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/ CARLOS R. OLARTE, mayor de edad y vecino de Bogot4, identificado tal como aparece al pie de

S S
siguiente:

~ miffirma, en mi carcter de apoderado de la sociedad solicitante, me permito manifestar o
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1. Al momento de presentar esta solicitud, pas6 inadvertido para nosotros, el hecho de que la

traduccion al espafiol de sus Capitulos Reivindicatorio y Descriptivo contenia un error material en

la Férmula I, de manera que resultaba reclaméndose una estructura quimica incorrecta, y distinta de

"la reivindicada durante la fase internacional de la presente solicitud. En efecto, de la simple

revision de la primera pagina del Capitulo Reivindicatorio de la solicitud internacional PCT con

numero WO 02/08244, de la cual adjunto copia al presente memorial para inmediata referencia del

‘Despacho, puede apreciarse que se trata de formulas quimicas diferentes, siendo la correcta,

aquella de la solicitud internacional PCT.

-Por lo anterior, 'y en ejercicio de la facultad prevista en el articulo 34 de la Decision andina 486, le

solicito al Despacho proceda a la correccion del error material anunciado y que consecuentemente,
ordene una nueva publicacién de la solicitud, en la que se deje consignada la rectificacion de la
formula I, que se persigue con esta peticion. Se solicita una nueva publicacién, con el fin de que,
en cumplimiento del articulo 3 del Codigo Contencioso Administrativo, se de aplicacién a los
principios de publicidad y contradiccion, para que terceros tengan la oportunidad de presentar sus

observaciones, basandose en el verdadero compuesto que se reivindica en la presente solicitud.
Para tales efectos, adjunto al presente memorial:

- un recibo con la tasa de publicacién de la solicitud en tramite,
- el Capitulo Descriptivo con la correccion correspondiente de la Férmula I,
- el Capitulo Reivindicatorio Modificado, y

- un recibo correspondiente a la tasa de modificacion de la solicitud en tramite.

2. Por otro lado, me permito realizar las siguientes modificaciones voluntarias al Capitulo
Reivindicatorio, con base en el Articulo 34 de la Decisién 486 y con el fin de reflejar los cambios

que se han venido realizando en las contrapartes a esta solicitud en otras jurisdicciones:

a- Me permito eliminar de la Reivindicacién 1, los términos “racematos” y “una
prodroga”.
b- Me permito aifiadir a la Reivindicacién 1, dos condiciones finales que limitan el

concepto reclamado originalmente.

c- Me permito corregir un error presente en la Reivindicacion 1, eliminando la: frase

“o un enlace” de la definicion de “A”, y afiadiendo la palabra “o0” después del grupo “SO,”.
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3. Por ultimo, se sefiala al Despacho que ninguna de las correcciones y modificaciones

solicitadas en el presente memorial afiade materia nueva a la solicitud de la referencia y por lo

~.““1315.

tanto, no constituyen ampliacién del concepto inventivo originalmente presentado.
N .

Atentamente,

S R. OLARTE -

C.C. No. 79.782.747 de Bogota
T.P. 74.295
I‘ . Anexos: Recibo de Pago para la re-publicacién

Copia simple de la primera pagina del Capitulo Reivindicatorio de la solicitud
internacional WO 02/08244

Capitulo Descriptivo corregido.

Capitulo Reivindicatorio Modificado.

Recibo de Pago (modificacion).
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Claims
What is claimed is:
1. A compound, including enantiomers, stereoisomers, rotamers, tautomers,

racemates and prodrug of said compound, and pharmaceutically acceptable salts
5 or solvates of said compound, or of said prodrug, said compound having the
general structure shown in Formula I:

™

Y\ | /E
PR 1
R4/ , N/%/ H\(R
3 2
10 Formula |
wherein:

Y is selected from the group consisting of the following moieties: alkyl,
alkyl-aryl, heteroalkyl, heteroaryl, aryl-heteroaryl, alkyl-heferoaryl. cycloalkyl,
alkyloxy, alkyl-aryloxy, aryloxy, heterdaryloxy, heterbcycloalkyloxy, cycloalkyloxy, ,

15 alkylamino, arylamino, alkyi-arylamino, ‘arylamino, heteroarylamino,
cycloalkylamino and heterocycloalkylamino, with the proviso that Y maybe
optionally substituted with X! or X'% |

X" is alkyl, alkenyl, alkynyl, cycloalkyl, cycloalkyl-alkyl, heterocyclyl,
heterocyclylalkyl, aryl, alkylaryl, arylalkyl, heteroaryl, alkylheteroaryl, or

20 heterdarylalkyl, with the proviso that x" may be additionally optionally substituted
with X%, . |

X' is hydroxy, alkoxy, aryloxy, thio, alkylthio, arylthio, amino, alkylamiho,

arylamino, alkylsulfonyl, arylsulfonyl, alkylsulfonamido, arylsulfonamido, carboxy,
carbalkoxy, carboxamido, alkoxycarbonylamino, alkoxycarbonyloxy, alkyiureido,
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SERINA-NS3 DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C

Campo de la Invencidon

La presente invencion se refiere a novedosos inhibidores de proteasa del
virus de la hepatitis C ("HCV"), composiciones farmacéuticas que contienen uno o
mas de dichos inhibidores, métodos para pre.pvarar dichos inhibidores y métodos
para usar dichos inhibidores en el tratamiento de la hepatitis C y trastornos "
relacionados. Esta ihvéncién describe en erma espec'i'fica .nuevos compuestos
pébti'dos como inhibidores de la proteasa seri_na HCV NS3/NS4a.

Antecedentes de lz Invencion

El virus de la Hepatitis C es un virus de ARN (+)-sentido, de hebra simple
que se ha implicado como el agente causante mas importante en la hepatitis no
A, no B (NANBH), en particular NANBH asociada con la sangre (BB-NANBH)
(Ver, Publicaciéon de la Solicifud de F’atente Internacional No. WO 89/04669 y la
Publicacion de Solicitud de Patente Europea No. ‘EP‘381 216). La NANBH debe
distinguirse de otros tipos de enfermedades hepaticas inducidas por virus, como
el virus de la hepatitis A (HAV), el virus de la hepatitis B (HBV), el virus de la
hepatitis delta (HDV), citomegalovirus (CMV) y virus de Epstein;B'érr (EBV), como
tanwbﬁén otras formas de enfefme_dades hepaticas como la cirrosis biliar primaria y
el alcoHolismo.,

. Recientemente, se ha identificado, clonado y expresado una proteasa de
HCV para el proce'samiento de los polipéptidos y la replicacién viral, (ver, por
ejemplo, la Patente de los Estados Unidos No. 5.712.145). Esta poliproteina de
3000 amino acidos con.ti_ene? desde la terminal amino a la terminal carboxi, una
proteina nucleocapsida (C), proteihas de envoltura (E1y E2) y varias proteinas

no estructurales (NS1, 2, 3, 4a,' 5a y 5b). 'NSB es una proteina de
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aproximadamente 68 kda, codificada por, aproximadamente, 1893 nucledtidos del
genoma de HCV, y tiene dos dominios distintivos (a) un dominio de proteasa
- serina que consiste de aproximadamente 200 de los amino acidos N-terminales; y
(b) un dominio de ATPasa dependiente del ARN en la terminal C de la proteina.
La proteasa NS3 se considera un miembro della familia de quimiotripsina de
similitudes en la secuehcié 'de proteina, estructura tridimensional general y
mecanismo de"catélvisis.v Otras enzimas similares a la quimiotripsina son la
elactasa, factor X‘a, t»rombina, tripsina, plasmina, urocinasa, tPA y PSA. La
proteasa serina HCV NS3 es responsable de la protedlisis del polipéptido
(poliproteina) en las uniones NS3/NS4a, NS4a/NS4b, NS4b/NS5a y NS5a/NS5b y
es, por tanto, responsable de generar cuétro proteinas ‘virales duranfe: la
replicaciéon viral. Esto buede convertir a la proteasa seriné HCV NS3 én un
objetivo atractivo para la quimioterapia antiviral.

Se ha determinado que la proten’né NS4a, un polipéptido de
aproximadamente 6 kda, es un co-factor de Ia actividad de proteasa serina de
NS3. La auto disociacién de la un.ién NS3/NS4a nﬁediante la proteasa serina
NS3/NS4a ocurre dentro de la molécula (es decir, ¢is) mientras que otros sitios
de disociacién se procesan dentro de la molécula (por ejemplo, trans).

El analisis de los sitios de disociacién natural para la proteééa HCV reveld -
la presencza de cisteina en P1 Y serina en P1’y que estos residuos se conservan
en forma estricta en las juntas NS4a/NS4b, NS4b/NSSa y NS5a/NS5b. La unién
NS3/NS4a contiene una treonina en P1 y una serina en P1’. La sustitucién Cys .
= Thr en NS3/NS4a se postula para explicar el requerimiento de un

procesamiento c¢is en lugar de trans en esta.union. Ver, por ejemplo, Pizzi, y sus

colaboradores, (1994)‘Proc. Natl. Acad. Sci (USA) 91: 888-892, Failla, y sus
colabofadores, (1996) Foldinq_ & Design 1: 35-42. E| sitio de disociacién

NS3/NS4a también es mas tolerante de mutagénesis’'que los otros sitios. Ver,
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112. Estos tratamientos sufren de una baja tasa de respuesta prolongada y

efectos colaterales frecuentes. Ver, por ejemplo, Hoofnagle y sus colaboradores,

(1997) N._Engl. J. Med. 336: 347. Actualmente no se encuentra disponible
ninguna vacuna para HCV. '

Las solicitudes de Patentes de los Eétados Unidos pendientes y co-
pendientes, No de serie: 60/194.607, presentada el 5 de abril de 2000, y No. de
Serie 60/198.204, presentada el 19 de abril de 2000, No. de Serie 60/220.110,
presentada el 21 de julio de 2000, No. de Serie 60/220.109, presentada el 21 de
julio"de ?OOO No de Serie 60/220.107, presentada el 21 de julio de 2000, No. de
Serie 60/254.869, presentada el 12 de diciembre de 2000 y No. de Serie
60/220.101, presentada el 21 de julio de 2000, describen varios tipos de péptidos
y/u otros compuestos como inhibidores de proteasa sérina NS-3 del Qirué de la
hepatitis C. | -

Existe una necesidad de nuevos tratamientos y terapias para la infeccion
de HCV. Es, por lo tanto, uno de los objetivojs de esta invencion, suministrar
compuestos dtiles en el tratamientc')'o la prevencién o el alivio de uno o mas
sintomas de la hepatitis C. '

Un objetivo adicional es suministrar métodos de tratamiento o prevencion o
alivio de uno o mas sintomas de la hepatitis C.

Un objetivo adicional de la presente invencion es suministrar métodos para
modular la actividad de las proteasas serina, en particular la proteasa serina
NS3/NS4a de HCV, mediante el uso de los compuestos que se suministran aqui.

Otro objetivo de la invencién es suministrar métodos para modular el
procesamiento del polipéptido-de HCV con el uso de los compuestos provistos

aqui.



Breve Descripcidn de la Invencion

£n sus muchas realizaciones, la presente invencion suministra una nueva
clase de inhibidores de la proteasa de HCV, composiciones farmacéuticas que
contienen uno o mas de los compuestos, métodos para preparar formulacion‘es
farmacéuticas que comprenden uno o mas de dichos compuestos, y métodos
para el tratamiento, la prevencién o el alivio de uno o mas de los sintonﬁas de la
hepatitis C. Tambien se suministran métodos para modular la interaccion de un
polipéptido de HCV con la proteasa de HCV. Entre fos compuestos que se
suministran aqui, los compueslios que inhiben la proteasa serina NS3/NS4a de
HCV son los preferidos. La presente solicitud descfibe un compuesto, que
incluye enantidmeros, estereoisémeros, rotdmeros, tautdmeros, racematos, v
prodrogas de dicho compuesto, y fas sales y solva.tos aceptables para uso

farmacéutico de dicho compuesto o dicha prodroga, dicho compuesto tiene

la estructura general que se observa en la Formula |

.
\A
M, !
~ N
3
H 1
N R
R N f"N-/ I/
. ) .
i 3 "{z

Férmula |

en la cual:
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Y se selecciona del grupo que consiste de los siguientes grupos
funcionales: alquilo, alquil-arilo, heteroalquilo, heteroarilo, aril-heteroarilo,
alquil-heteroarilo, cicloalquilo, -~ alquiloxi, alquil-ariloxi, ariloxi, heteroariloxi,
heterocicloalquiloxi, cicloalquiloxi, alquilamino, arilamino, alquil-arilamino,
arilamino, heteroarilamino, cicloalquilamino y heterocicloalquilamino, con [E=]
condicion de que Y puede ser sustituido en forma opcional con X' o X'

X" es alquilo, ~alqu‘enilo,' alquinilo, cicloalquilo, cicloalquil-alquilo,
heterociclilo, heterociclilalquilo, arilo, alquilarilo, arilalquilo, heteroarilo,
alquitheteroarilo, o heteroarilalquilo, con la condicién de que X puede sustituirse =
en forma opcional con X'%;

X'? es hidroxi, alcoxi, ariloxi, tio, alquiltio, ariltio, amino, alquilamino,
arilé'mino, alquilsulfdnilo, arilsulfonilo, alquilsulfonamido, arilsulfonamido, carboxi,

carbalcoxi, carboxamido, alcoxicarbonilamino, alcoxicarboniloxi, alquilureido,

arilureido,‘ halégeno, ciano, o nitro, con la condicién de que dicho alquilo, alcoxi,

y arilo pueden sustituirse en forma opcional con grupos funcionales

seleccionados en forma independiente de X2 |

R' es COR® 0 B(OR), en los cuales R® es H, OH, OR®, NR°R'’, CF3, C;Fs, CsF7,
CF.R% R® o COR’ en el cual R” es H, OH, ORB, CHR’R'®, o NR°R"™, en el
cual R®, R®, R?y R" se seleccionan en forma independiente del grupo que
consiste de H, alquilo, arilo, heteroalquilo, heteroarilo, cicloalquilo,
cicloalquilo, arilalquilo, heteroarilalquilo, [CH(R'),COOR™, [CH(R")]
pCONR™R™, [CH(R")},SO.R", [CH(R"),COR", [CH(R")]F,CH(OH)R”,
CH(R"YCONHCH(R*)COO R, CH(R")CONHCH(R*)CONR"R",
' CH(R")CONHCH(R*)R', CH(R")CONHCH(R?)CONHCH(R®)COO R,
. CH(R")CONHCH(R?)CONHCH(R*)CONR'R'"?,
CH(R")CONHCH(R?)CONHCH(R*)CONHCH(R*)COO R',
CH(R1')CONHCH(R2')CONHCH(R3')CONHCH(R“')CONR“R”,
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"CH(R1')CONHCH(Rz')CONHCH(R3')CONHCH(R“')CONHCH(RS’)COO R" vy
CH(R")CONHCH(R*)CONHCH(R*)CONHCH(R*)CONHCH(R®) CONR'"R",
en las cuales R", R*, R*, R* R® R" R' R" y R, se seleccionan en forma
independiente dél grupo que consiste de H, alquilo, arilo, heteroalquilo,
heteroarilo, cicloalquilo, alquil-arilo, alquil-heteroarilo, aril-alquilo vy
heteroaralquilo; | |

Z se seleccionade O, N, CHo CR; -

W puede estar presente o ausenté; y si W esta presente, W se selecciona de
C=0, C=S, C(=N-CN), o0 SOy;.

Q puede estar presente o ausent‘e, y cuando Q esta presente, Q es CH, N, P,
(CH3)p, (CHR),, (CRR'),, O, NR, S, 0o SO, y cuando Q estd ausente; M
puede estar presente o ausente; cuahdo Q vy M estan ausentes, A se enlaza

- directamente a L; - '
A es O, CH,, (CHR),, (CHR-CHR'), , (CRR"),, NR, S, SO, o un enlace;
E es CH, N, CR, o un enlace doble hacia A, L 0 G;
G puede estar presente o ausente, y cuando G esta presente, G es (CHz)p,
(CHR),, o (CRR'),; vy cuando G estd ausente, J esta presente y E estd
conectado directamente al 4tomo de carbono en la Férmula 1 como G esta
enlazado g; -
J puede estar bresente o ausente, y cuando J esta presente, J es (CHy),, (CHR),,
0 (CRR'"),, SO, NH, NR u O; y cuando J esta ausente, G esta presénte yE
esta enlazado directamente a N que se muestra en la Formula | enlazado a
J;

L puede estar presente o ausente, y cuando L esta presente, L es CH, CR, O, So
NR; y cuando L esta ausente, entonces M puede estar presehte o ausente;

"~y si M esta presente cuando L esta ausente, entonces M se enlaza en
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forma directa e independiente a E, y J se enlaza directa e
independientemente a E;
M puede estar presente o ausente, y cuando M esta presente, M es O, NR, S,
SO;, (CHa),, (CHR), (CHR-CHR'),, 0 (CRR'),,; pesunnimerode0aB;y
R, R, R, R®y R* se seleccionan en forma independiente del grupo que consiste
de H; alquilo de C1—'C10; alquenilo de C,-Cy; cicloalquilo de Cj3-Cg;
heterocicloaiquilo de Cs-Cy4, alcoxi, ariloxi, alquiltio, ariltio, amino, amido, éster,
acido carboxilico, carbamato., urea:, cetona, aldehido, ciano, nitro, halégeno;
(cicloalquil)alquilo y (heterocicloalquil)alquilo, donde dicho cicloalquilo esta
formédo por tres a ocho atomos de carbono, y de cero a seis atomos de oxn’geno,
nitrégeno, sulfuro o fosforo, y dicho alquilo eé de uno a seis atomos de carbono;

arilo; heteroarilo; alquil-arilo; y alquil-heteroarilo; donde dichos grupos

funcionales alquilo, heteroalquilo, alquenilo, heteroalquenilo, arilo, - heteroarilo, -

cicloalquil y héterocicloalquilo pueden sustituirse en forma apropiada para la
quimica, donde dichb término "substituido” se refiere a una sustitucién opcional y
apropiada para la quimica de uno o mas grupos funcionales seleccionados del
grupo que consiste de alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, aralquilo, cicloalquilo,
heteréciclico, haldégeno, hidroxi, tio, alcoxi, ariloxi, alquiltio, ariltio, amino, amido,
éster; acido carboxilico, carbamato, urea, cetona, aldehido, ciano, nitro,
sulfonamido, sulféxido, sulfona, sulfonil urea, hidrazida, e hidroxamato; ademas
donde dicha unidad N-C-G-E-L-J-N representa una estructura de anillo ciclico de
cinco o seis elementos con la condicion de que cuando dicha unidad
N—C—G—E~L-J—N representa una estructura de anillo ciclico de cinco elementos, o
cuando la estructura de anillo biciclico ae la Formula | comprende N, C, G, E, L,
J, N, A Q, v M representa una estructura de anillo ciclico de cinco elementos,
entonices la estructura de anillo ciclico de cinco elementos carece de un grupo

carbonilo como parte del anillo ciclico.
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Entre las definiciones _detalladas anteriormente para los diferentes grupos
funcionales de la Férmula |, los grupos preferidos para los diferentes grupos
funcionales son de la siguiente manera: La definicion preferida para R' es COR?®
donde R® es H, OH, COOR® o CONR’R', donde R®, R®y R' son como se
definieron anteriorvmente. Aun el grupo funcional preferido para R' es
COCONR’R™, donde R° es H; and ‘R es H, R™ [CH(R"),COOR"
[CH(R"),CONRR™, [CH(R")],SO,R", [CH(R"),SO.N RZR"™, [CH(R")],COR"",
CH(R")CONHCH(R?*)COOR"", CH(R")CONHCH(R?) CONR"R" o
CH(R")CONHCH(R?)(R'), donde R™ es H, alquilo, arilo, heteroalquilo, heteroarilo,
cicloalquilo, alduil—arilo, alqu_il-'heteroarilo, aril-alquilo, alquenilo, alquinil 0

heteroaralquil.

. . ' 14 -
Entre los anteriores, para R', los grupos funcionales para R' are: H, R,

CH(R")COOR", CH(R")CH(R")COOR", ~ CH(R")CONR'"R",
CH(R")CH(R")CONR'™R"™, CH(R")CH(R")SO,R", CH(R"CH(R"SO,N R"™R"
Ct—l(é")CH(R")COR”, CH(R")CONHCH(R*)COOR'",  CH(R")CONHCH(R?)
CONR™R™, o CH(R")CONHCH(R?)(R'), donde R" es H o alquilo, y R? es fenilo,
fenilo sustituido, fenilo sustituido por uh heteroatomo, tiofenilo, cicloalquilo,

piperidilo o piridilo.

Los grupos funcionales méas preferidos son: para R' es H, para R' es H. -

metilo, etilo, alilo, terbutilo, bencilo, a-metilbencilo, a,a-dimetilbencilo,
1-metilciclopropilo-o 1-metilciclopentilo; para |
R' es hidroximetilo o0 CH,CONR"?R"

donde NR'R" se selecciona del grupo que consiste de:

%
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f—NH,  $—NHMe, §—NH-n-Pr, $—N(Me)OMe,
£ < Me, Me Me  Me
N—oH ﬂ/\M/OH 111?|N>§/0H n—X
. |

H
Me
L

H

Me Me PR /’> Sy e
f_h'?/llXMe - O N\_;_JO d AN N
e B
, - Me
e
‘g ¢I<JN Jj‘iN \N
g :
Me y Me. Me
§—HNT N l HN ,
N it :

donde U® es H, OH o CH,OH:

: Y ~ - S .
y HNTN NN ;fi\ SN

- R"se selecc.iona, con preferencia, del grupo que consiste de: H, Me, Et, n-
propilo, metoxi, ciclopropilo, n-butilo, 1-but-3-inilo, bencilo, a-metilbencilo,
fenetilo, alilo, 1-but-3-enilo, OMe, ciclopropilmefilo;

y R? se selecciona, con preferencia, en forma independiente del grupo que

~ consiste de:
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-y ’/‘j é A (lj
U2 K/' ~o : ?1
US

en el cual

U' vy U? pueden ser iguales o diferentes y se seleccionan de H, F,
CH,COOH, CH.COOMe, CH,CONH,, CH,CONHMe, CH,CONMe,, azido, amino,
hidroxilo, amino sustituido, hidroxilo sustituido; |

U y U* pueden ser iguales o diferentes y se seleccionande Oy S;

U® se selecciona de los grupos funcionales que consisten de alquilo,
sulfonilo, aril-sulfonilo, heteroalquil sulfonil.o, heteroaril sulfonilo, alquil carbonilo,
aril - carbonilo, heteroalquil carbonillo, heteroaril carbonilo, alcoxicarbonilo,
ariloxicarbonilo, heteroariloxicarbonilo, alduilaminocarbonilo, arilaminocarbonilo,
heteroarilaminocarbonilo, o una combinacion de estos. |

Los grupos funcionales preferidos para R2 son:



Le T
FF F3C
CHy
\ﬂ) /r'

S

F3C
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Los grupos funcionales preferidos para R® son:

CH3/kCH3 CH3/4\CH3 CHj

CH3

‘:2
>~
7\
\

/?-
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CH3 i
CHs
S
SCH
Hie © 0 2
P .
CH3'\l ‘ '
~s7 COOEt
H,C
£ F

s



18 ' .

