5, 2,5 Hz), 1,25 (t, 3H, J = 7,0 Hz).
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RMN de °C (125 MHz, CDCl3) 5 173,37, 169,01, 152 26, 111,56, 61,28, 32,47,
32,40, 29,72, 24,97, 21,67, 14,95,

FTIR (CHCI3) 3026 (m), 2985 (m), 1724 (s), 1272 (s), 1187 (s) cm™.

ES HRMS calculado para C11H1gNO4 [M+NH,]* 228,1236, encontrado 228,1252.

Preparacion 74

(3S.1 R,6R)-?-Oxa-5-oxotriciclo[4,1 ,0,0<2,4>]heptano-3-carboxilato de etilo

Se calienta a reflujo y se agita durante 17 horas, momento en el que el
analisis de GC muestra conversién completa a (6S)-4- -oxobiciclo[3.1.0]hex-2-eno-
6-carboxilato  de etilo una mezcla de . acetato  de  (6S)-6-
(etoxicarbonil)biciclo[3.1.0]hex—2-en-2-jlo (212,2 g, 1,01 mol) y 2,3-dicloro-5,6-
diciano-1,4-benzoquinona (252,0 g, 1,11 mol) en 2,02 I de 1,4-dioxano. La mezcla
se enfria hasta temperatura ambiente y se diluye con THF (564 ml). Después, se
enfria la mezcla hasta 8°C, se anade 1,8-diazabiciclo[5,4,0]undec-7-eno (377 ml,
2,52 mol) durante 30 minutos de modo que la temperatura de reaccion se
mantenga por debajo de 10°C. La mezcla se enfria entonces hasta 5°C y se afade
hidroperoxido de terc-butilo (70 % en peso en agua, 210 ml, 1,51 mol) durante 50
minutos, manteniendo la temperatura de reaccion por debajo de 9°C. Después se
agita la mezcla durante otros 50 minutos, se filtra la reaccion y se lava la torta

Mmarrén con MTBE (2 x 800 ml). Se anaden al filtrado 1 20 1 de HCI 1Ny, después
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de mezclar bien, se separan las fases. La fase organica se lava secuencialmente
con NaHCO; acuoso saturado (1,20 1), Na,S,0; acuoso saturado (1,20 Iy y
salmuera (600 ml). A continuacién, se seca la solucién (NaS0,), se concentra
hasta un lodo naranja que se diluye con 200 ml de heptano. Los volatiles se
evaporan produciendo un sélido naranja que se tritura en 350 ml de heptano y se
filtra, lavando la torta con mas heptano (2 x 175 ml). El sélido recogido se seca a
vacio a temperatura ambiente durante 17 horas proporcionando 138,7 g (75%) del
compuesto del epigrafe como un sélido amarillo/marrén. La cristalizacion en MTBE
proporciona una muestra analiticamente pura del combuesto del epigrafe como un
solido blanco.

[@]**s +2,3 (¢ 1,20, CHCIy), +8,4° (c 1,28, acetona); p.f. 129-130 °C.

RMN de "H 500 MHz (CDCl3) & 4,16 (c, 2H,J = 7,0 Hz), 3,99 (t, 1H, J = 2,5 Hz),
3,24-3,23 (m, 1H), 2,96-2,94 (m, 1H), 2,21- 2,19, (m, 1H), 2,08 (t, 1H, J = 3,0 Hz),
1,26 (t, 3H, J = 7,0 Hz).

RMN de C (125 MHz, CDCl3) 5 201,19, 168,84, 62,42, 57,04, 51,25, 31,16,
30,54, 29,60, 14,79.

FTIR (KBr) 3087 (w), 3059 (w), 3051 (w), 3007 (w), 2993 (W); 2963 (w), 1753 (s),
1719 (s), 1273 9s), 1191 (s), 1009 (m), 848 (m) cm™".

Analisis calculado para CgH104 C, 59,34, H, 5,53. Encontrado: C, 59,32; H,
5,43.

Preparacion 75

(6 S)-4-oxobiciclo[3.1.0lhex-2-eno-6-carboxilato de etilo
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Aunque el compuesto del epigrafe se usa de forha tipica in situ en la
preparacion de (3S,1 R,6R)-7-Qxa-5-oxotriciclc'>[4, 1,0,0<2,4>]heptano-3-carboxilato
de etilo, se obtiene una muestra analiticamente pura.del compuesto del epigrafe
filtrando la mezcia de reaccién que contiene este compuesto y evaporando el
filtrado dando un sélido marron. El sélido se resuspende en acetato de etilo, la
suspension se filtra y se éoncentra el filtrado. La cromatografia del residuc sobre
gel de silice con acetato de etilo /hexanos (1:5 a 1:2) da el compuesto del
epigrafe, que se recristaliza en acetato de etilo caliente y se somete a
cromatografia de nuevo usando las condiciones anteriores dando el compuesto
del epigrafe como un sélfdo blanco.

[0 -268 (c 1,17, CHCls).

p.f. 97-98 °C. _

RMN de "H 500 MHz (CDCls) 5 7,60 (ddd, 1H, J = 5,5, 2,5, 0,75 Hz), 5,73 (dd, 1H,
J =5,0, 0,5 Hz), 4,15 (c, 2H, J = 7,0 Hz), 2,96-2,94 (m, 1H), 2,63-2,61 (m, 1H),
2,60 (t, 1H, J =2,5Hz), 1,26 (t, 3H, J = 7,0 Hz).

RMN de *C (125 MHz, CDCls) 6 203,96, 168,61, 160,33, 130,29, 62,03, 46,53,
30,72, 29,62, 14,82.

" FTIR (KBr) 3080 (m), 2996 (M), 1717 (s), 1695 (s), 1266 (s), 1291 (m), 1191 (s),

1179 (s) cm’*.
Analisis calculado para CoH1903: C, 65,05; H, 6,07. Encontrado: C, 64,97; H,
6,01.
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Preparacion 76

(4S,6S)-4-Hidroxi-2-oxobiciclo[3.1 .0lhexano-6-carboxilato de etilo

Se trata una solucién agitada de (3S,1R,6R)-7-0xa-5-
oxotriciclo[4,1,0,0<2,4>]heptano-3-carboxilato de etilo (36,3 g, 0,20 mol) en 667 mi
de acetona secuencialmente con acetato sédico (36,1 g, 0,44 mol), yoduro sédico
(65,8 g, 0,44 mol) y acido acético (27,5 ml, 0,48 mol). La mezcla se deja agitando
a 30°C durante 15 horas antes de eliminar la acetona a vacio dejando un sélido
marron que se reparte entre acetato de etilo (323 ml) y H.0 (323 ml). Las fases se
separan y se lava la fase acuosa con acetato de etilo (3 x 323 ml). Los organicos
reunidos se lavan secuencialmente con Na,S,0; acuoso saturado (364 ml) y
NaHCO3; acuoso saturado (364 ml). Cada lavado acuoso se vuelve a extraer con
acetato de etilo (323 ml). Los organicos reunidos se secan (NazSO0y,), se filiran y se
concentran hasta un aceite rojo-marrén que se disuelve en 300 ml de etanol. La
evaporacion de volatiles proporciona el producto del epigrafe como un aceite rojo-
marrén (41,8 g, 114 %). La cromatografia en columna sobre gel de silice usando
acetato de etilo/hexanos (1:2 a 2:1) seguida por cristalizacion en MTBE caliente
proporciona una muestra analiticamente pura del compuesto del epigrafe como un
sélido blanco. |

[a]*°0 +3,9 (c 1,39, CHCl3), +6,0° (c 1,69, MeOH).
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p.f. 81-82 °C.

500 MHz RMN de "H (CDCls) 8 4,60 (s ancho, 1H), 4,16 (c, 2H, J = 7,0 Hz), 2,66
(dd, 1H, J = 5,0, 4,0 Hz), 2,42-2,40 (m, 1H), 2,34 (dd, 1H, J = 19,0, 5,5 Hz), 2,24,
(d ancho, 1H, J = 3,0 Hz), 2,07 (d, 1H, J = 19,0 Hz), 1‘,91 (t, 1H, J = 3,0 Hz), 1,27
(t, 3H, J =7,0 Hz).

RMN de C (125 MHz, CDCls) & 209,74, 170,07, 69,04, 62,32, 43,47, .36,89,
34,95, 26,14, 14,83.

FTIR (CHCl3) 3607 (w), 3447 (w), 3025 (m), 2985 (w), 1739 (s), 1728 (s), 1270
(s),1187 (s) cm™.

Analisis calculado para CgH:,04: C, 58,69; H, 6,57. Encontrado: C, 58,48; H,
6,63.

Preparacion 77

2-[((1R)-1-Feniletihamino](2S,4 S,6 R)-2-ciano-4-hidroxibiciclo[3.1 .0lhexano-6-

carboxilato de etilo

H Ph

Se afiaden (R)-metilbencilamina (46,3 ml, 0,359 mol) y NaCN (20,8 g, 0,424
mol), manteniendo la temperatura entre 20 y 25 °C a. una soluciéon de (4S,6S)-4-
hidroxi-2-oxobiciclo[3.1.0]Jhexano-6-carboxilato de etilo (68,2 g corregido hasta
60,0 g debido a la contaminacion con etanol, 0,326 mol) en etanol (332 ml) y se
afade HyO (332 ml). Se afade entonces HCI concentrado (35,3 ml, 0,424 mol)

durante 10 minutos mientras se mantiene la temperatura de reaccién anterior. La
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mezcla marron oscuro se agita durante una hora antes de que se siembre
opcionalmente con compuesto del epigrafe para iniciar la cristalizacion. La
suspension se agita durante una hora antes de afadir H,O (664 ml). Después se
agita la suspension otras 1,75 horas, se recoge el compuesto del epigrafe en
forma de sélido color castafio que se lava con H,O (332 ml). Se inyecta aire a
través de la torta humeda del filtro durante 25 minutos antes de que el material se
use directamente en la hidrolisis del nitrilo (peso de la torta himeda 145 g).
Aunque el compuesto del epigrafe se descompone rapidamente durante un
secado a vacio a temperaturas mayores que 25°C, es posible secar pequefias
muestras a vacio a temperatura ambiente sin descomposicion.

[a]*°5 +81,6 (c 1,18, CHCI3).

p.f. 70-72 °C (descomposicion).

RMN de 'H 500 MHz (CDCls) 6 7,39 (d, 2H, J = 7,0 Hz), 7,26-7,16 (m, 3H), 4,31
(d, 1H, J = 5,0 Hz), 4,22 (c, 1 H, J = 6,5 Hz), 3,93-3,85 (m, 2H), 2,33 (d, 1H, J =
13,0 Hz), 2,01 (t ancho, 1H, J = 4,5 Hz), 1,64 (dd, 1H, 4 = 15,0, 5,0 Hz), 1,55-1,54
(m, 1H), 1,40-1,39 (m, 4H), 1,17 (t, 3H, J = 7,0 Hz).

RMN de "°C (125 MHz, CDCl3) 5 170,54, 144,85, 128,61, 127,45, 127,38, 121,88,
72,17,61,02, 60,66, 56,57, 45,82, 36,70, 34,45, 25,83, 21,75, 14,22.

FTIR (KBr) 3568 (m), 3489 (m), 3285 (m), 2923 (m), 2228 (w), 1712 (s), 1298
(m),1197 (m) cm™. ,

FAB HRMS calculado para C1gH23N,03 [M+H]* 315,1709, encontrado 315,1704.

Preparacion 78

Acido 2-[((1R)-1-feniletilamino](2S,4 S.6 R)-4-hidroxibiciclo[3.1.0]hexano-2 .6-

dicarboxilico
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Se afade lentamente H,0, al 30% (44,5 mi, 0,426 mol), manteniendo la
temperatura por debajo de 27°C a una solucidn de la torta humeda de 2-[((1R)-1-
feniletil)amino](28,4S,6R)-2-ciano-4-hidroxibiciclo[3.1.0]hexano-6-carboxi|ato de
etilo (0,326 mmol tedricos) en DMSO (220 ml). La temperatura se reduce hasta
19°C y se afiade de forma lenta y cuidadosa NaOH 5N (52,3 ml, 0,262 mol)
durante 15 minutos, manteniendo la temperatura entre 22 y 27°C. Para controlar la
exotermia de esta reaccion se requiere un baiio de hielo de capacidad apropiada.
A continuacion, se agita la mezcla marrén heterogénea durante 20 minutos al
intervalo de temperatura ambiente, la HPLC mostré que el material de partida se
habia consumido dando un intermedio amida. Después de agitar la reaccién otras
1,5 horas, se afiade Na,SO; (13,7 g, 0,109 mol) y se agita la mezcla durante 15
minutos, momento en el que la mezcla da ensayo negativo de peroxidos por papel
de almidon-yodo. Después de la adicion de NaOH 3N (291 ml, 0,873 mol), se
calienta la mezcla hasta 85°C y se agita durante 18 horas. La mezcla marrén
homogénea se enfria hasta 30°C y se afiade HCI concentrado para reducir el pH a
3,6 manteniendo la temperatura entre 30 y 35°C.- Después de comenzar la
cristalizacion a pH 3,6, se agita la suspensién durante 15 minutos antes de reducir
el pH hasta 2,5. Después de agitar la mezcla durante 10 minutos mas, ésta se
enfria hasta 2°C durante 2 horas antes de recoger el sélido Qris y lavarlo con H,O

fria (400 mi) y EtOH (300 ml). El sélido recogido se seca a vacio a 45°C durante
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17 horas proporcionando 42,9 g (43% del inicio de la Preparacién 18) del
compuesto del epigrafe. Con el fin de adelantar el proceso, todo el compuesto del
epigrafe producido en la reaccién se recupera de las aguas madres de la siguiente
forma. Se evapora la porcion etandlica de las aguas madres y se combina el
residuo con la porcién acuosa de las aguas madres. Después de destilar el H,0
(485 mi) a presion reducida, se ajusta el pH de las aguas madres a 12,9 con 70 ml
de NaOH 5N y 5 ml de NaOH al 50%. A continuacién se lava la solucién con n-
B_uOH (3 x 800 ml), se ajusta su pH a 2,5 con HCI concentrado y se concentra la
solucion. El residuo se diluye con EtOH (100 ml) y sé evaporan los volatiles (2x).
El residuo se diluye con EtOH (150 mi) y el solido -color castario que contiene
compuesto del titulo adicional se lava con EtOH (75 ml) y se seca a 50°C a vacio
hasta un peso de 102 g. Ambos lotes del compuesto del epigrafe se usaron en la
siguiente esterificacion.

[0]°0 +4,5 (c 1,41, 1 N NaOH).

p.f. 220 °C (gris desde blanquecino), 280 °C (marrén).

RMN de "H 500 MHz (D,0, KOD) & 7,39 (d, 2H, J = 7,0 Hz), 7,19-7,04 (m, 5H),
3,92 (d, 1H, J = 5,0 Hz), 3,67 (c, 1H, J = 7,0 Hz), 1,76 (d, 1H, J = 15,0 Hz), 1,54-
152 (m, 1H), 1,37 (dd, 1H, J = 15,0, 5,0 Hz), 1,15 (d, 3H, J=6.5 Hz), 1,12 (dd, 1H,
J=6,0,3,0Hz), 0,92 (t, 1H, J = 3,3 Hz).

RMN de "C (125 MHz, D0, KOD) & 185,82, 182,96, 148,01, 131,31, 129,97,
129,78, 74,99, 73,84, 58,78, 46,91, 38,05, 35,02, 27,34, 27.15.

FTIR (KBr) 3366 (m), 3072 (s), 2886 (s), 1696 (m), 1611 (m), 1560 (m), 1455 (m),
1377 (m), 1278 (m), 1202 (m), 1188 (m) cm’™.

Analisis calculado para CigH1gNOs: C, 62,94, H, 6,27; N, 4,59. Encontrado: C,
62,70; H, 6,21; N, 4,67.
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Preparacion 79

2-[((1R)-1-Fenileti)amino}(2S.4 S,6 R)-2-carbamoil-4-hid roxibiciclo[3.1.0lhexano-6-

carboxilato de etilo

OH
H,CH,CO,C
3 2 5CH3
L HN‘ \ H
H Ph

O N

Aunque el compuesto del epigrafe se usa tipicamente in situ en la
preparacion de acido 2-[((1R)-1-feniletil)amino)(2S,4S,6R)-4-
hidroxibiciclo[3.1.0]hexano-2,6-dicarboxilico, se puede aislar el compuesto aunque
con alguna pérdida de rendimiento debido a la hidrolisis del éster concomitante
durante la hidrélisis del nitrilo. En el aislamiento, se reparte la mezcla de reacciéon
de hidrolisis del nitrilo entre CH,Cl, y H20 en el momento en que se consume 2-
[ R)-~1-feniletil)amino](28,4S,6R)—2-ciano-4-hidroxibic.iclo[3.1 .0]hexano-6-
carboxilato de etilo. A continuacion la.fase organica se seca (MgSO0,) y se
concentra, el residuo se purifica por cromatografia en columna sobre gel de silice
usando EtOAc/hexanos (2:1) hasta EtOAc proporcionando el compuesto del
epigrafe como una espuma blanca.

[0]*p +61,3 (c 1,20, CHCls).

RMN de 'H 500 MHz (CDCls) 6 7,32-7,20 (m, 5H), 7,19 (d ancho, 1H, J = 4,0 Hz),
5,49 (d ancho, 1H, J = 4,0 Hz), 4,88 (d, 1 H, J = 11,5 Hz), 4,24 (dd, 1H, J = 1‘1,5,
6,0 Hz), 4,06-4,00 (m, 2H), 3,77 (c, 1H, J = 7,0 Hz), 2,21 (d, 1H, J = 15,0 Hz), 2,18-
2,15 (m, 2H), 1,71 (s ancho, 1H), 1,54 (dd, 1H, J = 14;5, 6,0 Hz), 1,38, (d, 3H, J =
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6,5 Hz), 1,32 (t, 1H, J = 3,3 Hz), 1,24 (t, 3H, J = 7,0 Hz).
RMN de "°C (125 MHz, CDCly) & 180,42, 171,47, 146,05, 128,97, 127,43, 126,48,
73,16, 70,76, 61,08, 56,00, 42,82, 35,97, 35,67, 26,13, 21,53, 14,34.

FTIR (CHCl5) 3441 (m), 3345 (m), 2975 (w), 1725 (s), 1665 (s), 1288, 1186 (m) cm’

1

Andlisis calculado para C1gH24N,0,: C, 65,04; H, 7,28; N, 8,43. Encontrado: C,
65,41; H, 7,58; N, 8,32.

Preparacion 80

2-[((1R)-1-Feniletilamino}(2S.4S.6 R)-2-(etoxicarbonil)-4-

hidroxibiciclo[3.1.0jhexano-6-carboxilato de etilo

CO,CH,CH,

Se afiade cloruro de acétilo (11,2 ml, 157 mmol) mediante un embudo de
adicion, de forma que se mantiene el reflujo, a una suspension de acido 2-[(1R)-1-
feniletil)amino](2S,4S,6 R)-4-hidroxibiciclo[3.1.0]hexano-2,6-dicarboxilico 4 g, 13
mmol) en 48 mi de etanol a temperatura ambiente. La mezcla resultante se deja
agitando otras 16 horas a reflujo y tras enfriar hasta temperatura ambiente se
concentra a vacio hasta un residuo sélido. El sélido ée trata lentamente con una
solucion de bicarbonato sédico (6,6 g) en 100 ml de agua seguido por Iavado con
acetato de etilo (2 x 100 ml). Los organicos reunidos se secan (MgS0,), se filtran y

se concentran a vacio dando 4,7 g (99%) del compuesto del epigrafe como un
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sOlido. La cromatografia en columna sobre gel de silice eluyendo con
CHClo/MeOH (95:5) seguida por cristalizacion en Et,0 proporciona una muestra
analiticamente pura del compuesto del epigrafe como un sélido blanco.

[0%% +52,5 (¢ 1,30, CHCls).

p.f. 73-74 °C.