HO™ CH, /}\ COOH
COOH HaC cry Lo,
. . 3
(5 .
o//s“o OH Me” “Me 0-3
© FsC” CF,
Cl Cl Me™ “Me Fg ZF

’ CH3
HCT T

en los cuales R*'= OH u O-alquilo: .

Y' se selecciona de los siguientes grupos funcionales:
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OOH

, \i‘:Hs
o _
\MOOH \,Lj\/ceHs \;'\c

eHs

. e Y** se selecciona de los siguientes grupos funcionales:

\ | N‘kj\E:l\coo»: %\S%Nliz

| H . | .
“xui::; \\j\/o HjL/Q | \j\cm |

\jLé/NHMs : \jL/NHAC

Hs Ej\o/\/Si(CHy‘? :

CH3

Los grupos funcionales mas preferidos para R® son:
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L R . A

CH;,)\CHB CH;]/{\C Ha cHi” k\CHa (LCH )
Cl"‘(a 31
' _ R CH, 0-4
C 5
o) _
F COR™!

j | CHs
o

31
COR
F

0-3 S
H 2\
(CH; H(; 3 OH Me” Me o)

Cl Cl

Algunos grupos funcionales preferidos adicionales son: para Z es N, para
R*es H, y para W es C=0. |
En forma adicional, el grupo funcional Z-C-R® en la Férmula I, donde R*

esta ausente, puede representarse por las siguientes estructuras:

.'2‘2/
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Los grupos funcionales preferidos para Y son: 00~ 63&
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en los cuales:

001638

Me
N Me N
e e gy
CCly Me

>‘7<“\: /><“\f
A Ay

HNy
vy

\,.4“

Y" se selecciona de H, COOH, COOEt, OMe, Ph, OPh, NHMe, NHAc, NHPh,
CH(Me),, 1-triazolilo, 1 |m|dazoI|Io y NHCH,COOH,;
Y'? se selecciona de H, COOH, COOMe, OMe, F, Cl, o Br;
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Y' se selecciona de los siguientes grupos funcionales.

001639

Ay

Lo /ﬁf/

CbhzHN
ChzHN

P \
Me Me Me' eMe Me .

B T e

CO2Bn COg2 tBu . CQOoH CONH2>

Y14 se selecciona de MeSO,, AC Boc. iBoc, Cbz, o Alloc;
Y% e Y se seleccnonan en forma lndependlente de alqunlé arilo, heteroaiquilo, y -
heteroarilo; )
Y'" es CF3, NO,;, CONH,, OH, COOCHs, OCHs, OCgHs, CeHs, COCeHs, NH,, 0
COOH; y

'® s COOCH;, NO,, N(CH),, F, OCH‘3, CH,COOH, COOH, SO;NH,, o
NHCOCHs.

Y puede representarse con mayor preferencia por:
| Me O
: M yd
)><°\f >l\r°\,«' >'7<O»’ s

> v ooy O
<Il\/lelrrr MP/ g EIMe
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Me. O\§ - Me

MMe v

M. Me '
anlnes

ch My

.H
CHy CH
HscoocX/a\,,’

e CeHsg

HﬁOOO)\/ABF

Hooc\;%\l}I

COOH

_ =
HOOCf“wEE:]/\\

COOH

CL

(ﬁ
COOH
BSOS G &
c OOH C OOCH3

COOH

Loy Oy

donde:

Y' = CF3, NO2, CONH,, OH, NH,. 0 COOH:

o 2 T
Me Me
Me .

CH3SO;HN

HOO CHj
C%ff HQOC

-
e E-

3)
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CHy >
CH,

S
<
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Y'®=F, COOH, |
001642
Los grupos funcionales aun mas preferidos para Y son:
Me H3CSOHN. A,
Moo O )ﬁ/o )\(O\‘ Me
Me Me Me \f( Me M ¢ e\(
e
) Me
~ Me Me
M O Me O
T Aoy el derty
Me Me Me : Me Me ) - CFs

Me _ O/i Ay . O\j
Me Me = ‘ = O I ?(
Me>K/O\,f' MeM%/\ Q/\ ' 1-3 Me

e

. Me
oy Q v ‘CEO\"‘I A e
Me i ' . Me Me. O\j,f‘
. F
_ ﬁ& o o VT 3
oy L 5/0\#; C,:C :COZH_ F T COH
) ' OH
H
N - M)e><H e Y
Me N Me N._ N\r‘; CF
Me>h|/; rd Me{ ¥ M < o F 3
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Me N ! H
’Y 2Rt st Yoo M
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Como se muestra en la Formula |, la unidad:

33
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representa una estructura de anillo ciclico, que puede ser una estructura de anillo

de cinco o seis elementos. Cuando ese anillo ciclico representa un anillo de

cinco elementos, un requerimiento de esta invencion es que el anillo ciclico de

- cinco elementos no contenga un grupo carboxilo como parte de la estructura

ciclica. Con preferencia, ese anillo de cinco elementos tiene la estructura:

R R

donde R y R’ son como se los definié con anterioridad. "Las representaciones

preferidas para la estructura de anillo de cinco elementos es:

{s] P . . .
donde R* se selecciona de los siguientes grupos funcionales:

RZO
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ng ’1,7)< %D | HH%\©
ARCRACERR S

O O ' :
T Gl =

0

/Cl

B e 7y K
Ci N
TS 20T M
l N
H N
Ademas, ese anillo de cinco elementos, junto con sus dos carbonilos exociclicos _

adyacentes, pueden representarse dé la siguiente manera:

e st AT R R e R A L L A D)

R21\ /Rzz
N

)jgN I/”
O

en cuyo caso, R* y R* pueden ser iguales o diferentes y se seleccionan en

forma independiente de los siguientes grupos funcionales:
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Algunas ilustraciones preferidas para la estructura de anillo de cinco elementos:



son de la siguiente manera:
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En forma adicional, la unidad: *

\

/
\ 1
/

en la Formula | puede representarse 'por las siguientes estructuras byc:

/\

/

.
.R‘ M\E/

O—-—.——

Las definiciones preferidas para b son:

38
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En ¢, G y J se seleccionan en forma independiente del grupo que consiste de

(CH2)s, (CHR),, (CHR-CHR’), vy (CRR'),; A vy M se selecciq'nan en forma'.
independiente del grupo que consiste de 0, S, SOQ, NR, (CHz)p,.(CHR)p, (CHR-

CHR), ¥y (CRR'),; v Q es CHZ, CHR, CRR’, NH, NR, O, S, SO, NR: (CHa)p,

(CHR),, y (CRR),.



Las definiciones preferidas para c son:

38
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Cuando la estructura de anillo ciclico se muestra como:
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. Las ilustraciones mas preferidas son las siguientes:
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Algunos de los grupos funcionales aun preferidos para la unidad:

Q
"
M

que se muestran anteriormente, son:

00:555

S5
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A menos que se indique lo contrario, todos los términos técnicos y

cientificos utilizados aqui tienen el mismo significado comprendido normalmente
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por un experto en el arte al cual pertenece la invencion. Asi, por ejemplo, el

término alquilo (incluyendo las porciones alquilo del aicoxi) se refiere a un grupo

monovalente derivado de un hidrocarburo saturado de cadena recta o ramificada.

por medio de la eliminacién de un solo atomo que tiene de 1 a 8 atomos de
carbono, con preferencia 1 a 6

arilo - representa un grupo carbociclico que tiene 6 a 14 atomos de
carbono y que tiene por lo menos un anillo bencenocide, donde todos los atomos
de carbono aromatico sustituibles que se encuentran disponibles del grupo
carbociclico son posibles puntos de unioén. lLos grupos arilo preferidos incluyen,
fenilo, 1-naftilo, 2-naftilo e indanilo, y, en especial, felnilo y fenilo sustituido;

aralquilo - representa un grupo funcional que contiene un grupo arilo
enlazado a través de un élquilo inferior;

aralquilo - representa un grupo funcional que contiene un alquilo inferior
enlazado a través de unTgrupo alquilo;

cicloalquilo - representa un anillo carbociclico saturado que tiene de 3 a 8

atomos de carbono, con preferencia 5 ¢ 6, sustituidos en forma opcional.

heteraciclico - representa, ademas de los grupos heteroarilo definidos’

anteriormente, grupos organicos saturados o insaturados que tienen por lo menos
un atomo O, S y/o N interrumpiendo ‘la estructura de anillo carbaciclico que
consiste de un anillo o dos anillos fusionados, en los cuales cada anillo tiene 5, 6
6 7 elementos y puede, o no, tener enlaces dobles que carecen de electrones pi
no localizados, en los cuales la estructura tiene de 2 a 8, con preferenciade 3 a6
atomos de carbono, por ejemplo, 2- & 3-piperidinilo, 2- & 3-piperazinilo, 2- 6 3-
morfolinilo, o 2- 6 3-tiomorfolinilo;

halégeno - representa fldor, cloro, brom'o, y yodo;

heteroarilo - representa un grupo organico ciclico que tiene por fo menos

un atomo O, S y/o N que interrumpe una estructura de anilio carbociclico y que
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008
tiene un numero suficiente de electrones pi no localizados para suministrar
caracter aromatico, donde el grupo heterociclilo aromatico tiene de 2 a 14, con
preferencia 4 6 5 atomos de carbono, por ejemplo, 2-, 3- 0 4-piridilo, 2- 6 3- furilo,
2- o 3-tienilo, 2 4- ¢ 5-tiazolilo, 2- & 4- imidazolilo, 2-, 4- & 5- pirimidinilo, 2-
pirazinilo, 6 3- 6 4-piridazinilo, etc. Los grupos heteroarilo preferidos son 2-, 3-y
4-piridilo; dichos grupos heteroarilo pueden, ademas, estar sustituidos en forma
opcional. En forma adicional, a menos que se defina o contrario, corho se indicé
anteriormente, el término “sustituido o insustituido”, ‘u “‘opcionalmente sustituido”
se refiere al grupo funcional que se sustituye en forma opcional Yy quimicamente
estable con un grupo funcional que pertenece R o R™ Segun se lo utiliza aqui,
el término “prodroga” se refiere a compuestos que son precursores de drogas,
que, luego de la administracion a un paciente, liberan la droga in vivo a través de
algin proceso quimico o fisioldgico (por ejemplo, una prodroga llevada al pH
fisiolégico o a través de la accién enzimatica se convierte en la forma de droga
deseada)..

También se incluyen en la invencién los tautdmeros, rotameros,

g8

a8

enantidmeros y otros isémeros Opticos, como también las prodrogas, de los’

compuestos de la Férmula |, como también sales aceptables para uso
farmacéutico, solvatos y sus derivados. .

Una caracteristica adicional de Ia invencion son las composiciones
farmacéuticas que contienen, como ingredienite activo, un compuesto de la
Férmula | (0 su sal, solvato, o isdbmeros) junto con un vehlculo O excipiente
aceptable para uso farmacéutico.

La invencion también suministra métodos para preparar compuestos de la
Férmula I, como también métodos para el tratamiento de enfermedades Como,
por ejemplo, HCV, SIDA (Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida), y trastornos

relacionados. Los métodos para el tratamiento comprenden |a administracion a
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un paciente que sufre de dicha enfermedad o enfermedades de una cantidad
efectiva terapéuticamente de un compuesto de la Férmula |, o composiciones que

comprenden un compuesto de la Férmula |.

También se describe el uso de un compuesto de la Férmula | para la

fabricacién de un medicamento para el tratamiento de HCV, SIDA y trastornos
relacxonados

También se describe un método para el tratamiento un trastorno asociado
con el virus de la hepatitis C, que comprende la administracion de una cantidad
efectiva de uho 0 mas de los compuestos de la invencién.

También se descr:be un método para modular Ia actividad de la proteasa
del virus de la hepatitis C (HCV), que comprende el contacto de |a proteasa de
HCV con uno o mas de los compuestos de la invencion.

También se describe un método de tratamiento, prevencion o alivio de uno

0 mas sintomas de la hepatitis C, que comprende la administraciéon de una -

cantidad efectiva de uno o mas compuestos de la invencion. La proteasa de HCV -

es la proteasa NS3 o NS4a. Los compuestos de la invencidn inhiben dicha

proteasa. Ademas, modulan el procesamiento del polipéptido del virus de la

hepatitis C (HCV).

Descripcion Detallada de las Realizaciones Prefericas

En una realizacion, la presente invencién describe compuestos de Ia

Formula 1 como inhibidores de |a proteasa HCV, en especial la proteasa serina’

NS3/NS4a de HCV, o uno de sus derivados aceptables para uso farmacéutico, de
los cuales se suministraron las definicionés anteriormente.

Los compuestos representativos de Ia invencién, que muestran excelente
actividad de inhibicion de la proteasa de HCV se describen a continuacién en las

Tablas 1 a 5 junto con su actividad (rangos de valores Ki* en nanomolar, nM).



En las Reivindicaciones se describen en forma adicional varios compue

como también compuestos adicionales.
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stos,

Tabla 1: Compuestos y resuitados del ensayo continuo de la proteasa

de HCV

Compuesto del Ejemplo No.

Rango de Ki*
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Rango Ki*
Categoria A= 1-100 nM; Categoria B= 101-1.000 nM; Categoria C >1.000 nM

del ensayo continuo de HCV:

..

Algunos de [os tipos de Ccompuestos de la invencion y los métodos de

sintetizar varios tipos de los compuestos de la Formula | de la invencién se
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Dependiendo de su estructura, los compuestos de la invencion pueden
formar sales aceptables para uso farmacéutico con acidos organicos o
inorganicos, o bases organicas o inorganicas.  Los ejemplos de acidos
apropiados para dicha formacién de sales son el acido clorhidrico, sulftirico,
fosforico, acético, citrico,' maldnico, salicilico, malico, fumérico,' succinico,
ascorbico, maleico, metansulfénico y otros acidos minerales y carboxilicos,
conocidos por aquellos expertos en el arte. Para la formacién de sales con
bases, las bases apropiadas son, por ejemplo, NaOH, KOH, NH,OH, hidréxido de
tetraalquilamonio, y similares. |

En otra realizacién, esta invencidon  suministra composiciones
farmaceéuticas que comprenden los péptidos de la invencion como ingrediente
activo. Las composiciones farmacéuticas, comprenden, en general de un modo
adicional, un diluyente vehiculo, excipiente o vehjculo aceptable .para uso
farmacéutico (denominado colectivamente aqui como matériales vehiculo).
Debido a su actividad inhibidora de HCV, dichas composiciones farmacéuticas
poseen utilidad en el tratamiento de la hepatitis C y trastornos relacionados.

Aun en otra realizacion, la presente invencién describe métodos para
preparar corhposiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos de la
invencion como ingrediente activo. - En las composiciones farmacéuticas y los
métodos de la presente invencion, los ingredientes activos se administraran,
normalmente, en una mezcla con materiales vehiculos apropiados, seleccionados

de modo apropiado con respecto a la forma de administracion pretendida, es



Ve

94
0627235

decir, comprimidos orales, capsulas (ya sea con relleno solido, con relleno
semisdlido o con relleno liquida), polvos para constitucion, geles orales, elixires,
granulos dispérsables, jarabes, suspensiones, y similares, y son consistentes éon
las préacticas farmacéuticas convencionales. Por ejemplo, para: administracién
oral en la forma de comprimidos o céapsulas, el componente de droga activo
puede combinarse con cualquier vehiculo inerte no téxico de administracién oral
aceptable para uso farmacéutico, como lactosa, almiddn, sacarosa, celulosa,
estearato de magnesio, fosfato de dicalcio, sulfato de calcio, talco, manitol,
alcohol etilico (formas liquidas), y similares. Mas aun, cuando se.deéeen o] se‘
necesiten, se pueden incorporar a la mezcla, ademas, agentes aglutina_ntes,
lubricantes, desintegrantes y agentes colorantes. Los polvos y los comprimidos
pueden estar formados de aproximadamente 5 a aproximadamente 95 por ciento
de la composicién de Ia invencién. Los agiutinantes apropiados incluyen
almidén, gelatina, azucares naturales, edulcorantes de pﬂafz, gomas naturales y
sintéticas como acacia, alginato de sodio, carboximetilcelulosa, polietilenglicol y
ceras. Entre los lubricantes se pueden mencionar, para utilizar en estas formas
de aplicacion de la dosis, acido bérico, benzoato de sodio, acetato de sodio,
cloruro de sodio, y similares. Los desintegrantes incluyen almidén, metilcelulosa,
goma guar y similares.

Los agentes edulcorantes y saborizantes y los conservantes también
pueden incorporarse cuando resulte apropiado.  Algunos de los términos
mencionados anteriormente, es decir, desintegrantes, diluyentes, lubricantes,
aglutinantes y similares, se describen con mas detalle a continuacién.

En forma adicional, las composiciones de la presente invencién pueden
formularse en forma de liberacion prolongada para suministrar la liberacién
controlada de cualquiera de los compbnentes, ya Sea uno o mas, o ingredientes

activos, para optimizar los efectos terapéuticos, es decir, la activicad de
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inhibicion de HCV y similarés_ Las formas apropiadas de aplicacion de la dosis
para la liberacién prolongada incluyen los comprimidos e'n capas que contienen
capas de tasas variables de desin.tegracir’)n o] matrivces poliméricas de liberacidn
controlada impregnadas con los componentes activos y tienen la forma de
'comprimido O capsulas que contienen dichas matrices poliméricas porosas
impregnadas o encapsuladas.

| Las preparaciones de fcrma liquida incluyen soluciones, - suspensiones y
emulsiones. Como ejemplo se pueden mencionar agua o soluciones de agua-
probilenglicol para las inyecciones parenterales o el agregado de edulcorantes y
suavizantes para las soluciones, suspensiones 'y emulsiones orales. . lLas
preparaciones de forma liquida también pueden incluir soluciones para
administracién intranasal.

l.as preparaciones en aerosol apropiadas para inhalacion pueden incluir
§C)lucic>nes y sdlidos en forma de polvo, que pueden encontrarse combinados con
un vehiculo aceptable para uso farmacéutico como gas inerte comprimido, por
ejemplo, nitrégeno.

Para preparar supositorios, primero se mezcla una cera de bajo punto de
fusion, como una mezcla de glicéridos de acido graso como manteca de cacao, y
se dispersa el ingrediente activo en forma homogénea por agitacién o un proceso
de mezclado similar. La mezcla homogénea fundida luego se vierte en moldes de
tamafio conveniente, se los dejz enfriar Y, pOr consiguiente, solidificar.

También se incluyen las preparaciones de forma solida que tienen como
finalidad convertirse, apenas antes de su uso, en preparaciones de forma liquida
tanto para administracién oral como parenteral. Dichas formas liquidas incluyen
las soluciones, suspensiones y emuilsiones.

Los compuestos de la invencién también pueden aplicarse por via

transdérimica. lLas composiciones de aplicacion transdérmica pueden tomar la
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forma de cremas, lociones, aerosoles y/o emulsiones y pueden incluirse
parche transdé}mico del tipo matriz o con reservorio como se conocen en -
para este fin.

Con 'preferencia', el compuesto se administra en forma oral, intraver
subcutanea. .

Con preferencia, la preparacién farmacéutica es una forma de apli
unitaria de la dosis. En dicha forma, la preparacién se subdivide en
unitarias de tamarno apropiado que contienen cantidades apropiadas «
componentes activos, por ejemplo, una cantidad efectiva para lograr el prc
deseado.

La cantidad de composicion éctiva de la invencidon en una dosis unitz
preparacion puede variar, generalmente, o ajustarse, de aproximadamen
miligramo a aproximadamente 1.000 miligramos, con  preferenci
aproximadamente 1,0 miligramos a aproximadamente 950 miligramos, con
preferencia de aproximadamente 1,0 a aproximadamente 500 miligran
tipicamente de aproximadamente 1 a aproximadamente 250 miligramc
acuerdo con la aplicacion en particular. La dosificacion real empleada
variar dependiendo de la edad, el sexo, el peso del paciente y la severidac
condicion que debe tratarse. Dichas técnicas éo'h conocidas ‘para ac
personas con experiencia en el arte.

En general, la forma de dosificacién oral en humanos que contie
ingredientes activos puede administrarse 1 6 2 veces por dia. La cantide
frecuencia de administracion se regularan de acuerdo con el criterio del mé
cargo. Un régimen de dosificacion diaria generalmente recomendado~
variar de aproximadamente 1.0 miligramo a aproximadarnente 1.000 milig
por dia, en dosis Unicas o divididas.

Algunos términos Utiles se describen a continuacion:
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Capsula - Se refiere a un contenedor o recinto especial realizado de
metilcelulosa, alcoholes polivinilicos, o gelatinas desnaturalizadas o almidén para
sostener o contener las composiciones que comprenden los ingredientes activos.
Las capsulas de recubrimiento duro normalmente estan realizadas con mezclas
de gelatinas de piel de cerdo y hueso de resistencia de gel relativamente
elevada. La cépsula en si misma puede contener pequenas cantidades de
colorantes, agentes opacantes, plastificadores y conservantes.

Comprimido - se refiere a una forma de dosificacion sélida comprimida o
moldeada que contiene los ingredientes activos con diluyentes apropiados. El
vcomprimido puede prepararse por compresién de las mezclas o granulaciones
obtenidas por granulacidn hdmeda, granulacién seca o por compactacion. |

 Gel oral - se refiere a los ingredientes activos dispersos o solubilizados en
Una matriz hidrofilica semisélida.

Polvo para constitucién se refiere a mezclas de polvos que contienen los
ingredientes activos y diluyentes apropiados que pueden suspenderse en agua o
jugos.

Diluyente - se refiere a susiancias que usualmente forman la'porcién
mayor de la composicién o forma de dosificacion. Los diluyentes apropiados
incluyen azlcares, como latosa, sacarosa, manitol y sorbitol; almidones derivados
del trigo, el maiz, el arroz y la papa; vy celulosas como 1a celulosa microcristalina.
La cantidad de diluyente en |a compaosicion puede variar de aproximadamente 10
a aproximadamente 90% en peso del total de I1a composicién, con preférencia de
aprokimadamente 25 a aproximadamente 75%, con mayor preferencia de
aproximadamente 30 a aproximadamente 60% en pPeso, aun con mayor
preferencia de aproximadamente 12 a aproximadamente 60%.

Desintegrante - se refiere a materiales agregados a la composicion para

ayudar a romperla (desintegrarla) y liberar los medicamentos. Los desintegrantes
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apropiados incluyen almidones: ‘almidones modificados “solubles en agua fria"
éomo aimidén de carboximetilo sodio; gomas naturales y sintéticas como vaina de
acacia, caraya, guar, tragacanto y agar; derivados de la celulosa, como
metilcelulosa y carboximetilcelulosa sddica; celulosas microcristalinas y celulosas
microcristalinas entrecruzadas como croscarmelosa de sodio; alginatos como
acido alginico y alginato de éodio; arcillas como be'ntonitas; y mezclas
efervescentes. La cantidad de desintegrante en la composicion puede variar de
aproximadamente 2 a aproximadamente 15% en peso de la composicién, con
rnayor preferencia de aproximadamente 4 a aproximadamente 10% en peso.

Aglutinante - Se refiere a sustancias que unen o ‘pegan” los polvos y los
hacen cohesivos mediante la formacion de granulos, sirviendo asi como el
“adhesivo” en |a formulacién.  Los agiutinantes agregan fuerza cohesiva ya
disponible en el diluyente o el agente volumétrico. Los aglutinantes apropiados
incluyen azdcares como sacarosa; almidones derivados del trigo, el maiz, el arroz
y la papa; gomas naturales como acacia, gelatina y tragacanto; derivados de las
algas marinas como Acido alginico, alginato de sodio y alginéto de calcio y

amonio; materiales a base de celulosa como metilcelulosa y carboximetilcelulosa v

-s0dica e hidroxipropiimetilcelulosa;t polivinilpirrolidona; y agentes inorganicos.

como silicato de magnesio y aluminio. La cantidad de aglutinante presente en la

composicién pueds variar de aproximadamente 2 a aproximadamente 20% en

peso de la composicion, con mayor preferencia de aproximadamente 3 a

aproximadamente 10% en peso, aun con mayor preferencia de aproximadamente
3 a aproximadamente 6% en peso.

Lubricante - - se refiere a Una sustancia incorporada a la forma de
dosificacion para permitir que el comprimido, los granulos, etc., luego de
comprimirlos, se liberen del molde o troquel mediante friccion o desgaste

reductor. Los. lubricantes apropiados incluyen estearatos metéalicos como
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estearato de magnesio, estearato de calcio o estearato de potasio; &cido
estearico; ceras de punto de fusion elevado; y lubricantes solubles en agua como
cloruro de sodio, benzoato de sodio, acetato de sodio, oleato de sodio,
polietilenglicoles y d'l-eucina. Los lubricantes se agregan, en general, en el
ultimo paso antes de Ia compresién, ya que deben estar presentes en lIa
superficie de los granulos y entre ellos y las partes de la prensa para
comprimidos. La cantidad de Iubrlcante prespnte en la composicion puede variar
de apro,umadamente 0,2 a aproximadamente 5% en peso de la composicién, con
preferencia de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 2%, con mayor
preferencia de aproximadamente 0,3 a aproximadamente 1,5% en peso.

Deslizante - material que evita la formacidon de tortas y mejora las
caracteristicas de fluidez de las granulaciones, de modo tal que el flujo es suave
y un.iforme. Los deslizantes apropiados incluyen didxido de silicona y talco.” La
cantidad de. deslizante presente en la composicion puede variar de
aproximadamente 0,1% a aproximadamente 5% en peso de la composicion total,
con preferencia de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 2% en peso.

Agentes colorantes - excipientes que suministran coloracién a |a
composicion o forma de aplicacion de la dosis. Dichos excipientes pueden incluir
colorantes de grado alimenticio y colorantes de grado alimen_ticio' adsorbidos en
un adsorbente apropiado como arcilla u éxido de aluminio. La cantidad de
agente colorante puede variar de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 5%
en peso de la composicién, con preferencia de aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 1%.

Biodisponibilidad - se refiere a la tasa y la extension hasta i3 cual la droga
activa o el grupo funcional terapéutico se absorbe en la circulacion sistémica a

partir de una forma de dosificacion administrada, si se compara con un estandar

o control.
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Los métodos convencionales para preparar comprimidos son conocidos.
Dichos métodos incluyen métodos secos como la compresion directa y |a
compresion de la granulacion producida por compactacién, o los métodos
humedos u otros procedimientos especiales. Los métodos convencionales para
realizar otras formas para administracion como, por ejemplo, capsulas,
supositorios y simikares, son conocidos, también, en el arte.

Otra realizacion de la invencién describe el uso de las composiciones
farmacéuticas que se describierbn anteriormente para el tratamiento de
enfermedades como, por ejemplo, la hepatitis C y similares. £ método
comprende la administracion de una cantidad efectiva de la composicién
farmacéutica de la invencién a un paciente que sufre de dicha enfermedad o
enfermedades y que necesite dicho tratamiento.

Auln en otra realizacion, los compuestos de la invencién pueden usarse
para el tratamiento del HCV en humanos en modo de monoterapia o como modo
de tratamiento combinado (por ejemplo, combinacion dual, combinacién mixta,
etc.) como, por ejemplo, en combinacién con agentes anti'virales y/o agentes de
modulacion inmunolégica. Algunos ejemplos de dichos égentes antivirales y/o
moduladores inmunoldgicos incluyen Ribavirin (de Schering-Plough Corporation,
Madison, New Jersey) v Levovirin™ (de ICN Pharmaceuticals, Costa Mesa,
California), VP 50406™ (de Viropharma, Incorporated, Exton, Pennsylvania), ISIS
14803™ (de ISIS Pharmaceuticalg, Carlsbad, California), Heptazyme™ (de
Ribozyme  Pharmaceuticals, Boulder, Colorado) VX497™ (de Vertex
Pharmaceuticals, Cambridge, Massachusetts), Thymosin™ (de SciClone
Pharmaceuticals, San Mateo, California), Maxamine™ (Maxim Pharmacéuticals,
San Diego, California), micofenolato mofetilo (de Hoffman-LaRoche, Nutley, New
Jersey), interferon (como, por ejemplo, interferon-alfa, conjugados de interferon

alfa-PEG) y similares. los ‘conjugados de interferon alfa-PEG” son moléculas de
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interferon alfa adheridas en forma covalente a una molécula de PEG. Los
conjugados de interferon alfa-PEG ilustrativos incluyen interferon alfa-2a
(Roferon™, de Hoffman La-Roche, Nutley, New Jersey) en forma de interferon
alfa-2a pegilado (por ejemplo, comercializado con la marca Pegasys'™), interferon
alfa-2b (Intron™ de Schering-Plough Corporation) en forma de interferén alfa-2b
pegilado (por ejemplo, comercializado con la marca PEG-Intron™), interferon alfa-
2c (Berofor Alpha™ de Boehringer Ingelheim, Ingelheim, Alemania) o interferon
de consenso definido por la determinacion de una secuencia de consenso de
interferon alfa de formacién natural (Infergen™; de Amgen, Thousand Oaks,
California).

Como se indicd anteriormente, la invencion incluye también tautémefos,
rotameros, enantidmeros y otros estereoisémeros de los compuestos de la
invencién.  Asi, como lo puede apreciar una persona con experiencia en el arte,
algunos de los compuestos de la invencion pueden existir en formas isoméricas
apropiadas.  Dichas variaciones se contemplan dentro del alcance de la
invencion.

Otra realizacion de la invencién describe un método para realizar los
compuestos que se describieron aqui. Los compuestos pueden prepararse
mediante varias técnicas conocidas en el arte. Lbs procedimientos ilustrativos
representativos se. definen en los siguientes esquemas de reaccién. Se
comprendera que mientras que los éiguientes esquemas ilustrativos describen la
preparacion - de algunos compuestos representativos de la 'invencién, la
sustitucion apropiada de cualquiera de los amino Acidos, ya sea naturales o no
naturales, producira la formacion de los compuestos deseados sobre la base de
dicha sustitucion.  Dichas variaciones se contemplan dentro del alcance de la

invencion.
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Las abreviaturas que se utilizan en las descripciones de los esquemas, las

preparaciones y los ejemplos que siguen, son:
THF: Tetrahidrofurano:

Dioxane: Dioxano

DMF: N,N-Dimetilformamida

EtOAc: Acetato de etilo

AcOH: Acido acético

HOOBt: 3—hidroxi—1,2,3-benzotriazin—4(3H)-ona
EDCI: clorhidrato de 1—(3-dimetilaminopropiI)~-3—etilcarbodiimida
NMM: N-metiimarfolina '

ADDP: 1,1’-(azodicarbonil)dipiperidina

DEAD: Dietitazodicarboxilato

MeOH: Metana!

EtOH: Etanol. -

Et,O: Eter dietilico

DMSO: Dimetilsulféido

HOBE: N-Hidroxibenzotriazol”

PyBrOP: Hexafluorofosfato de Bromo-tris-pirrolidinofosfonio
DCM: Diclorometano _

DCC: 1,3-diclohexilcarbodiimida

TEMPO: 2,2,6,6-Tetrametil-1-piperidiniloxi
Phg: Fenilglicina ‘

Chg: Ciclohexilglicina

Bn: Bencilo

Bzl: Bencilo

Et: Etilo

Ph: Fenilo
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iBoc: isobutoxicarbonilo

iPr: isopropilo

'Bu o Bu': terbutilo

Boc: terbutoxicarbonilo

Cbz: Benciloxicarbonilo

Cp: Ciclopentildienilo

Ts: p-toluensulfonilo

Me: Metilo

HATU: hexafluorofosfato de O‘~(7-azabenzotriazol—1—il)-1,1,3,3—tetrametiluronio
DMARP: 4-N,N-dimetilaminopiridina

Bop: Benxotriazol—‘l~i|—oxi—tris(dimetitamino)hexaﬂuorofosfato

Esguemas de Preparacion General:
Los siguientes esquemas describen los métodos de sintesis de bloques

formadores de intermediarios:
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Preparacion de los Intermediarios:

Eiemplo de Preparacion 1

Paso A: Compuesto (1.1

OH OH O
H
OH .
BocHN ~ BocHN \"’N\)l\o/\Ph
s 0 e
(1.08) (1.09)

A una solucion agitada del Compuesto (1.08) (3,00 g, 12,0 Mmol (S. L.
Harbeson et al. J.Med.Cem. 37 No. 18 (1994) 2918-2929) en DMF (15 mL) y
CH2Cl; (15 mL) a -20°C se agrego HOOBt (1,97 g, 12,0 mmol), N-metilo morfolino
(4,0 mL, 36,0 mmol) y EDCI (2,79 g, 14,5 mmol) y se agitd durante 10 minutos,
seguido de el agregado de HCI.HzN—GIy-OBn (2,56 g, 13,0 mmol). La solucién
resultante se agité a -20°C durante 2 hrs, se mantuvo refrigerada duraht-e la
noche y luego se concentrd hasta Secar, seguido de la dilucion con EtOAc (150 -
ml.). La solucién de EtOAc luego se lavé dos veces con NaHCO, saturado, H,0,
H3sPO, al 5%, salmuera, se secd en N.280,, se filtro y se- concentrd hasta secar

para dar el Compuesto (1.09) (4,5 g, 94%). LRMS m/z MH+= 395 1.

Paso B: Compuesto (1.1)
OH
OH O ‘ H
BocHN N\/' o > Ph  — . BocHN N\)LOH
0
(1.09)

Una solucion del compuesto (1.09) (7,00 g, 17,8 mmol) en etanol absoluto
(300 mL) se agits a temperatura ambiente en una atmdsfera de hidrogeno en
presencia de Pd-C (300 mg, 10%). El progreso de la reaccion se siguié mediante

TLC
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Luego de 2 h, la mezcla se filtré a través de un tapén de celite y la solucidn
resultante se concentréd al vacio para dar el compuesto (1 1) (5,40 g,
cuantitativo). LRMS m/z MH"= 305 1.

Ejemplo de preparacion 2

Paso A Compuesto (1.3)

OH 1 @ Ph oH  Q

Fh
BocHNP/‘\n/N\)LoH + H?NJ\cooau‘ — BOCHN\/'\H/N Lﬁ*cooau‘
@]

(1.1) : (1.2) (1.3)

Una mezcla del compuesto (1.1) del Ejemplo de preparacion 1, Paso B
anterior (1 eq.), Compuesto (1.2) (de Novabiochem, Catélogo No. 04-12-5147)
(1.03 eq.), HOOBt (1.03 eq.), N-metilomorfoleno (2.2 eq.), y dimetiloformamida
(70 mL/g) se agitdé a -20°C. EDC| (1.04 eq.) se agregé y la reaccién se agito
durante 48 hr. La mezcla de reaccién se vertié en KH,PO4 acuoso al 5 % y se
extrajo con acetato de etilo (2 x). Las fases organicas combinadas se lavaron con
K»CO; acuoso frio al 5%, luego I\H2P04 acuoso al 5%, luego salmuera y la capa
organica se secd en MgSO, anhidro. La mezcla se filtro, luego se evaporo vy el
filtrado se seco al vacio, el residuo se trituréd con Et20-hexano, y se filtro para
dejar el compuesto del titulo (1.3) (86% de rendimiento), CasH3sN;O, (493,60),
espec. de masa (FAB) M+1 = 494 3.

Paso B Compuesto (1.4)
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(1.4)

OH 4 ©O HCI OH H
N B N
BocHN \/U\N \COOBU( — HoN \/U\
5 H o
(1.3)

Ef Compuesto (1.3) del Fjemplo de preparacion 2, Paso A

739
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Ph

)\

cooBsuy

(3,0 g) se tratd

con HCI 4N /dioxano (36 mL) y se agits a temperatura ambiente durante 7 min. La

mezcla se vertid en 1,5 L de hexano frio (5°C) y se agito, luego se lo dejo enfriar

durante 0,5 hr. La mezcla se filtrd por succidn en una atmosfera seca, y el solido

recolectado se seco en forma adicioral para lograr el compuesto del titulo (1.4)
(2,3 g, 88% de rendimiento), C20}431N305_HC,, H1 NMR (DMSO*dG/NaOD) o) 7,38
(mv,.SH), 5,25 (m, 1H), 4,3-4,1 (m, 1H), 3.8 (m, 2H), 3,4-3.3 (m, oscurecido con

D20), 1,7-1,1 (m, 4H), 1,35 (s, 9H), 0,83 (m, 3H).

Eiemplo de preparacién 3

Compuesto (1.5)

0 Ph

O

OH H Q 4
N I
BocHN \)L /RCOOBUI BocHN’])J\'r N Lﬁ)\cooau‘
o

(1.3) . (1.8)

Ei Compuesto (1.3) del Ejemplo de preparacién 2, Paso
esencia, de la misma manera que en el Ejemplo de preparacion
sigue para obtener el Compuesto (1.5).

Eiemplo de preparacion 4

Compuesto (1.6)

A, se tratd en

7, Paso A que
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0 o bh HCI O O Ph

H H
BOCHN;/”\H/N\)LN*COOBJ HZN':HH]/ N\)I\N/‘\COOBUt
H o I
(1.5)

O

El Compuesto (1.5) del Ejemplo de preparacion 3, se tratd en esencia, de
la misma manera que en el Ejemplo de preparacién 2, Paso B, para obtener el
Compuesto (1.6).

Ejemplo de preparacion 5

Paso A Compuesto (2.09)
A RS
[ |
e ?Hg .
BocHN oH BocHN (rN\CHa
o e}
(2.08) (2.09)

A una solucidén de clorhidrato de dimetilamina (1,61 g, 19,7 mmol),

N-Boc-fenilglicina, el Compuesto (2.08) (4,50 g, 17,9 rhmol, Bachem Co. #

- A-2225), HOOBt (3,07 g, 18,8 mmol) y EDCI (4,12 g, 21,5 mmol) en DMF anhidro

(200 mL) y CH,Cl, (150 mL) a -20°C se agregé NMM (5,90 mL, 53,7 'mmol).
Luego de agitarse a esta temperatura durante 30 min., la mezcla de reaccion se
mantuvo en un congelador durante.la noche (18 h). Luego se lo dejo entibiar
hasta lograr la temperatura ambiente, y se agregaron EtOAc (450 mL), salmuera
(100 mL) y HsPO, al 5% (100 mL). Luego de separar las capas, la capa orgénica
se lavdé con H;PO, al 5% (100 mL), solucién de bicarbonato de sodio acuoso
saturado (2 X 150 mL), agua (150 mL), y salmuera (150 mL), se secd (MgS0,),
se filtrd y se concentrd at vacio para obtener el Compuesto (2.09) (4,86 g) como
solido blanco, que se usé sin purificacion adicional.

Paso B3 Compuesto (2.1)
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ﬁ ~
T
CHjy CH,
K‘ R HCI ril
BocHN “CHy HaN “CH;y
O O
(2.09) (2.1)

El Compuesto (2.09) del Ejemplo de preparacion 5, Paso A (4.70 g, en
bruto) se disolvié en HCI 4N (60 mL, 240 mmol) y la solucion resultante se agito a
temperatura ambiente. Se monitoreo el progreso de la reacciéon por medio de
TLC. Luego de 4 h, la solucién se concentrd al vacio para lograr el Compuesto
(2.1) como un sélido blanco que se usd en la proxima reaccién sin purificacion
adicional. LRMS m/z MH"= 179,0.

Eijemplo de preparacion 6

Paso A Compu_esto (2.2)

Ot Ph

o) Ph o
H OH H
. N HCI N
BocHNP/‘\\r Ao . HN" S CONMe, — BOCHNP)\I(,\_/‘LH)\CONM@
¥ o

5 {1.1) (2.1) (2.2)

En esencia, de la misma maneré que en ejemplo de preparacién 2, Paso |
A. sustituyendo el clorhidrato de fenilglicina N, N-dimetilamida en lugar del
clorhidrato del éster t-butilico de fenilglicina, se prepard el Compuesto (2.2)
espec. de masa (FAB) M+1 = 465,3.

Paso B Compuesto (2.3)
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Ph o Ph
OH 9 HCI OH i
N L
BOCHNP/I N\)LﬂkCONMez — HZNP/k”/ \/‘ H/Y\CONMGQ
o o

(2.2) (2.3)

El Compuesto (2.2) de Paso A (1.85 g) se sometid a reaccién con HCI 4N/dioxano
(50 mL) a temperatura émbiente durante 1 hr. La mezcla se evaporé al vacio en
un bafo de agua a 20°C, se trituré en éter isopropilico, se filtrd, y se seco para
obtener el Compuesto (2.3) (1,57 g, 98% de reﬁdimiento), C1sH2sN404. HCI, espec.
de masa (FAB) M+1 = 3653

Ejempio de preparacion 7

Paso A Compuesto (2 4)
Ph Ph
BocHN 4 H OL J\ BocHN i H\i J\
N "CONMe; . BoC N” “CONMe,
O o)
(2.2) (2.4)

Una solucién del compuesto (2.2) del Ejemplo de preparacion 5, Paso A
(2.0 g) en diclorometano (60 mL) se tratd con dimetilsulfoxido (3.0 mL) y acido
2,2-dicloroacético (0,70 mL). La mezcla agitada se enfrid hasta 5°C y luego se
agrego solucién de diciclohexilocarbodiimida 1 M / diclorometano (8,5 mL). El
bario frio se removid y la mezcla se égit() durante 22 hr. Luego se agrego
2-propanol (0,5 mL), y se agité durante 1 hr adicional. La mezcla se filtrd, luego
se lavd con NaOH 0,1 N frio en hielo (50 mL), luego HCI 0,1N frio en hielo (50
mL), luego KH,PO, acuoso al 5%, luego salmuera saturada. La solucion organica
se seco en sulfato de magnesio anhidro, luego se filtré. El filtrado se evaporo, y

S€ sometid a cromatografia en gel de silice, eluyendo con acetato de etilo para



124

obtener el Compuesto (2.3) (1,87 g, 94% de rencimiento), Co3HasN4Qs, espec. de
masa (FAB) M+1 = 463,3.

Paso B Compuesto (2.5)
| Ph MGt Q p © Ph '
Q H
: BocHNP)'\‘rN\)?\N)\CONMe’ — HN N\/LKN/LCONMGQ
H ? b H
(@)
(2.4) {2.5)

15

En esencia, de la misma manera que en ejemplo de preparacién 2, Paso
B, |
se preparo el Compuesto (2.5).

Ejemplo de preparacién 8

Paso A Compuesto (3.1)
OH O -
—.A
™" SCOOMe coz” N Vcoome
(3.01) (3.1)

En un frasco, se combinaron éster metilico de N—Cbz-hidroxiprolina
(provisto por Bachem Biosciences, Incorporated, King of Prussia, Pennsylvania),
el compuesto (3.01) (3,0 g), tolueno (30 mL), y acetato de etilo (30 ‘mL). La
mezcla se agité vigorosamente, y luego se agregd una solucion de NaBr/agua
(1,28 g /5 mL). A esto se | agrego el radical libre
2,2,6,6-tetrametilo-1-piperidenilooxi (TEMPO, 17 mg, de Aldrich Chemicals, -
Milwaukee, Wisconsin). La mezcla agitada se enfrio a 5°C y luegb se agregod a
solucién preparada de oxidante [blanqueador disponible en el mercado, Clorox®
(18 mL), NaHCO; (2,75 q) y agua para formar 40 mL] por goteo durante 0,5 hr. A

esto se agregd 2-propanol (0,2 mL). La fase organica se separo, y la fase acuosa
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se extrajo con acetato de etilo. Se combinaron los extractos organicos, se lavaron
con tiosulfato de sodio al 2%, luego salmuera saturada. La solucion organica se
seco en MgSO, anhidro, se filtrd, and se evapord el filtrado al vacio para dejar a
una goma de color amarillo palido para posteriores reacciones (2,9 g, 97% de
rendimiento), C14HsNOs (277,28), espec. de masa (FAB) M+1 = 278,1.