RMN de "H 500 MHz (CDCl3) 8 7,29-7,14 (m, 5H), 4,25 (dc, 1H, 11,0, 7,0 Hz), 4,18
(dd, 1H, J = 9,5, 5,5 Hz), 4,10 (dc, 1H, J = 11,0, 7,0 Hz), 3,92 (dc, 1H,J=11,0,7,0
Hz) 3,82 (dc, 1H, J = 11,0 Hz, 7,0 Hz), 3,67 (c, 1H, J =7,0Hz),273(d, 1H, J=9,5
Hz), 2,15-2,12 (m, 2H), 2,01-1,99 (m, 1H), 1,89 (dd, 1H, J = 6,0, 3.0 Hz), 1,61 (dd,
TH, J = 15,0, 6,0 Hz), 1,36 (t, 1H, J = 3,5 Hz), 1,33-1,30 (m, 6H), 1,18 (t, 3H, J =
7,0 Hz).

RMN de *C (125 MHz, CDCls) 6 178,11, 171,59, 146,32, 128,41, 127,07, 126,85,
73,33,70,15, 62,07, 60,75, 56,66, 44,72, 36,78, 33,61,-26,24, 20,07, 14,37, 14,23.
FTIR (KBr) 3492 (s), 3303 (m), 3055 (w), 2981 (w), 2896 (w), 1722 (s), 1705 (s),
1289 (m), 1251 (m), 1177 (m) cm™,

Analisis calculado para CyH.7NOs: C, 66,46; H, 7,52; N, 3,88. Encontrado: C,
66,42; H, 7,44; N, 3,92.

Preparacion 81

2-[(1R)-1 -Feniletillamino](2S,4R,6 R)-2-(etoxicarbonil)-4- |

fluorobiciclof3.1.0lhexano-6-carboxilato de etilo
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H
CO,CH,CH,

Se afade Deoxo-Fluor® (45,1 ml, 0,245 mol) durante 15 minutos,
manteniendo la temperatura entre —15 y -20°C a una solucién de 2-[((1R)-1-
feniletil)amino](2S,4 S,6R)-2-(etoxicarbonil)-4-hidroxibiciclo[3.1.0Jhexano-6-
carboxilato de etilo (59,0 g bruto, 0,163 mol) en CH,Cl, (690 ml) a —20°C. La
mezcla se agita durante 20 minutos a esta temperatura y a 0°C durante 15
minutos antes de que se afiada lentamente NaZCO}, acuoso al 15% (650 ml),
manteniendo la temperatura por debajo de 10°C. Se separan las fases y la fase
acuosa se vuelve a extraer con CH,Cl, (150 ml). Las fases organicas reunidas se
secan (Na;SO,) y se concentran hasta un aceite marrén (73 g). El aceite se
purifica en un lecho de gel de silice (400 g) eluyendo con EtOAc/heptano (1:6)
proporcionando el compuesto del epigrafe como un aceite amarillo (49,7 g, 84%).
[0]*°0 +36,2 (c 1,30, CHCly).

RMN de 'H 500 MHz (CDCl3) & 7,29-7,14 (m, 5H), 5,22 (ddt, 1H, J = 8.0, 4,5 Hz,
Jur = 56,0 Hz), 4,16 (dc, 1H, J = 11,0, 7,0 Hz), 4,05 (dc, 1H, 11,0, 7,0 Hz), 3,96
(de, 1H, 10,5, 7,0 Hz), 3,85 (dc, 10,5, 7,0 Hz), 3,66 (c, 1H, 6,5 Hz), 2,45 (dd, 1H, J
=14,0, 8,0 Hz), 2,16-2,12 (m, 1H), 1,95 (t, 1H, J = 3,5 Hz), 1,81 (dt, 1H, J = 3,5 Hz,
Jur = 3,5 Hz), 1,51 (ddd, 1H, J = 14,0, 8,0 Hz, Jur = 22,0 Hz), 1,32 (d, 3H, J = 6,5
Hz), 1,27 (t, 3H, = 7,0 Hz), 1,21 (t, 3H, J = 7,0 Hz).

RMN de ">C (125 MHz, CDCl3) & 175,29, 171,66, 146,21, 128,45, 127,03, 126,90,
92,65 (d, Jer = 182 Hz), 68,68 (d, Jcr = 4,9 Hz), 61,70, 60,92, 56,13, 38,60 (d, Jor
= 23,0 Hz), 33,07 (d, Jcr - 7,6 Hz), 32,23 (d, Jcr = 22,0 Hz), 26,26, 20,22 (d, Jcr =
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3,9 Hz), 14,41, 14,24,

FTIR (CHCI3) 3028 (w), 2983 (w), 1724 (s), 1705 (s), 1293 (m), 1242 (m), 1190
(m), 1037 (m), 1013 (m) cm™".

Analisis calculado para CyoHsFNO,: C, 66,10; H, 7,21; N, 3,85. Encontrado: C,
66,02; H, 7,00; N, 3,95.

Preparacion 82

Clorhidrato del Aacido 1R.2S 4R 5R 6 R-2-amino-4-fluorobiciclo[3.1.0lhexano-2 .6-

dicarboxilico

H

CO,CH,CH,

Se coloca en hidrogeno (3,44 x 10° Pa) durante 18 horas una mezcla de 2-
[((1R)-1-feniletil)amino](2S,4R,6R)-2-(etoxicarbonil)-4-fluorobiciclo[3.1.0]-hexano-
6-carboxilato de etilo (68,4 g, 0,188 mol), HCI concentrado (15,7 ml, 0,188 mol) y
Pd al 10%/C (seco, 13,7 g) en EtOH (400 ml). El catalizador se separa por
filtracion y el filtrado se evapora dando el compuesto del epigrafe como una
espuma bilanquecina (59,2 g, 106% corregido hasta 97% debido a contaminacion
con EtOH). La cristalizacion en EtOAc/MTBE proporciona una muestra
analiticamente pura del compuesto del epigrafe como un sélido blanco.

[]*°5 +55,6 (¢ 1,17, CHCls).
p.f. 86-88 °C. :
RMN de "H 500 MHz (CDCls) & 9,20 (s ancho, 2H), 5,50 (ddt, 1H, J = 8,0, 4,5 Hz,
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Jur = 56,0 Hz), 4,31 (c, 1H, J = 7,0 Hz), 4,20-4,07 (m, 3H), 2,88 (t, 1H, J = 3,0 Haz)
2,71 (dd, 1H, J = 14,5, 8,0 Hz), 2,48-2,43 (m, 2H), 2,16 (ddd, 1H, J = 14,5, 7.5 Hz,
Jur =22,0 Hz), 1,34 (t, 3H, J = 7,0 Hz), 1,25 (t, 3H, J = 7,0 Hz)

RMN de °C (125 MHz, CDCls) 171,12, 169,41, 91,94 (d, Jor = 189 Hz), 63,85,

63,66 (d, Jcr = 3,8 Hz), 61,73, 34,55 (d, Jor = 26,4 Hz), 31,58 (d, Jcr = 7,8 Hz),
30,80 (d, Jcr = 24,1 Hz), 20,22, 14,31, 14,21.

FTIR (KBr) 3353 (m), 3173 (w), 2745 (m), 1729 (s), 1547 (m), 1294 (m), 1269 (m),
1195 (m), 1011 (m) cm™.

Analisis calculado para CoH1gFNO,: C, 48,74; H, 6,48; N, 4,74. Encontrado: C,
48,80; H,6,41; N, 4,76.

Preparacion 83

Acido 1R.2S 4R 5R,6R-2-amino-4-fluorobiciclo[3.1 .0lhexano-2,6-dicarboxilico

Se afiade lentamente una solucion de NaOH 3N (251 mi, 0,753 mol) a
clorhidrato del Aacido 1R,2S,4R,5R,6R—2-amino-4-ﬂuorobicic|o[3.1.0]hexano-2,6-
dicarboxilico (59,2 g bruto, 0,188 mol tedrico), manténiendo la temperatura por
debajo de 26°C. Después de agitar la mezcla durante 10 minutos, ésta se vuelve
homogeénea. La mezcla se agita durante 1,25 horas a temperatura ambiente antes
de que el pH se reduzca lentamente hasta pH 2,8 usando HCI concentrado

mientras se mantiene la temperatura entre 20 y 26°C. A pH 2,8, la mezcla
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comienza a cristalizar y la suspensién se agita a este pH durante 10 minutos ant

de que el pH se reduzca hasta 2,1 con HCI concentrado. Después de otros 15
minutos de agitacion, se afade i-PrOH (67 ml) y se enfria la suspensién hasta 0°C
y se agita durante 2 horas. Ei sélido se recoge y se lava con 37 m! de H,O/ i-PrOH
frio (4:1). El solido recogido se seca a vacio a 40 °C durante 18 horas,
proporcionando el compuesto del epigrafe como un sélido blanco (33,1 g, 87%

desde el inicio de la Preparacioén 23).

Preparacion 84

Resuspension de acido 1R,2S.4R 5R 6 R-2-amino-4-fluorobiciclo[3.1.0lhexano-2.6-

dicarboxilico

Se calienta hasta 89°C durante una hora una suspension agitada de acido
1R,25,4R,5R,6R-2-amino-4-fluorobiciclo[3.1.0Jhexano-2,6-dicarboxilico (33,0 g,
0,162 mmol) en H,O (165 mi) y se afade i-PrOH (41 mi). La mezcla se agita
entonces durante 5 minutos a reflujo (83°C) antes de que ésta se enfrie hasta
temperatura ambiente y se agita durante 4 horas. El producto se recoge, se lava
con /-PrOH/H,0 (1:4, 40 ml) e i-PrOH (25 ml) y se seca a vacio a 40 °C durante 18
horas proporcionando el compuesto del epigrafe como un sélido blanco (30,6 g,

93%).

- Preparacion 85

Ester etilico del acido 1R,2S,4R,5R,6R-2-amino-4-fluorobiciclo[3.1.0]hexano-2,6-

dicarboxilico
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CH,CH,0,C
H

CO,CH,CH,
NH,

Se anade cloruro de tionilo (26 ml, 356 mmol) gota a gota durante 20
minufos a una suspensidon de  &cido 1R,28,4R,5R,6R—2-amino-4-
fluorobiciclo[3.1.0]hexano-2,6-dicarboxilico (14,45 g, 71,12 mmol) en 202 ml de
étanol absoluto a temperatura ambiente. La suspensién se calienta hasta reflujo y
se deja agitando durante 3 horas, seguido por enfriamiento hasta temperatura
ambiente durante la noche. La solucién resultante se concentra a vacio hasta un
residuo que se diluye con 136 ml de acetato de etilo y se trata con 306 ml de
carbonato sédico acuoso al 10% durante 15 minutos con agitacion a mano de tal
modo que el pH final es 10. Se separan las fases y la fase acuosa se lava con
acetato de etilo (1 x 136 ml). Los extractos orgénicos reunidos se lavan con
salmuera (1 x 136 ml), se secan (MgSO4), se filtran y se concentran a vacio
proporcionando 17,07 g (93%) del compuesto del epigrafe como un sélido blanco.
FDMS: M*+1 = 260.

Analisis calculado para CiyHigFNO4-0,1 H,0: C,-55,21; H, 7,03; N, 5,37.
Encontrado: C, 55,10; H, 6,96; N, 5,22.

p.f. = 64-66 °C.

[a]o® = +20 (¢ = 0,96, MeOH), [a]o®® = +15 (c = 1,21, DMSO)

Preparacion 86

Ester etilico del acido 1R2S 4R 5R6R-2-]2'S-2'-(terc-

butoxicarbonilamino)propioniljamino-4-flurobiciclo[3.1.0lhexano-2.6-dicarboxilico
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F
H, i=H
CO,CH,CH,
H,CH,CO,C 1
H HN._O
H,C” “NHBoc

Se afiade N-metilmorfolina (22,44 mi, 204 mmol) seguida por cloroformiato
de iso-butilo (26,48 ml, 204 mmol) gota a gota durante 15 min de tal modo que la
temperatura de reaccibn no supere -18 °C a una solucion de N-Boc-L-alanina
(38,62 g, 204 mmol) en 396 ml de cloruro de metileno a -22 °C en nitrégeno. La
suspension clara resultante se deja agitando a -20°C durante 30 minutos,
momento en el que se afiade una solucion de éster etilico del acido
1R,2$,4R,5R,6R—2-am'ino-4-ﬂuorobiciclo[3.1.0]hexano-2,6-dicarbo‘xilico' (49,46 g,
191 mmol) en 247 ml de cloruro de metileno durante 40 minutos, de modo que la
temperatura de reaccién no supere -16 °C. Una vez completada la adicion, se
retira la reaccion del bafio de enfriamiento y se deja agitando a temperatura
ambiente durante 70 minutos, momento en el que la temperatura de reaccién ha
alcanzado 15°C y el color se vuelve naranja apagado. La reaccién se trata con 408
ml de acido clorhidrico 1N, seguido por agitacién durante 5 minutos y separacion
de las fases. La fase organica se lava con bicarbonato sédico acuoso saturado (1
x 408 ml), se seca (Na2S04), se filtra y se concentra a vacio hasta una espuma
blanca (88,16 g).

FDMS: M*+1 = 260.
Analisis calculado para C12H18FNO40,1 H,O: C,’ 55,21; H, 7,03; N, 5,37.
Encontrado: C, 55,10; H, 6,96: N, 5,22.
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p.f. = 64-66 °C.
[a]o® = +20 (c = 0,96, MeOH), [o}p® = +15 (¢ = 1,21, DMSO).

Preparacion 87

Acido 1 R,2S,4R,5R,6R-2-[2’S—2’-(terc-butoxicarbonilamino)propionil]amino-4-

fluorobiciclo[3.1.0]Jhexano-2.6-dicarboxilico

F
H =H
COo,H
HO,C :
H HN O
H,C NHBoc

Se anaden 238 ml (477 mmol) de hidroxido sédico 2N a una solucién de
éster etilico del acido 1R,2S,4R,5R 6R-2-[2'S-2'-(terc-
butoxicarbonilamivno)propionil]amino-4-flurobiciclo[3. 1.0]hexano-2,6-dicarboxilico
(88,16 g, 191 mmol) en 238 ml de tetrahidrofurano é temperatura ambiente. La
mezcla bifasica se deja agitando vigorosamente a temperatura ambiente durante
2,5 horas, momento en el que la reaccion es homogénea. La mezcla se diluye con
238 ml de t-butil metil éter, seguido por mezcla y separacion de las fases. La fase
acuosa se diluye adicionalmente con 238 ml de agua y se filtra para separar el
material en particulas. La solucién se trata con HCI concentrado (42,9 mi, 515
mmol) durante 30 minutos, seguido opcionalmente por siembra con el compuesto
del epigrafe y agitacion durante 1 hora. La suspension resultante se filtra, se lava
con agua (2 x 100 ml) y se seca a vacio a 45 °C durante 40 horas proporcionando

72,2 g del compuesto del epigrafe como un sélido blanco. Se deja agitando una
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porcion del sélido (69,5 g) con 490 mi de acetona durante 1 hora produciendo una
solucion turbia que se filtra lavando con acetona (2 x 100 mi). El filtrado se
concentra a vacio hasta una espuma blanca que se seca adicionalmente a vacio a
45°C durante 16 horas proporcionando 61,8 g (corregido para el 12% peso/peso

de acetona) del compuesto del epigrafe.

Ejemplo 1
Clorhidrato del acido (1R,4S.,5S,6S)-4-(2'S-aminopropionil)amino-]-2,2-dioxo-2A°-

tia-biciclo[3.1.0.]Jhexano-4,6-dicarboxilico

o 0
\ /
H \S/

CO,H

H HN_ _O
:E HCI

H,C” “NH,

HO,C

Se afade una solucion de cloruro de hidrégeno en acetato de etilo (3,7 M,
514 ml) durante 20 minutos a una suspension de acido (1R,45,58,6S)-4-(2'S-terc-
butoxicarbonilamino-propioniIamino)—2,2-dioxo-2)\6-tia-biciclo[3. 1.0}hexano-4,6-
dicarboxilico (110,0 g, 271 mmol, Preparacion 3) en 563 ml de acetato de etilo. A
continuacion se agita la suspension durante 2,5 horas, se filtra y se lava la torta
con acetato de etilo (1 x 200 ml, 1 x 115 ml). Después de secar a vacio a 46 °C
durante 18 horas, el compuesto del epigrafe se recoge como un sélido blanco
(85,77 g, 92%).
RMN de 'H (300 MHz, Metanol-dy) 6: 4,12 (d ancho, 1H, J = 14,6 Hz), 3,94 (c, 1H,
J=7,1Hz), 3,52 (ddd, 1H, J =7,0, 3,9, 0,9 Hz), 3,16 (d, 1H, J = 14,6 Hz), 3,02 (dd,
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1H,J=7,0,4,4 Hz), 2,49 (t, 1H, J =4,1 Hz), 1,52 (d, 3H, J = 7,1 Hz).

Ejemplo 2 _
Tosilato del acido (1R.4S,5S.6S)-4-(2’'S-2'-aminopropionil)amino-2.2-dioxo-2A8-tia-

biciclo[3.1.0.}hexano-4,6-dicarboxilico

O\\ //o
He S

COH

H HNIO

H,C” TNH,. pTolSO,H

HO,C

Se calienta hasta 756 °C una suspensién de acido (1R,4S,5S,65)-4-(2'S-
terc-butoxicarbonilamino-propionilamino)-2,2-dioxo-2A%-tia-biciclo[3.1.0]hexano-
4,6-dicarboxilico (300 mg, 0,738 mmol, Preparacion 3) y acido toluenosulfénico
monohidrato (140 mg, 0,738 mmol) en tolueno (3 ml) y se agita durante 45 minutos
antes de dejar enfriar hasta temperatura ambiente y se agita durante 16 horas. Se
filtra la suspension y se lava la torta con tolueno (2 x 1 ml). Después de secar a
vacio a 45 °C durante 1 hora, se recogen 307 mg (87%) del compuesto del
epigrafe como un sélido blanco. |
p.f. (DSC) 233 °C.

RMN de "H (500 MHz, CD30D) & 7,70 (d, 2H, J = 8,5 Hz), 7,24 (d, 2H, J = 8,0 Hz),
4,11 (d, 1H, J = 15 Hz), 3,94 (c, 1H, J = 7,0Hz), 3,53 (dd, 1H, J = 7,0, 4,0 Hz), 3,13
(dd, 1H, J = 14, 1,0 Hz), 3,02 (dd, 1H, J = 7,0, 4,5 Hz), 2,48 (t, 1H, J = 4,5 Hz),
2,37 (s, 3H), 1,52 (d, 3H, J = 7,5 Hz).

RMN de C (125 MHz, CD30D) & 170,70, 170,32, 169,80, 142,04, 140,78,
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128,79, 125,79, 60,20, 54,73, 48,77, 42,44, 30,84, 22,22, 20,20, 16,09. ﬂg\

Ejemplo 3
Clorhidrato del acido (1R, 4S.,5S,6S5)-4-(2'S-amino-3’-hidroxi-propionil)-amino-2,2-

dioxo-2A8-tia-biciclo[3.1.0]hexano-4.6-dicarboxilico

OH

Se prepara segun el Procedimiento general C usando éster dimetilico del
acido (1R,45,5S,6S)-4-(3'-acetoxi-2'S-terc-butoxicarbonilamino-propionil)-amino-
2,2-dioxo-2A°-tiabiciclo[3.1.0Jhexano-4,6-dicarboxilico (380 mg, 0,77 mmol,
Preparacién 15).
[a]T = -19,23 (c=0,52, MeOH).
RMN de "H (400 MHz, CD;0D) 52,48 (1H, t, J = 4,0 Hz), 3,04 (1H, dd, J = 4,4, 7,3
Hz), 3,17 (1H, d, J = 14,7 Hz), 3,51 (1H, dd, J = 4,4, 7,0 Hz), 3,77 (1H, dd, J = 7,0,
10,6 Hz), 3,94-4,12 (3H, m).
Analisis calculado para CioH14N20gSHCI*H,O: C, 31,88; H, 4,55; N, 7,44; CI,
9,41. Encontrado: C, 31,53; H, 4,40; N, 7,32; Cl, 9,24.
HRMS calculado para C1oH1sN20gS, 323,0549. Encontrado, 323,0533.

Eiemplo 4
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Clorhidrato del acido (1R.4S,5S.65)-4-{(pirrolidin-2'S-carbonih)-amino]-2,2-dioxo- Wé
L

2\8-tia-hiciclo[3.1.0.]hexano-4,6-dicarboxilico

Se prepara segun el Procedimiento general C empleando éster dimetilico
del acido (1R,4S,5S,6S)-4-[(1'-terc-butoxicarbonil-pirrolidina-2'S-carbonil)-amino}-
2,2-dioxo-2)\6-tia-biciclo[3.1.0.]hexano-4,6-dicarbpxi|ico (08 g, 17 mmol,
Preparacion 11) proporcionando 0,42 g (67,0%) del compuesto del epigrafe.