Paso B Compuesto (3.2)

s

()

i Pe
-——-————_——-——-ﬁ;—-
~NTvco0Me

COOMe Cbz

(3.1) 3.2

EI'Compuesto (3.1) del Paso A anterior (7.8 g) se disolvié en diclorometano
(100 th), y se enfri6 hasta -15°C. A esta mezcla se agregd primero
1,3-propanditiol (3,1 mL), seguido de estearato de trifluoruro recientemente
destilado (3,7 mL). La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 18 h.
Mientras se agitaba vigorosamente, se agregd con cuidado una solucion de
K,COslagua (2 g/30 mL), seguido de NaHCO3 saturado (10 mL). La fase orgénica
se separd de la fase acuosa (pH -7,4), se lavd con ag.ua (10 'mL), ‘luego con
salmuera. La solucién organica se secd en MgSO4 anhidro, se filtré, y se
evapord. El residuo se sometié a cromatografia en gel de silice, eluyendo con
tolueno, luego con un gradiente de hexano-Et,0O (2:3 a 0:1) para obtener un
aceite de color marrén (7,0 g, £68% de rendimiento), C17H21NO482 (367,48), espec.
de masa (FAB) M+1 =368, 1.
Paso C Compuesto (3.3)
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M

S
PUSRESIESS
- COOMe

Chz

; COOMe

Bo«”

Una solucion del compuesto (3.2) de Paso B anterior (45 g) en acetonitrilo
(800 mL) a 20°C se tratd con yodotrimetilsilano recientemente destilado (53 mL)
de una vez. La reaccién se agitd durante 30 min., luego se vertié sobre una
solucién de di-t- butildicarbonato preparada recientemente (107 g), éter etilico
(150 mL), y diisopropiletiloamina (66,5 mL). La mezcla se agitd durante 30 mnn
mas, luego se lavd con hexano (2 x 500 mL). Se agregd acetato de etilo (1000
mL) a la capa de acetonitrilo inferior, y luego la capa se lavé con KH,PO4 acuoso
al 10% (2 x 700 mL), y salmuera. El filtrado se evaporé ai vacio en u_n bafio de
agua a 25°C, se absorbié en acetato de etilo fresco (1000 mL), y se lavd
sucesivamente con HC! 0,1N, NaOH 0,1N, KH,PO4 acuoso al 10%, y salmuera.
La solucion organica se secé en MgSQ, anhidro, se filtrd, y se evapor6 al vacio.
El residuo (66 g) se sometid a cromatografia en gel de silice (2 kg), eluyendo con
' hexano (2 L), luego Et,Ofhexano (55:45, 2 L),.Iuego Et,O (2 L) para obtener una
goma de color naranja que se cristalizé lentamente en reposo (28 g, 69% de
rendimiento), CyaH2NO4S:2 (333,46), espéc. de masa (FAB) M+1 = 334,1.

Paso D Compuesto (3.4)

M M

) .
~COOMe Boe” ¥ TCOOH

Boc”

(3.3) | (3.4)
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Una solucnon del compuesto (3.3) de Paso C anterior (11 g) en dioxano
(150 mL) a 20°C se tratd con LiOH acuoso 1N (47 mL) y se agité durante 30 h. La
mezcla se concentréd al vacio en un bafo de agua a 30°C ha%ta fa mitad del
volumen. El resto se diluyd con agua (300 mL), se extrajo con Et;O (2 x 200 mL)
La fase acuosa se acidificd iasta un pH ~4 con HCI 12 N (3-4 mL), se extrajo
con acetato de etilo, y se lavd con salmuera. La solucién organica se secd en
MgSO4 anhidro, se filtré, vy se evapord al vacio para dejar el Compuesto (3.4) (8,1

g, 78%), C13H21NO4S, (319,44), espec. de masa (FAB) M+1 = 320,1.

Paso £ _ Compuesto (3.5)
M N ! :
BO;ZN()*COOMe na N TcoomMe
(3.3) (3.5)

A una solucion del compuesto (3.3) del Paso C anterior (1 g) en dioxano (5
mL), se agregé solucidn de HCI 4N-dioxano (560 mL). La mezcla se agitd
vigorosamente durante 1 hr. La mezcla se evaporo al vacio en un bario de agua a
25°C. El residuo se trituré con Et20, y se filtré para dejar el compuesto del titulo
(0,76 g, 93% de rendimiento), CoH1sN0,S,. HCI (269,81), espec. ‘de masa (FAB)
M+1 = 234,0.

Ejemplo de preparacion 9

Paso A , Compuesto (3.6)
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1
2 S__S
Sl T
COOMe CbZ/N COOMe
(3.1) (3.6)

Siguiendo Esencialmente el mismo procedimiento que en el Ejemplo de
preparacion 8, Paso B, sustituyendo ditiol etano por ditiol propano, se obtuvo el

compuesto (3.6).

Paso B Compuesto (3.7).
[ ] [
S._S S_S
L. —— <1
~ cpz~ T TcooMe Boc” N\ YCOOMe
s ’ (3.6) (3.7)

Siguiendo Esencialmente el mismo procedimiento que en el Ejemplo de
preparacion 8, Paso C, sustituyendo el compuesto (3.6) por el compuesto (3.2),
se obtuvo el compuesto producto (3. 7)

Paso C Compuesto (3.8)

—-—-——.—___._b_
Bocw VT COOMe N™"~cooH

-~
Boc

(3.7) | (3.8)

Siguiendo Esencialmente el mismo procedimiento que en el Ejemplo de
preparacion 8, Paso D, sustituyendo el compuesto (3.7) por el compuesto (3.3) se

obtuvo el compuesto producto (3.8).



129

Paso D - Compuesio (3.9)

HCI-H

Siguiendo Esencialmente el mismo procedimiento que en el Ejemplo de
preparacion 8, Paso E, sustituyendo el compuesto (3.7) por el compuesto (3.3) se
obtuvo el compuesto producto (3.9).

Ejemplo de preparacién 10

Paso A Compuesto (4.1)

M
@.8) (1.4) oHL O Bh
. er’/ 9/\‘(H N&roau

(4.1)

En esencua de la misma manera que en el Ejemplo de preparacion 2, Paso A, se

preparé el Compuesto (4.1) C33H4sN4O,S, (708, 89).

Paso B Compuesto (4.2)
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[ ]

S S B S-S

OHy 9 OH H
{17 ,’Q’ NJ Nj\n,oau‘ gl‘]/ \)L J\Woau
Boc o H 0o HCI o)
(4.1) (4.2)

En esencia, de la misma manera que en ejemplo de preparacion 2, Paso B,
se preparo el Compuesto.(4.2) espec. de masa (FAB) M+1 = 609,3,

Paso C Compuesto (4.3)

S S
. OHpy 9 en + Iboc-Chg-OH
{17(“ N\,lLNJ\rroeu’ 40
Hel-¢ O. H § (4.9)

S5<8 l Ph
. OHy @
ZNi"/n rN\/u‘NJ\,(OB“l
tboc-Chg’ J 0 H o

En esencia, de la misma manera que en ejemplo de preparacion 2, Paso A, se

prepard el Compuesto (4. 3), C41H81N501082 (708,89), espec. de masa (FAB) M+1
= 709 3.

Paso D Compuesto (4.4)
Ph Ph
OH H
1”/ \)L J\TOB l( HfN\/'L /k'roau
3¢-Chg’ thoc-Chg’
(4.3) . (4.4) .
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En esencia, de la misma manera que en ejemplo de preparacion 7, Paso A,

se preparo el Compuesto (4.4).

Ejemplo_de preparacién 11

Paso A Compuesto (4.5)

OH
Zi + HCE H,N \)‘\ )\COOBU

COOH
(1.4)

(3.4)
‘;(‘\( OBu(

(4.5)

En esencia, de la misma manera que en ejemplo de preparacién 2, Paso
A, se preparé el Compuesto (4.5).

Paso B. Compuesto (4.6)

g ' g

S
Ph QO Ph
OH H e - H OHy ‘
H J\WOBut N N N\JLN/erOBu'
Boc’ le) . HCIHH o O H o
O
(4-5) (4.6)

En esencia, de la misma manera que en el Ejemplo de preparacién 2,

Paso B, se prepard Compuesto (4.6).

Paso C. Compuesto (4.7)
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S
Ph

S
OH 1y @
Z( Y N J\n,oeu' + Iboc-Chg-OH -
N - N
HCIL H o H

3 o] {4.9)

(4.8)
S5<8 Ph
OH o
{:3\1 N N\)LN’Hroeu‘
ihoc-Chg” (;[/ o H ¢
(4.7)

El Compuesto (4.9) del Ejemplo de preparacion 12, se sometio a reaccion
con el Compuesto (4.6) de Paso B anterior, en esencia, de la misma manera que

en Ejemplo de preparacién 2, Paso A, para obtener el Compuésto (4.7).

_ Paso D, Compuesto (4.8)

( L | @S
n $Hw Cl)\ i / T ou Q6
L H
N ]/N N NN OBU L N L'rN\)LNJm,oau'
tboc-Chg " O H o Iboc-Chg” o O H §
4.7)

-(4.8)

En esencia, de la misma manera que en Ejemplo de preparacion 7, Paso
A, se preparé el Compuesto (4.8).

Ejemplo de preparacisén 12

Compuesto (4.9)

BUOCOCI + H-Chg-OH  ——=  Iboc-Chg=OH

(4.01) (4.02) (4.9)
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Una solucién de L-ciclohexilglicina (4.02) (1.0 eq.), dimetiloformamida (20
mL/g), y diisopropiletilamina (1.1 €q.) a 5°C se trata con cloroformiato de isobutilo
(4.01) (1.1 eq.). Se remueve el bafo frio vy se agitd durante 6 hr. La mezcla de
reaccion se vierte sobre KH,PO, acuoso al 5% y se extrajo con acetato de etilo
(2 x). Las fases organicas combinadas se lavan con KyCOQ; acuoso frio al 5%,
luego KH,PO, acuoso al 5%, luego salmuera, Y se secan los organicos en MgSO,
anhidro. La mezcla se filtro, el filtrado se evapord al vacio, el residuo se sometié
a cromatografia de ser necesario o se triturd el residuo con Et,0O-hexano, y se
filtrd para dejar el compuésto del titqlo (4.9), Cy3H13NO, (257,33).

Ejemplo de preparacion 13

Compuesto (13.1)

-BuOQCOC! + H-Thr(Bzl)-OH —sm lboc-Thr(Bzl»-0OH
(4.01)" (13.02) (13.1)

En e'sencia, de la misma manera que en Ejemplo de preparacion 12, sustituyendo
la L-O-bencilotreonina (13.02) (\Wang et al, J. Cem. Soc., Perken Trahs. 1, (1997)
No. 5, 621-624.) por L—ciclohexilogl‘iciﬁa (4.02) se prepara Compuesto (13.1)
C16H23NOs (309,36), espec. de masa (FAB) M+1 = 310,2.

P

-templo de preparacion 14

() | ()
S5<8 O H © Ph S5<3 O] H Q@ Ph
<1n/ﬁ ' N\)LNJgn,oeu‘ — {1{“ N\/ILNJ\KOH
thoc-Chg’ I O H o Iboc-Chg’ i e} H o
(4.8) (5.1)

El Compuesto (4.8) del Ejemplo de preparacion 11, Paso D (1.0 g) se

sometid a reaccidn con una solucion de &cido trifluoroacético anhidro
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-diclorometano (1:1, 50 mL) durante 2 hr. La solucidn se diluyd con xiloano (100
mL) y se evaporé al vacio. El residuo se triturd con Et;0, y se filtrd para dejar el
compuesto del titulo (5.1) (0.9 g), Ca7Hs3NsOseS, (775.98), espec. de masa (FAB)
M+1 =776,5.

Paso B Compuesto (5.2)

?j\( 'er ngH,
lboc-Chg \.T,/ Iboc-Chg’ H

(5 1) (5.2)

En esencia, de la misma manera que en Ejemplo de preparacion 2, Paso
A, Compuesto (5.1) se ‘sometié a reaccion con amonia (solucidn de 1,4-dioxano
O 5 M), para obtener el compuesto del titulo (5.2) C37H54N60882 (774,99), espec.
de masa (FAB) M+1 = 7754,

Ejemplo de prepararién 15

Ph '
Zl‘/ Lﬂ'LI\JL J ?j\”/ o NM"z
Iboc-Chg’ lbog-Chg”

(5.3)

Una mezcla del compuesto (5:1) del Ejémp!o de preparacidon 14, Paso A
(0.15 g), N,N-dimetilamina (0,12 mL de soluciéon de THF 2M), dimetiloformamida
(10 mL), y reactivo de acoplamiento PyBrOP (0,11 g) se enfrié hasta 5°C, luego
se agregd diisopropiletilamina (DIEA o DIPEA, 0,12 mL). La mezcla se agitd fria
durante 1 min_, luego se agitd a temperatura ambiente durante 6 hr. La mezcla de

reaccion se vertié en HsPO acuoso al 5% (50 mL se extrajo con acetato de
3 4 y . J
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etilo (2 x). Las fases organicas combinadas se lavaron con colld K,CO; acuoso al
5%, luego KH,PO, acuoso al 5%, luego salmuera. La solucion organica se seco
en MgSO0,, se filtrd, y se evapord al vacio. El residuo se sometié a cromatografia
en gel de silice, eluyendo con MeOH-CH,Cl, para obtener ef compuesto del titulo
(5.3), CaelssNs05S, (803,05), espec. de masa (FAB) M+1 =803 ,5.

Eiemplo de preparacién 16

Paso A Compuesto (6.2)
HC H
1b0C-Chg-OH  ———in
» OCHph  +  Iboc-Chg Y;K(oc»{zph
o} oo Chg”™ S
6.1) ' 4.9) (6.2)

En esencia, de la misma manera que en"Ejemplo de preparacion 2, Paso A,
Compuesto (6.1) el clorhidrato de éster bencilico de hidroxiprolina se sometié a
reaccion con el Compuesto (4.9) del Ejemplo de preparacion 12, para obtener el
compuesto del titulo (6.2),' Ca2sH3sN.05 (460,56), espec. de masa (FAB) M+1 =
461,2.

Paso B Compuesto (6.3)
o
%ocmzwn ' mocwph
boc-Chg™ 3 tboc~Chg~ &
(6.2) (6.3)

En esencia, de la misma manera que en Ejemplo de preparacion 8, se

prepard el Compuesto (6.3), CasMHasN,04 (458,55), espec. de masa (FAB) M+1 =
459,2.
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Paso C Compuesto (6.4)
0 : o
—
Z;\,OCHZPh Z’:H,OH
boc—~Chyg” 5 tboc-Chg” O
(6.3) (6.4)

Una mezcla del compuesto (6.3) de Paso B (1 g), Pd/C al 10% (0,05 g,y
EtOH (100 mL) se agité en 1 étm. H. durante 6 hr. La mezcla se filtro, y se
evapord hasta secar al vacio para dejar el compuesto del titulo (6.4) (0,77 g),
C1sH26N206 (368,42) espec. de masa (FAB) M+1 = 369,2.

Ejemplo de preparacion 17

Paso A Compuesto (7.1)
o} o .
HC! H
e isa g S
Iboe-Chg o ‘
© (2.3) \
(6.4) Q
OH gy Q@ Bn
H n L T
N N N7 “CoNMe,
lboc-Chg o) H .

(7.1)

El Compuesto (6.4) del Ejemplo de preparacion 16, Paso C, se sometio a
reacciéon con el Compuesto (2.3) del Ejemplo de preparacion 6, Paso B, en,
esencnalmente la misma manera que en Ejemplo de preparacion 2, Paso A, para

obtener el Compuesto (7.1), Cagt 154N509 (714,85), espec. de masa (FAB) M+1 =
715,9.

Paso B Compuesto (7.2)
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OH H o OH 1 OL
r C o2 N\/‘ CONMe
lboc- Chg . 2
lboc: Ch

(7'1) (7.2)

El Compuesto (7.1) se sometié a reaccion en esen'cia de la misma manera
que en el Ejemplo de preparacion 7, Paso A para obtener el Compuesto (7.2),

C3GH52N509 (712,83), espec. de masa (FAB) M+1 = 713,5.

Paso C Compuesto (7.3)
q{ Ph ' |
N\)k "%
ONM
Iboc-Chg” PJ T © il ln/ Ln/N\)LN’!\cor\uvle
72 lboc-Chg H ?
' (7.3)

El Compuesto (7.2) de Paso B anterior, se sometié a reaccién en esencia,
de la misma manera que en Ejemplo de preparacion 8, Paso B, con
1,4-butanditiol, para el compuesto del titulo (7.3), CaoHeoNeOsS, (817.07), espec.
de masa (FAB) M+1 = 817 5.

Usando los procedimientos rﬁencionados anteriormente, se prepararon los
compuestos que se presentan en la Tabla 2 anexa. Como nota general para
todas las Tablas que se anexan a la presente, como también a los Ejemplos y
Esquemas de esta rmamoria descriptiva, cualquier dtomo de nitrégeno de extremo
abierto con valencia no completa en las estructuras quimicas en los Ejemplos y
las Tablas se refiere a NH, o en el caso de un nitrégeno termina, -NH,. De un

modo similar, cualquier dtomo de oxigeno de extremo abierto con valencia no
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completa en las estructuras quimicas en los Ejemplos y las Tablas, se refiere a -

OH.

Sintesis de la Fase Sélida:

Procedimiento General para las reacciones de acoplamiento de la fase

solida

La sintesis se realizd en un recipiente para reaccion que se construyd con
un cartucho para jeringa de polipropileno adaptado con un frito de polipropileno
en la parte inferior. Los aminoacidos protegidos por Fmol se écoplaron mediante
técﬁicas estandar de fase soélida. Cada recipiente de reaccidn se cargo con 100
mg de resina inicial Fmoc-Sieber (aproximadamente 0,03 mmol). La resina se
lavd con porciones de 2 mL de DMF (2 veces). EI grupo. protector Fmoc se
removié mediante tratamiento con 2 mL de una solucién al 20% v/v de piperidina
en DMF durante 20 minutos. La resina se lavo con porciones de 2 mL de DMF (4
veces). E| acoplarﬁieﬁto se realizé en DMF (2 mL), con el uso de 0,1 mmol de
Fmoc-amino  &cido, 0,1 mmol ‘de HATU [hexafluorofosfato  de O-(7-
azabenzotriazol-1—il)—1,1,3,3-tetrametiluronio] y 0,2 mmbl de DIPEA (N,N-
diisopropiletilamina). Luego de agitar durante 2 h, se drend el recipiente dé la
reaccion y la resina se lavd con porciones de 2 mL de DMF (4 veces). Elciclo de
acoplamiento se repitio con el siguiente Fmoc-amind acido o grupo protector.

Procedimiento general para oxidacién de Dess-Martin en fase sélida

- Esta sintesis se condujo en un recipiente para reaccién que se construyo
con un cartucho para jeringa de polipropileno adaptado con un frito de
polipropileno en Ia parte inferior. Se tratd el compuesto de hidroxi unido a la
resina (aproximadamente 0,03 mmol) con una solucion de 0,12 mmol de
periodinona de Dess-Martin y 0,12 mmol de t-BuOH en 2 mL de DCM durante 4 h.

La resina se lavé con porciones de 2 mL de una solucién al 20% v/v de iPrOH en
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DCM, THF, una solucion al 50% v/v de THF en agua (4 veces), THF (4 veces) y
DCM (4 veces). |

Ejemplo de Preparacion 18

Preparacion de N-Fmoc-2', 3'-dimetoxifenilglicina Compuesto (901)

5

10}

§\-NH HO

KCNL (NHNC Qs ,
HO : ’ HN 2N
¢ E1OR acuoso o NaOH acu HaN O
o i 2 ———
OMe =
OMe OMe OMe
901A ’ OMe OMe
‘ %018 $81C

FmocOSu
- NapCO; acuoso

HO
FmocHN 0
. “OMe
' OMe
9201

A una solucién de cianuro de potasio (1,465 g, 22,5 mmol) y carbo.nato de
amonio (5,045 g, 52,5 mmol) en agua (15 mL) se agregé una solucién de 2,3~
dimetoxibenzaldehido $01A (2,5 g, 15 mmol) en etanol (15 mlL). La mezcla de
reaccion se calentd a 40°C durante 24 horas. E! volumen de la solucién se redujo
hasta 10 le por evaporacion con presion reducida. Se agrego acido clorhidrico
concentrado (15 mL) y el compuesto 901B se obtuvo como un precipitado blanco.
El compuesto 9018 se aislo por filtracion (2,2 g, 9,3 mmol). El compuesto 9018
se disolvid en solucién acuosa de hi‘dréxido de sodio al 10% p/p (15 mL) y la
solucidn resultante se calentéd a reflujo durante 24 horas. Se agregd acido

clorhidrico y el pH se ajustd hasta neutro (pH 7). La solucion resultante, que
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contenia el compuesto 901C, se evapord con presién reducida. El residuo se
disolvié en solucién acuosa de bicarbonato de sodio al 5% p/p (150 mL). |

La solucion se enfrié hasta alcanzar los 0°C en un-baﬁo de hielo y se agreg6 1,4-
dioxano (30 mL) y una solucion de carbonato de 9-fluorenilmetil succinimidilo (2,7
9, 8 mmol) en 1,4-dioxano (30 mL) a 0°C. La mezcla de reaccidn se dejo entibiar
“hasta alcanzar la temperatura ambiente y se agito a temperatura ambiente
durante 24 horas. EJ 1,4-dioxano se evapord con presién reducida. La solucion
acuosa se lavo con éter dietilico. Se agregé acido clorhidrico concentrado v se
ajusto el pH hasta ser acido (pH 1). Se agregd acetato de etilo y se lavé la fase
organica con agua y salmuera. Se secd la fase orga’nicalen sulfato de sodio
énhidro. Se evapord el solvente bajo presién reducida para lograr el compuésto
deseado 901 como un sélido espumoso de color blanco (3,44 g, 7,9 mmol). MS

" (LCMS-Electrospray) 434,1 MH".