[@]D = -32 (c=1,00, CH3OH).

RMN de "H (300 MHz, CD;0D) & 1,98-2,12 (3H, m), 2,40-2,50 (1H, m), 2,52 (1H, t,
J=44Hz), 2,99 (1H, dd, J = 4,4, 7,0 Hz), 3,2 (1H, d, J = 14,7 Hz), 3,29-3,42 (3H,
m), 3,54 (1H, m), 4,13 (1H, d, J = 15,8 Hz), 4,30 (1H, dd, J = 6,2, 9,2 Hz).

HRMS calculado para C4,H17N207S, 333. 0756. EncorhltradoA, 333,0740.

Ejemplo 56
Clorhidrato del acido (1R,4S,5S.6S)-4-(2'S-amino-4’-metilsulfanil-butirilamino)-2,2-

dioxo-2A°-tia-biciclof3.1 .0.lhexano-4,6-dicarboxilico
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Se prepara segun el Procedimiento general C empleando éster dimetilico
del acido (1R,4S,58,68)-4-(2’S-terc-butoxicarbonilamind-4’-metilsulfanil-
butirilamino)-2,2-dioxo-2A°-tia-biciclo[3.1.0.]hexano-4,6-dicarboxilico (0,77 g, 1,6
mmol, Preparacion 12) proporcionando 0,41 g (54,9%) del compuesto del epigrafe.
[a]D5 = +4 (c=1,00, MeOH).

RMN de "H (300 MHz, CDs0D) & 2,1-2,2 (2H, m), 2,13 (3H, s), 2,47 (1H, t, J = 4,4
Hz), 2,58-2,63 (2H, m), 3,02 (1H, dd, J = 4,0, 7,0 Hz), 3,12 (1H, d, J = 14,7 Hz),
3,52 (1H, dd, J = 3,3, 6,6 Hz), 3,98 (1H, t, J = 6,2 Hz), 4,14 (1H, d, J = 14,7 Hz).
HRMS calculado para C12H1gN207S;, 367,0634. Encon-trado, 367,0634.

Ejemplo 6
Clorhidrato del acido (1R,4S.5S5,6S)-4-[2'S-amino-3’-(1H-indol-3-il)-

propionilaminol-2,2-dioxo-2A%-tia-biciclo[3.1.0lhexano-4 6-dicarboxilico
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Se prepara segun el Procedimiento general C empleando éster dimetilico
del acido (1R,4S,5S,6S)-4-[2'S-terc-butoxicarbonilamino-3'-(1-ferc-butoxicarbonil-
1H-indol-3-il)-propionilamino}-2,2-dioxo-2A°-tia-biciclo[3.1.0.Jhexano-4,6-
dicarboxilico (0,54 g, 0,83 mmol, Preparacién 13) proporcionando 0,28 g (73,6%)

del compuesto del epigrafe.

[ = +7,8 (c=1,02, CHyOH). |

RMN de 'H (300 MHz, CD;OD) & 2,47-2,53 (1H, m), 3,05-3,18 (3H, m), 3,44-3,57
(2H, m), 4,13-4,23 (2H, m), 7,07-7,41 (3H, m), 7,71-7,78 (2H, m), 8,22 (1H, d
aparente, J = 7,7 Hz). | '

Analisis calculado para C1gH1gN30;S*HCI: C, 47,22; H, 4,40; N, 9,18. Encontrado:
C, 46,51, H, 3,96; N, 8,54. |

MS (ES) m/z 420,1 [M-1].

Ejemplo 7
Clorhidrato del acido (1R, 45,55 ,65)-4-[2'S-amino-3'-(4-hidroxi-fenil)-

propionilamino]-2,2-dioxo-2A8-tia-biciclo[3.1 .0.Jhexano-4.,6-dicarboxilico
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Se prepara segun el Procedimiento general C_empleando éster dimetilico
del écidb (1 R,4S,5S,68)-4-[2'S-terc-butoxicarbonilamino-3'-(4-terc-
butoxicarbonioni-feniI)-propioniIamino]-2,2-dioxo-2)\6-tia-biciclo[3.1 .0.]Jhexano-4 6-
dicarboxilico (0,33 g, 0,53 mmol, Preparacion 14) proporcionando 0,13 g (56,4%)

del compuesto del epigrafe.

[]5 = -6 (c=1,00, H0).

RMN de 'H (300 MHz, CD30D) & 2,47 (1H, t, J = 4,0 Hz), 2,87 (1H, dd, J = 9,2,
14,7 Hz), 3,05-3,12 (2H, m), 3,23 (1H, dd, J = 5,1, 14,7 Hz), 3,55 (1H, dd, J = 4,0,
7,0 Hz), 4,00 (1H, dd, J = 4,8, 9,2 Hz), 4,13 (1H, d, J = 14,7 Hz), 6,80 (2H, d, J =
8,4 Hz), 7,13 (2H, d, 8,8 Hz). ‘

HRMS calculado para Cq6H1gN20sS, 399,0862. Encontrado, 399,0844.

Ejemplo 8
Clorhidrato del acido (1R, 4S.,5S.6S)-4-(2'S-amino-3'-fenil-propionilamino)-2,2-

dioxo-2A8-tia-biciclo[3.1.0lhexano-4 6-dicarboxilico
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Se prepara segun el Procedimiento general C usando éster dimetilico del
acido (1R,4S,5S,65)-4-(2'S-terc-butoxicarbonilamino-3'-fenil-propionilamino)-2,2-
dioxo-2A%-tia-biciclo[3.1.0]Jhexano-4,6-dicarboxilico (Preparacién 5). Rendimiento

0,55 g (85 %, 1,31 mmol) de un sélido blanco.

:[aﬁf' =+4,17 (c = 0,48, MeOH).

RMN de 'H (300 MHz, CDsOD) & 2,45 (1H, t, J = 4,0 Hz), 2,98 (1H, dd, J = 9,2,
14,7 Hz), 3,06 (1H, dd, J = 4,4, 7,0 Hz), 3,10 (1H, d, J = 14,6 Hz), 3,33 (1H, dd, J -
4,8, 13,6 Hz), 3,52 (1H, dd, J = 3,3, 7,3 Hz), 4,08 (1H, dd, J = 51, 8,8 Hz), 4,10
(1H, d, J = 15,4 Hz), 7,31-7,42 (5H, m).

RMN de "*C (300 MHz, D,0 w/ 1,4-dioxano): & 172,55, 171,94, 170,01, 134,31,
130,39, 130,27, 130,01, 129,00, 61,38, 54,76, 54,37, 43,07, 37,36, 31,57, 23,18.
Analisis calculado para CigH1gN2O;S¢1,5 HCI: C, 43,97; H, 4,50; N, 6,41.
Encontrado: C, 43,59; H, 4,17; N, 6,46.

MS (ES) m/z encontrado 383,1 [M+H]".

HRMS calculado para CigH1gN207S [M + H]': 383,0913. Encontrado: 383,0923.

Eiemplo 9
Clorhidrato del acido (1R,48158468)-4-(2'S-amino-S’S-metil-pentanoniIamin@-Z,2~

dioxo-2A%-tia-biciclo[3.1.0]hexano-4 6-dicarboxilico
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Se prepara segun el Procedimiento general C usando éster dimetilico del
acido  (1R,4S,5S,6S)-4-(2'S-terc-butoxicarbonilamino-3'S-metil-pentanoilamino)-
2,2-dioxo-2A%-tia-biciclo[3.1.0]hexano-4,6-dicarboxilico (Preparacién 6).
Rendimiento 0,43 g (80 %, 1,12 mmol) de un sélido blanco.

[«]73 = +4,08 (c = 0,49, MeOH).

RMN de 'H (300 MHz, CD;0D) & 0,98 (3H, t, J = 7,3 Hz), 1,07 (3H, d, J = 7,0 Hz),
1,15-1,24 (1H, m), 1,53-1,62 (1H, m), 1,95-2,04 (1H, m), 2,44 (1H, t, J = 4,0 Hz),
3,06 (1H, dd, J = 4,4, 7,0 Hz), 3,14 (1H, d, J = 15,0 Hz), 3,52 (1H, dd, J = 3,7, 7,0

"Hz), 3,73 (1H, d, J = 5,1 Hz), 4,10 (1H, d, J = 14,7 Hz).

Analisis calculado para Cy3HzoN207S*HCI+0,5 H,O: C, 39,64; H, 5,63; N, 7,11.
Encontrado: C, 39,38; H, 5,39; N, 7,04.

MS (ES) m/z encontrado 349,1 [M+H]".

HRMS (ES) calculado para Ci3HiN20;S [M + HJ', 349,1069. Encontrado,
349,1086.

Ejemplo 10
Clorhidrato del acido (1R,45,5S.6S)-4-(2'S-amino-3’-metil-butirilamino)-2,2-dioxo-
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2\8-tia-biciclol[3.1.0]hexano-4 .6-dicarboxilico

0]
N\ //O

He _S
COH
HO,C A

H HN_ o

HOL e

NH
CH,

2

Se prepara segun el Procedimiento general C usando éster dimetilico del
acido (1R,4S,5S,6S)-4-(2'S-terc-butoxicarbonilamino-3'-metil-butirilamino)-2, 2-
dioxo-2A°%-tia-biciclo[3.1.0]hexano-4,6-dicarboxilico (Préparacién 7). Rendimiento

0,18 g (88 %, 0,49 mmol) de un sélido blanco como la sal HCI.

[o] D = +7,84 (c = 0,51, MeOH).

RMN de "H (300 MHz, CD;0D) & 1,04 (3H, d, J = 6,6 Hz), 1,09 (3H, d, J = 7,0 Hz),
2,22-2,29 (1H, m), 2,44 (1H, t, J = 4,0 Hz), 3,05 (1H, dd, J = 4,4, 7,0 Hz), 3,10 (1H,
d, J = 14,7 Hz), 3,52 (1H, dd, J = 4,0, 7,3 Hz), 3,67 (1H, d, J = 5,5 Hz), 4,10 (1H, d,
J = 14,7 Hz).

Andlisis calculado para Cq;H1gN,O;S°HCI0,4H,0: C, 38,12; H, 5,20: N, 7,41.
Encontrado: C, 37,78; H, 4,90; N, 7,15.

MS (2S) m/z encontrado 335,1 [M+H]".

Ejemplo 11
Clorhidrato del acido (1R.4S.5S,65)-4-(2'S-amino-4-metil-pentanoilamino)-2,2-

dioxo-2A%-tia-biciclo[3.1.0lhexano-4.6-dicarboxilico
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HCI

H,C CH,

Se prepara segun el Procedimiento general C usando éster dimetilico del
acido (1R,4S,5S,65)-4-(2'S-terc-butoxicarbonilamino-4'-metil-pentanoilamino)-2,2-
dioxo-2A°-tia-biciclo[3.1.0]hexano-4,6-dicarboxilico (Preparacion 8). Rendimiento

0,50 g (76 %, 1,30 mmol) de un sélido blanco como la sal HCI.

[T = -4,0 (c = 0,50, MeOH).

RMN de "H (300 MHz, CDs0D) & 1,00 (3H, d, J = 5,5 Hz), 1,02 (3H, d, J = 5,9 Hz),
1,62-1,79 (3H, m), 2,42 (1H, t, J = 4,0 Hz), 3,04 (1H, dd, J = 4,4, 7,3 Hz), 3,13 (1.H,
d, J = 15,0 Hz), 3,52 (1H, dd, J = 3,3, 7,0 Hz), 3,84-3,89 (1H, m), 4,10 (1H,d, J =
15,0 Hz).

Andlisis calculado para C43H20N207S*HCI+0,3H,0: C, 40,01; H, 5,58; N, 7,18.
Encontrado: C, 39,66; H, 5,57; N, 6,99.

MS (EES) m/z encontrado 349,1 [M+H]".

Bisclorhidrato del acido (1R.4S.5S,6S)-4-(2'S,6-diamino-hexanoilamino)-2.2-

dioxo-2A%-tia-biciclo]3.1.0lhexano-4.6-dicarboxilico
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Se prepara segln el Procedimiento general C usando éster dimetilico del
acido (1 R,4S,SS,6S)-4—(2’S,6’-bis-terc-butoxicarbonilamino-hexanoilamino)-z,2-
dioxo-2A6~tia-bicicIo[3.1.O]hexano-4,6-dicarboxilico (Preparacion 9). Rendimiento
0,56 g (86 %, 1,28 mmol) de un sélido blanco como la sal bisclorhidrato.

[T = -4,0 (c = 0,50, MeOH),

RMN de 'H (300 MHz, CD;0D) & 1,48-1,55 (2H, m), 1,67-1,74 (2H, m), 1,89-1,97
(2H, m}, 2,47 (1H, t, J = 4,0 Hz), 2,97 (2H, t aparente, J = 4,0), 3,08 (1H, dd, J =
4.4, 7,0 Hz), 3,20 (1H, d, J = 15,0 Hz), 3,53 (1H, dd, J = 3,7, 7,0 Hz), 3,93 (1H, t
aparente, J = 6,2 Hz), 4,08 (1H, d, J = 14,7 Hz).

Analisis calculado para Ci3Hz1N307S+2HCI+0,2H,0: ‘C, 35,49; H, 5,36; N, 9,55,
Encontrado: C, 35,30; H, 5,48: N, 9,42.

MS (ES) m/z encontrado 364,1 [M+H]".

Eiemplo 13
Clorhidrato del acido (1R,4S5,5S,6S)-4-(2'S-amino-4'-carbamoil-butirilamino)-2.2-

dioxo-~2A\8-tia-biciclo[3.1 .0lhexano-4,6-dicarboxilico
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Se agita el éster dimetilico del &cido (1R,4S,55,6S)-4-[2'S-terc-

butoxicarbonilamino-4’(tritil-carbamoif)-butirilamino]-2,2-dioxo-2A°%-tia-

biciclo[3.1.0]Jhexano-4,6-dicarboxilico (0,48 g, 0,65 mrhol, Preparacion 10) en una
mezcla 1:1 de LiOH 2,5 N y THF (6 ml de volumen total) a temperatura ambiente
durante 4 horas. La mezcla de reaccion se ajusta a pH = 2 con HCI 1N y se extrae
el producto con acetato de etilo. Se reunen todos los organicos, se lavan con
salmuera, se secan sobre MgSOy y se concentran proporcionando 0,46 g de acido
(1 R,4S,5S,68)-4-[2’S-terc-butoxicarbonilamino-4’—(tritil-carbamoil)-butirilamino]-2,2-
dioxo~2)\6-tia-biciclo[3.1.0]hexano-4,6-dicarboxi|ico como una espuma blanca. Se
disuelve el diacido en DCM y se agita a temperatura ambiente como anisol (0,28
g, 2,6 mmol) y luego se afade consecutivamente TFA (3,70 g, 32,5 mmol). Se
agita la mezcla de reaccion resultante a temperatura ambiente durante 2 horas y
se concentra a vacio. Se tritura el aceite amarillo resultante en Et,0 hasta que se
forma un precipitado que fluye libremente. Se recoge la sal TFA por filtraciéon a
vacio en atmésfera de N,. Se disuelve el producto en 1 ml de HCI 1N y se somete
a liofilizacién proporcionando el producto como la sal HCI. Rendimiento: 0,16 g (62

%, 0,40 mmol) de un sélido blanco.

[o] T = +8,0 (c = 1,0, H,0).
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RMN de "H (300 MHz, CD30D) & 2,00-2,08 (2H, m), 2,37-2,41 (3H, m), 2,93 (1H,
dd, J=4,4,73Hz), 3,04 (1H,d, J = 14,7 Hz), 3,45 (1H,dd, J =37, 7,0 Hz), 3,86
(1H, t aparente, J = 5,9 Hz), 4,05 (1H, d, J = 14,7 Hz).

Analisis calculado para C12H17N30gS*HCIe2,0H,0: C, 33,07 H, 5,09; N, 9,64.
Encontrado: C, 33,37; H, 4,69; N, 9,39.

MS (ES) m/z encontrado 363,9 [M+H]". .

HRMS (ES) calculado para CioHigN3OsS [M + H]': 364,0815. Encontrado:
364,0825. |

Ejemplo 14
Clorhidrato del acido (1R,2S.4R,5R 6R)-2-(2' S-amino-propionif)amino-4-

fluorobiciclof3.1.0lhexano-2.6-dicarboxilico

H N_ _O
Hf

H,C” “NH, . HC!

Se agita una suspension de A&cido (1R,2S5,4R,5R,6R)-2-(2'S-2'-(terc-
butoxicarbonilamino)propionil)amino-4-fluoro-biciclo[3.1.0]hexano-2,6-dicarboxilico
(53,0 g corregido para acetona, 142 mmol) en 447 ml de acetona a 50 °C durante
35 minutos. Se filtra la solucion turbia para aclararla,.seguido por enjuagado con
100 ml de acetona. Se afiaden 22,1 mi (265 mmol) de acido clorhidrico
concentrado, gota a gota al filtrado blanquecino transparente durante 5 minutos.
Se lava la mezcla hasta 45-50 °C y se agita durante 90 minutos. Opcionalmente se
siembra la mezcla con clorhidrato del Aacido. (1R,25,4R,5R,6R)-2-(2'S-

aminopropionil)amino-4-fluorobiciclo[3.1.0Jhexano-2,6-dicarboxilico, seguido por
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desconexion del calor y dejar que se enfrie gradualmente hasta temperatura
ambiente. Después de 2 horas, la temperatura alcanza 25°C y se afiade acetona
(942 ml) a la suspension durante 90 minutos. Se agita la suspension otras 16
horas maés, seguido por filtracion, lavado con acetona (2 x 200 ml) y secado a
vacio a 45 °C durante 9 horas y a temperatura ambiente durante otras 64 horas
produciendo 40,2 g (91%) del compuesto del epigrafe como un sélido blanco.

Recristalizacion

Se disuelven 1,06 g en 0,5 ml de agua y 2,12 ml de acetona con
calentamiento a 50 °C, seguido por dilucién con otros 5,3 ml de acetona y
opcionalmente siembra. Se afaden otros 4,2 ml de acetona a la mezcla turbia
apagada seguido de nuevo opcionalmente por siembra, desconexion del calor y se
deja enfriar gradualmente hasta temperatura ambiente durante 1 hora. Se diluye ia
suspension resultante con otros 9,5 mi de acetona durante 30 minutos seguido por
agitacion durante 15 horas. Después de filtrar, se lava con acetona (2 x 5 ml) y se
seca a vacio a 45 °C durante 10 horas y a temperatura ambiente durante 60
horas, se obtienen 0,905 g (85% de recuperacion) del compuesto del epigrafe
como un solido blanco.

p.f. (0SC) 183 °C.

[a]®p +33° (¢ 1,06, CH3OH).

RMN de 'H 500 MHz (CD30D) 6 5,58-5,42 (m, 1H), 3,92 (c, 1H, J = 7,0Hz), 2,96
(dd, 1H, J = 14, 8,0 Hz), 2,41-2,39 (m, 1H), 2,35-2,30(m, 1H), 2,10 (t, 1H, J = 3,0
Hz), 1,52 (d, 3H, d = 7,5 Hz), 1,51-1,42 (m, 1H).

RMN de C (125 MHz, CD,OD) & 173,74, 173,62, 170,00, 93,48 y 92,04
(Desdoblamiento C-F), 63,95 y 63,92 (Desdoblamiento C-F), 48,80, 36,89 y 36,70
(Desdoblamiento C-F), 32,97 y 32,91 (Desdoblamiento C-F), 30,05 y 29,87
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(Desdoblamiento C-F), 19,37, 16,28. h’%@
FTIR (DRIFT) 3430 (w), 3016 (s), 1721 (s), 1662 (s), 1496 (s), 1190 (m), 1024 (1, -

7

10
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20

637 (w) cm-1.