Eiemplo de nreparacién 19

Compuesto (801)

N, —k~ H

FmocHN OH FmocHN CMe FraocHN
O o] ‘ s
801A 8018 801C
O
———e L .
FmocHN = FmocHN OH
OH (]3]
801D 301

‘A una solucion de N-Fmoc-fenilalanina 801A (5 9. 12,9 mmol) en DCM anhidro
(22 mL) enfriada a -30°C en un bafo de acetona-hielo seco se agrego N-

metilpirrolidina (1,96 mL, 16,1 mmel) y clorcformiato de metilo (1,2 mL, 15,5

1
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mmol) en forma secuencial. La mezcla de reaccion se agitd a -30°C durante 1 h y
se agregd una solucion de clorhidrato de N,O-dimetilhidroxilamina (1,51 g, 155
mol) y N-metilpirrolidina (1,96 mL, 16,1 mmol) en DCM anhidro (8 mL). Se dejé
entibiar la mezcla de reaccion hasta Ia temperatura ambiente y sé agité a
temperatura ambiente durante la noche, Se agregd tolueno y se lavo la fase
organica con acido clorhidrico diluido, solucion acuosa de bicarbonato de sodio y
salmuera. La fase organica se secé en sulfato de sodio anhidro. E| solvente se
evapord con presion reducida para lograr el compuesto 8018 (4 g, 9,29 mmol).

A una solucién de Red-A| (6,28 mL, 21,4 mmol) en tolueno anhidro (8 mL)
enfriada hasta -20°C en un. bario de acetona-hielo seco se le agregd una solucién
del compuesto 8018 (4 g, 9,29 mmol) en tolueno anhidro (12 mL). La mezcla de
reaccion se agité a -20°C durante 1,5 h. Se lavé la fase organica con acido
clorhidrico diluido, solution acuosa de bicarbonato de sodio y salmuera. La fase
organica se secd en sulfato de sodio anhidro. Se evaporé el solvente con
presion reducida Y se usé el producto bruto 801C en Ia siguiente reaccién sin
purificacion adicional. | |

A una solucion del compuesto 801C (aproximadamente, 9,29 mmol) en
hexano (15 mL) se agregd una soluci6n de cianuro de potasio (24 mg, 0,37 mmoil)
Yy yoduro ditetrabutilamonio (34 mg, 0,092 mmol) en égua (4 mL) y cianohidrina de
acetona (1,27 mL, 13,9 mmol) en forma secuencial. La mezcla de reaccion se
agitd a temperatura ambiente durante 24 h.v Se agregd acetato de etilo y se lavé
la fase organica con agua y salmuera. I3 fase organica se secd en sulfato de
sodio anhidro. El solvente se evapord con presidn reducida para obtener el
compﬁlesto 801D (2,4 g, 6,03 mmol).

A una sochién del compuesto 801D (2,4 g, 6,03 mmol) en 1,4-dioxano (11
mL) se agregé acido clorhidrico concentrado (11 mL). La mezcla de reaccién se

calentd a 80°C durante 3 h. Se agregé acetato de etilo (25 mL) y agua (25 mL).
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La fase organica se lavo con salmuera y se secd en sulfato de sodio anhidro. E|
solvente se evaporé con presion reducida para obtener el compuesto deseado
801 como un sdlido €Spumoso de color blanco (2 g. 48 mmol). MS (LCMS-

Electrospray) 418,1 MH
Esquema 8
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144

0072755

)
N

zT
zT

NH,

I

Z
-
O
o
Iz
C

e}
CH,

O
0]
O”h

(3014)

Los compuestos ligados con resina 304 B, 301C, 301D, 301E, 301F y 301G
se prepararon de acuerdo con el procedimiento general para las reacciones de
acoplamiento de fase sélida comenzando con 100 mg de resina Fmoc-Sieber
(0,03 mmol). EI compuesto ligado con resina 301G se oxido al compuesto ligado
con resina 301H de acuerdo con el procedimiento general'para oxidacién qe
Dess-Martin de fase sélida. Ej compuesto ligado con resina 301H se tratd con 4
mL de una solucion de TFA al 2% viv en DCM durante 5 min. EI filtrado se
agregé a 1 mL de AcOH y la solucién se concentrd por centrifugado al vacio para
suministrar el compuesto 301J (0,0069 g, 29% de rendimiento). MS (LCMS-
Electrospray) 771,2 MH*. '

Mediante el uso de las técnicas de sintesis en fase sélida detallados
anteriormente, y los siguientes grupos funcionales para las diferentes
funcionalidades en el Compuesto de la Férmula 1, se prepararoh los compuestos
de la Tabla 3:

-W-:

2

Y-W-:
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Tabia 3. Compuestos preparados mediante Sintesis de Fase Soélida
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Se prepararon compuestos adicionales y sus rangos de actividad (Ki*) se
suministran en las Tablas 4 y 5 que se anexan. El procedimiento utilizado para
preparar los bompuestos en las Tablas 4 y 5 se define a continuacion.

1) Sintesis de los intermediarios para los compuestos de las Tablas 4 vy 5:

Ejemplo I. Sintesis de éster metilico de 4,4-dimetil prolina (H-Pro(4,4-diMe)-OMe)
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HCEHN
OMe

Paso 1. Sintesis de terbutil N-tert-butoxicarbonil-4-metil-L-piroglutamato

(Boc-PiroGlu 4-meti))-OtBu):

SRS W — X‘ik '

- A una soIQéién de N-tert-butoxicarbonil-piroglutamato de terbutilo (11,5 g,‘
40 mmol) en THF (200 mL) bajo agitacién a -78 °C, se agregd una solucién 1M de
hexametildisilazida de litio en THF (42 mL, 42 mmol) por goteo durante 5 minutos.
Luego de 30 minutos, se agregd metilioduro (3,11 mL, 50 mmol). Luego de un
adicional de 2 horas a -78 °C, el bano de frio se removid y se agregd cloruro de |
‘ ’ amonio acuoso saturado al 50% (200 mL). La solucidén se agité durante 20
minutos, luego se extrajo con éter (3 x 200 mL). Las Capas organicas combinadas
se lavaron con salmuera (200 mL), se secaron (Na,SO,), se filtraron y se
concentraron. El . residuo se sometid a cromatografia con 1:1 acetato de
etilo/hexanos para dar Boc-PiroGlu(4-metil)OtBu (10,6 gramos, 35,4 mmol, 88%)
como una mezcla de isbmeros (2:1 cis a trans).
Paso 2. Sintesis de N-tert-butoxicarbonil-4,4-dimetil-L-piroglutamato de terbutilo

(Boc-PirooGlu(4.4-dimetil)-OiBu):




R

| 2

A una solucion de N-tert-butoxicarbonil-4-metil-L-piroglutamato de terbutiio
(12 g, 4,0 mmol) en tetrahidrofurano (20 mL) bajo agitacién a -78 °C, se agregd

una solucion 1M de hexametildisilazida de litio en tetrahidrofurano (4,4 mL, 4,4

.mmol) por goteo durante 5 minutos. Luego de 30 minutos, se agregd metilioduro

(0,33 mL, 5,2 mmol). Luego de un adicional de 3 horas a -78 °C, el bafo de frio
se removio y se agrego cloruro de amonio acuoso saturado' al 50% (40 m‘L)‘ La
solucidon se agitd durante 20 minutos,. luego se extrajo con éter (2 x 50 mL). Las
Capas organicas combinadas se lavaron con agua (2 x 25 mL), bicarbonato de
sadio saturédo (2 X 25 mL), salmuera (50 mL), se secaron (NaZSO4), se filtraron y -
se concentraron para dar BocPiroGlu(4,4-dimetil)-OtBu (0,673 g, 54%).

Paso 3 Sintesis de N-tert-butoxicarbonil-4.4-dimetilprolina de terbutilo

(BocPro 4.4-dimetil -OtBu)

>r°*(q ﬁ—Ok__DXW: ) 0/l<

Modificacion del procedimiento conocido: Pedregal, C.; Ezquerra, J.;
Escribano, A.; Carreno, M. C.; Garcia Ruano, J. L. Tetrahedron Letters 1994,

35(13), 2053-2058).
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A urna soluciér. de N—tert-butoxicarboniI—4_,4-dimetilbiroglutamato. de
terbutilo (2,0 mmol) en tetrahidrofurano (5 mL) bajo agitacién a -78 ‘5C, se agregd
una solucion 1M de trietilborohidruro de litio en tetrahidrofurano (2,4 mL, 2,4
mmol) por goteo durante 5 minutos. Luego de 30 minutos, el baAo de frio se
removio y se agrego bicarbonato de sodio acuoso saturado (5 mL). La mezcla de
reaccion se sumergié en un bafo de hielo/agua y se agrego peréoxido de
hidrégeno acuoso al 30% (10 gotas). La solucion se agitd durante 20 minutos a
0°C, luego la mezcla de reaccién se concentrd al vacio para remover el
tetrahidrofurano. La solucion acuosa se diluyé con ﬂgua (10 mL) y se extrajo con
- dlclorometano (3 x 40 mL). Las capas organicas se secaron (Na;S0,), se filtraron
''''' y se Concentraron El residuo se disclvié en diclorometano (20 mL) y trletllsnano
(310 pL, 2,0 mmol), luego se enfrié hasta -78 °C y se agregd por goteo
dietiletearato de trifluoruro de boro (270 pL, 2,13 mmol). Se continud agitando
durante 30 minutos, momento en el cual se agregaron ftrietilsilano adiciohal (310
HL, 2,0 mmol) y dietiletearato de trifluoruro de boro (270 L, 2,13 mmol). Luego
de bajo agitacién a -78 °C durante un adicional de dos hbras., el bafo de frio se
removid y se agregd bicarbonato de sodio acuoso saturado (4 mL). Luego de 5
minutos la mezcla se extrajo con diclorometano (3 x 40 mL). Las capas organicas
S€ secaron (Na,SQ,), se filtraron y se concentraron para dar
o~ Boc-Pro(4,4-dimetil)-OtBu. | |
Paso 4. Sintesis de 4.4-dimetilprolina H-Pro 4.4-dimetil)-OH):

v L
>° gf"k“ﬁ“
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Una solucién de N—tert—butoxicarbonil-4,4-dimetilprolina de terbutilo en
diclorometano (5 mL) y trifluoroacético (5 mL) se agité a temperatura ambiente
durante cinco horas. La solucion se concentrd, se secd en vacio extremo y se
llevd hasta el paso. siguiente sin purificacion adicional.

Paso 5. Sintesis _de N-tert-butoxicarbonil 4.4-dimetilprolina (Boc—Pro(4.4-

dim:etil)—OH);

H

—— i
7/ 1
H o _O0—~( Q i
: ®) O o

4
'

- A una solucidn de sal trifluoroacética de 4,4—dimet_ilprolina (1,5 mmol) en
dioxano (7 mL), acetonitrilo (12 mL) y diisopropiletilamina (700 L, 4 mmol) sé
agregd una solucién de di-terbutil-dicarbonato (475 rhg, 2,18 mmol) er;
‘acetomtrllo (6 mL). Luego de agitar durante 12 horas a temperatura ambiente la
solucnon se concentré al vacio, se disolvid en bicarbonato de sodio acuoso
saturado (50 mL) y se lavd con éter dietilico (3 x 40 mL). La capa acuosa se
acidifico hasta pH=3 con acido citrico, luego se extrajo con diclorometano (3 x 40
mL). Las capas organicas combinadas se secaron en sulfato de sodio se flltraron -
Yy se concentraron.
Paso 6. Sintesis de sal de clorhidrato del éster metilico de 4.4—dimetilprolina;

(HCI-HPro 4.4-dimetil)-OMe):
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HCIPHN
) \< OH - OMe
o & Y

A una solucion de Boc-Pro(4,4-diMe)-OH (0,5 g, 2,06 mmol) en metanol
anhi.dro (8 mi) se agregd por goteo tionilcloruro (448 1, 6,18 mmol) y la reaccién
se agité durante seis horas a temperatura ambiente. La mezcla de reacciéon se

concentrd hasta obtener un sélido amorfo (377 mg, 85%).

Ejemplo Il. Procedimiento General para la sintesis de N-terbutoxicarbonil-4-alquil-

4-metil—prolina:v

En los siguientes pasos 1-4 se sintetizaron los compuestos en los cuales en

grupo R es alilo y bencilo

Paso 1. Sintesis d_e N—tert—butoxicarbonil—4—alquil—4—metiI—L-piroqlutamato de

terbutilo:
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A una solucién de N-tert-butoxicarbonil-4-metil-L-piroglutamato de terbutilo
(10,2 g, mmol) (Ver el ejemplo I, paso 1) en tetrahidrofurano (170 mL) bajo
agitacion a -78 °C, se agreg6 una solucién 1M de hexametildisilazida de litio en
tetrahidrofurano (37,5 mL, 37,5 mmol) por goteo durante 5 minutos. Luego de 40
minutos, alquil haluro (61.4 mmol) se agrego. lLuego de un adicional de 3 horas a
-78 °C, el bafio de frio se removié y cloruro de amonio acuoso saturado al 50%
(200 mL) se agregd. La solucién 'se agitd durante 20 minutos, luego se extrajo
con éter (2 x 200 mlL). Las capas organicas combinadas se diluyeron con
hexanos (150 mL) y se lavd con bicarbonato de sodio saturado (100 mL), agua (2
x 100 mL) y salmuera (100 mL), se secaron (NaZSO4), se filtraron y se
concentraron. El residuo se sometié a cromatografia flash con el uso de acetato
de etilo en hexanos al 20% para dar el N-
tert-butoxicarbonil-4-alquil-4-metil-L-piroglutamato de terbutilo pufo.

Paso 2. Sintesis de N-tert-butoxicarbonil-4-alquil-4-metilprolina de terbutilo:

Modificacion del procedimiento conocido: Pedregal, C.; Ezquerra, J.:
Escribano, A.; Carreno, M. C.; Garcia Ruano, J. L. Tetrahedron Letters (1994)
35(13), 2053-2056).
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A una solucion de N-tert-butoxicarbonil-4-alquil-4metilpiroglutamato de terbutito
(16,6 mmol) en tetrahidrofurano (40 mL) bajo agitécién a -78 °C, se agregd una
solucién 1M de trietilborohidruro de litio en tetrahidrofurano (20 mL, 20 mmol) por
goteo durante 10 minutos. Luego de 120 minutos, el bafio de frio se dej6 entibiar
' hasta -25 °C cuando se agregd bicarbonato de sodio acuoso saturado (40 mL):
lLa mezcla de reaccion se sumergié en un bafno de hielo/agua y se agregd
peréxido de hidrégeno acuoso al 30% (4 mL). La solucion se égité durante 10
minutos a 0°C, luego la mezcla de reaccidon se concentrd al vacio para remover el
tetrahidrofurano. La solucién acuosa se diluyd con égua (300 mlL) y se extrajo

con diclorometano (3 x 200 mL). Las capas organicas se secaron (sulfato de

sodio), se filtraron y se concentraron. El residuo se disolvié en diclorometano

(100 mL) y trietilsilano (2,6 mL, mmol), luego se enfrié hasta -78 °C y' se agregdb
por goteo dietiletearato de trifluoruro de boro (2,2 mL, mmol). Se continué la
agitacion durante 1 hora, cuando se agregaron trietilsilano adicional (2,6 mi,
mmol) y dietiletearato de trifluoruro de boro (2,2 mL, mmol). Luego de bajo
agitacion a -78°C durante un adicional de 4 horas, el bario de frio se removio y se
agregaron bicarbonato de sodio acuoso saturado (30 mL) y agua (150 mL)
Luego de 5 minutos la mezcla se extrajo con diclorometano (3 x 200 mL). Las
capas organicas se secaron (Na,SOy,), se filtraron y se concentraron.

Paso 3. Sintesis de 4-alquil-4-metilprolina:
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Una solucidn de terbutil N-tert-butoxicarbonil-4-alquil-4-metilprofina en
diclorometano (5 mL) y trifluoroacético (5 mL) se agité a temperatura ambiente
durante 5 horas. Se agreg6 tolueno y la solucion ‘'se concentréd y luego se secé en

vacio extremo.

Paso 4. Sintesis de N-tert-butoxicarbonil 4-alquii-4-metilprolina:

R, Me

A una soluciéon de sal trifluoroacética de 4-alquil-4-metilprolina (1,5 mmol)
en dioxano (7 mL), acetonitrilo (12 mL) y diisopropiletilamina (700 ul, 4 mmol) se
agregd una solucidn de di-terbutil-dicarbonato (475 mg, 2,18 mmol) en
acetonitrilo (5 mL). Luego de agitar durante 12 horas a temperatura ambiente la
solucion se-concentrd al vacio, se disolvid en bicarbonato de sodio acuoso
saturado (50 mL) y se lavd con éter dietilico (3 x 40 mL). La capa acuosa se

acidificd hasta pH=3 con &acido clorhidrico 1N, luego se extrajo con diclorometano

" (3 x40 mL). Las capas orgénicas combinadas se secaron (Na;S0O,), se filtraron y

se concentraron. El residuo se purificé por cromatografia flash mediante el uso de

- 1:1 acetato de etilo/hexanos con acido acético al 1%.
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Eiemplo 11, Sintesis de N-tert-butoxicarbonil 4-propil-4-metilprolina:

7Me

Una solucién de N-tertbutoxicarbonil-4-alil-4-metilprolina (400 mg, 1.48
mmol) (ver Ejemplo Il Paso 4) y Pd al 10% en carbono (400 mg) en metanol (20

mL.) se hidrogend a 50 psi durante 4 horas. La mezcla se filtré y se concentro.

Eiemplo IV. Sintesis de Boc-4-ciclohexilprolina:

o C
o

Una solucién de la Boc-4-fenilprolina (750 mg) y Rh al 5% en carbono (750

mg) en metanol (15 mL) se hidrogend a 50 psi durante 24 horas. La mezcla se

filtrd y se concentrd para dar 730 mg de producto.

Ejemplo V: Preparaciéon _de &cido Fluorenilmetoxicarbonil-Pro(4-espirociclo-

pentano)carboxilico
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FmocC

Paso 1. Sintesis de Boc-piroglutamic(4-alil)-tert-butiléster

LiIEIMDS

bromuro de alilo
)W(OtBu : .
N  THF

Boc O

A una solucién fria (-78 °C) del N-Boc-tertbutil . piroglutamato
comercialmente’ disponible (10 g, 35,1 mmol) en THF (175 ml) se agregd
hexamctlldlsnlaadd de litio (36,8 mL, 36,8 mmol) durante cinco mmutos Se
continud la agitacion durante treinta minutos. Se agregé por goteo una solucion
de bromuro de alilo (6,1 ml, 70,2 mmol) en THF (39 mL) a la primera solucion.
Luego de dos horas a -7/8 °C, la reaccidn se inactivé por el agregado lento de
solucién de cloruro de amonio saturado (50 mL). La mezcla de reaccion luego se-
diluyé con acetato de etilo y se separaron las capas. La capa orgénica se seco en
sulfato de sodio y se concentré.

La cromatografia flash en columna realizada en 2:8 acetato de etilo:
hexanos logré el producto (6 g, 53%). NMR 5 ppm (CDCI3): 5,7 (m, 1 H) 5,1 (dd,
2H), 4,4 (m, 1 H), 2,6 (m, 2H), 2,4 (m, 1 H), 18-22(m 1 H), 1,45 (s, 9H), 14(s
9H).

" Paso 2. Sintesis de N—Boc—piroqlutamic(4,4§dialil)-terbutiléster:
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: bromuro de alilo
o OtBu -
N i THF
Boc

El N-Boc—piroglutamic(4—aiil)—terbutiléster obtenido en el Paso 1 anterior
(2,68 g, 8,24 mmol) se sometid a una segunda alquilacion con bromuro de alilo
en condiciones similares. La cromatografia flash en 15:85 de acetato de etilo:

hexanos suministr 2,13 g de producto (71 %) como un aceite claro.

Paso 3. Sintesis de Boc-Pro(4.4-dialil)-terbutiléster:

a) LiB(CaHs5)3H

r

b} Et3SiH, 8F 3. Et-0

Parte_a: A una solucién fria (-78 °C) de BoC;PiroGlu(4,4~dia|il)4ter1-
butiléster (2,13 g, 5,83 ‘mmal) en tetrahidrofurano (14 ml)' se agregé

trietilborohidruro de litio (1M en tetrahidrofurano, 7,29 ml, 7,29’mmol) durante

cinco minutos. Luego de dos horas a -78 °C, la reaccidn se entibié hastaO °Cy

se inactivd mediante el agregado Iénto de solucién de bicarbonato de sodio
saturado (20 ml) y perdxido de hidrégeno al 30% (20 gotas). Se continué la
agitacion durante 20 minutos. El tetrahidrofurano se removié con presion
reducida y el residuo blanco espeso restante se diluyé con agua (80 ml) y se
extrajo tres veces con diclorometano. La capa organica se secd, se fltro y se
Concentro y se llevo hasta el paso siguiente sin purificacion.adicional.

Parte b): Al producto obtenido en la parte (a) en diclorometano (14 ml) se

le agregd trietilsilano (931 Hl, 5.83 mmol) seguido de estearato dietilico de
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trifluoruro de boro (776 ,l, 6,12 mmol). Luego de treinta minutos se agregaron
mas trietilsilano (931 p1, 5,83 mmol) y estearato dietilico de trifluoruro de boro
(776 HI, 6,12 mmol) v la reaccidn se agitd a -78 °C durante tres horas cuando la
reaccion se inactivo mediante |a incorporacion lenta de solucion de bicarbonato
de sodio saturado y agua . La mezcla de reaccion se extrajo Acon diclorometano y
la capa organica se seco, se filtrd y se concentrd. La cromatografia flash en
columna en acetato de etilo en hexanos al 15% produjo 1,07 de aceite sin color
(57%). NMR & ppm (CDCI3): 5, 7-5,8 (m, 2H), 5,1 (m, 4H), 4,1-4,2 (2 dd's, 1 H
rotameros), 3,5-3,3 (dd, 1 H)y 3,2 (dd 1 H) rotdmeros, 2,2-2,0 (m, 5H), 1,7(m, 1
H), 1,46 (s, 9H), 1,43 (s, 9H).