Ejemplo 15
Mesilato del acido (1R.2S.4R,5R 6R)-2-(2’'S-amino-propionil)amino-4-

fluorobiciclo[3.1.0lhexano-2 ,6-dicarboxilico

H HN:/[O

H,C” “NH, . MeSO,H

Se deja agitando a 50°C durante 15 minutos una suspensién de acido
(1R,28,4R,5R,6R)-2-[2'S-(ferc-butoxicarbonilamino)propionil]-amino-4-
fluorobiciclo[3.1.0]hexano-2,6-dicarboxilico (1,87 g corregidos, 4,98 mmol,
Preparacion 18) en 16,8 ml de acetona. La solucién turbia se filtra para clarificar la
solucion, seguido por aclarado con acetona (3 x 1,25 'ml). El filtro transparente se
diluye con 0,935 ml de agua, se coloca en un bario de calentamiento a 50°C y se
trata con 0,647 mi (9,97 mmol) de acido metanosulfénico, gota a gota, (se observa
generacion de gas). Se produce una suspension blanca después de 25 minutos.
Después de agitar un total de 2 horas, se afiaden durante 5-10 minutos otros 35,5
ml de acetona. Se desconecta la calefaccion y se deja que la suspension se enfria
gradualmente hasta temperatura ambiente durante 2 héras, seguido por filtracién,

lavado con acetona (2 x 8 ml) y secado a vacio a 45°C durante 14 horas, dando
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1,77 g (95%) del compuesto del epigrafe como un solido rosa apagado. Se
cristaliza una muestra de este material como sigue: se disuelven 1,65 gen 1,16 ml
de agua y 4,95 ml de acetona con calentamiento a 50 °C, seguido por dilucidén con
otros 1,65 | de acetona y opcionalmente siembra. Se desconecta el calentamiento
y se deja q.ue la mezcla se enfrie gradualmente hasta temperatura ambiente. Se
anade acetona (26,4 ml) simultaneamente durante 40 minutos. Se deja agitando la
suspension resultante otras 3 horas mas. Tras filtrar, se lava con acetona (2 x 6
ml) y se seca a vacio a 45°C durante 6 horas y a temperatura ambiente durante 60
horas, se obtienen 1,59 g (96% de recuperacion) del compuesto del epigrafe como
un solido blanco:

p.f. (DSC) 206 °C.

[]*°p +30 (c 1,05, CH30H).

RMN de "H (500 MHz, CD0D) & 5,58-5,42 (m, 1H), 3,92 (c, 1H, J = 7,0Hz), 2,96
(dd, 1H, J = 14, 8,0 Hz), 2,70 (s, 3H), 2,41-2,39 (m, 1H), 2,35-2,30 (m, 1H), 2,10 (t,
1H,J=3,0 Hz), 1,82 (d, 3H, J = 7,5 Hz), 1,51-1,42 (m, 1H).

RMN de C (125 MHz, CD;0D) & 173,73, 173,61, 170,02, 93,50' y 92,05
(Desdoblamiento C-F), 63,91, 48,79, 38,30, 36,89 y 36,70 (Desdoblamiento C-F),
32,97 y 32,91 (Desdoblamiento C-F), 30,02 y 29,84 (Desdoblamiento C-F), 19,37,
16,26.

FTIR (DRIFT) 3472 (w), 3077 (s), 1717 (s), 1691 (s), 1557 (m), 1220 (s), 1019 (m),
781 (m), 563 (m) cm-1.

Analisis calculado para C1oH19FN2OgS: C, 38,92; H, 5,17; N, 7,56. Encontrado:
C, 38,96; H, 4,97; N, 7,51.

Ejemplo 16
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Esilato del acido (1R.2S,4R,5R,6R)-2-(2’S-amino-propioniamino-4-

fluorobiciclo[3.1.0lhexano-2.6-dicarboxilico

H HNIO

H,C” TNH,. EtSO,H

Se deja agitando durante 5 minutos a 50°C una suspension de acido
(1R,25,4R,5R,6R)-2-[2'S-(terc-butoxicarbonilamino)propionil]-amino-4-
fluorobiciclo[3.1.0]hexano-2,6-dicarboxilico (0,2 g, 0,534 mmol, Preparacién 18) en
1,8 ml de acetona. Se filtra la solucion turbia para aclararla seguido por enjuagado
con acetona (1 x 0,4 ml). El filtrado transparente se diluye con 0,1 ml de agua, se
coloca en un baro de calentamiento a 50°C y se trata con 0,124 ml (1,07 mmol) de
acido etanosulfonico, gota a gota (se observa generacion de gas). Se produce una
suspension blanca después de 90 minutos. Después de agitar un total de 2 horas,
se anaden otros 1,8 ml de acetona durante 5 minutos. El calor se desconecta y se
deja que la suspension se enfrie gradualmente hasta temperatura ambiente
durante 1 hora, seguido por agitacion otras 2 horas. La filtracién, lavado con
acetona (2 x 1 ml) y secado a vacio a 45°C duranie 4 horas y a temperatura
ambiente durante 60 horas proporcioné 0,173 g (84%) del compuesto del epigrafe
como un solido blanco.

p.f. (DSC) 210 °C (descomposicion).
RMN de 'H (500 MHz, CD;0D) & 5,58-5,42 (m, 1H), 3,92 (c, 1H, J = 7,0Hz), 2,96
(dd, 1H, J = 14, 8,0 Hz), 2,80 (c, 2H, 7,3 Hz), 2,42-2,37 (m, 1H), 2,35-2,30 (m, 1H),
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2,09 (t, 1H, J = 3,0 Hz), 1,52 (d, 3H, J = 7,5 Hz), 1,51-1,40 (m, 1H), 1,30 (t, 3H, J =
7,5 Hz).

Ejemplo 17
Besilato “del acido (1R,2S,4R,5R,6R)—2-(2’S—amino-propionil)amino-4-

fluorgbiciclo[3.1.0]lhexano-2,6-dicarboxilico

H N 0
Hj[

H,C” “NH,.PhSO,H

Se deja agitando durante 10 minutos a 50°C una suspensiéon de acido

(1R,28 4R,5R 6R)-2-[2'S-(terc-butoxicarbonilamino)propionil]-amino-4-

 fluorobiciclo[3.1.0]hexano-2,6-dicarboxilico (0,402 g 1,07 mmol, Preparacion 18)

en 3,6 ml de acetona. La solucion turbia se trata con a cucharita de Celite y se
filtra para.aclarar la solucién, seguido por enjuagado con acetona (2 x 0,4 ml). El
filtrado transparente se coloca en un bafo de calentamiento a 50°C y se trata con
226 mg (90%, 1,29 mmol) de acido bencenosulfénico como una solucién en 0,113
ml de agua, seguido por aclarado con 0,4 mi de acetona (se observa generacion
de gas). Después de agitar a reflujo suave durante 4 horas, se desconecta el calor
y se trata la reaccion con 8 ml de acetona durante 10 minutos, seguido
opcionalmente de siembra. Se ha formado una suspension durante 1 hora que se
diluye con 3,2 ml de acetona seguido por agitacion a temperatura ambiente otras

15,5 horas. La filtracion, lavado con acetona (2 x 10 ml) y secado a vacio a 45 °C
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durante 24 h proporcioné 313 mg (62% corregidos para acetona al 10% peso) del
compuesto del epigrafe como un sélido blanco.

p.f. (DSC) 132 °C.

RMN de 'H (500 MHz, CD30D) & 7,86-7,80 (m, 2H), 7,46-7,37 (m, 3H), 5,58-5,42
(m, 1H), 3,92 (¢, 1H, J = 7,0Hz), 2,96 (dd, 1H, J = 14, 8,0 Hz), 2,42-2,37 (m, 1H),
2,35-2,30 (m, 2H), 2,09 (t, 1H, J = 3,0 Hz), 1,52 (d, 3H, J = 7,5 Hz), 1,51-1,40 (m,
1H).

Tosilato del acido ‘(1R,28,4R,5R,6R)-2-(2'S-Amino-propionil)amino-4-

fluorobiciclo[3.1.0lhexano-2 .6-dicarboxilico

HO,C

H 'N*IO
H,C” TNH, . pTolSOH

Se deja agitando a 50°C durante 15 minutoé una suspension de Aacido
(1R,25,4R 5R,6R)-2-[2'S-(terc-butoxicarbonilamino)propionil]-amino-4-
fluorobiciclo[3.1.0]Jhexano-2,6-dicarboxilico (1,04 g corregidos, 2,78 mmol,
Preparaci()n 18) en 9,36 ml de acetona. La solucién turbia se trata con una
cucharita de Celite y se filtra para clarificar la solucién, seguido por aclarado con
acetona (1 x 2,08 ml y luego 1 x 1,04 ml). El filtrado transparente se coloca en un

bafio de calentamiento a 50°C y se trata con 634 mg (3,33 mmol) de acido p-

toluenosulfénico monohidrato como solucién en 0,317 ml de agua, seguido por un

Pdgina 159 de 206

o



10

15

20

04-122695

aclarado con 0,317 ml de acetona (se observa genefacién de gas). Después de
agitar a reflujo suave durante 4 horas, se retira la reaccién del bafio de
calentamiento y se trata con 10,4 ml de acetona durante 10 minutos. La solucién
transparente incolora se siembra opcionalmente y se observa que se forma un
precipitado durante 30 minutos, momento en el que se introducen otros 10,4 ml de
acetona durante 20 minutos. La suspension se deja agitando durante otras 4
horas, seguido por filtracion, lavado con acetona (2 x 10 ml) y secado a vacio a 45
°C durante 14 horas proporcionando 995 mg (78% corregidos para acetona al 3 %
en peso) del compuesto del epigrafe como un sélido blanco.

p.f. (DSC) 155°C.

RMN de 'H (500 MHz, CDs0OD) § 7,70 (d, 2H, J = 7,5 Hz), 7,34 (d, 2H, J = 8,5 Hz),
5,58-5,42 (m, 1H), 3,92 (c, 1H, J = 7,0Hz), 2,96 (dd, 1H, J = 14, 8,0 Hz), 2,42-2,30
(m, 2H), 2,24 (s, 3H), 2,09 (t, 1H, J = 3,0 Hz), 1,52 (d, 3H, J = 7,5 Hz), 1,51-1,40
(m, 1H).

Ejemplio 19
Acido (1R,2S.4R,5R,6R)-2-(2’'S-Amino-propionil)amino-4-

fluorobiciclo[3.1.0lhexano-2.6-dicarboxilico

HO,C

Se anaden 5 mi de etanol 3A seguido después de unos pocos minutos por
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0,27 mi (1,35 mmol) de hidréxido sddico acuoso 5N a una solucion de mesilato del
acido (1R,28,4R,5R,6R)-2-(2’'S-amino-propionil)amino-4-
fluorobiciclo[3.1.0]hexano-2,6-dicarboxilico (0,5 g, 1,35 mmol, Ejemplo 15) en 1 mi
de agua a 50 °C. Se desconecta el calor y la solucién transparente incolora se
diluye con 2,5 ml de etanol, se siembra opcionalmente y se diluye adicionaimente
con 7,5 ml de etanol durante 30 min. La suspension resultante se deja agitando
seguidamente con enfriamiento hasta temperatura ambiente durante 1 hora y, a
continuacion, a temperatura ambiente durante 2 horas. Se recoge el sélido y se
lava con etanol (1 x 10 ml) seguido por secado a vacio a 45 °C durante 18,5 horas,
proporcionando 0,301 g (78% de rendimiento corregido para metanosulfonato
sédico al 1,6% en peso y etanol al 3% en peso) del compuesto del epigrafe como
un solido blanco.

RMN de "H (500 MHz, D,0) & 5,45-5,30 (m, 1H), 3,88 (¢, 1H, J=7,0 H.z), 2,58 (dd,
1H, J =14, 8,0 Hz), 2,33-2,30 (m, 1H), 2,27-2,26 (m, 1H), 1,92 (t, 1H, J = 3,0 Hz),
1,36 (d, 3H, J = 7,1 Hz), 1,41-1,32 (m, 1H).

RMN de C (125 MHz, D,0) & 177,46, 176,92, 170,42, 9456 y 93,19
(Desdoblamiento C-F), 65,36, 49,01, 36,75 y 36,57 (Desdoblamiento C-F), 3361y
33,55 (Desdoblamiento C-F), 30,54 y 30,36 (Desdoblamiento C-F), 20,27, 16,67.

Ejemplo 20
Sal _disodica del acido (1R.2S.4R,5R,6R)-2-(2'S-amino-propionil)amino-4-

fluorobiciclo[3.1.0lhexano-2 6-dicarboxilico
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Se afiade una solucién caliente de acetato sodico (46,5 mg, 0,57 mmol) en
470 pl de metanol con un aclarado de 230 pl de metanol a una solucién de
mesilato del acido (1R,28,4R,5R,6R)-2-(2'S-amino-propionilyamino-4-
fluorabiciclo[3.1.0]hexano-2,6-dicarboxilico (70 mg, 0,19 mmo], Ejemplo 15) en 420
pl de metanol a 60 °C. Se desconecta el calor. La solucion turbia agitada se diluye
con 280 pl de metanol, seguido opcionalmente por siembra para ayudar a la
cristalizacién. La suspension resultante se enfria lertamente hasta temperatura
ambiente durante 1 hora y se agita durante 2 horas a temperatura ambiente. El
producto se aisla por filtracién, se lava con metanol (2 x 280 ul) y se seca a vacio
a 45 °C durante 15 horas proporcionando 52,5 mg (85% de rendimiento corregido
para metanosulfonato sédico al 2,3% en peso y metanol al 0,2% en peso) del
compuesto del epigrafe como un sélido blanco. '
RMN de 'H (500 MHz, D,0) & 5,44-5,29 (m, 1H), 3,89 (c, 1H, J = 7,0 Hz), 2,65 (s,
3H), 2,56 (dd, 1H, J = 14,,8,0 Hz), 2,16-2,13 (m, 1H), 2,10-2,09 (m, 1H), 1,74 (t,
1H, J = 3,1 Hz), 1,38 (d, 3H, J = 7,1 Hz), 1,36-1,28 (m, 1H).
RMN de C (125 MHz, D,0) & 180,00, 178,72, 170,13, 95,40 y 93,99
(Desdoblamiento C-F), 65,97, 49,06, 37,25 y 37,07 (Desdoblamiento C-F), 33,01y
32,94 (Desdoblamiento C-F), 29,64 y 29,46 (Desdoblamiento C-F), 22,48, 16.68.

Ejemplo 21
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Clorhidrato del acido_ (1S,2S.,4S,5R,6R)-2-(2'S-aminopropionil)amino-4-hidroxi-

biciclo[3.1.0]hexano-2.6-dicarboxilico

H HIO
H,C NH, . HCI

Se afnade hidréxido de litio monohidrato (0,535 g, 12,8 mmol) a una
solucion de éster dietilico del acido (1S,25,4S,5R,6R)-4-acetiloxi-2-[2'S-(terc-
butoxi)carbonilaminopropionil]-aminobiciclo[3.1.0]hexano-2,6-dicarboxilico (0,600
g, 1,28 mmol, Preparacion 21) en THF (30 ml) y agua (30 ml). Después de agitar a
temperatura ambiente durante 3 horas, la reaccion se diluye con agua y se lava
con acetato de etilo (2 x 25 ml). La fase acuosa se acidifica hasta pH 1 con
solucion acuosa 1N de HCl y se extrae con acetato de etilo (3 x 30 ml). Los
extractos organicos reunidos se concentran, se redisuelven en HCI 1N en acetato
de etilo (60 ml), luego se agitan en nitrogeno a temperatura ambiente durante 16
horas. Se elimina el disolvente a vacio proporcionando 400 mg (99%) del producto
como un solido bianco.
LCMS: m/z 273 [M + H]' @ R+ 0,20 min.
RMN de 'H (CD;OD)*: 4,13 (1H, d, 5,9 Hz), 3,80 (1H, ¢, 6,7 Hz), 2,41-2,31 (2H,
m), 1,93 (1H, dd, 6,0 Hz, 2,7 Hz), 1,62 (1H, dd, 5,9 Hz, 15,5 Hz), 1,44 (1H, t, 3,0

Hz), 1,38 (3H, d, 6,8 Hz); *Nota. Protones intercambiables no observados por

RMN = 6.
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Eiemplo 22
Clorhidrato _del  acido _ (1S,2S.4S 5R,6R)-2-(2'-Amino-acetilamino)-4-hidroxi-

biciclo[3.1.0lhexano-2.6-dicarboxilico

HO,C

H Hfo
NH, . HCI
Se prepara segln el Procedimiento general C usando éster dietilico del
acido (1 S,ZS,4S,5R,6R)-Z-(Z’-terc—butoxicarbonilamino-acetiIamino)-4-hidroxi-
biciclo[3.1.0]hexano-2,6-dicarboxilico (300 mg, 0,84 mmol, Preparacion 23), con la

exéepcién de que el grupo protector terc-butoxicarbonilo se retira tratando con HCI

4M en dioxano. Rendimiento: 156 mg (63%).

(0% = -36 (c=0,5, MeOH).

RMN de 'H (400 MHz, CD30D) & 1,56 (1H, t, J = 2,9 Hz), 1,74 (1H, dd, J = 5,8,

15,4 Hz), 2,12 (1H, m), 2,48 (1H, d, J = 15,4 Hz), 2,61 (1H, m), 3,62 (2H, s), 4,32

(1H, 8, d = 5,49 Hz).

Analisis calculado para CioH14sN;Og¢1,3HCI*H,O: C, 37,11; H, 5,39; N, 8,66.
Encontrado: C, 37,36; H, 4,99; N, 8,30.

MS (ES) m/z 258,8 [M+H]".

Ejemplo 23
Sal clorhidrato del acido (1S,25,4S,5R,6R)-2-(2'S-amino-3'-metil-butirilarnino)-4-
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hidroxibiciclo[3.1.0]-hexano-2,6-dicarboxilico I%)

CO,H
0
H,C NH, . HCI
CH

Se prepara segun el Procedimiento general C usando éster dietilico del
acido  (15,2S5,4S,5R,6R)-2-(2'S-terc-butoxicarbonilamino-3'-metil-butiritamino)-4-
hidroxi-biciclo[3.1.0]hexano-2,6-dicarboxilico (480 mg, 1,19 mmol, Preparacion
24), con la excepcion de qUe el grupo protector ferc-butoxicarbonilo se retira

tratando con HCI 4M en dioxano. Rendimiento: 307 mg (76%).

[on]2D3 = +8,33 (¢=0,48, MeOH).

RMN de 'H (400 MHz, CDs0D) 6 1,07 (3H, d, J = 6,8 Hz), 1,11 3H,d, J =7,3 Hz),
1,55 (1H, t, J = 2,9 Hz), 1,76 (1H, dd, J = 5,8, 15,6 Hz), 2,14 (1H, dd, J = 3,4, 5,8
Hz), 2,24 (1H, m), 2,50 (1H, d, J = 15,6 Hz), 2,64 (1H, dd, J = 2,9, 5,8 Hz), 3,66
(1H,d, J=5,4 Hz), 4,32 (1H, d, J = 5,8 Hz).

Analisis calculado para C13H20N206*HCI*1,1H,0:  C, 43,79; H, 6,56; N, 7,86.
Encontrado: C, 43,77; H, 6,20; N, 7,47.

HRMS calculado para Cq3H21N20g, 301,1400. Encontrado, 301,1400.

Eiemplo 24
Sal clorhidrato del acido (1S,ZS,4S,5R,6R)—2-(2’S-amino-4’-meti|-pentanoilamino)—

4-hidroxi-biciclo[3.1.0]-hexano-2 .6-dicarboxilico
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NH, . HCI
H,C”~ “CH,

Se prepara segun el Procedimiento general C usando éster dietilico del
acido (1S,28,48,5R,6R)-2-(2’S-terc-butoxicarbonilamino-4’-metiI-pentanoilamino)—
4-hidroxi-biciclo[3.1.0}Jhexano-2,6-dicarboxilico (460 mg, 1,11 mmol, Preparacién
25), con la excepcion de que el grupo protector terc-butoxicarbonilo se retira

tratando con HCI 4M en dioxano. Rendimiento: 371 mg (95%).

[oa]ZD3 = +4 (¢=0,5, MeOH).

RMN de 'H (400 MHz, CD;0D) 6 1,01 (3H, d, J = 5,8 Hz), 1,03 (3H, d, J = 6,3 Hz),
1,54 (1H, t, J = 2,9 Hz), 1,63-1,82 (4H, m), 2,14 (1H, dd, d = 2,9, 5,8 Hz), 2,49 (1H,
d, J =156 Hz), 2,62 (1H, dd, J = 2,9, 5,8 Hz), 3,83-3,.86 (1H, m), 4,32 (1H, d, J =
5,8 Hz).

Analisis calculado para Ci4H22N,06°HCI*1,4H,0: C, 44,72; H, 6,92; N, 7,45.
Encontrado: C, 44,52; H, 6,57; N, 7,13.

HRMS calculado para C14H23N,0¢, 315,1556. Encontrado, 315,15609.

Ejemplo 25
Sal  clorhidrato del acido (15,2S.,45,5R,6R)-2-(2'S-amino-3'S-metil-

pentanoilamino)-4-hidroxi-biciclo[3.1.0]-hexano-2 .6-dicarboxilico
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HO,C

CH,

Se prepara segun el Procedimiento general C usando éster dietilico del
acido (15,25,4S,5R,6R)-2-(2'S-terc-butoxicarbonilamino-3'S-metil-
pentanoilamino)-4-hidroxi-biciclo[3.1.0}hexano-2 6-dicarboxilico (410 mg, 0,99
mmol, Preparacion 26), con la excepcion de que el grupo protector terc-
butoxicarbonilo se retira tratando con HCI 4M en dioxano. Rendimiento: 330 mg

(95%).

[a]2|)3 = +8 (¢=0,5, MeOH).

RMN de "H (400 MHz, CD;0D) 5 0,99 (3H, t, J = 7,3 Hz), 1,08 (3H, t, J = 7,3 Hz),
1,17-1,27 (1H, m), 1,53 (1H, t, J = 2,9 Hz), 1,59-1,65 (1H, m), 1,76 (1H, dd, J = 5,8,
15,6 Hz), 1,96-2,00 (1H, m), 2,14 (1H, dd, J = 2,9, 5,8 Hz), 2,46 (1H,d, J = 15,6
Hz), 2,66 (1H, dd, J = 2,9, 5,8 Hz), 3,70 (1H, d, J = 5,4 Hz), 4,31 (1H,d, J = 5,8
Hz).

Analisis calculado para C14H22N,06°1,1HCI*1,2H,0: C, 44,71; H, 6,83; N, 7,45.
Encontrado: C, 44,38; H, 6,51; N, 7,08.

HRMS calculado para Cy4H23N206, 315,1556. Encontrado, 315,1566.

Ejemplo 26
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Acido (1S,2S5,4S,5R 6R)-2-[2'-(2-amino-acetilamino)-acetilaminol-4-hidroxi-

biciclo[3.1.0]hexano-2.6-dicarboxilico

Se trata éster -dietilico del acido (1S,ZS,4S,5R,6R)—2-[2’-(2-t'erc-
butoxicarbonilamino-acetilamino)-acetilamino]-4-hid roxi-biciclo[3.1.0}hexano-2,6-
dicarboxilico (360 mg, 0,77 mmol, Preparacién 27) con un exceso de HCI 4M en
dioxano y se agita durante 40 minutos; se concentra a vacio. Se afade acetato de
etilo y se concentra. Se trata el solido con THF (3M). y LiOH 1N (3,0 equiv.). Se
agita durante 1 hora y luego se afade HCI 1N hasta pH=3. Se concentra la
reaccion a vacio. Se purifica por resina de intercambio iénico DOWEX® 50WX8-

100. Rendimiento: 188 mg (78%).

(o] = +3,92 (c=0,51, H,0). |

RMN de 'H 300 MHz, D;0) & 1,43 (1H, t, J = 2,9 Hz), 1,53 (1H, dd, J = 5,9, 15.4
Hz), 1,98 (1H, m), 2,23-2,31 (2H, m), 3,70 (2H, s), 3,82 (2H, d aparente, J = 1,1
Hz), 4,16 (1H, d, J = 5,9 Hz).

HRMS calculado para C12H1gN307, 316,1145. Encontrado, 316,1123.

Ejemplo 27
Acido (15.25.4S ,5R,6R)-2-[2"-(2S-amino-propionilamino)-acetilamino]-4-hidroxi-
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biciclo[3.1.0]hexano-2.6-dicarboxilico

y  OH
HO,C
LaCOH
Hin
O .
T O
E/S/NHZ
H,C

Se prepara segun el procedimiento general descrito en el Ejemplo 26
usando éster dietilico del acido (15,25,4S,5R,6R)-2-[2-(2S-terc-
butoxicarbonilémino-propionilamino)—acetilamino]—4-hidroxi-biciclo[3.1 .O]hexano-
2,6-dicarboxilico (410 mg, 0,84 mmol, Preparacion 28). Rendimiento: 200 mg
(72%).

[o]T5 = +23,53 (c=0,51, H,0).

RMN de 'H 300 MHz, D,0) 6 1,36 (3H, d, J=7,0 Hz), 1,37 (1H, t, J = 3,3 Hz), 1,49
(1H, dd, J =5,9, 154 Hz), 1,91 (1H, dd, J = 2,9, 5,9 Hz), 2,15 (1H, dd, J = 2,9, 5,9
Hz), 2,27 (1H, d, J = 15,4 Hz), 3,79 (2H, s), 3,95 (1H, ¢, J = 7,0 Hz), 4,13 (1H, d, J
= 5,5 Hz).

HRMS calculado para C13H19N3O7, 330,1301. Encontrado, 330,1290.

Ejemplo 28
Clorhidrato del acido (15,28 ,4S,5R 6R)-2-(2'S-amino-3'-fenil-propionilamino)-4-

hidroxi-biciclo[3.1.0]hexano-2 .6-dicarboxilico
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HO,C

HCI

Se prepara segun el Procedimiento general C usando éster dietilico del
acido (1S,28,48,5R,6R)—2-(2’-terc-butoxicarbonilamino-3’-fenil-propionilamino)-4-
hidroxi-biciclo[3.1.0)hexano-2,6-dicarboxilico (400 mg, 0,89 mmol, Preparacion

29). Rendimiento: 290 mg (85%).

[o]7 = +3,64 (c=0,55, MeOH).

RMN de 'H (400 MHz, CD;0D) & 1,45 (1H, t, J = 3,3 Hz), 1,60 (1H, dd, J = 5,5,
15,4 Hz), 2,03 (1H, dd, J = 2,6, 5,9 Hz), 2,37 (1H, d, J = 15,4 Hz), 2,55 (1H, dd, J =
2,9, 5,9 Hz), 2,90 (1H, dd, J = 8,4, 14,3 Hz), 3,22 (1H, dd, J = 5,1, 14,7 Hz), 3,97
(1H,dd, J=5,5, 8,8 Hz), 4,21 (1H, d, J = 5,5 Hz), 7,19 - 7,31 (5H, m).

HRMS calculado para C47H21N»Os, 349,1400. Encontrado, 349,1388.

Anal. Calculado para C17H21N0s - HCI - H,0: C, 50,69; H, 5,76; N, 6,95: Cl, 8.80.
Encontrado: C, 50,66; H, 5,65; N, 6,85; Cl, 8,20.

MS encontrado 349,0 [M+H]".

Ejemplo 29
Clorhidrato del acido (1S,28,4S,5R,6R)—2-(2'S-Amino-4'-carbamoil-butirilamino)-4-

hidroxi-biciclo[3.1.0]lhexano-2.6-dicarboxilico
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., OH
HO,C
LaCOH
HuN
0
0 NH,
H,N Hel

El compuesto del epigrafe se prepara disolviendo éster dietilico de! acido
(1 S,28,4S,5R,6R)-2-[2’-terc-butoxicarbonilamino-4'-(tritil-carba'moil)-butirilamino]-4-
hidroxi-biciclo[3.1.0}hexano-2,6-dicarboxilico (1,18 mmol, Preparacion 30) en THF
(10 ml) y tratando la solucion con LiOH 2,5N(12 ml). Se deja agitando la solucion
3 horas y luego se ajusta hasta pH = 2 con HCI 2,5 N. EI producto se extrae cuatro
veces con acetato de etilo, se seca sobre sulfato sédi_co anhidro y se concentra a
vacio dando un polvo blanco. El diacido producto (0,74 mmol) se disuelve en 1,2-
dicloroetano (3,7 ml) y se trata con anisol (0,3 ml) y acido trifluoroacético (3,72 ml).
La mezcla de reaccién se agita a 23°C durante 2,5 horas y luego se concentra a
vacio dando un aceite marrén. El aceite marrén se disuelve en agua, se extrae
cinco veces con diclorometano, se concentra la suspensién acuosa a vacio, se
trata con HCI 1 N (0,74 ml) y se liofiliza. El sélido se trata con otra porcion de HCI
1 N (2 ml) y se liofiliza de nuevo proporcionando 446 mg (cuantitativo) del

compuesto del epigrafe.

[0]T5 = +8,16 (c=0,49, MeOH). |

RMN de 'H (400 MHZ, CDs0D) 6 1,60 (1H, t, J = 3,3 Hz), 1,79 (1H, dd, J = 5,5,
15,4 Hz), 2,10 - 2,17 (3H, m), 2,46 — 2,55 (3H, m), 2,60 (1H, dd, J = 2,9, 5,9 Hz),
3,94 (1H, t, J = 6,2 Hz), 4,33 (1H, d, J = 5,5 Hz).
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MS encontrado 330,0 [M+H]", 351,9 [M+Na]". ' V\\O
HRMS calculado para C13H1gN307, 330,1301. Encontrado, 330,1295.

Ejemplo 30
Bisclorhidrato del acido (1S5,25.45,5R 6R)-2-(2'S,6’-diamino-hexanoilamino)-4-

hidroxi-biciclo[3.1.0Jhexano-2.6-dicarboxilico

L OH
HO,C
L=COH
HuN
0
NH,
cl
H,N H
HCI

Se prepara segin el Procedimiento general C usando éster dietilico del
acido (1S,28,4S,5R,6R)-2-(2’S,6’-bis-terc-butoxicarbonilamino-hexanoilamino)—4-
hidroxi-biciclo[3.1.0]hexano-2,6-dicarboxilico (Preparacion 31).

RMN de 'H (400 MHz, CD;0D) & 1,47-1,59 (3H, m), 1,66-1,78 (2H, m), 1,84 (1H,
dd, J = 5,4, 15,2 Hz), 1,91 (2H, m), 2,16 (1H, dd, J =‘3,4, 5,7 Hz), 2,45 (1H, d, J-
15,7 Hz), 2,66 (1H, dd, J =2,9, 59 Hz), 2,97 (2H, t, J = 7,3 Hz), 3,92 (1H, t, J= 6.4
Hz), 4,33 (1H, d, J = 5,4 Hz).

MS encontrado 330,0 [M+H]".

Acido (1 S,28,4S,5R,6R)-2-(2’S-amino-3’-carbamoil—propionilamino)-4-hidroxi-
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biciclo[3.1.0lhexano-2.6-dicarboxilico
H OH
HO,C
Lt CO,H
HuN
O
NH,
H,N
0 HCI

Se prepara el compuesto del epigrafe disolviendo éster dietilico del acido
5 A(1S,ZS,4S,5R,6R)-2-[2’-terc-butoxicarbonilamino-3’-(tritil-carbamoiI)—

propionilamino]-4-hidroxi-biciclo[3.1.0Jhexano-2,6-dicarboxilico (1,07 mmol,
Preparacién 32) en THF (12 ml) y tratando la solucién con LiOH 25N (12 ml). Se
deja agitando la solucion 3 horas y se ajusta a pH =2 con HCI 2,5 N. Se extrae el
producto cuatro veces con acetato de etilo, se seca sobre sulfato sédico anhidro y

10 se concentra a vacio dando un polvo blanco. El diacido producto (1,22 mmol) se
disuelve en 1,2-dicloroetano (6 ml) y se trata con anisol (1 mi) y acido
trifluoroacético (6 ml). Se deja la reaccion agitando a 23°C durante 10 horas y
luego se concentra a vacio dando un aceite marrén. Se diluye el aceite marron con

éter dietilico y el producto cristaliza como un sélido blanco. Se filtra y se lava con

15 porciones abundantes de éter. Se disuelve el sélido en una cantidad minima de
agua, se trata con HCI 0,5 N (5 mi) y se liofiliza 3 veces proporcionando 386 mg

(90%) del compuesto del epigrafe.
[o]%5 = 0 (c=0,5, MeOH).
RMN de 'H (400 MHz, CDs0D) 6 1,59 (1H, t, 3,4 Hz), 1,76 (1H, dd, J = 5,9, 16,1
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Hz), 2,11 (1H, dd, J = 2,9, 5,9 Hz), 2,53 (1H, d, J = 16,1 Hz), 2,55 (1H, dd, J = 2,9, VQ\Q
59 Hz), 2,74 (1H, dd, J = 9,8, 17,1 Hz), 2,95 (1H, dd,.J = 3,9, 17,1 Hz), 4,19 (1H, &\
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dd, J=3,9, 9,8 Hz), 4,32 (1H, d, J = 5,9 Hz).

MS encontrado 316,0 [M+H]*, 337,9 [M+NaJ".

HRMS calculado para C1,H1gN307Na, 338,0964. Encontrado, 338,0953.

Ejemplo 32
Acido (15,25,4S,5R,6R)-2-[2'S-amino-3'-(1H-indol-3-il)-propionilamino]-4-hidroxi-

bicicle[3.1.0]hexano-2.6-dicarboxilico

HO,C
LeaCOH
HuN
0
: NH,
N
H

Se prepara disolviendo éster dietilico del acido 2-[2'-terc-
butoxicarbonilamino-3'-(1'-terc-butoxicarbonil-1 H-indol-3'-il)-propionilamino]-4-
hidroxi-biciclo[3. 1.0]hexano-2,6-dicarboxilico (0,93 mmol, Preparacion 33) en THF
(11 ml) y tratando la solucién con LiOH 2,5 N (11 ml). Se deja la solucién agitando
3 horas y luego se ajusta hasta pH=2 con HCI 2,5 N. Se extrae el producto cuatro
veces con acetato de etilo, se seca sobre sulfato sédico y se concentra a vacio
dando un polvo blanco. Se disuelve el diacido producto (0,78 mmol) en una
solucién de HCI 4M en dioxano (20 ml) y se deja agitando la mezcla de reaccion 3

horas a 23°C. La mezcla de reaccion se concentra, se diluye con diclorometano y
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se concentra de nuevo a vacio. Se disuelve el producto bruto en metanol, se //y?
aplica a una placa de cromatografia radial (ge! de silice), se deja secar por ’)@
centrifugacion y se eluye con MeOH (10%)/NH,OH (1%)/CHCI3 hasta MeOH 4
(60%)/NH4OH (2%)/CHCl;. El producto se disuelve' en agua y se liofiliza dos %

veces proporcionando 139 mg (46%) del compuesto del epigrafe.

[T = +19,23 (c=0,52, MeOH).

RMN de 1H..(400 MHz, CD;0D) 6 1,43 (1H, t, J = 2,9 Hz), 1,57 (1H, dd, J = 5,9,
15,2 Hz), 2,05 (1H, dd, J = 3,4, 6,4 Hz), 2,41 (1H, d, J = 14,7 Hz), 2,46 (1H, dd, J =
2,4, 5,9 Hz), 3,15 (1H, dd, J = 5,4, 14,7 Hz), 3,49 (1H, dd, J = 5,4, 14,7 Hz), 4,05
(1H, dd, J = 5,4, 9,3 Hz), 4,17 (1H, d, J = 5,4 Hz), 7,09 (2H, m), 7,27 (1H, s), 7,37
(1H, d, J =8,3 Hz), 7,75 (1H, d, J = 7,8 Hz).

MS encontrado 388,0 [M+H]", 409,9 [M+Na]".

HRMS calculado para C4gH,1N3Og, 388,1508. Encontrado, 388,1502.

Ejempio 33
Sal clorhidrato del acido (18,28.4S 5R 6R)-4-hidroxi-2-[(pirrolidina-2'S-carbonil)-

aming]-biciclo[3.1.0lhexano-2.6-dicarboxilico.

HO,C

Se prepara seglin el Procedimiento general C usando éster dietilico del
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acido (1S,28,4S,5R,6R)—2-(1’-terc-butoxicarboniI-pirrolidina-Z'S-carbonil)—4-hidroxi— @
biciclo[3.1.0}hexano-2,6-dicarboxilico (Preparacion 34), con la excepcion de que el '\D

grupo protector terc-butoxicarbonilo se retira tratando con HCI 4M en dioxano.

[0]7F = -40 (c=0,5, MeOH).

RMN de "H (400 MHz, CD;0D) & 1,59 (1H, t, J = 3 Hz), 1,78 (1H, dd, J= 59,
15,3 Hz), 2,06 (4H, m), 2,42 (1H, m), 2,59 (2H, m), 3,35 (m, 3H), 4,27 (1H, m),
4,32 (1H,d, J = 59 Hz).

HRMS calculado para Cq3H19N,Qs, 299,1243. Encontrado, 299,1242.

Anal. Calculado para Ci3H1gN2Og - HCI - H,0: C; 44.26; H, 6,00; N, 7,94
Encontrado: C, 44,13; H, 5,78; N, 7,62.

Ejemplo 34
Sal clorhidrato del acido (1S,2S,4S,5R.6R)-2-[2'S-amino-3'-(4-hidroxi-fenil)-

propienilamino]-4-hidroxi-bicicio[3.1.0}hexano-2 6-dicarboxilico.

HCI

HO

Se prepara seguin el Procedimiento general C usando éster dietilico del

acido (18,25,48,5R 6R)-2-[2'S-terc-Butoxicarbonilamino-3'-(4-terc-
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\
butoxicarboniloxi-fenil)-propionilamino]-4-hidroxi-biciclo[3. 1 .O}Jhexano-2,6- \bg
dicarboxilico (Preparacién 35), con la excepcién de que el grupo protector terc-
butoxicarbonilo se retiré tratando con HCI 4M en dioxano. Rendimiento: 199 mg

(50%).

S [ = +8 (c=0,5, MeOH).
RMN de "H (400 MHz, CD;0D) & 1,48 (1H, t, J=3 Hz), 1,62 (1H, dd, J = 5,9, 15,3
Hz), 2,03 (1H, m), 2,38 (1H, d, J = 15,3Hz), 2,55 (1H, m), 2,8 (1H, dd, J = 8,9,
14,4 Hz), 3,12 (1H, dd, J = 5,4, 14,4 Hz), 3,90 (1H, ¢, J = 5,4 Hz), 4,21 (1H, d, J =
59 Hz), 6,7 (2H, d, J = 8,4 Hz), 7,05 (2H, d, J = 8,4 Hz).
10 HRMS caiculado para C47H,;N,07, 365,1349. Encontrédo, 365,1374.

Anal. Calculado para C17HzN207 - 1,1 HCI - 1,1 H20: C, 48,12; H, 5,54; N, 6,60.
.Encontrado: C, 47,89; H, 537; N, 6,50.

Ejemplo 35
15 Sal bisamoénica del acido (1S.25.4S,5R,6R)-2-(2’'S-amino-4’-metilsufanil-

butirilamino)-4-hidroxi-biciclo[3.1.0]hexa no-2.6-dicarboxilico

Se prepara segun el Procedimiento general C usando éster dietilico del

20 Acido (15,28,48,5R 6R)-2-(2'S-terc-butoxicarbonilamino-4'-metilsulfanil-
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butirilamino)-4-hidroxi-biciclo[3.1.0}hexano-2,6-dicarboxilico (Preparacion 36), con
la excepcion de que el grupo protector ferc-butoxicarbonilo se retird tratando con
HCI 4M en dioxaro. ElI compuesto final se cargé con MeOH en una placa
Chromatotron de 2 mm y se eluyé con CHCIl3/MeOH/NH,OH 50/49,5/0,5. Durante
el transcurso de la elucién la cantidad de NH4OH se aumento hasta el 1% dando

el compuesto bipolar. Rendimiento: 136 mg (37%).

[0]T = +28 (c=1,0, MeOH).

RMN de "H (400 MHz, CD;0D) & 1,63 (1H, dd, J = 6,0, 15,6 Hz), 2,03 (2H, m),
2,12 (3H, s), 2,18 (1H, m), 2,35 (1H, m), 2,49 (1H, d, J = 15,6 Hz), 2,65 (2H, t, J =
8,4 Hz), 3,84 (1H, t, J = 6,0 Hz), 4,19 (1H, d, J = 6,0 Hz). HRMS calculado para
C13H21N2068S, 333,1120. Encontrado, 333,1105.