Paso 4: Sintesis de Boc—Pro(4-espirocvciopenten)—terbutiIéster: |

o, R ey
cr Z(C 13 P
s tBu
, : N
reflujo 1
DCM, refli 1. 0

Al Boc-Pro(4,4-dialil)-terbutiléster (1,07 g, 3,31 mmol) en diclorometano
(66 ml) se agregd dicloruro de Bis(triciclohexilfosfin)bencilideno rutenio |V al 5%
(catalizador de Grubbs) y la mezcla se calentd a reflujo durénfe 1,5 horas. La
mezcla de reaccion se concentro" y el residuol restante se purifico por
cromatografia flash en columna en acetato de etilo en hexanos al 15%. Se obtuvo
un aceite amarillo (0,57 g, 53%). NMR & ppm (CDCI3): 5,56 (bs, 2H), 4.2 y 4.1 (t,
1 H, rotameros), 3,2-3,5 (m, 2H), 2,2-2,5 (m, SH), 1,9 (dd, 1 H) 1,47 y 1,46 (2 s's,
9H, rotéameros), 1,45y 1,44 (2 s's, 9H, rotameros).

Paso 5 Sintesis de Boc- Pro(4- -espirociclopentan)-terbutiléster:




S > { tBu
tBu 35 nsi ukn/o
N I ’ iN

" Boe O : Boc O

Una solucién de Boc-Pro(4—espirociclopentan)—terbutiIéster (1,12 g) en
metanol (18 ml), agua (4 ml) y acido acético (4 ml) se colocd en el agitador Parr y
se hidrogend durante tres horas a 35 psi en presencia de paladio al 10% en
carbono (300 mg). El catalizador se filtro y el filtrado se concentrd hasta lograr un
aceite sin color (1,26 g). NMR & ppm (CDCI3): 4,1 y 4.2 (t, 1 H, rotameros, 3,4 (d,
1 H) 32(d, 1H),21m, 1 H), 1,9 (m, 1 H), 1.6-1,7 (m, 10H), 1,5 (3 s's, 18H,

rotameros).

Paso 6. Sintesis de acido Fmoc—Pro(4~espiroaclc’)pentan)—Carboxilico:

:é H 1) TFA. DCM -
P]d 2) Fmoc-Osu

El Boc—Pro(4—espirocyciopentan)—terbutiIéster (1,26, 3,9 mmol) se traté con
diclorometano (10 ml) y acido trifluoroacético (15 ml) durante tres horas. La
mezcla de reaccion se concentrd y el aceite amarillo obtenido se disolvid en agua
(6 mi). Se agrego por porciones carbonato de fluorerﬁlmetil succinilo (1,45 g, 4,3 -
mmol) disuelto en dioxano (6 ml) seguido del agregado de carbonato de potasio
(2,16 g, 15,6 mmol). La reaccion se agitdé durante 18 horas y se concentrd. El
residuo restante se diluyd con luna soluciéon dé bicarbonato de sodio saturado (10
'mL) y se lavd con éter dietilico (3 X 10 ml). La capa acuosa luego se acidificod
hasta un pH - 1 con una solucién 1N de bisulfato de sodio y se extrajo con
acetato de etilo. La capa organica se secd en sulfato de sodio, se filtré y se

concentrd hasta obtener tina espuma beige (1,3 g, 100%).
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Eiemplo VI. Sintesis de Boc-Pro(4t-NH(Fmoc) -(OH:

o
» fmg
-V

Paso 1. Sintesis de éster bencilico de N"—tert-butoxicarbonil-cis-4-cloro—L-prolina:
.
>r (o) O

Una mezcla de la N-tert-butoxicarbonil-trans—4—hidroxi-prolina disponible

en el mercado (8,79 g, 38 mmol), carbonato de potasio (13,0 g, 94 mrhol)
.bromuro de bencilo (4,5 ml, 38 mmol) y dimetilfformamida (150 mL) se agitéd
durante 18 h. Al agregado de acetato de etilo (100 mL) le siguid la filtracion. El
filtrado blanco turbio se clarific mediante el agregado de HCI 1M (100 mL). Se .
Separaron las capas y la capa acuosa se extrajo con acetato de etilo adicional (2
x 100 mL). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua (2 x 50 mL), se
secaron (sulfato de sodio), se filtraron Yy se concentraron. Se agregé tolueno al
éster bencilico bruto, y la solucién se filtrd Yy se concentréd. Se agregaron
diclorometano (70 mL) y- tetracloruro de calbono (70 ml), seguido de
trifenitfosfina (21, 11 g, 80 mmol). La mezcla de reaccidn se agito durante 10 h, se

inactivé con etanol (7 mL) y se agité durante 5 h mas. La solucién se. concentrd
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hasta aproximadamente 100 mi, luego se agrego diclorometano (40 mL), seguido
del agregado de éter (200 mL) mientras se agitaba. La solucién se enfrié durante
4 h, se filtré v se concentrs para dar un aceite amarillo-marrén que se purificéd por
cromatografia flash mediante el uso de eter/hexano/diclorometano 2:2:1 para dar
el compuesto del titulo (9,13 g, 26,9 mmol, 71 %) como un sélido blanco.

Paso 2 Sintesis de éster bencilicov de N“—ten-butoxicarbonil-trans—4-azido-

L-prolina

HIZ

O‘\:l?f “@

Una | solucién de | éster | bencilico de
N“-tert—butoxicarbonil—cis-4-cloro-L—proIina (9,0 g, 26,5 mmol) y azida de sbdio
(7,36lg, 113 mmol) en dnmettlformamlda (270 mL}) se calento a 75°C durante 2
dias. Se agrego agua (100 mL) y la mezcla de reaccion se extrajo con acetato de |
etilo (3 x 100 mL) Las capas organicas combinadas se lavaron con agua (3 x 50
mlL), se secaron (sulfato de sodio), se filtraron y se concentraron. El aceite se
purificd por éromatograﬁa flash mediante el uso de acetato de etilo/hexanos 1:1
para dar el compuesto del titulo (8,59 g, 24,8 mmol, 94%).

Paso 3. Sintesis de Boc-Pro(4t—NH(Frﬁoc))-OHt
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Una mezcla - de éster bencilico de
N-a-t-butoxicarbonil-trans-4-azido-L - -prolina (8,59 g, 24.8 mmol) y paladio al 10%
en carbono (900 mg) en etanol (500 mL) se hidrogendé a 50 psi durante 14 h
- mediante el uso de un aparato de hidrogenacién Parr. La mezcla se filtro, se
concentrd, se disolvid en metanol (60 mL), se filtré y se concentrd paré dar un
aceite sin color. El aceite se disolvié en agua (53 mL) que contenia carbonato de
sodio (5,31 g, 50,1 mmol) y se agregd una s-olucién de fluorenilmetil succinil
carbonato (8,37 g, 29,8 mmol) en dioxano (60 mL) duranté 40 min. La mezcla de
reaccion se agité a temperatura ambiente durante 17 h, luego se concentraron
para remover el dioxano y se diluyé con agua (200 mL). La solucion se lavo con
éter (3 x 100 mL). EI pH de la solucion acuosa se ajusté hasta 2 por el agregado
de Zcido Cltnco (precaucion! formacion de espumal) y agua (100 mL). La mezcla
se extrajo con diclorometano (400 mL, 100 mL, 100 mL) y las capas organicas
. combinadas se secaron (sulfato de sodio), se filtraron y se concewtraron para dar
el compuesto del titulo.

Ejemplo VII. Sintesis de N-t-butoxicarbonil-4—trans—(N-ﬂuor'enilmetiloxicarbonil-

aminometil)-L-prolina (Boc-Pro(4t-MeNHFmoc)OH):

225
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Paso 1 Sintesis de éster bencilico de tert-butoxicarbonil cis-4-hidroxi-L-prolina

(Boc Pro(4-cis-OH)-Obn):

% T

A una mezcla de cis-hidroxi-L-prolina (5 g. 38,1 mmol) en benceno (45 lmL)
y alcohol bencilico (45 mL) se agrego écido p-toluenosulfénico monohidréto (7,6
g, 40,0 mmol). La mezcla de reaccidn se calentd a 125°C durante 20 h mientras
el agﬁa (2ml) se removié mediante el uso de una trampa de Dean-Stark. La
solucién se filtrd mientras estaba caliente, y luego se agrego éter (150 ml). La
solucion se dejé enfriar durante tres h a temperatura ambiente, luego tres h a
4°C. Se recolects el solido resuftante, se lavo cbn éter (100 mL) y se secaron al
vacio durante 1 h para dar 13,5 gramos de sélido blanco. Ei sélido se disolvié en
dioxano (40 mL) vy diisopropiletilamina (76 mL), vy luego se agregd
di-terbutil-dicarbonato v(1O g, 45,8 mm‘ol) durante 5 min. mientras se utilizaba un

bafio de hielo para mantener constante la temperatura de reaccidn. Luego de 10
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h a temperatura ambiente la mezcla de reaccion se vertid en agua fria (200 mL) y
Se extrajo con acetato de etilo (3 x 200 mL). Las capas organicas combinadas se
lavaron con agua (3 x 100 mL) y cloruro de sodio acuoso, saturado (50 mL), se
secaron (sulfato de sodio), se filtraron Y se concentraron. El producto bruto se
purificé por cromatografia flash mediante el uso de 40-60% acetato de etilo en
hexanos para dar el compuesto del titulo (10,04 g, 31,24 mmol, 82%).

Paso 2. Sintesis _de  éster bencilico de N-t-butoxicarbonil-

cis-4-mesiloxi-L-prolina (Boc—Pro(4-cis-OMs)—OBn):

A un solucién de Boc—Pro(4—Cis—OH)-OBn (8,45 g, 26,3 mmol) en piridina
- (65 mL) a 0°C, se agregod cloruro de meiansulfonilq (3,4 mL, 44 mmol) por goteo
durante 7 min. La mezcla de reaccion se dejo entibiar hasta alcanzar la
temperatura ambiente durante 2 h, luego se agitd durante la noche. Una solucidn
de agua al 10% en piridina (20 mL) se agregd durante 15 min. y la mezcla de
reaccion se concentré. Ef residuo se disolvié en agua y se extrajo con acetato de .
etilo (2 x 200 mL). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua (2x50
mL) bicarbonato de sodio acuoso satgrado (50 mL) y cloruro de sodio acuoso
saturado (50 mL), se secaron (sulfato de sodio), se filtraron y se concentraron. El
residuo resultante se disolvid en tolueno (100 mL) y se concent‘raron para

remover traces of piridina. Fl residuo se secd al vacio durante 30 min. para
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obtener el compuesto del titulo (10,7 g, 102%), luego se usd en el paso siguiente

sin purificacion.

Paso 3: éster bencilico de N—t—butoxicarboniI—trans-4R-ciano-L—prolina (Boc-Pro(4-

trans-CN -) OBn):

e (7Y
z

N—d
O~< /——O
76 IO

Una solucién de Boc-Pro(4~cis-OMs)-OBn (10,7 g, 26,3 mmol) y cianuro de
tetrabutilamonio (15,0 g, 56 mmol) en dzmettlformamnda (100 mL) se calento en un
bafio de aceite a 55°C durante 28 h. Luego de enfriar, se agrego agua (150 mL)
¥ la mezcla se extrajo con acetato de etilo (3 x 200 mL). Las capas organicas
combinadas se lavaron con agua (3 x 100 mL) y cloruro de sodio acuoso
saturado (100 mL), se secaron (sulfato de sodio), se filtraron y se concentraron :
El residuo resultante se purificd por cromatografia flash (1:1 éter/hexanos) y
luego se recristalizé a partir de acetafo de etilo/héxanos para dar el compuesto

del titulo (2,40 g, 7,26 ramol, 28%).

Paso 4. N—t~butoxicarbonil-4—trans-(N~fluorenilmetiloxicarbonil aminometil)-

L-prolina Boc-Pro(4t-MeNHFmoc)-OH)
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Una mezcla del compuesto del Paso 3 anterior (2,31 g, 7 mmol), agua (10
mL), metanol (85 mL) y paladio al 10% en carbono (700 mg) se hidrogend a 50
psi durante 11 h mediante el uso de un aparato de hidrogenacién Parr. La mezcla
se filtré y se concentraron. Agua (15 mL) y carbonato de sodio (1,5¢g, 14,2 mrﬁol)
se agregd al el residuo. Una solucién de fluoreniimetil succinil carbonato (2,36 g,
7,0 mmol) en dioxano (17 mL) se agregdé durante 5 min. y sé continud Ia agitaéién
~durante 28 h a temperatura ambiente. La reaccién se concentré al vacio hasta un
volumen de 15 mL, y se agregé agua (100 mL). La solucidn se lavé con éter (3 x
75 mL). El pH de la solucién acuosa se ajustd hasta 2 médiante_el agregado de
acido citrico (aprox. 20 g, precaucion! formacién de espumal) y agua (100 mL).
La mezcla se extrajo con diclorometanc (4 x 100 mL), y Las capas organicas
combinadas se secaron (sulfato de sodio), se filiraron y se concentraron. El
producto bruto contehia una impureza mayor que necesitaba u‘na purificacién de
tres pasos. El producto bruto se disolvid en diclorometano (50 mL) y acido
trifluoroacético (50 mL) y se agitd durante 5 h antes de concentrar. E| residuo se
'purifiqé por HPLC preparatoria de fasev inversa. La sal de trifluoroacetato de
4—(N—ﬂuorenylmetiloxicarbonil—aminometil)prolina pura (1,887 g, 3,93 mmol) se
disolvié en dioxano (10 mL), acetonitrilo (20 mL) y diisopropiletilamina (1,4mL, 8
mmol). A la mezcla de reaccién se agregd una solucién de di-terbutildicarbonato

(1,17 g, 5 mmol) en dioxano (6 mL). Luego de agitar durante 18 h, el pH de La
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solucion se ajustd hasta 2 mediante el agregado de acido citrico (precaucién:
formacion de espumal) y agua (100 mL). La mezcla se extrajo con acetato de
etilo (3 x 150 mL) y Las capas organicas combinadas se lavaron con cloruro de
sodio acuoso saturado (100 mL), se secaron (sulfato de sodio), se filtraron y se
concentraron. El producto bruto se disolvid en bicarbonato de sodio acuoso
saturado(100 mL) y se lavd con éter (3 x 75 mL). La capa acuosa se ajusto hasta
pH = 3 mediante el agregado de acido citrico, luego se extrajo con diclorometano
(4 x 100 mL). Las capas organicas combinadas se secaron (sulfato de sodio), se
filtraron y se concentraron hasta obtener el compuesto del titulo (1,373 g, 2,94
mmol, 42%). '

Eiemplo Vlli. Sintesis de 3.4-isopropilidenprolinol:

&

"l

H

Paso | Reaccién de ciclopropanacién (Tetrahedron Lett. 1993. 34(16$. 2691 v
2695): '

OY'

A una solucién agitada de ioduro de isopropiltrifenil- fosfonio (4,14 g, 9,58

mmol) en tetrahidrofurano (60 mL) a 0°C, se agregd n-butillitio (1,6 M en hexanos,
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5,64 mL, 9,02 mmol) durante 5 min. Luego de 30 min, una solucidén de enamida
((5R, 7S)-—5—fenil—5,6,7,7a—tetrahidro-6-oxapirrolicin-3-ona) (1,206 gramos, 6,0
mmol) (ver J. Org. Chem. 1999, 64(2), 547 para la sintesis de la enamida como
material’inicial) en tetrahidrofurano (40 mL) se agregd durante 10 min.-Luego de
un adicional de 10 min, el bafio de frio se removid y la mezcla de reaccién se
agitd a temperatura ambiente durante 4 horas. La reaccidon se vertié en agua
(400 mL) y se extrajo con éter dietflico (400 mL) y acetato de etilo (2 x 400 mL).
Los extractos orgamcos combinados se secaron con sulfato de sodio, se filtraron
Yy $€ concentraron para dar el producto bruto deseado. El residuo se purificé por
cromatografia flash eluyendo con 3:5:2 acetato de etilo/hexanos/ cloruro de
metileno para dar el producto c:clopropanado puro (750 mg, 3,08 mmol, 51 %)
Paso 2. Sintesis de 3.4- -isopropitidenprolinol P[3.4-(diMe- -ciclopropil)l-alcohot) (J,
Org. Chem. (1999) 64(2). 330):

Una mezcla del producto obtenido en el paso 1 anterlor (1,23 gramos, 5,06
mmol) y hidruro doble de litio y aluminio (1.0 M en THF 15 mL, 15 mmol) se
calentd a reflujo durante 5 horas. Luego de enfriar hasta 0°C, el hidruro de
aluminio restante se inactivé cuidadosamente rhediante el agregado por goteo de

sulfato de sodio acuoso saturado (1,5 mL) durante 15 min. La mezcla se dituyé

2

con acetato de etilo (40 mL) y luego se filtré a través de celite. El filtrado se seco

con sulfato de sodio, se filtré v se concentrd para dar N-bencil aminoalcohol bruto
(1,25 gramos), que se llevé al paso siguiente sin purificacion adicional. Una

solucion de N-bencil ammoc,lcohol bruto (1,25 gramos, 5,06 mmol) en 1:1 Acido
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acético/acetato de etilo (30 mL) con Pd al 10%/C (1 gramo) se hidrogené a 50 psi
durante 16 horas mediante el uso de un aparato para hidrogenacion Parr. La
mezcla de reaccidn se filtrd para remover el catalizador con base de carbono y el
filtrado se concentro. El residuo se disolvid en agua (30 mL) y el pH se ajusto
hasta 13 con NaOH al 50%. La mezcla se extrajo con éter (3 x 60 mL). El extracto
combinado se secd con sulfato de sodio, se filtrd y se concentré para dar
aminoalcohol bruto (485 mgq, 3,43 mmol) Se llevd este material hasta el paso
siguiente sin punf:cacnon adicional.

Eiemplo 1X. Sintesis de acido iB‘oc—G(Chx)Pro(3,4-isopropiliden)— carboxilico

OH

Paso 1 Sintesis de isobutiloxicarbonil- ciclohexilglicina (iBoc-G Chx)-0OH):

isobutilclorolonmiato

: OH - . OoH"
HC[‘H 2N KzCOg, Hzo.v H
O - ' O

acetonitrilo

A una solucidn de disponible en el mercado clorhidrato de ciclohexilglicina
(15 g, 77,4 mmol) en acetonitrilo (320 ml) y agua (320 ml) se agregé-cérbonato

de potasio. Se agregé isobutilcloroformiato (11,1 ml, 851 mmol) a la solucién

| clara durante 15 minutos y la reaccién se agité durante 17 horas. El acetonitrilo

se remowo con presion reducida vy la fase acuosa restante se extrajo dos veces

con éter (100 ml). Luego, la fase acuosa se acidificé hasta un pH 1 con acido
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ciorhidrico 6N y se extrajo con diclorometano (3 X 300 ml). La capa organica se
seco en sulfato de sodio, se filtrd y se concentré para producir 18,64 g (94%)
como un solido blanco.

Paso 2. Sintesis de isobutiloxicarbonil—ciclohexilah’ciI-3,4-isopropilidenprolina

iB_oc—G(Chx)— P[3,4—(diMe-cicloprol)1-OH):

B oc.HN\JLO \ -
. e
\/ o ({ Oxidacidn (
T O de Jones N
(\ |80¢HN (O] PE— iBocHN\/‘<
: O o

N

W {> HOAL, HATU
DIEA O
b

HO
a

a) Paso de acoplamieﬁto:

A una §o|ucic’m de iBoc-G(Chx)-OH (890 mg, 3,45 mmot) en acetdnitrilo (20
mL) se agregd HATU (1,33 g, 3,5 mmol), HOA (476 mg, 3,5 gramos) y luego
diisopropiletilamina (2,5 mL, 14 mmol). Luego de 2 minutos, se agregd 3,4-
isopropilidenprolinol (485 mg, 3,43 mmol) vy la mezclé‘ de reaccion se agitd
durante la noche. Al agregado de bicarbonato de sodio acuoso saturado le siguié
la extraccién con éter y acetato de etilo. Las capas orgamcas combinadas se
secaron, se filtraron y se concentraron El residuo se purificd por cromatografia
flash eIuyendo con 1:1 acetato de etilo/hexanos para dar el alc_ohol dipéptido puro
iBoc—G(Chx)—3,4_-isopropiIidenprolinol (870 mg, 2,3 mmol, 67%)

b) Paso de Oxidacién de Joneé

A una solucidn de alcohol dipéptido iBoc-G(Chx)-3,4-isopropilidenprolinol
(100 mg, 0,26 mmol) en acetona (2 mL) bajo agitacion a 0°C se agrego reactivo

de Jones (300 pL) por goteo durante 5 min. [Reactivo de Jones: Pkeparado a

22

partir de triéxido de cromio (13,4 g) y acido sulfdrico concentrado (11.5 mL) ..

diluido ccn agua hasta un volumen total de 50 mL.] Luego de agitar a 0°C
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durante 3 horas, se agregd isopropano!l (500 pl) y se continud la agitacion
durante un adicional de 10 minutos. La mezcla de reaccién se diluyd con agua
(20 mL) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 70 mL). Las capas organicas
combinadas se secaron, se filtraron y se concentraron para dar el dipéptido
iBoc~G(Chx)-3,4-isopropiIidenprolina (100 mg, 0,25 mmol, 96%).

Eiemplo X. Sintesis de N-Cbhz-3.4-metanoprolina:

O 3
= \j N(%rOH
RN

Paso 1. Sintesis de N-bencil-3,4-metanoprolinol:

Una mezcla del material inicial de behcilideno (J. Org. Chem. 1999, 64(2),
547) (4,6 gramos, 21,4 mmol) y hidruro doble de aluminio v litio (1,0 M en THF,
64 mL, 64 mmol) se calento a reflujo durante 5 horas. Luego de enfriar hasta 0°C,
el hidruro de aluminio restante se inactivé con cuidado mediante el agregado por
goteo de sulfato de sodio acuoso saturado (5 mL) durante 15 min. La mezcla se
diluyd con acetato de etilo (200 mL) y luego se filtro a través de celite. £l filtrado
se secd con. sulfato de sodio, se filtrd y se concentré para dar N-bencil
aminoalcohol bruto (3,45 gramos), que se llevo al paso siguiente sin purificacién

adicional.