Ejemplo 36
Acido (1S,ZS,4S,5R,6R)-2—[2’S-(ZS-amino-propionilamino)-propionilamino]-4-

hidroxi-biciclo[3.1.0.]Jhexano)-2 6-dicarboxilico

HO,C

.Se agita éster dietilico del Aacido (15,25,4S,5R 6R)- 2-[2'S-(2S-terc-

butoxicarbonilamino-propionilamino)propionilamino]—4-hidroxi-biciclo[3.1 .0.]Jhexano-

Pdgina 178 de 206



04-122695

2,6-dicarboxilico (0,045 g, 0,1 mmol, Preparacién 39) en 1 m! de HCl 4N en \Yﬁﬂ

dioxano durante 40 min y luego se concentra la reaccién a vacio. El material bruto

se agité en THF (5 ml) y LiOH 0,5N (0,35 mmol) durante 1 hora. Se ajusta el pH =2

con HCl 0,5 N y se conbentra la reaccién. EIl producto se purifi(;a usando
5 cromatografia de intercambio catiénico (Dowex® 50X8-100: se eluye con piridina

al 10% /H0) proporcionando 19 mg (55,3%) del compuesto del epigrafe.

RMN de 'H (300 MHz, D20) 6 1,23 (3H, d, J = 7,3 Hz), 1,36 (3H, d, J = 7,3 Hz),

1,40-145 (1H, m), 1,50 (1H, dd, J = 5,5, 15,4 Hz), 1,96-1,96 (1H, m), 2,20 (1H, dd,

J=286,59Hz),2,29(1H,d, J = 15,4 Hz), 3,90 (1H, ¢, J = 7,3 Hz), 4,15-4,22 (2H,

10 m).
MS (ES) m/z 342,1 [M-1T.
HRMS calculado para C14H22N307, 344,1458. Encontrado, 344,1457.

Ejemplo 37
15 Acido (1S,2S,4S,5R,6R)—2-[2’S-(2—amino-acetilamino)-propionilamino]—4—hidroxi-

biciclo[3.1.0.]Jhexano-2 .6-dicarboxilico

HO,C

Ester  dietilico  del acido (1S,25,48,5R 6R)-2-[2'S-(2-terc-

20 butoxi(:arboniIamino-acetilamino)—propionilamino]-4-hidroxi-biciclo[3.1.0.]hexano-
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2,6-dicarboxilico (0,12 g, 0,25 mmol, Preparacién 40) en THF (5 ml) y LiOH 1N
(1,0 mmol) durante 1 hora. La mezcla se ajusta a pH=2 usando HC 1N y se
concentra. El material bruto se agita en una solucién saturada de HCI (g) acetato
de etilo a 0°C. Se elimina el HCI (g) en exceso purgando con Nz y se concentra la
reaccion. El producto bruto se purifica usando cromatografia de intercambio
catidénico (Dowex® 50X8-100; se eluye con piridina al 10% /H,0) proporcionando

0,06 g (72,9%) del compuesto del epigrafe.

[ = -42,11 (c = 0,57, H,0).

RMN de "H (300 MHz, D,0) & 1,21 (3H, d, J = 7,3 Hz), 1,39 (1H, m), 1,50 (1H, dd,
J=5,7,158Hz), 1,91 (1H, m), 2,15 (1H,dd, J = 2,6, 5,9 Hz), 2,28 (1H, d, J = 15,0
Hz), 3,65 (2H, s), 4,14 (1H, d aparente, J = 5,9 Hz), 4,20 (1H, ¢ aparente, J = 7,3
Hz).

HRMS calculado para C43H2oN307, 330,1301. Encontrado, 330,1299.

Ejemplo 38 .
Acido (1S,2S,4S,5R,6R)-2-[2'S-(2S-amino-4-metil-pentanoilamino)-

proprionilamino]-4-hidroxi-biciclo[3.1.0lhexano-2 .6-dicarboxilico

HO,C
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Se prepara segun el Procedimiento general C usando éster dietilico del
acido (15,2S5,4S,5R,6R)-2-[2'-(2S-terc-butoxicarbonilamino-4-metil-
pentanoilamino)-prop'ionilamino]-4-hidroxi-biciclo[3. 1.0]hexano-2,6-dicarboxilico

(Preparacién 41). Rendimiento: 0,21 g (57 %, 0,50 mmol) de un sélido blanco.

[a]?5 = -3,64° (c = 0,55, MeOH).

RMN de 'H (300 MHz, CD;0D) 6 0,89 (3H, d, J = 4,4 Hz), 0,91 (3H, d, J = 4,0 Hz),
1,29 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,52 (1H, t, J = 3,3 Hz), 1,55-1,67 (4H, m), 1,97 (1H, dd, J
=29, 5,9 Hz), 2,38 (1H, dd, J = 2,9, 5,9 Hz), 2,45 (1H, d, J = 15,4 Hz), 3,75-3,80
(1H, m), 4,18 (1H, d, J = 5,9 Hz), 4,33 (1H, c aparente, J = 7,0.Hz),

Analisis calculado para C47H27N307+1,0 HCI*1,6 H20:A C, 45,30; H, 6,98; N, 9,32,
Cl, 7,87. Encontrado: C, 44,95; H, 6,54; N, 9,12; Cl, 7,53.

HRMS (ES) calculado para Ci7H2gN3O7 {M + H]', 386,1927. Encontrado,

- 386,1911.

Eiemplo 39
Acido  (1S,2S.4S 5R.6R)-2-[2'S-(2-amino-3-metil-butirilamino)-propionilamino]-4-

hidroxi-biciclo[3.1 .0]hexano-216-dicarboxilico

OH

HO,C
COH
H z
HN

0]
H,C NH, )
u\n/'\(CHS

O CH,
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Se prepara segun el Procedimiento general C usando éster dietilico del \
acido  (1S,25,4S,5R,6R)-2-[2'-(2S-terc-butoxicarbonilamino-3-metil-butirilamino)-
propionilamino]-4-hidroxi-biciclo[3.1.0]hexano—2,6-dicarboxi|i_co (Preparacién 42).

Rendimiento: 0,15 g (88 %, 0,37 mmol) de un sélido blanco. .
[T = -15.69° (c = 0,51, MeOH).

RMN de "H (300 MHz, CD3;0D) & 0,92 (3H, d, J = 7,0 Hz), 0,95 (3H, d, J = 7,0 Hz),
1,28 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,52 (1H, t, J = 2,9 Hz), 1,60 (1H, dd, J = 5,9, 15,4 Hz),

- 1,98 (1H, dd, J = 3,3, 5,9 Hz), 2,03-2,15 (1H, m), 2,39 (1H, dd, J = 2,9, 6,2 Hz),

2,45 (1H, d, J = 15,4 Hz), 3,56 (1H, d, J = 5,5 Hz), 4,18 (1H, d, J = 5,9 Hz), 4,33
(1H, ¢ aparente, J = 7,0 Hz), 8,82 (1H, s).

Analisis calculadb para C16H25N30721,0 HCl1,5H,0: ’C, 44 19: H, 6,72; N, 9,66;'
Cl, 8,15. Encontrado: C, 44,32; H, 6,48; N, 9,14; CI, 7,66.

HRMS (ES) calculado para CisHeN3O7 [M + HJ', 372,1771. Encontrado,
372,1758.

Ejemplo 40
Mesilato del acido (1R,2S.4R,5R,6R)-2-(2'S-2’-aminopropionil)amino-4-fluoro-

biciclo[3.1.0]hexano-2 6-dicarboxilico monohidrato

H,C  NH,.MeSOH

Se anaden 16 ml de agua seguido por 11,4 ml (175 mmol) de acido

metanosulfonico a una solucion turbia de acido (1R,2S,4R,5R,6R)-2-(2'S-2'-(terc-
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butoxicarbonilamino)propionil)amino-4-fluoro-biciclo[3.1.0]Jhexano-2,6-dicarboxilico
(32,8 g, 87,5 mmol, Preparacion 52) en 295 mi de acetona a reflujo suave, gota a
gota, dando una solucién amarillo apagado transparente que da una suspension
después de 5 minutos. Se agita durante 130 minutos, se retira la fuente de calor y
se anaden otros 295 ml de acetona durante 30 minutos. Se enfria la suspension
hasta temperatura ambiente, luego se agita otras 2 horas. Se filtra la suspensién,
se Iava'con acetona (2 x 82 ml) y se seca a vacio a 45 °C durante 16 horas dando
31,5 ¢ (93%) del compuesto del epigrafe como un sélido blanco.

El material se puede cristalizar posteriormente. Se mezclan 30,5 g del
producto bruto anterior con 152,5 ml de acetona y 35 ml de agua. Se calienta
hasta 55 °C y se afiade agua (3,66 ml) para efectuar la disolucién completa. Se
diluye la solucién con 61 ml de acetona y se siembra.opcionalmente. Se retira la
fuente de calor y se deja que la mezcla se enfrie gradualmente hasta que haya
comenzado una buena nucleacién. Se afiaden 396 ml de acetona a la suspensién
durante 70 minutos, luego se agita a temperatura ambiente durante otras 3 horas
mas. Se filtra, se lava con acetona (3 x 91 ml) y se seca a vacio a 45 °C varias
horas (de forma tipica durante la noche) proporcionando 27,7 g (recuperacion del
91%) del compuesto del epigrafe como un sélido blanco.

p.f. (DSC) 200 °C.

[]*°p +34° (c 1,0, CH30H)

RMN de 'H 400 MHz (DMSO-ds) 6 12,76 (s ancho, 2H), 9,18 (s 1H), 8,07 (s ancho,
3H), 5,50-5,36 (m, 1H), 3,87 (d, 1H, J = 6,8 Hz), 2,82 (dd, 1H, J = 14, 8,0 Hz), 2,38
(s, 3H), 2,25 (m, 2H), 1,96 (t, 1H, J = 3,0 Hz), 1,39 (m, 1H), 1,37 (d, 3H, J = 6.8
Hz).

RMN de "°C 100 MHz (DMSO-ds) 5 173,1, 172,3, 169.7, 92,8 (d, Desdoblamiento
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C-F), 63,2 (d, Desdoblamiento C-F), 48,0, 39,7, 36,4 (d, Desdoblamiento C-F), \b
32,5 (d, Desdoblamiento C-F), 29,3 (d, Desdoblamiento C-F), 19,3 (d,
Desdoblamiento C-F), 16,9.

FTIR (KBr) 3461 (w), 3379 (w), 3269 (m), 2653 (s), 2591 (s), 2529 (s), 1724 (s),
1691 (s), 1353 (m), 1287 (s), 1271 (s), 1256 (s), 1212 (s), 1147 (s), 1052 (s), 1024

(s), 787 (m) cm-1.

Analisis calculado para CiaH21FN,O,S: C, 37,11; H, 5,45; N, 7,21. Encontrado:
C,37,12; H, 5,45; N, 7,16.

Ejemplo 41
Acido (1R,4S,5S,68)-4-(2’8-4’-metiItio-2’-aminobutanonil)amino-2,2-dioxo-2)\6-tia—

biciclo[3.1.0]hexano-4,6-dicarboxilico monohidrato

H O
HO.C 8=0
Hw‘{)_
ATfCoH Lo
HN NH,
.nH
O -
S—CH,

Se calienta una suspension de sal monosédica del acido (1R,4S,58,6S)-4-
(2’S-4’-metiItio-2’-(terc-butoxicarboniI)aminobutanonil)amino-2,2-dioxo-2)\6-tia-
biciclo[3.1.0Jhexano-4,6-dicarboxilico (110,04 g, 225,3 mmol, Preparacion 55) en
acetona (110 mi) y agua (550 mi) hasta 55 °C. Se anfade acido clorhidrico
concentrado (56 ml, 675,8 mmol) gota a gota a la suspension agitada para
proporcionar gradualmente la disolucién. Una vez completada la adicion, se agita

la solucién a 55 °C durante 2 horas. Se retira la fuente de calor y se deja enfriar la
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solucion hasta temperatura ambiente. Se filtra la solucién y se aclara con 20 mi de /égy
agua. Se anade lentamente hidroxido sodico 2N (165 mi, 330 mmol) a ia solucién /‘7@
para elevar el pH hasta 1,71, momento en el que se produce la precipitacion. Se I\
agita durante 10 minutos; se forma una suspension clara'y el pH baja hasta 0,98. 7}2?5
Se afade a la suspension resultante mas hidréxido sodico 2N (62 ml, 124 mmol)

para elevar el pH hasta 3,06, seguido por agitacion dﬁrante 3 horas dando un pH

final de 3,24. La suspension se filtra, se lava con agua (2 x 165 ml) y se seca a 45

°C durante 15 horas proporcionando 73,27 g (rendimiento en peso del 85%) del
compuesto del epigrafe como un sélido blanco.

p.f. (DSC) 203 °C.

[0]25D +13,4 (c 1,19, 1N HCI).

RMN de "H 500 MHz (D20) & 3,99 (t, 1H, J = 6,0 Hz), 3,93 (d, 1H, J = 15,0 Hz),

3,50 (dd, 1H, J = 1,0, 4,0 Hz), 3,12 (d, 1H, J = 15,0 Hz), 2,95 (dd, 1H, J = 4,0, 7,0

Hz), 2,48 (t, 2H, J = 8,0 Hz), 2,33 (t, 1H, J = 4,0), 2,09 - 1,98 (m, 5H).

RMN de °C (125 MHz, D20) & 173,50, 172,60, 169,18, 61,66, 54,76, 52,19,

42,55, 31,70, 30,10, 28,09, 23,53, 14,14.

FTIR (ATR) 3558,54 (s), 3024,05 (s), 2959,87 (s), 1748,83 (s), 1692,89 (s),
1681,99 (s), 1617,50 (s), 1567,63 (s), 1497,65 (s), 1314,11 (s), 1282,22 (s),
1263,26 (s), 1239,01 (s), 1101,46 (s), 884,62 (s), 809,95 (s), 773,46 (s) em-1.

Analisis calculado para C12H18N207S2.H20: C, 37,49; H, 5,24; N, 7,29.
Encontrado: C, 37,34; H, 5,04; N, 7,15.

Ejemplo 42
Tosilalo del acido (1R,4S,5S,6S)-4-(2’S-4’-metiltio-2’-aminobutanonil)amino-Z,2-

dioxo-2A°-tia-biciclo[3.1.0Jhexano-4.6-dicarboxilico
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H O
HO,C | _§=0
N : COH . Ho,sp-Tol
HN NH,
-IIH
o)

Se calienta hasta 75°C una mezcla de &cido (1R,4S,55,6S)-4-(2'S-4'-
metiltio-2’-(terc-butoxicarbonil)aminobutanbnil)amino-2,2-dioxo-2)\6-tia-
biciclo[3.1.0Jhexano-4,6-dicarboxilico (118,09 g corregidos, 253 mmol, Preparacion
56) y acido p-toluenosulfonico monohidrato (54 g, 278 mmol) en tolueno (1180 ml),
dando lugar a una suspension espesa. Se agita la suspension a reflujo durante
165 minutos. Se retira la fuente de calor y se deja enfriar la suspension hasta
temperatura ambiente, seguido por agitacion durante la noche. Se filtra la
suspension, se lava con tolueno (3 x 240 ml) y se seca a vacio a 45 °C durante 22
horas proporcionando 134,92 g (98% rendimiento) del compuesto del epigrafe.

p.f. (DSC) 255 °C. |

[J25D +8,3 (c 1,2, CH30OH).

RMN de 'H 500 MHz (CD;0OD) 5 7,71 (d, 2H, J = 8,0 Hz), 7,24 (d, 2H, J = 8,0 Hz),
4,14 (d, 1H, J =15 Hz), 4,00 (t, 1H, J = 6,0 Hz), 3,54 (dd, 1H, J = 4,0,7,0 Hz), 3,13
(d, 1H, J = 15 Hz), 3,01 (dd, 1H, J = 4,0, 7,0 Hz), 2,60 (t, 2H, J = 8,0 Hz), 2,49 (t,
1H, J = 4,0 Hz), 2,37 (s, 3H), 2,19 - 2,12 (m, 5H).

RMN de *C (125 MHz, CDs;0D) 6 170,49, 169,69, 168,99, 142,18, 140,67, 182,73,
125,79, 60,26, 54,76, 52,21, 42,44, 30,90, 30,77, 27,20, 22,33, 20,17, 13,96.

FTIR (ATR) 3091,19 (w), 1730,91 (s), 166822 (s), 1563,97 (s), 1518,49 (s),
1312,69 (m), 124746 (s), 1212,05 (s), 1156,33 (s), 1123,09 (s), 1035,95 (s),
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1011,36 (s), 892,41 (s), 814,02 (s), 683,69 (s) cm-~1. /)Bf

Ejemplo 43
Mesilato del acido (1R,4S,5$,68)-4—(2’S-4'-metiltio-2’-aminobutanonil)amino-2,2—

diox0-2A°-tia-biciclo[3.1.0]hexano-4.6-dicarboxilico

H O
HO,C 8=0
O
n 2 COH - .HoscH,
HN NH,
.uH
o)

S—CH,

Se calienta hasta 85°C una suspension del acido (1R,4S,5S,65)-4-(2'S-4'-
metiltio-2’—(terc-butoxicarboniI)aminobutanonil)amino-2,2-dioxo-2)\6—tia-
biciclo[3.1.0}hexano-4,6-dicarboxilico (1,08 g, 2,31 mmol, Preparacién 56) en 13
mi de propionitrilo. Se afade agua (540 ul) a la suspension, luego se afade acido
metanosulfénico, gota a gota (225 pl, 3,47 mmol). Se agita la suspension durante
90 minutos. Se retira la fuente de calor y se afade propionitrilo (30 ml). La
suspension se enfria hasta temperatura ambiente y se agita durante 90 minutos.
Se filtra, se lava con propionitrilo (3 x 2,7 ml) y se seca a 45 °C durante la noche
dando 1,04 g (97%) del compuesto del epigrafe.

p.f. (DSC) 244 °C.

[2]25D +10,2 (c 1,16, CH3OH).

RMN de "H 500 MHz (CD30D) 6 4,16 (d, 1H, J = 15 Hz), 4,00 (t, 1H, J = 6,0 Hz),
3,54 (dd, 1H, J = 4,0, 7,0 Hz), 3,15 (d, 1H, J = 15 Hz), 3,01 (dd, 1H, J = 4,0, 7.0
Hz), 2,71 (s, 3H), 2,61 (ti 2H,J=8,0),2,51(t, 1H, J = 4,0),2,20 - 214 (m, 5H).
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RMN de *C (125 MHz, CD;0D) & 170,50, 169,71, 169,00, 60,27, 54,78, 52,18,
42,43, 38,35, 30,90, 30,78, 28,20, 22,35, 13,96.

FTIR (ATR) 3055,57 (m), 1725,90 (s), 1693,60 (s), 1527,33 (s), 1528,96 (s),
1320,89 (s), 1176,86 (s), 1152,70 (s), 1118,55 (s), 1051,42 (s), 816,49 (s), 786,63
(s) cm—1. ‘

Analisis calculado para C12H18N207S2.CH403S: C, 33,76; H, 4,79; N, 6,06.
Encontrado: C, 33,98; H, 4,82: N, 5,98.

Eiemplo 44 ‘
Clorhidrato del Aacido (1R.2S.5R,6R)-2-(2'R-aminopropionil)amino-6-fluoro-

biciclo[3.1.0]hexano-2.6-dicarboxilico

HOOC, F

Ho/ \LH
HOOCA,

HN
(0]

Mer
NH5'Cl

Se anaden 1,13 ml (2,8 mmol) de LiOH 2,5 N a una solucién de 0,20 g (0,47
mmol) del Isémero A de la Preparaciéon 60 en THF (1,2 ml) y se agita la mezcla
resultante durante la noche a temperatura ambiente. Se lava la solucién con éter,
s€ neutraliza a 0°C con HCI 1N y se extrae con EtOAc (3 x 3 ml). Se secan las
fases organicas reunidas sobre MgSO, anhidro y se concentran a presion
reducida. Se disuelve el producto bruto en 3,76 ml de HCI 1N en EtOAc y se agita
durante la noche. Se decanta el disolvente, se lava con éter y se seca el producto

con una corriente de Ar, dando el compuesto del epigrafe (83. mg, 57% de

- rendimiento) como un sélido blanco.
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N\
RMN de 'H (300 MHz, CDCly): 1,28 (d, 3H, J = 7,1 Hz), 1,64-1,69 (m, 1H), 1,86- \Q
2,02 (m, 1H), 2,11-2,21 (m, 3H), 2,54 (d, 1H, J = 7,1 Hz), 3,84 (c, 1H, J = 7.1 Hz).

Ejemplo 45

Clorhidrato  del acido (1S,2R,5S,68)-2-'(2’R—aminopropionil)amino-6-ﬂuoro—

biciclo[3.1.0]hexano-2 6-dicarboxilico

Me
NH5 Cr

Comenzando con una solucién del Isébmero B de la Preparacion 60, se
prepara el compuesto del epigrafe esencialmente como en el Ejemplo 44.
RMN de 'H (300 MHz, CDCly): 1,30 (d, 3H, J = 7,1 Hz), 1,59-1,65 (m, 1H), 1,85-
2,03 (m, 1H), 2,05-2,25 (m, 3H), 2,53 (d, 1H, J = 6,6 Hz), 3,85 (c, 1H, J = 7.1 Hz).

Ejemplo 46
Clorhidrato del acido (1S,2S.4S,5R 6R)-2-(2'S-aminopropionil)amino-4-hidroxi-

biciclo[3.1.0]hexano-2.6-dicarboxilico

OH

H
o)
£=CO,H
H =

HN
0

H,C
NH, . HCI

Se prepara seguln el Procedimiento general C usando éster dietilico del
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acido (1S,28,4S,5R,6R)-2-(2’S-terc-butoxicarbonilamino-propionilamino)-4—hidroxi~
biciclo[3.1.0]Jhexano-2,6-dicarboxilico (0,47 g, 1,1 mmol, Preparacién 37)
proparcionando 0,23 g (67,7%) del compuesto del epigrafe.

[o] = -4,1 (c=0,49, MeOH).
RMN de 'H (CDs0D) 6 1,51 (3H, d, J = 7,0 Hz), 1,56 (1H, t, J = 2.9 Hz), 1,77 (1H,

dd, J = 5,8, 15,8 Hz), 2,1-2,13 (1H, m), 2,52 (1H, d, J = 16,1 Hz), 2,57 (1H, dd, J = _

2,9,5,9 Hz), 3,88 (1H, dd, J = 7,0, 14,3 Hz), 4,32 (1H,'d, J = 5.5 Hz). |

Anal. Calculado para C11H:7N206 - 1,1 HCI - 0,9 H,0: C, 40,12; H, 5,80: N, 8,53:
Encontrado: C, 39,85; H, 5,41: N, 8,36.

HRMS calculado para C11H16N205Na, 295,0906. Encontrado, 295,0883.

Los profarmacos de la presente invencion se pueden evaluar frente al
compuesto principal correspondiente por diversos ensayos de recaptacion celular.
Estos ensayos pueden proporcionar datos comparativos que permitan a un
experto en la técnica identificar compuestos que son absorbidos rapidamente en la
célula proporcionando una exposicion superior. Dos de tales ensayos incluyen el

ensayo de recaptacion de Gly-Sary el ensayo Caco-2 descritos a continuacion.

Ensayo de recaptacion de Gly-Sar

Se ha observado que algunos farmacos peptidomiméticos administrados
por vig oral se absorben a través del sistema trahéportador de péptidos intestinal,
Yang, et al., Pharm. Res. 16(9) (1999). En patrticular, el transportador de péptidos
intestinal hPepT1 se ha estudiado para determinar su expresién de la inhibicién de
la recaptacion de peptidilo y su correspondiente nivel de reconocimiento en una

celula. Meredith, et al, Eur. J. Biochem., 267, 3723—3728 (2000). Ademas, la
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caracterizacion del mecanismo de absorcion intestinal de aminoacidos en el
transportador hPepT1 se ha sefialado como una estrategia eficaz para identificar
absoiciones de farmacos orales mejoradas. Han, et al., Polym. Prepr. (Am. Chem.
Soc., Div. Polym. Chem) 40(1): 259-260 (1999); Sawada, et al., J. Pharmacol. Exp.
Ther., 291(2): 705-709 (1999).

La patente de Estados Unidos N° 5.849.525 describe procedimientos que
se podrian usar para medir el nivel de afinidad de los compuestos de la presente
invencién con el transportador hPepT1.

Por ejemplo, las células de Ovario de Hamster Chino (CHO) transfectadas
de modo estable que sobreexpresan el transportador hPepT1 se podrian usar para
ensayar compuestos de la presente invencion. Las células CHO controlarian la
recaptacion de Gly-Sar que, cuando se produce la recaptacion en presencia de
compuestos profarmacos de la presente invencion lo hace en una cantidad mayor
que cuando la célula esté exenta de compuestos profarmacos de la presente
invencién sera indicio de actividad agonista; y que cuando la recaptacion de los
compuestos profarmacos de la presente invencion sea menor que la recaptacion
en ausencia de compuestos profarmacos de la presente invencion sera indicio de
actividad inhibidora. Los compuestos de la presente invencién presentan por lo

general valores de CEsp menores que 5 mM.

Ensayo de Caco-2

Otro procedimiento particular para medir la recaptacion de los compuestos
de la presente invencién en células es estudiar el vehiculo transportador de
péptidos de la linea celular Caco-2. Se realizan pases de células de

adenocarcinoma humano (Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, Rye, NY, y/o
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ATCC, Rockville, MD) en medio Eagle modificado por Dulbecco que contenia
suero bovino fetal al 10% y solucién de aminodacidos no esenciales en Medio
Minimo Esencial al 1% sin adicién de piruvato sédico o antibiéticos. Estas células
estaban exentas de micoplasma y se usaron enfre los_ pases numero 28 y 40. Se
desarrollan en discos multipocillo revestidos de colageno para las medidas de flujo
de 5 a 10 x 10* células durante 13 a 18 dias y se reemplaza el medio cada dos a
tres dias. |

La recaptacion de farmaco se mide a 37°C usando un compuesto de
ensayo empleando una técnica de aglomerado-bandeja (véase Gazzola, et al.,
Anal. Biochem. 115, 368-74 (1981)). El tampdén de flujo es Solucién salina
equilibrada con Earle exenta de bicarbonato que contiene 25 mM de Mes valorado
hasta pH 6,0 con KOH y cloruro de colina en lugar de cloruro sédico. La
osmolalidad del tampon de flujo se ajusta hasta 3005 mosmol/kg con clorurq de
colina. Se usa [°H]Inulina como marcador para el ﬂuidé extracelular que se adhiere
a las células durante el procedimiento de lavado para estimar el tiempo cero para
determinar la velocidad de recaptacion. Se preparan a diario soluciones nuevas de
compuestos de énsayo y dipéptidos. Al finalizar los experimentos, las células se
lisan en agua,. se pueden detectar los compuestos de.ensayo en lisados celulares
usando LC/MS/MS. La proteina se mide por el procedimiento descrito en Smith, et
al., Anal. Biochem. 150, 76-85 (1985).

La recaptacion se mide durante 40 minutos. Las velocidades de recaptacion
inicial se calculan en la region lineal de la regresion del transcurso de tiempo y un
tiempo cero estimado como se ha descrito antes usando regresion lineal. La
inhibicion porcentual se calcula en base a la velocidad de recaptacion control

medida en ausencia de dipéptido. En Dantzig & Bergin, Biochim. Biophys. Acta
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1027, 211-17 (1990) pueden encontrarse ejemplos de este ensayo de Caco-2.

Exposicion in vivo medida por Concentracion de Plasma de Rata

Para estudiar la exposicion in vivo de compuestos de Foérmula Il después de
la dosificacion oral de compuestos de Férmula | en comparacion con compuestos
de Formula I, se llevan a cabo estudios que miden las concentraciones
plasmaticas del compuesto respectivo de Férmula Il en ratas. Se obtienen 344
ratas macho maduras Fischer (190-270 gramos) dé Harlan Sprague-Dawiley,
Cumberland, IN, USA y se aclimatan en las instalaciones de estudio durante 3
dias. El dia 4 se disuelven los compuestos de ensayo en agua tamponada
(1mg/ml = compuesto de ensayo /dihidrégenofosfato potasico 20 mM, pH=2) y se
administran por via oral en forma de dosis dnica de 5 mg/kg. Se obtienen
muestras de sangre por puncidon cardiaca o en el seno orbital (ultimo punto de
tiempo) a 0,5 y 1 hora o, como alternativa, a 1 y 3 horas. Las muestras de plasma
se almacenan a —20°C en presencia de fluoruro de fe-nilmetilsulfonilo, un inhibidor
de proteasa, antes del analisis. Las muestras de plasma y los compuestos patron
interno se tratan previamente por extraccién en fase soélida (soporte SAX,
metanol/agua/acido acético diluido).

Como se muestra en las Tablas 1A y 1B siguientes, las concentraciones
plasmaticas (ng/ml del compuesto de Férmula |l respectivo para cada uno de los
compuestos de ensayo se determinan por LC/MS/MS y se presentan como la
suma de las concentraciones a los tiempos de muestra de 0,5 y 1 hora o, como

alternativa, a 1y 3 horas.
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Tabla 1A

Ensayo de exposicion in vivo

Compuesto Exposicién de Ta rata

(ng/ml de clorhidrato de! acido (1R,45,58,6S)-4-
(2'S-aminopropionil)amino-]-2,2-dioxo-2A-tia-

biciclo[3.1 .0.Jhexano-4,6-dicarboxilico)

Ejemplo 1 _ 2251

ng/ml (después de 10 mg/kg oralmente)

Forma no profarmaco del | 1521

Ejemplo 1 3981

ng/ml (después de 5 mg/kg oralmente)

ng/ml (después de 10 mg/kg oralmente)

Tabla 1

Ensayo de exposicién in vivo

Compuesto Exposicion de la rata
(ng/mi de clorhidrato del acido
(1R,2S,4R,5R 6R)-2-(2'S-amino-
propionil)amino-4-fluorobiciclo[3.1.0]hexano-
2,6-dicarboxilico)
Ejemplo 14 9271 ng/ml  (después de 5 mg/kg oralmente)
Forma no profarmaco del| 1162 ng/ml  (después de 5 mg/kg oralmente)
Ejemplo 14 1342 ng/mi (despuéé de 10 mg/kg oralmente)

Como se muestra en las Tablas 1A y 1B, cuando se administran por via oral

a ratas, los compuestos de la

presente invencidon presentan una concentracién

plasmatica comparable a la del compuesto principal. Esto demuestra que los

compuestos de la presente invencion se convierten en los compuestos principales,
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los compuestos de Formula ll, in vivo.

Los compuestos de la presente invencion se formuian preferiblemente
antes de la administracion. Por tanto, otro aspecto de Ié presente invencion es una
formulacién farmacéutica que comprende un compuesto de Férmula I, o una de
sus sales farmacéuticamente aceptables y un vehiculo, diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable. Las formulaciones farmacéuticas se pueden
preparar por procedimientos bien conocidos por un experto medio en la técnica.
E‘n la preparacion de las composiciones de la presente invencion, el ingrediente
activo se mezclara normalmente con un vehiculo, o estara diluido en un vehiculo,
0 estara inmerso en un vehiculo y puede estar en forma de capsula, sobrecillo,
papelillo u otro envase. Cuando el vehiculo sirve como diluyente, éste puede ser
un material solido, semisdlido o liquido que actie como vehiculo, excipiente o
medio para el ingrediente activo. Las composiciones pueden estar en forma de
comprimidos, pastillas, polvos, tabletas, sobrecillos, grageas, -elixires,
suspensiones, emulsiones, soluciones, jarabes, aerosoles, pomadas que
contienen, por ejemplo, hasta 10% en peso de compuesto activo, capsulas de
gelatina dura y blanda, supositorios, soluciones inyectables estériles y polvos
enpaquetados estériles.

Algunos ejemplos de vehiculos, excipientes y diluyentes adecuados
incluyen lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol, almidones, goma, goma
arabiga, fosfato de calcio, alginatos, tragacanto, gelatina, silicato de calcio,
celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona, celulosa, agua, jarabe, metilcelulosa,
metil y propil hidroxibenzoatos, talco, estearato de magnesio y aceite mineral. Las
formulaciones pueden incluir ademas agentes lubricantes, agentes humectantes,

agentes emulsionantes y de suspension, agentes conservantes, agentes
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edulcorantes o agentes aromatizantes. Las composiciones de la invencién se
pueden formular de modo que proporcionen una liberacién rapida, sostenida o
retardada del ingrediente activo después de la administracion al paciente
empleando procedimientos bien conocidos en Ia técnida.

Las composiciones se formulan preferiblemente en una forma de dosis
unitaria, conteniendo cada dosis de aproximadamente 5 mg a aproximadamente
500 mg de ingrediente activo, preferiblemente de aproximadamente 25 mg a
aproximadamente 300 mg de ingrediente activo. Tal y.como se usa en la presente
memoria, el término “ingrediente activo” se refiere a un compuesto incluido en el
alcance de la Formula I, |

El término “forma de dosis unitaria” se refiere a una unidad fisicamente
discreta adecuada como dosificacién unitaria para sujetos humanos y otros
mamiferos, conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de material
activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado, en asociacién con un

vehiculo, diluyente o excipiente farmacéutico adecuado.
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RESUMEN

Esta invencion se refiere a profarmacos de aminoacidos excitadores
sintéticos y a procedimientos para su preparacién. La invencién se refiere
ademas a procedimientos de uso y a composiciones farmacéuticas que
comprenden compuestos para el tratamiento de trastornos neurologicos y

trastornos psiquiatricos.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de Férmula |
|
HO,C X
\< R
R}o&y
_ CO,H
H TH
A
(1)
en la que:
A es H-(Q)p-;

Q se selecciona independientemente, cada vez que aparece, del
grupo aminoacilo derivado de un aminoacido seleccionado del grupo
consistente en  aminoacidos naturales y aminoacidos no naturales
seleccionados de isdmeros tipo D de los aminoacidos naturales; Aib (acido
aminobutirico), Nva(norvalina), B-Ala, Aad (acido aminoadipico), B Aad
(acido 3-aminoadipico), Abu(acido 2- aminobutirico), Gaba (acido vy

aminobutirico), Acp (acido 6-aminocaproico), Dbu (acido 2,4-
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diaminobutirico), acido a aminopimelico, TMSA (trimetilsilil-Ala), alle( allo-
isoleucina), Nle (Norleucina), tert-Leu, Cit (Citrulina), orn, Dpm, (acido 2,2'-
diaminopimelico), Dpr ( acido 2,3- diaminopropionico), Nal a é B, Cha
(ciclohexil Ala), hidroxiprolina, Sar (sarcosina), O-metil tirosina, fenilglicina;
5 aminoacidos ciclicos; aminoacidos N° alquilados, donde los aminoacidos N°
alquilados son N ° (1-10C) alquil aminoacidos tales como MeGly (N °-
metilglicina), EtGly (N ® etilglicina) y Et Asn (N ® etilasparagina) y
aminodcidos en los cuales el carbono a presenta sustituyentes de cadena
en dos lasdos.
10 p es un numero entero de 1 a 10;
Xes SOyp;
R10 es hidrégeno o fluoro; y

R11es hidrégeno, fluoro, o hidroxi;

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

15
2. El compuesto o sal segun la reivindicacién 1, en el que p es
un numero entero de 1 a 3.
3. El compuesto o sal segun la reivindicacion 1, en el que p es 1.
20
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4. . El compuesto o sal segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en el que Q es un aminoacilo derivado de un

aminoacido natural

5 5. Un compuesto de Formula |

en el que:
10 A es H-(Q)p-;
Q es glicil, alanil, valil, leucil, isoleucil, prolil, fenilalanil, tisosil,
triptofil, metionil, lisil, metionil, lisil, o serinil‘, o serinil.
p es unenterode 1a10;
X es SOy;
15 R10 es hidrégeno o fltor; y
R11 es hidrégeno, fltor o hidroxi;

o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo
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6. El compuesto o sal segun la reivindicacion 5, en el que p es
un numero enterode 1a 3
5 7. El compuesto o sal segun la reivindicacién 5, en el que p es 1.
8. El compuesto de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, donde Q es metionil.
10 9. El compuesto de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 8, donde R10 es hidrégeno.

L 10.

reivindicaciones 1 a 9, donde R1%es hidrégeno.

El compuesto de acuerdo con cualquiera de las

15
11.  Una sal farmacéuticamente aceptable segun las
reivindicaciénes 1a 5, que es una sal de adicién de acidos preparada con
un acido que proporciona un anién farmacéuticamente aceptable; una sal
de adicion de bases preparada con una base que proporciona un anion

20 farmaceéuticamente aceptable para un compuesto que contiene un dominio
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acido; o un compuesto bipolar que contiene grupos con carga opuesta.

12. Un compuesto segun las reivindicaciones 1a 5, en el que

A es H-(Q)p-;

Q es L-alanil;

pesi1,

Xes SO ;

R10 es hidrogeno:; y

R11es hidrégeno;

o la sal clorhidrato, sal tosilato, sal mesilato, sal esilato, sal besilato o

sal monosoddica del mismo.

13.  El compuesto segun la reivindicacion 12 que es clorhidrato del
acido (1R,4S,5S,6S)-4-(2’ S-aminopropioniljamino]-2,2-dioxo-2A%-tia-
biciclo[3.1.0.]hexano-4,6-dicarboxilico o tosilato del acido (1R,4S,5S,6S)-4-
(2’8-2’-aminopropionil)amino-2,2-dioxo-2)\6-tia-biciclo[3.1 .0.]hexano-4,6-

dicarboxilico.

14.  Un procedimiento para preparar un compuesto de Férmula I, o

una de sus sales farmacéuticamente aceptables, segun las reivindicaciones
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1 a 13, que comprende acilar un compuesto de formula (ii)
H
PgC()2C ’///)(

\< R L
108

R CO,Pg°

Eénuun

S con un aminoacilo de Formula Il correspondiente
PgN-A- (1)

en el que PgN es un grupo protector de nitrégeno;

10 a continuaciéon, para cualquiera de los procedimientos anteriores,
cuando se protege un grupo funcional usando un grupo protector, retirar el
grupo protector;a continuacion, para cualquiera de los procedimientos
anteriores: cuando se requiere una sal farmacéuticamente aceptable de un
compuesto de Férmula |, hacer reaccionar la forma basica de dicho

15 compuesto de Férmula | con un acido proporcionando un contraién
farmacéuficamente aceptable; o para un compuesto de Féormula | que tiene

un resto acido, hacer reaccionar la forma acida de dicho compuesto de
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Férmula | con una base que proporcione un cation farmacéuticamente
aceptable; o para un compuesto de Formula | bipolar, neutralizar la forma

de sal de adicién de acidos o la forma de sal de adicion de bases de dicho

compuesto de Formula I; o por cualquier otro procedimiento convencional.

156. Un Compuesto de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 13 para uso en terapia.

16. Un compuesto de acuerdo con cuaiquiera de las
reivindicaciones 1 a 13 para la manufactuara de un medicamento para la

administracion de una cantidad eficaz de un compuesto de Féormula |l,

an

en la que X y R'® son como se definen en la reivindicacion 1.

17. Un compuesto de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 13

para tratar un trastorno neurolégico en un paciente.
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18. El compuesto de la reivindicaicion 17, en el que dicho
trastorno neurolégico es deficiencias cerebrales después de derivacion

<

cardiaca e injerto; isquemia cerebral; traumatismo de la médula espinal;
traumatismo craneal; enfermedad de Alzheimer; corea de Huntington;
esclerosis lateral amiotrofica; demencia inducida por SIDA; hipoxia
perinatal; lesion neuronal hipoglucémica; lesion ocular y retinopatia;
trastornos cognitivos; enfermedad de Parkinson idiopatica e inducida por
farmacos; espasmos musculares; cefaleas migrafosas; incontinencia
urinaria; tolerancia, deshabituaciéon, abandono y deseo irreprimible de
drogas; abandono del tabaco; emesis; edema cerebral; dolor crénico;

trastornos del suefio; convulsiones; sindrome de Tourette; trastorno con

déficit de atencién; y discinesia tardia.
19. El compuesto de la reivindicacion 18, en el que dicho
trastorno neurolégico es tolerancia, deshabituacién, abandono y deseo

irreprimible de drogas; o abandono del tabaco.