2



215

831826

Paso 2. Sintesis de N-benciloxicarbonil-3,4-metanprolino! (CBz-P(3.4-CH2)-ol:

©f3§ Py

O H

Una solucion de N-bencil aminoalcohol bruto (3 gramos, 14,76 mmol) en
metanol (120 mL) y HC! concentrado (1.5 mL) con Pd al 10%/C (300 mg) se
hidrogené a 50 psi durante 16 horas. La mezcla de reaccion se filtrd para
remover el catalizador con base de carbono y el filtrado se concentrd. E| residuo
se disolvid en agua /dioxano (100 mL) y se agregdé diisopropiletilaminé (3,2 r:nL).
Se agregd cloroformiato de bencilo (2,76 mL, 16,2 mmol) vy la reaccion se 'agité
durante la noche. La mezcla de reaccién se concentro, se disolvié en HCI 1M
(100 mL) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 200 mL). Las capas organicas
combinadas se secaron con suifato de magnesio , se filtraron y se concentraron.
El residuo se purifico por cromatografia flash mediante el uso de 1:3 acetato de

etilothexanos para dar el N-Cbz-3,4-metanoprolinol (2,4 a)

Paso 3. Sintesis de N-bencionicarbonil—B,4~methanopro|ina (CBz-P(3.4—CH2)-

OHM
@ a |
.\%Q‘f | Q\Of

OH
O HO

A una solucion de N-Cbz-3,4-metanoprolinol (2,2 g, 8,90 mmol) en acetona

(68 mL) bajo agiiacién a 0°C, se agregd reactivo de Jones (6,6 mL) por goteo
{ .
durante 5 min. [Reactivo de Jones: Preparado a partir de triéxido de cromio (13.4
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g) v acido sulfurico concentrado (11,5 mL) diluido con agua hasta.un volumen
total de 50 mL.] Luego de bajo agitacién a 0°C durante 3 horas, se agrego
isopropanol (11 mL) y se continud la agitacién durante un adicional de 10
minutos. La mezcla de reaccidn se diluyd con agua (400 mL) y se extrajo con
acetato de etilo (3 x 500 mL). Las Capas organicas combinadas se secaron en
magnesio sulfate, se filtraron Y Se concentraron para dar N-Cbz-3,4-
metanoprolina (2,25 g, 96%)

Ejemplo X!. Sintesis de Boc-(6S-carboetoximetano) prolina:

OH_

La sintesis del compuesto del titulo se realizé de acuerdo con el
procedimiento publicado: Marinozzi, M.; Nataini, B.; Ni, M.H.; Costantino, G.;
Pellicciari R. 1L Farmaco (1995) 50 (5), 327-331. |

Ejemplo XII. Sintesis del Acido Boc-3-morfolino carboxilico

Clo
iy

Boc O

La sintesis del ‘compuesto del titulo se realizé de acuerdo con el
procedimiento publicado: Kogami Y., Okawa, K. Bull. Chem. Soc. Jpn. (1987) 50, |
2963-2965,
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Eiemplo  Xlll. Sintesis de N-tert-butoxicarbonil  2-aza-3S-hidroxicarbonil-
[2.2.2]—bicic_looctano:
N Ve
o Q
OH
N
oy e

Nz/oj/

Una solucion de 2-aza—2-(1-feniletil)-3S—metoxicarbonil-[2,2,2]biciclooct—5—
eno bruto (10 mmol) (Tetrahedron (1992) 48(44) 9707-9718) y Pd al 10% en
carbono (1 g) en metanol (30 miL) se acidificé con HCI 12N luego hidrogenar a 50
psi durante 16 horas mediante el uso de un aparato para hldrogenamon Parr La
mezcla de reaccion se filtré para remover el catahzador con base de carbono y el
filtrado se concentré. Ei residuo se disolvié en HCI concentrado y se agitd
durante la noche. La solucién se concentrd y se disolvié en acetonitrilo (50 mL.).
Se agregaron diisopropiletilamina (3,5 mL) y di-terbutildicarbonato (1 g). La
mezcla de reaccion se agitd durante 24 horas y luego se concentré. El residuo se
disolvié en CH,Cl, y &acido sulfdrico acuoso al 5%. La mezcla de reaccién se
extrajo con CH,Cl, y las capas orgénicgs combinadas se concentraron. El residuo
se disolvié en bicarbonato de sodfo saturado al 10%, se lavd con éter. diet‘ilico
(2x) y se acidificd con a’cido sulfdrico acuoso al 5%. La Capa acuosa se extrajo
con acetato de etilo (2x). Las capas combinadas de acetato de etilo se secaron
se filtraron y se  concentraron para dar N-tert-butoxicarbonil
2-aza-3S-hidroxicarbonil-. [2,2,2]-biciclooctano (650 mg).

Ejemplo_ XIV. Sintesis de isobutionicarboniI-ciclohexilqlicil-4,4~dimetilprolina

(iBoc-G(Chx)-P(4.4-dimetil)-QH):
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Paso I Sintvesis de iBoc-G(Chx)-P(4 4-dimetil)-OMe:

' i?w
Oy I ?om

A una solucion de iBoc-G(Chx)-OH (Ejemplo 1X, Paso 1.) (377 mg, 1,95

00182y

mmol) en acetonitrilo (7 mL) se agregd en forma sucesiva
HCI.HN-Pro(4!4—dimetil)OMe (Ejemplo |, paso 6) (377 mg, 1,95 mmol),
N-hidroxibenzotriazol (239 mg, 1,75 mmol), TBTU (845 mg, 2,63 mmol) y.
diisopropiletilamina (1,35 mL, 7,8 mmol). La mezcla de reaccién se agité a
temperatura ambiente durante 18 horas. La mezcla de reaccidn se concentrd y el
residuo restante se disolvicS en acetato de etilo. La capa organica se lavé dos:
veces con porciones de 10 m! solucién de bicarbonato de sodio saturado,
solucién clorhidrica 1N, y salmuera. La capa organica se secd en éulfato de
sodio, se filtrd y se concentré para obtener un sélido blanco (612 mg, 79%).

Paso 2 Sintesis de IBOC— 5(Chx)-P(4,4- dlmem) OH:

St
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El ééter metilico obtenido en Paso 1 anterior (612 mg, 1,54 mmol) en
metanol (6 m!) se saponificd en presencia de hidréxido de litio 2M (1,16 'ml)
durante tres horas. El metanol se removié con presion reducida y el residuo
restante se diluyd con acetato de etilo y se acidificéd hasta un pH=2 con &cido
clorhidrico 1N. Las capas se separaron y la capa organica se lavé con agua vy
salmuera, se secé en sulfato de sodio, se filtro y se concentrd.

Ejemplo XV. Sintesis de L-fenilglicin dimetilamida

Paso 1. Sintesis de N-benciloxicabonil-L-fenilglicina dimetilamida (CBz-

Pha-NMe2):
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N-benciloxicarbonil-L-fenilglicina (25 g, 88 mmols) se disclvio en THF (800

mL) y se enfrid hésta~~1 0°C. Se agregaron N-metilmorfolina (9,7 mL, 88 mmols) e
isobutilcloroformiato (11,4 mL, 880 mmols) y la mezcla se dejo en agitacion
durante 1 minuto. Se agregd dimetilamina (100 mL, 2M en THF) y la réaécién se
dejd’ entibiar hasta temperatura ambiente. _La mezcla se filtrd y el filtrado se
concentréd al vacio para obtener N-benciloxicabonil-L-fenilglicina dimetilamida

(32,5 g) como un aceite amarilio.

Paso 2. Sintesis de L-fenilglicina dimetilamida (H-Phg-NMe2):

La N-benciloxicarbonil-L-fenilglicina dimetilamida (32,5 g) obtenida en el
paso anterior se disolvid en metanol (750 ml) y se agregd paladio al 10% en
carbono activado (3,3 g). Esta mezcla se hidrogend en un aparato Parr a 35 psi
hidrégeno durante 2 Horas. La mezcla de reaccién se filtréd y el solvente se
removié al vacio y el residuo se recristalizd a partir de metanol-hexanos para

obtener dimetilamida de fenilglicina (26 g) como un sdlido blanco griséceo. El ee
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de este material se determind en >99% por medio del analisis de HPLC del
derivaclo de 2,3,4,6-tetra—O-acetlglucopiranos:ltloisocianato.

Ejemplo XVI. Sintesis de (1-metilciclohexil) alucina:

9

Paso 1. 1—metil-1—hidroximetilciclohexano

A una solucién de 1-metil-1-hidroxicarbonilciclohexano (10 g, 70 mmol) en
tetrahidrofurano(300 mL) a 0°C se agregd diborano 1M en tetrahidrofurano (200
mL, 200 mmol) durante 90 minutos. El bafio de enfriamiento se removio y la
mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante dos dias. El borano
- ’ restante se inactivo med|ante la lenta incorporacién de bisulfato de sodio
| saturado (10 mL) durante 90 min. con frio. El bisulfato de sodio saturado
adicional (200 mlL) se agrégé y luego de 20 min. de agitar la capa acuosa se
removio. La capa organica se lavé con aguay cloruro de sodio saturado, se seco,
se filtrd y se concentrd. El residuo se purificd por cromatografia flash mediante el
uso de éter dietilico al 20% en hexanos para dar 1-metil-1-hidroximetilciclohexano
(6,17 g, 48 mmol, 89%).

Paso 2. 1-metilciclohe exilcarhoxaldehido:
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/

OH ~0

A una solucién de 1-metil-1-hidroximetilciclohexano (6,17 g, 48 mmol) y
trietilamina (20,1 mL, 144 mmol)v en diclorometano (150 mL) a 0°C, se agregd una
solucion de complejo de tridxido de sulfuro vy p'iridina (22,9 g, 144 mmol) en
dimetilsulféxido (150 mL) durante 15 min. El bafio de enfriamiento se dejo entibiar
hasta temperatura ambiente durante dos horas momento en cual la mezcla de
reaccion se vertié en salmuera con h:elo (400 mL). Se separaron las capas y la
capa acuosa se extrajo ‘con diclorometano (200 mL). Las capas organicas
combinadas se diluyeron con hexanos (600 mL) y se lavé con HCI 1M (2 x 150
mL), cloruro de sodio saturado (2 x 100 mL), se secd, se filtrd y se concentrd. El
residuo se purificod por cromatografia flash para dar
1-metilciclohexilcarboxaldehido (1,77 g, 13,8 mmol, 29%).

Paso 3. Sintesis de N—formil-N—qlicosiI—1-metilciclo_hexil-té'r;butilamida

A

O wNH;

El prO: (
Ye i OPiv
OPDV

ZnCly, dcido férmico,
isocimuro de terbutilo.
Tetrahidroturann

La sintesis de Ia 2,3,4-tri-O-pivaloil- -D-arabinosilamina se realizé de
acuerdo con el procedimiento publicado (Kunz. H.; Pfrengle, W.; Ruck, K:
Wilfried, S. Synthesis (1991) 1039-1042).

A una solucién de 1- -metilciclohexilcarboxaldehido (1,17 g, 8 34 mmol),

2,3,4-tri-O-pivaloil- -D- -arabinosilamina (8,3 g, 20,7 mmol), &cido férmico (850 pL,
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| 22,2 mmdl) y ter-butilisocianuro (2.4 mL, 21.2 mmol) en tetrahidrofurano (170 mL)

a -30 °C se agregé cloruro de zinc 0,5M en tetrahidrofurano {41 mL, 20,57
mmol). La solucién se agité a -20 °C durante 3 dias, luego se concentrd. El

residuo se diluyd con CH,Cl, (500 mL), se lavé con bicarbonato de sodio

_saturado (2 x 500 mL), agua (500 mL). La capa organica se seco, filtrd y

concentrd para dar un aceite claro. La cromatografia flash (acetato de etilo en
hexanos al 20%) suministrd el producto puro (4,3 g, 6,6 mmol, 33%)

Paso 4. Sintesis de (1-metilciclohexi!)qlicina:

0
OPiv.., (/

’,
‘,

OPN

Una solucién del producto obtenido eh el paso 3 anterior (4.3 g, 6.6 mmol)
en diclorometano (30 mL) y HCI metandlico anhidro satﬁrado (30 mL) se agitd
durante la noche. La solucién se concentrd y el residuo se disolvid en agua (100
mL) vy se lavé con pentano (2 x 100 mL). La capa acuosa .se concentré y el
residuo se disolvid en HCI 6N (50 mL) y se calenté a reflujo durante 30 horas. La
solucion se concentrd para dar el clorhidrato de (1- met:lcnlohex;l)glicina (790 mg,
3,82 mmol, 58%).

Ejemplo XVII. Sintesijs de (4 4-dimetilciclohexil)glicina:

_?2%4
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Paso 1. Sintesis de 4.4-dimetilciclohexanona:

O A e

Una mezcla de 4,4-dimetilciclohex-2-e.n—1—ona (12 mL, 91,2 mmol) y 10%
Pd tipo Degussa en carbono (2 g) se hidrogend a 40 psi durante 18 horas. La
mezcla se filtré y se concentrd ('"H NMR mostré una mezcla de cetona y alcohol
en una relacion de 5:3). La mezcla se disolvid en acetona (400 mL) y se enfrio
hasta 0°C. Se agregé reactivo de Jones (40 mL) durante 30 mfn. 'y el bano de
enfriamiento se removid. Luego de 2 dias el exceso de acetona se evapord y el
residuo resultante se disolvié en agua y éter dietilico. La capa de éter se lavd con
agua hasta que no tuvo color, se secq, filtrd y concentréd para dar 4,4-

dimetilciclohexanona (7,4 g, 58,6 mmol, 64%).

Paso 2._Sintesis del éter enol metilico de 4. 4dimetilciclohexilcarboxaldehido;

o OMe
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A una solucion de cloruro de metoximetil trifenilfosfonio (8,6 g) en
tetrahidrofurano (125 mL) a 0°C se agregd n-butillitio (1,6M en hexanos, 14,3 mL)
durante 10 min. Luego de 30 min. la mezcla de reaccidn se enfrid hasta -78°C y
una solucién de 4,4-dimetilciclohexanona (2,45 g, 19,1 mmol) en tetrahidrofurano
(50 mL) se agregd durante 20 min. Luego de 1 hora el bafio de enfriamiento se
removio y la reaccién se entibio lentamente hasta 0°C. La reaccién se diluyo con
cloruro de amonio saturado (50 mL), acetato de etilo (100 mL) y hexanos (100
mL). La capa organica .se lavé con agua y salmuera, se secd, filtrd y concentré. El
residuo se agitd con hexanos (70 mL) durante 10 min. y se filtro. El filtrado se
concentrd y se sometié a cromatografia con el uso de acetato de etilo al 25% en

hexanos para dar el compuesto del titulo (1,925 g, 12,5 mmol, 65%).

Paso 3: 4 4-dimetilciclohexilcarboxaldehido:

OMe H 0

Una solucion de el metil enol éter de 4,4dimetilciclohexilcarboxaldehido
(1,925 g, 12,5 mmol) (Paso I anterior), tetrahidrofurano (100 mL) y HCI 6M (20
mL) se agité a temperatura ambiente durante 4 horas. La mezcla de reaccién se
diluyd con hexanos, éter dietilico, salmuera y agua. La capa organica se seco,
filtro y concentrd para dar 4,4-dimetilciclohexilcarboxaldehido (1,0 g, 7,1 mmol,
57%).

Paso 4. Sintesis de N-formil-N-glicosil- 4.4-dimetilciclohexil- ter-butilamida
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O NH
_ C/\L 2 PIVO,.,
PivOY OPiv ’

OPiv

ZnCly, dcide Brmico.
1socianuro de terbutilo.
Tetrahidrofurano

A una solucidn de 4,4-dimetilciclohexilcarboxaldehido (1,17 g, 8,34 mmol),
2,3,4-tri-O-pivaloil-a-D-arabinosilamina (3,43 g, 8,55 mmol), acido férmico (350
HL, 9,17 mmol) y ter-butilisocianuro (990 pL., 8,76 mmol) en THF (70 mL) a -30 °C
se agregé cloruro de zinc 0,5M en tetrahidrofurano (17 mL, 8,5 mmol). La
" solucidn se agité a -20 °C durante 2vdias, luego se concentrd. El residuc se
diluyd con diclorometano (200 mL), se lavé con bicarbonato de sodio saturado (2
X 200 mL), agué (260 mL). La capa organica se secd, filtré y concentrd para dar
un aceite claro. La cromatografia flash (acetato de etilo al 20% en hexanos)
suministré el producto puro (2,1 g, 3,3 mmol, 39%)

Paso 5. Sintesis de (4,4-dimetilcxclohexil)alicina:

oPi., /™0 (/- o
n-uNl".

OPiv’

OPiv

Una solucion del producto Ugi obtenido en el paso 4 anterior (2,1 g, 3,3
mmol) en diclorometano (20 mL) y HCI metandlico anhidro saturado (20 mL) se

agité durante la noche. La solucion se concentréd y €l residuo se disolvié en agua
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(100 mL) y se lavé con pentano (2 x 100 mL). La capa acuosa se concentrd y el
residuo se disolvio en HCI 6N (40 mL) y se calentd a reflujo durante 30 horas. La
solucidn se concentré para dar el clorhidrato de (1-metilciclohexil)gticina bruto
(300 mg, 1,36 mmol, 41 %). |

Eiemplo XVIlI Sintesis de Boc-nVal-(CHOH)-Gli-OH:

J

BayHN/\j/%\N T
OH o)

Paso 1. Preparacién de Boc-norvalinol;

BHqr THF H
Boc-HN H ; > Boc-HN

O

- - - . . . -

A una solucién de Boc-norvalina (25,0 g, 0,115 mol) en tetrahidrofurano
(461 mL), se enfrid hasta 0°C, se agregé el complejo borano/tetrahidrofurano .
(461 mL de una solucién 1,0 M en tetrahidrofurano) por-goteo. Luego de 1 hr a
0°C, la solucién se entibié hasta temperatura ambiente durante un periodo de
1,5h. TLC indicd que la reaccidn estaba completa. Se agregd metanol para
inactivar la reaccién. La solucion se concentré para producir el compuesto del
titulo (22,56 g, 96%) como un jarabe espumoso. La TLLC de los productos indico
pureza satisfactoria. Ry = 0,34 (40% acetato de etilo/hexanos).

Paso 2. Preparacién de Boc-norvalinal:

Cl2CHCOC2H, EDC

OH >
Boc-
Boc-HN tolucno, DMSO . oc-HN

8]
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A Boc-norvalinol (7,77 g, 38 mmol), en dimetilsulféxido anhidro (153 mL) y
tolueno (153 mL) se agrego EDC (73,32 g, 382 mmol). Luego de que la solucién
se enfrié hasta 0°C, se agregd acido dicloroacético (15,8 mL, 191 mmol) por
goteo. Luego de completar la adicion, la reaccién se agité durante 15 min. La
solucién se dejé entibiar hasta temperatura ambiente durante un periodo de 2h.
La mezcla de reaccién se concentrd para remover el tolueno, luego se disolvid en
acetato de etilo. La solucion se lavé en forma sucesiva con bisulfato de sodio 1N,
bicarbonato de sodio saturado y salmuera, se secé sobre sulfato de sodio, se
filtrd v se concentrd para obtener Boc-norvalinal bruto que se usé directamente
en el paso siguiente. TLC Rt = 0,84 (acetato de etilo al 40%/hexanos).

Paso 3. Sintesis de Boc-nVal-(CHOH)- Gli-OEt:.

. CNCH2CO2EL piridina . Q |
| H i A
s ‘/ i Boce-HN ﬁ/\ﬂ/&/
0]

TFA, diclorometano OH

A e - — -

A una solucic’)n del Boc-norvalinal bruto (4, 18' g, 20,77 mmol) en
diclorometano (83 mL) se agregd etilisocianoacetato (2,72 ml, 24,93 mmol) y
plrldrna (6,72 ml, 83,09 mmol). Luego de que 1a solucién se enfno hasta 0°C,
acido trifluoroacético (4,15 ml, 41,54 mmol) se agregd por goteo. Luego de agitar
durante 1 hr, la solucidn se agitdo a temperatura ambiente durante 18 horas
mientras se permitio que el solvente de la mezcla de reaccion en un recipiente no
cubierto se evapore en condiciones ambientales. |a mezcla de reaccion se _
concentrd, luego se disolvié en acetato de etilo. La solucién se lavé en forma
sucesiva con bisulfato de sodio 1N, bicarbonato de sodio saturado y salmuera, se
seco sobre sulfato de sodio, se filtrd.y luego se concentrs, El residuo se purifiéé
por cromatograﬁa flash eluyendo con acetato de etilo al 20% a 40%/hexanos

para obtener 2.8 g del compuesto del titulo como un jarabe amarillo. La
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anterior en n-propanol (48 mL). Finalmente, se agregoé osmato de potasio (110
mg, 0,30 mmol).en agua (2 mL) y la solucién desarrolld muy rapido un color verde
Oscuro 'que persistio durante 4 horas. Luego de 6 horas sulfato de sodio saturado
(50 mL) se agrego y la mezcla se extrajo con acetato de etilo (2 x 50 mL). Las
capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (30 mL), se secd sobre
sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron. La cromatografia flash con
acetato de etilo al 20% en hexanos produjo el amino ter-butiléster protegido con
¢Bz como un sélido blanco (316 mg).

Paso 3:

Una mezcla de amino ter-butiléster protegido con cBz (316 mg, 0,9 mmol) y
32 mg de paladio al 10% en carbono en 9 mL metanol se hidrogené durante 8
horas. La mezcla se filtrd y Se concentré para obtener la amina libre como un

aceite claro (195 mg).