20. El compuesto de acuerdo con las reivindicaiciones 1 a 13,

para tratar un desorden psiquiatrico en un paciente.
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21 El compuesto de acuerdo con la reivindicaicion 20 en el que

dicho trastorno psiquiatrico es -esquizofrenia, ansiedad y trastornos

relacionados, depresion, trastornos bipolares, psicosis y trastornos

obsesivo-compulsivos.

22. El compuesto de la reivindicacion 21, en el que dicho

trastorno psiquiatrico es ansiedad y trastornos relacionados.

23. El compuesto de la reivindicacion 21, en el que dicho

trastorno psiquiatrico es esquizofrenia.

24.  Una formulaciéon farmacéutica que comprende, en asociacion
con un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable, un

compuesto de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 13.

Ahkkkhkhkkkkhkkkkhkhk
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CAPITULO REIVINDICATORIO MODIFICADO

1. Un compuesto de Férmula |

en la que:

Aes H-(Q)p-;

Q se selecciona independientemente, cada vez que aparece, del
grupo aminoacilo derivado de un aminoacido seleccionado del grupo
consistente en  aminoacidos naturales y aminoacidos no naturales
seleccionados de isomeros tipo D de los aminoacidos naturales; Aib (acido
aminobutirico), Nva(norvalina), pB-Ala, Aad (acido aminoadipico), B Aad

(acido 3-aminoadipico), Abu(acido 2- aminobutirico), Gaba (acido vy
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aminobutirico), Acp (acido 6-aminocaproico), Dbu (acido 24-
diaminobutirico), acido a aminopimelico, TMSA (trimetilsilil-Ala), alle( allo-
isoleucina), Nle (Norleucina), tert-Leu, Cit (Citrulina), orn, Dpm, (acido 2,2'-
diaminopimelico), Dpr ( acido 2,3- diaminopropionico), Nal a é B, Cha
(ciclohexil Ala), hidroxiprolina, Sar (sarcosina), O-metil tirosina, fenilglicina;
aminoacidos ciclicos; aminoacidos N® alquilados, donde los aminoacidos N°
alquilados son N ¢ (1-10C) alquil aminoacidos tales como MeGly (N °-
metilglicina), EtGly (N ¢ etilglicina) y Et Asn (N ° etilasparagina) y
aminoacidos en los cuales el carbono a presenta sustituyentes de cadena
en dos lasdos.

p es un numero entero de 1 a 10;

X es SOz;

R10 es hidrégeno o fluoro; y

R11 es hidrogeno, fluoro, o hidroxi;

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

2. El compuesto o sal segun la reivindicacién 1, en el que p es
un numero entero de 1 a 3.

3. El compuesto o sal segun la reivindicacion 1, en el que p es 1.

4. El compuesto o sal segun una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 3, en el que Q es un aminoacilo derivado de un
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5. Un compuesto de Férmula |

en el que:

A es H-(Q)p-;

Q es glicil, alanil, valil, leucil, isoleucil, prolil, ,fenilalanil, tisosil,
triptofil, metionil, lisil, metionil, lisil, o serinil, o serinil.

pesunenterode 1a10;

X es SO2;

R10 es hidrégeno o flaor; y

R11 es hidrageno, fltor o hidroxi;
o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo

6. El compuesto o sal segun la reivindicacion 5, en el que p es
un numero enterode 1a 3

7. El compuesto o sal segun la reivindicacion 5, en el que p es 1.
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8. El compuesto de acuerdo con cualquiera de las
reivindicacione‘s 1a7, donde Q es metionil.

9. El compuesto de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, donde R10 es hidrogeno.

10. EI compuesto de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, donde R11es hidrogeno.

11.  Una sal farmacéuticamente aceptable segun las
reivindicaciénes 1a 5, que es una sal de adiciéon de acidos preparada con
un acido que proporciona un anién farmacéuticamente aceptable; una sal
de adicién de bases preparada con una base que proporciona un anion
farmacéuticamente aceptable para un compuesto que contiene un dominio
acido; o un compuesto bipolar que contiene grupos con carga opuesta.

12.  Un compuesto segun las reivindicaciones 1a 5, en el que

A es H-(Q)p-;

Q es L-alanil;

pesi,

Xes SOz,

R10 es hidrogeno; y

R11 es hidrégeno;

o la sal clorhidrato, sal tosilato, sal mesilato, sal esilato, sal besilato o
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sal monosaédica del mismo.

13.  El compuesto segun la reivindicacién 12 que es clorhidrato del
acido (1R,48S,5S,6S)-4-(2'S-aminopropionil)amino]-2,2-dioxo-2A%-tia-
biciclo[3.1.0.]hexano-4,6-dicarboxilico o tosilato del acido (1R,4S,5S,6S)-4-

5 (2'S-2’-aminopropionil)amino-2,2-dioxo-2A%-tia-biciclo[3.1.0.]Jhexano-4,6-
dicarboxilico.

0]
N\ //O
He oS

CO,H

H HN_ _O
:/[ HCI

H,C” “NH,

HO,C

14. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 13 para la manufactuara de un medicamento para la

10 administracién de una cantidad eficaz de un compuesto de Férmula I,

an

en la que X y R' son como se definen en la reivindicacion 1.
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15.  Una formulacién farmacéutica que comprende, en asociacion
con un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable, un

compuesto de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 13.

KRRRKARKAX KK * R kk
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(57 ABSTRACT
Compouads for formula I

NHyCOH

in which X represents O, NR?, S, SO or SO, and R is as
defined in the specification; and non-toxic metabolically
labile estess or amides thereof; and pharmaceutically accept-
able salts thercof are uscful as modutators of metabotropic
glutamate receptor function.
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EXAMPLE 6

1SR.4RS.SRS.6RS-4-Amino- (2-sulfonylbicyclo
{3.1.0Jbexane)-4 .6-dicarboxylic Acid

(a) (1SRARS SRS6RS) Hthy! (4-spiro-5"-hydantoin)-{2-
sulfonylbicyclo[3.1.0Jhexane}-6-carboxylate. m-CPBA
(1.56 g. 5.0 mmol) was added in onc postion to a room
temperature solution of the product from Example 4(d) (0.51
g. 20 mmol) in BtOAc (50 mL) and stired at room
temperaturc until the reaction was judged compictc by TLC.
The reaction was diluted with 10% NaHCO3 and the prod-
uct extracted with EtOAC. All organics were combined,
washed with brine, dried over Na2S04, and purified by prep
HPLC (10% EtQAC/hexancs to 50% BtOAc/hexanes) to
afford 0.21 g (0.73 mmol. 36%) of the title compound.
mp>275° C. FDMS: M*'=288. Anal. calcd. for
C,0H3N,045.0.4 m-chiorobenzoic acid: C, 43.81; H, 4.02;
N. 7.98; S.9.14. Found: C, 43.87; H. 4.04; N, 7.96; §, 9.44.

(b) (ISR4RS.5SRS.6RS) 4-Amino-(2-sulfonyibicyclo
[3.1.0)-hexane)-6-carboxylate. A salution of the product of
(2) (0.14 g. 0.49 mmol) in 2N NaOH (10 mL) was warmed
under reflux overnight. The reaction mixture was acidified to
pH=1 with SN HCI and concentrated to dryness. The product
was reconstituted in H20 at pH=12, applied to BioRad®
AG1-X8 anion exchange resin, and elued with 3N AcOH to
afford 0.10 g (87%. 0.43 mmof) of the title compound.
mp=>250° C. FDMS: M*+1=236. Anal. calcd. for
C,HgNO,S.0.5 H20: C. 34.43; H, 4.13; N, 5.74. Found: C,
34.29; H, 3.98; N, 545.

EXAMPLE 7

1SR.3RS 4SR.5RS.6SR-3-((3-chloro-4-Sucro)
benzyl)-4-amino-2-oxabicyciof3.1.0]hexane-4,6-
dicarboxylic Acid

(a) 1SR.5SR,6SR-Ethyl-3-({3-chloro-4-fluoro)
benzylidenyl)-2-0xabicyclo[3.1.0jhexan-4-0ac-6-
carboxylate. A solution of the product of Example 1(f) (43
g. 25.2 mmole), 3chloro-4-flucrobenzaldchyde (8.0 g, S0.4
mmol and pyrrolidine (0.9 g. 12.6 mmol) in EtOH (100 rals)
was stirred at room temperature for 18 h. The reaction
mixture was coacentrated to dryness and the residue was
purified by HPLC (5% EtOAc/hexane to 50% EtQAc/
hexane) yielding 4.2 g (53%) of the title compound.
mp=110°-112° C. FDMS: M*=310. Anal. calcd. for
C,sHCIFO,: C, 57.99: H, 3.89. Found: C. 57.92; H, 3.75.

(b) ISR.3SR.S5SR.6SR-Ethyl-3-((3-chloro-4-fluoro)
benzyl)-2-oxabicyclof3.1.0]hexan-4-one-6-carboxylate and
LSR.3RS.5SR,6SR-Eihyl-3-((3-chloro-4-flucto)benzyl)-2-
oxabicyclo[3.1.0]bcxan-4-one-6-carboxylate. The title mix-
ture of compounds was prepared employing the product of
step (a) (8.8 g, 28.3 mmol). Raney Ni (0.2 g), EtOAc and
hydrogen at 40 psi for 15 minutes. Due to over reduction of
the ketonc the crude product was oxidized using pyridinium
chiorochromate and powdered sicves yiclding 6.8 g of aude
ketone. The residue was purified by HPLC (5% EtOAc/
hexane to 50% EtOAc/hexane) yiclding 5.2 g (58%) of the
title mixture of compounds. FDMS: M*=312. Anal. calcd
for C,H,,CIFO,.: C, 57.61; H, 451. Found: C, 56.98; H.
4.70.

(c) 1SR.3RS 4SR.5RS.6SR - Bthyl-3-((3-chloro-4-fluoro)
-benzyl)(4-spiro-S'-hydantoin)-2-oxabicydof3.1.0]bexane-
6-carboxylate. The tile compound was prepared employing
the product of step (b) (1.0 g, 3.2 mmol), ammonium
carbonate (0.75 g. 9.6 mmol) and KCN (025 g, 3.8 mmol)
in a 1:1 BtOH/water mixture. The reaction mixture was
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heated at 35°—40° C. for 48 b. The reaction mixtre was
partitioned between water and EtOAc. After extraction with
EtOAc, the arganic layer was dried with MgSO,. concen-
trated and purified using radial chromatography (EtOAc/
Hexane) to yicld 0.18 g (14%) of the product hydantoin.
Crystallization of the product from chioroform yielded white
solids. mp=224°-226° C. FDMS: M'=382. Anal. caled. for
C,,H,sCIFN,0,-0.5 CHCl;: C. 47.51; H. 3.75; N, 6.33.
Found: C, 47.87; H, 3.69; N, 6.22.

(d) 1SR.3RS.4SR.5RS,6SR-3-((3-chloro-4-fluoro)
benzyl)-4-amino-2-oxabicyclo[3.1.0]hexane-4.6-
dicarboxylic acid. The titlc compound was prepared
employing the product of step (c) (0.1 g. 0.26 mmol) and IN
NaOM (10 ml) at reflux for 48 h. The reaction mixture was
adjusted to a pH=10 with IN HCl and anion exchange
performed on the arude product. The product was recrys-
tallized from H,O and dried in a vacuum oven at 70° C. to
yicld 8 mg (9%) of the ttle compouad. mp=250°-251° C.
FDMS: M*=330.

We claim:
1. A compound of the formula

COH

in which X represents O, NR®, S, SO or SO,; R represents
a hydrogen atom; a (1-6C) alkyl group; a (2-6C) alkenyl
group; a (2-6C) alkynyl group; an optionally substituted
aromatic group: an optionally substituted heteroaromatic
group; a non-aromatic carbocyclic group; a non-aromatic
heterocyclic group; a non-aromatic monocyclic carbocyclic
group fused with one or two monocyclic aromatic or het-
exoaromatic groups; a non-aromatic monocyclic heterocy-
clic group fosed with one or two monocyclic aromatic or
hcteroaromatic groups; or a (1-6C) alkyl, (2-6C) alkenyl or
(2-6C) alkynyl group which is substituted by oue, two or
three groups selected independently from an optionally
substituted aromatic group, an optiopally substituted het-
eroaromatic group, a non-aromatic carbocyclic group, a
non-aromatic heterocydic group, & nos-aromatic mogocy-
clic carbocyclic group fused with one or two monocydic
aromatic aor heteroaromatic groups and a non-aromatic
monocyclic heterocyclic group fused with one or two mono-
cyclic aromatic or heteroaromatic groups; R® represcats
hydrogen o a group of formuta (CO),R® p s O or 1; and R®
is as defined for R; or a non-toxic metabolically labile ester
or amide thereof; or a phanmaceutically acceptable salt
thareof.

2. A compound as claimed in daim 1, in which R°
represents hydrogen.

3. A compound as claimed ia claim 1, in which X
represents O or S.

4. A compound as claimed in claim 1, in which R
represeots a hydrogea atom or a pheayl (1-4C) alkyl or
diphenyl( 1-4C) alkyl group which is unsubstituted or sub-
stituted on phenyl by one or two substituents sclected
independently from halogea, (1-4C) alkyl, (1-4C) alkoxy
and phenyl.

$. A compound as claimed in claim 1. which has the
stereochemistry shown below.

40
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Como resultado del examen de fondo, realizado con fundamento en el articulo 45 de
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1. Documentos estudiados

1.1. Descripcién: Folios 178 a 375 solicitud de divisional no aceptada
inicialmente

1.2. Reivindicaciones:  Folios 376 a 384 solicitud de divisional no aceptada
inicialmente por lo cual se encuentra en la divisional
original
Folios 385 a 390 reivindicaciones de la solicitud de
divisional modificadas como respuesta del solicitante
al articulo 45 de la divisional original

1.3. Prioridad: Fecha: 11/06/2002 y 3/10/2002,
Pais: EPy US,
Namero: 02380120.2
02380121.0
60/415.936
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2. Objeto de la invencion

o Titulo de la solicitud: PROFARMACOS DE AMINOACIDOS EXCITADORES.

numero de folio: 2.

El objeto de la presente solicitud de patente de invencion consiste en:

El problema planteado en esta solicitud es la necesidad de compuestos utiles
para trastornos neurolégicos y psiquiatricos que mejoren la potencia in vivo del
compuesto precursor respectivo y produzcan mayor exposicion oral del precursor
con mayor biodisponibilidad oral.

3.

3.1.

Para solucionar este problema técnico la solicitud en estudio proporciona
profarmacos de aminoacidos sintéticos para el tratamiento de trastornos
neurolégicos y trastornos psiquiatricos.

Clasificacion Internacional de Patentes (IPC.): A61K38/05

De la solicitud de Patente

Reivindicaciones (articulo 30 D 486)
Una vez revisado el capitulo reivindicatorio esta dependencia encuentra:

¢ Reivindicacion 5, 7 -13: Se esta reivindicando un derivado de aminoacido ya
reivindicado en la solicitud original por lo cual esta reivindicacion no se acepta
en la presente solicitud de divisional y no sera tenida en cuenta para examen.

¢ Reivindicacion 14: Se esta caracterizando un compuesto por su uso posterior
para la manufactura de un medicamento y ademas con un sustituyente Q que
ya se encontraba contenido en la solicitud de divisional original o madre por lo
cual no sera tenida en cuenta para este examen ademas un compuesto se
caracteriza unicamente por su formula estructural o por su nhomenclatura
quimica IUPAC y no se deberia repetir materia si se divide la solicitud.

En este sentido se requiere al interesado para que realice las modificaciones
correspondientes a fin de subsanar las no conformidades encontradas por este
Despacho.
Determinacion del Estado de la Técnica
La fecha que se ha tenido en cuenta para determinar el Estado de la Técnica es:
Fecha de presentacién de la solicitud prioritaria 11/06/2002
Teniendo en cuenta la fecha indicada se realizé la busqueda en el estado de la

técnica de documentos relacionados con la solicitud encontrandose los
- siguientes documentos mas relevantes:

N° Documento Titulo Fegha de
publicacién*
EXCITATORY AMINO ACID
| D4 US5688826 DERIVATIVES 18/11/1997
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5. Analisis de patentabilidad (articulo 14 D486)

5.1. Nivel inventivo (articulo18 D486)

La presente Solicitud de Patente reivindica (de 1 — 4 y 6) un compuesto de la
siguiente férmula general y (15) una formulacién que comprende dicho compuesto
mas un vehiculo, diluyente o excipiente:

Dicho compuesto se ve afectado por el siguiente documento mas cercano del Estado
de la Técnica:

D; que ensefa segun tabla 1-A (verfolio 391, abstract) compuestos Utiles como
moduladores del receptor de glutamato metabotrépico.

TABLA 1-A
SOLICITUD ANTERIORIDAD (D) comparacion
B x
HO,C
. R
() (1) H
NH, CO;H
M
Rio H H : IGUAL
X SO, X SO, IGUAL
H-(Q)1-10- DIFERENTE
grupo amino
A Q se selecciona independientemente H aqlo 0
del grupo amino acilo derivado de un aminoécido
aminodcido natural o no natural adicional
Rq4 H R H IGUAL

La uUnica diferencia con D, es que esta solicitud no posee un aminoacido segun el
listado de aminoacidos de la reivindicaciéon 1 como sustituyente adicional pero
esta diferencia no parece conceder una ventaja que otorgue un salto tecnolégico
excepcional ya que es obvio para un experto en la materia que la administracién de
una forma profarmaco de un compuesto se convierta en el principio activo deseado
en el organismo y su biodisponibilidad se vea incrementada por esta causa.

De esta forma no puede determinarse un efecto técnico que logre la diferencia
con la anterioridad encontrada ya que a pesar de realizarse ensayos de recaptacion
de Gly-Sar folios 368 - 369 (paginas 190-181) donde los compuestos presentan
valores de CEsp menores de 5mM lo cual verifica la actividad del compuesto en sus
patologias especificas y ya que a pesar de presentar estudios de exposicion in vivo
medida por concentracién de plasma de rata donde se observa que la forma no
profarmaco del ejemplo 1y del ejemplo 14 de la solicitud cuando se administran por
via oral presentan una concentracién plasmatica comparable a la del principio activo
lo cual demostra que los compuestos de la solicitud se convierten en los compuestos
activos in vivo (folios 636-637- paginas 193-194), solamente se podria concluir que el
Problema Técnico Objetivo fundamental de la Invencion Reivindicada se define
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en: “Cémo conseguir profarmacos de los compuestos aminoacidos excitadores que
efectivamente se conviertan a la forma activa de agonistas mGIluR2 mas no conlleva
a concluir que haya potencia in vivo aumentada y mayor biodisponibilidad.

Adicionalmente los ensayos se realizan solamente con los ejemplos 1 y 14 que
tienen como sustituyente adicional solamente dos de los multiples aminoacidos
especificos reivindicados en esta divisional, por lo tanto los compuestos y
composiciones reivindicados se consideran tan solo una alternativa, sin algun salto
tecnolégico que lo haga superior a lo previamente conocido.

De acuerdo a las consideraciones expuestas anteriormente, resultaria obvio el
disefio de este tipo de compuestos y composiciones para un experto en la materia
por lo cual no se considera que esta solicitud tenga actividad inventiva.

6. Conclusion:

Los requisitos de patentabilidad de la presente solicitud se encuentran afectados asi:

! I . . »
: N° l Documento N° | Reivindicaciones Requisito que afecta ]|
afectadas
D;, US5688826 1-4 NIVEL INVENTIVO

7. Respuesta a los argumentos del solicitante:

o Este despacho no considera como un argumento valido el hecho de que haya
sido otorgada la patente en otros paises como lo sugiere el solicitante ya que
cada pais es responsable de sus propios examenes de patentabilidad.

o El solicitante recalca su derecho a realizar divisionales en cualquier momento
del trAmite siempre y cuando no se amplie el objeto inicial e insiste en
presentar las divisionales las cuales procedemos a examinar.

En cumplimiento del articulo 45 de la Decision 486 de la Comisién de la Comunidad
Andina, se le indica que debe dar respuesta dentro del término de 60 dias contados
a partir de la fecha de notificacion de la presente comunicaciéon. En caso de no dar
respuesta al presente requerimiento, 0 si a pesar de la respuesta subsistieran los
impedimentos para la concesion, se denegara la patente.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del
capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

ALIX CARMENZA CES ES DE VERGEL
Jefe de Divisidn de Nugvas Creaciones

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista, de fecha

—0-5-DIC. 2008
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