Ejemplo XX. Sintesis de cloroformiato de 1R,2—dimet§lPropilo: ‘

Al 2R-hidroxi-3-metilbutano disponible en el mercado (410 mg, 4,65 mmol)
se agregd una solucion de fosgeno al 20% en tolueno (1 mL, 2 mmol). La

solucién se agiid durante 6 ioras para generar el cloroformiato (2 mmol) que se
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sometid a reaccion directa en inmediatamente con la amina deseada. E|
S-isébmero se sintetizé mediante el mismo procedimiento.

ll) Sintesis de la fase de solucion representativa de los inhibidores de HCV

Ejemplo XXI. Sintesis de la fase de solucidén de iBoc-G(Chx)-Pro(4, 4-dimetil)-Leu-
(CO)-_-GIi—Phg-dimetilamida:

Paso 1. Sintesis de ter—butxloxicarbonil-leucinal‘(Boc~Leu-CHO):

¥
: diclorometano.

dimetilsulféxido
} OH ) - bl ‘ H
Boc-HN piridina  + 8O3 Boc-HN

A una solucién de Boc-L-leucinol disponible en el mercado (Advanced -
Chem Tech) (0,78 g, 3,6 mmol) en diclorometano anhidro (17,5 ml) se agregd
trietil amina (2 mi, 14,36 mmol) y la' mezcla se 'enfric’) hasta O°C. Se agregd
sulféxido de dimetilo (17,5 ml) seguido de complejo de piridina triéxido de sulfuro
(2,3 g, 14,36 mmol) y la reaccion se agité durante dos horas. TLC en 1:1 acetato
de etilo: hexanos confirmé la finalizacion de la reaccion. La mezcla de reaccién
se concentrd y el residuo restante se diluyé con acetato de etilo. La capa de
acetato de etilo se lavé con acido clorhidrico 1M (2 x 75 ml) seguido de solucién
de bicarbonato de sodio saturado (2 x 75 ml) y salmuera (75 mil). I_é capa
organica se secd (sulfato de sodio), se filtré Yy se concentro para producir 775 mg

de producto.
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Paso 2 - Sintesis  de éster etilico de Boc-2-hidroxi-3-amino-5-metil

hexanoil-alucina (Boc-Leu-(CHOH)-GIi-OFE1):

acido |riﬂuoroacélim..
piridina. CNCHCOLEY L

H , OFEt
-H == Boc-HN N
Boc-HNT ™ H/\n/

6] dictorometano : OH 0O

A una solucién de aldehido de Boc—Leucina (0,77 ¢, 3,59 mmol) en
diclorometano anhidro (24 ml) se agregé piridina anhidra (1,16 ml, 14,36 mmol) y
etilisocianoacetato (04 ml, 4,66 mmol). La mezcla de reaccién se enfrié hasta

0°C vy acido triffluoroacético (0,55 ml, 7/18 mmol) se agregd durante dos minutos.
La mezcla de reaccuon se tapd y se agitd a 4 °C durante cuatro dias, y a
temperatura amb:ente durante un dia. La mezcla de reaccion se diluyd con
diclorometano (350 ml) y se lavé dos veces cada una con porciones de 75 mi de
acido clorhidrico 1M, bicarbonato de sodio saturado y salmuera. La capa
organica se secd, se filtrd y se concentrd. El residuo obtenido se sometié a
cromatografia flash en una columna‘de 2" x 68" de gel de silice con el uso de
acetato de etilo al 10% en hexanos (800 ml) seguido de 1:1 acetato de etilo en
hexanos (800 ml). Las fracciones correspondientes al producto se reunieron y se
concentraron para producir 980 mg (79%) de producto

Paso 3. Sintesis de Boc- Leu(CHOH)-GIi- OH

!

- LiOH '
q OFEt e OH
Boc-HN ﬁ/\n/ ctanol Boc-HN ﬁ/ﬁr )

OH 0O OH O

A una solucion de Boc-Leu- -(CHOH)-GIli-Oet (0,98 g 2,83 mmol) en etanol

(11,3 ml) se agregd hidréxido de litio 2M (4,25 ml) y la reaccidn se agité durante
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cinco horas a temperatura ambiente. El etanol se removié con presién reducida y
la capa acuosa se diluyd con acetato de etilo. La capa organica se lavé con acido
clorhidrico 1M seguido de salmuera, se seco, se filtro Y se coneentrd para .

producir 775 mg (86%) de producto COMO un sdlido hlanco.

Paso 4. Sintesis de Boc-Leg(CHO'H)—Gli-Phg-dimetHamida:

' [ ) . Y HE . i
: i H-Pig-N{de)2 ‘ n
BOC-HN/S/U\N/YOH EDC, HOBt _ BCC-HNJYlkNW \:/[LN/
OH H 0] H 5 l

DIEA. acetonitrilo OH

A una solucién de Boc-Leu-(CHOH)-GIi-OH (0,37 ¢ 1,18 rmol) en
acetonitrilo (23 ml) se agregé en forma sucesiva dimetilamida de fenilglicina
(obtenida en el Ejemplo XV, Paso 2), EDC (0,34 g, 1,76 mmol), N-
hidroxibenzotriazo| (HOB) (0,18 g, 1,18 mmol) y diiéopropiletilamina (DIEA) (0,82

- (600 ml). Las fracciones correspondientes g producto se reunieron vy

concentraron para producir 445 mg (80%) de un sdlido blanco.

Paso 5 Sintesis de Sal de trifluoroacetato de H~Leu-(CHOH)-Gli—Phq—dimetilamida




-/ e F 0 H 0

0 - 0 | I . L
i i o 1 avido triftuoroacético %
P
Boc-HNMN/\(N\-/lkN/' > TFA-Hzm/l}/‘ N . \.)\N
éH A S N

© - dicloromeaetane OH Q @

A una solucién de Boc-Leu-(CHOH)-Gli-Phg-dimetilamida (70 mg, 0,146

mmol) en diclorometano (1 ml) se agregd acido trifluoroacético (1 ml) y la
reaccion se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. La mezcla de reaccion
S€ concentrd y se llevs al paso siguiente sin purificacion adicional.

Paso. 6 S:’ntesis de iBoc—G(Chx)~Pro(4,4-dime@—Leu-(CHOH)-Gli-Phq-

dimetilamida:
H— _

i NJL iBoc-G(Chx)-Pro(4,4-diMe)-OH
TFAH,N N N7 >

H H , TBTU, HORY, DIEA, acetonitrilo

OH O@

A una solucién de iBoc—G(Chx)~P(4,4—diMe)-OH (Ejemplo Xiv, paso 2) (563
mg, 0,148 mmol) en acetonitrilo (3 ml) se agregd en forma sucesiva
TFA.2HN-Leu(CHOH)Gli-Phg-NMe2 (61 mg, 0,148 mmol), N-Hidroxibenzotriazo|
. (HOBt) (23 mg, 0,148 mmol), TBTU (71,5 mg, 0,222 mmol y diisopropiletilamina
(103 1,.0,593 mmol). La reaccién se agitdé a temperatura ambiente durante 18
horas y se concentré. El residuo restante se disolvid en acetato de etilo y se lavé

con acido clorhidrico MM((2x5 ml), solucién de bicarbonato de sodio saturado (2
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x‘ S ml), y salmuera (2 x5 ml). La Capa organica se secd, filtrd y concentrs. El
producto (100 mg) se llevo al paso siguiente sin purificacion adicional.

Paso 7. Sintesis de iBoc-G(Chx)—Pro(L}A-dimetiI)—‘Leu— CO)—Gli—Phq—dimetilamida:

B ®
o i}%%n&nﬂufgé\

diclorometana _ /&N h&r“vtn/ H\/EN t!J\
\r\o N O]: o Yo H |

L

(1311}

Dess-pMartin

A una solucién de iBoc—G(Chx)-Pro(4,4—dimetil)-Leu-(-CHOH)~Gli—Phg-
dimetilamida (30 mg, 0,04 mmol) en diclorometano (1 ml) se agrego el reactivo de
Dess-Martin disponible en el mercado (Omega Chéemical Company Inc.) (67,8 mg,
0,16 mmol) y la reaccién Se agitdé a temperatura ambiente duranté 90 minutos. La
mezcla de reaccion se concentrd y el residuo restante S€ agito en tiosulfato de

sodio al 5%. Luego se diluyd con diclorometano y las capas se separaron. La

normal de sijlice (Fenomenex, 250 x 21.20 mm, tamafo de poros de 100
- angstrom, particulas de gel de 5 pm) eluyendo €on un gradiente a 30 minutos que
consistia de 0 a 259, de alcoho isopropilico en hexanos (25 ml/minutos). Las

fracciones correspondientes  g| producto se reunieron vy concentraron. La
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liofilizacién del produjo 6,7 mg de polvo blanco. Ej especto de masa de baja
resolucion confirms ia masa deseada (MH+ = 741 4).

1) Sintesis de fase sdlida: La sintesis de fase sdlida es til para la produccidn de

pequenas cantidades de ciertos compuestos de la presente invenciéon. Como con
la sintesis convencional de fase soélida de los péptidos, los reactores para la

sintesis de fase sdlida de peptidil cetoamidas estan formados por un recipiente

disueltos, aunque no permeable a la resing de sintesis del tamario seleccionado
de malla. Dichos reactores incluyen recipientes_ de reaccién de fase sélida_de
vidrio con un vidrio fritado sinterizado, tubos de polipropileno o columnas con
frituras, o el reactor Kans™ fabricado por Irori Inc., San D{ego CA. El tipo de
reactor elegido depende del volumen de resina para fase solida necesaria, y se

pueden utilizar diferentes tipos de reactor en diferentes etapas de una sintesis.

lavé en forma sucesiva con dimetilformamid'a, diclorome’tano, metanol,
diclorometano y éter dietilico (usar 10-15 mL de solvente/ gramo de resina).

Luego la resina se seco al vacio.

tratd con piperidina al 20% en dimetilformamida (10 mL de reactivo/ g de resina)
durante 30 minutos. Los reactivos se drenaron y |Ia resina se lavd en forma

sucesiva con dimetilformamida, diclorometano, metanol, dicl'orometanoy éter

- dietilico (usar 10 mL de solvente/'gramo de resina).
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Procedimiento C: Desproteccion de Boc: La resina con Boc desprotegido se tratd

con una mezcla de 1:1 de diclorometano y acido trifluoroacético durante 20-60
minutos (10 mL de solvente/ gramo de resina). Los reactivos se drenaron vy la
resina se lavd en forma sucesiva con diclorometano, dimetilformamida,
diisopropiletilamina al 5% en dimetilformamida, dimetilformamida, diclorometano,
y dimetilformamida (10 mL de solvente/ gramo de resina).

Procedimiento D: Hidrdlisis de semicarbazona: Se suspendio la resina en un

cocktail de disociacidon (10 mbL/ g de resina) que consistia de &acido
trifluoroacético: acido pirtvico: diclorometano: agua 9:2:2:1 durante 2 Horas. Los
reactivos se drenaron y se repitio el'procedimiento tfes veces mas. La resina se
lavd en forma sucesiva con diclorometano, agua y diclorometano y se secé al
vacio. |

Procedimiento E: Disociacién de HF: La resina de péptido-nVal(C0O)-G-0O-PAM

seca (50 mg) se colocd en un recipiente de HF que contenia una pequeia vara
de agitacion. Se agregé anisol (10% del volumen total) como depurador. En
presencia de acido glutdmico y amino acidos de cisteina, también se agregaron

tioanisol (10%) y 1,2-etanditiol (0,2%). El recipiente de HF luego se colgé en un

aparato para HF (Immuno Dynamics) y el sistema se lavé con nitrégeno durante

cinco minutos. Luego se enfrid hasta -70°C con un bafio de hielo seco/

isopropanol. Luego de 20 minutos, se destild HF hasta el volumen deseado (10

mL de HF/ g de resina). Se dejé proceder la reaccion durante una hora y media a

0°C. El tra'bajo consistidé en remover todo el HF con el uso de nitrégeno. lLuego
se agrego diclorometano a la resina y se agitd la mezcla durante cinco minutos.
A esto e sigui6 el agregado de &cido acético al 20% en agua (4 mL). Luego de
agitar durante 20 minutos, se filtrd la resina con el uso de un embudo fritado se
removio el diclorometano con presidn reducida. _El residuo restante y la mezcla

se lavaron con hexanos (2x) para remover los depuradores. Mientras tanto, se
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enjuago la resina en 1 mL de metanol. La capa acuosa (HOAc al 20%) se agregd
NUevamente a Ig resina y |g mezcla se agitd durante ¢inco minutos y luego se
filtrd. Se removid el metanol con presién reducida y se liofilizé 1a fase acuosa,
Luego se disolvio ¢ péptido en metanol g 10-25%, (que contenia acido

trifluoroacético al 0,1%) y se purificéd por HPLC de fase inversa.

Ejemplo xxii Sintesis fepresentativa en fase sélida de inhibidores de Hep C:
(iBocG(Chx)-PMt-NHSOZPh)~nV—(CO1-G—G(Ph)-NH2} '

Paso 1 Sintesié de Fmoc—nV—(dQsc)~Gli-OH: :

A) Sintesis de isocianoacetato de alilo (
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(99,92 g, 91,8%,)

b) Sintesis de isocianoacetato de alilo:

CN\iO_ K+ ——— CN\iO :l“l()

Al el producto de la parte 7 (99,92 g, 0,81 mol) disuelto en acetonitrilo (810

ml) se agrego bromuro de alilo (92 ml, 1,05 mol). Luego de calentar a reflujo

a)  Sintesis de éster metilico de 9-ﬂuoreni!metoxicarbonil-LLnorvalina
(Fmoc--nVa!-OMe): ' |
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obtener FmocnorVal-OMe) como .un sélido blanco (26,03 g) en rendimiento
cuantitativo. NMR & ppm (CD30d): 7,7 (m, 2H), 7.6 (m, 2H), 7.4 (m, 2H), 7,3 (m,
2H), 4,3 (m, 2H), 4.1 (m, 2H), 3,7 (s, 3H), 1,7 (m, 1H), 1,6 (m, 1H), 1,4 (m, 2H),
0,95 (t, 3H). ‘ |

b) Sintesis de 9-fluorenilmetoxicarbonii-norvalinol (Fmoc-nValinot): .

i |

N . LOH
Fmoc-HN Fmoc-HN

O

A Fmoc-nVal-OMe (26,03 g, 73,75 mmol) en tetrahidrofurano (123'ml) y
metanol (246 ml) se agrego cloruro de calcio (16,37 g, 147,49 mmol). La mezcla
de reaccidn se enfrio hasta 0°C y se agregd borohidruro de sodio (11,16 g,
294,98 mmol).en varios lotes. A la'pasta espesa obténida, se agregd metanol
(500 ml) y la reaccién se dejé bajo agitacién a temberatura ambiente durante 90
minutos. El TLC en 2:3 acetato de etilo: hexanos confirmé Ia finalizacion de la
reaccion (Rf = 0,25). La reaccién se inactivé con Ia incorporacion lenta de agua
(100 ml) a 0°C., El metanol Se removio con presién reducida y la fase acuosa
restante se diluyd con acetato de etilo. La capa orgariica se lavg con agua (3 x
500 ml), bicarbonato de sodio saturado (3 x 500 ml) y salmuera (500 ml). La capa
organica se secd sobre sulfato de sodio, se filtré y se concentré hasta obtener un .
solido blanco (21,70 g, 90,5%). NMR & ppm (CD;0D): 7,8 (m, 2H), 7,7 (m, 2H),
7,4 (m, 2H), 7,3 (m, 2H), 4,3-4,5 (m, 2H), 4,2 (m, 1H), 3,6 (s, 1H), 3,5 (s, 2H), 1,5
(m, 1H), 1,3-1,4 (m, 3H), 0,99 (m, 3H). '

¢) Sintesis de 9—ﬂuorenilmetoxicarbonil—norvalinal (Fmoc-nVal-CHO):
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, > H
Fmoc-HN Fmoc-HN

A una solucién de Fmoc-norValinol (21,70 g, 66,77 mmol) en
diclorometano (668 ml) se agrego trietilamina (37,23 mi, 267 mmol) y la solucién
se enfrid hasta 0°C. Una suspensién de cémplejo de sulfuro de piridina tridxido
(42,51 g, 267 mmol) en dimetilsulfoxido (96 ml) se égregé a la solucién
conéelada. Luego de una hora, el TLC en 2:3 acetato de etilo: hexanos confirmd
ta finalizacion de la reaccién. El diclorometano se removid con presion reducida y
el residuo restante se disolvié en acetato de etilo y se lavd con agua (2 x 50 ml),
bisulfato de sodio 1N saturado (2 x 50 ml), bicarbonato de sodio saturado (2 x 50
ml) y salmuera (50 ml). La capa organica se concentrd para producir un sdlido
blanco. Se asumio el rendlmlento tedrico (21,57 g) y Ia reaccion se llevo al paso
siguiente sin purnﬂcacuon adicional.

c) Sintesis de sal de trifluoroacetato de difenilmetil semicarbazida (dpsc)
(pasos a-b a continuacion):

a) Sintesis de Boc-semicarbazid-4-il difenilmetano
O W H O
BuO/U\,N’NYN
e
A una solucién de carbonildiimidazol (16,2 g, 0,10 méle) en
dimetilformamida (225 ml) se agregd una solucidn de carbazato de t-butilo (13,2

g, 0,100 mol) en dlmetnlformamlda (225 ml) por goteo durante 30 minutos. Luego

se agrego difenilmetilamina (18,3 g, 0,10 mol) durante 30 minutos. La reaccién se

=L
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dejo agitar a temperatura ambiente durante una hora. Se agrego agua (10 mL) y
la mezcla se concentro hasta aproximadamente 150 mL con presion reducida.
Esta solucion se vertié en agua (500 mL) y se extrajo con acetato de etilo (400
mL). La fase de acetato de etilo se lavd dos veces, cada una con 75 mL de HCI
1N, agua, solﬁcién de bicarbonéto de sodio saturado y cloruro de sodio, y se
secd con sulfato de magnesio. La mezcla se filtrd y 1a solucién se concentrs para
dar 29,5 g (85% de re.ndimiento) de una espuma blanca. Este material podria
purificarse rhedviante recristalizacion de acetato de etilo/hexano, pero fue lo
suficientemente puro como para usarlo en el paso siguiente: p.f. 142-143°C. 'H
NMR (CDCI3) 5 1,45 (s, 9H), 6,10 (cid, 2H), 6,42 (s, 1H), 6,67 (bs, 1H), 7,21-7,31
(m, 10H). Calculo analitico para CisH23N;O05: C, 66,84; H, 6,79; N, 12 31.
Encontrado: C, 66,46; H, 6,75; N; 12,90, '

b) Sintesis de sal de trifluoroacetato de difenilmetil semicarbazida (dpSc)

H H ] '
TFAszN’NYN X
I [ ‘

Una solucion de Boc-semicarbazid-4-i| difenilmetano (3,43A g, 10 mmol) en

diclorometano (12,5 mL) se tratdé con 12,5 mL de acido trifluoroacético a
temperatura ambiente y se agité durante 30 min. La solucion se agregd por goteo
a 75 mL de éter y el sdlido resultant.e (2,7 g, 80%)_ Se recolect6 por filtracién. p.f.
182-184°C. 'H NMR (CD;0D) & 6,05 (s, 1H), 7,21-7,35 (m, 10H), *C NMR
(CDs0OD) 5 57,6, 118.3 (q, CF3), 126,7, 127,9, 141,86, 156,9, 160,9 (q, CF3COyH).
D) Sintesis de Fmoc-nVal-(CHOH)-GIi-Oalil: |
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J

isactannacetalo de alilo e Q
> N

{
'/ L i O\/A\
H LH: X
Fmoc—HN/IH]/ . pindina, dcido trittuoroacetice. Fmoe HV)?):U\H/E]/
O

diclerometuno

A una solucion de Fmoc-nVal-CHO \Paso I1B) (5,47 g, 16,90 mmol) en
diclorometano (170 ml) se agregd isocianoacetato de alilo (P‘aso IA) (2,46 ml,
20,28 mrnol) y piridina (5,47 ml, 67,61 mmol). La mezcla de reaccién se enfrid
hasta 0°C y se agrego acido trifluoroécétiéo (3,38 ml, 33,80 mmol) por goteo. La
' reaccion se agité a 0°C durante 1 hr, y luego a temperatura ambiente durante '48
ST horas. EI TLC absorbido en acetato de etilo confirmé Ia finalizacién de la
reaccion. La mezcla de reaccién Se concentro y se sometié g cromatografia flash
con el uso de 20% a 70% de acetato de etilo en hexanos. Las fracciones que
contenian el producto deseado se reunieror-l Yy concentraron hésta obtener una
espuma blanca (6,88 g, 87,3%). EI TLC en 50:50 de acetato de etflo muestra una
mancha (Rf = 0,37). NMR & ppm (CD30OD): 7,8 (m, 2H), 7,65 (m, 2H), 7,4 (m, 2H),
7,3 (m, 2H), 59 (m, 1H), 5,1-5,4 (m, 2H), 4,55465 (m, 2H), 4,3-4,4 (m, 2H),
4,15-4,25 (m, TH), 4,01 (s, 1H), 3,9-4,0 (m, 3H), 1,5-1,6 (m, 2H), 1,35-1,45 (m,
3H), 0,9 (m, 3H). . |
o E) Sintesis de Fmoc-nVaHCO)—Gli-Oalilo:

. ) . Ji/?\ ENC, :mic}»uiulomaccnco /éi -
' Fmec-HN H/jro\/\ dimetilsulfoxido, m]ucn? Fmoc-HN | H/Irov\

5 . OH

A una solucién de Fmoc-nVal-(CHOH)-GIi—Oalil (Paso D) (5,01 g, 10,77
mmol) en dimetilsulféxido (100 ml) y tolueno (100 ml) se agrego EDC (20,6 g,
107,7 mmol). La .mezcla de reaccion se enfrig hasta 0 °C y se agregd acido

dicloroacético (4,44 m|, 53,83 mmol) por goteo. La reaccion se agitd durante 15
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minutos a 0°C y 1 hr a temperatura ambiente. Luego de enfriar nuevamente hasta
0°C , se agregd agua (70 mi) y el tolueno se removid con presion reducida. El
residuo restante se diluyé con acetato de etilo y se lavo varias veces con una
solucién de bicarbonato de sodio saturado seguido de bisulfato de sodio 1N y
salmuera. La capa organica se secd sobre sulfato de sodio, se filtrd y se
concentro. Se asumié el rendimiento tedrico de 4,99 g vy Ia reaccidn se llevd al
paso siguiente sin purificacién adicional. El TLC en 50:50 de acetato de etilo
‘muestra una mancha (Rf =0,73).

F) Sintesis de Fmoc;—nVaI-(dpsc)—Gli-Oalilo:

o
- i)
. - 1% dilenilmetilsemicarbazida
Fmaoc-HN v H ~ . P Fmoc-HN u/\n/o\/\\\
acetato de sodio, agua, ctanol 0
H
NH—CH(Ph)z

,A una solucion de Frmoc-nVal-(C0O)-Gli-Oali| (Paso E) (4,99 g, 10,75 mmol)
en etanol (130 ml) y agua (42 mi) se agregé sal de trifluoroacetato de difeniimetil
semicarbazida (dpsc) (Paso IC) (7,6 g, 21,5 mmol) y acetato de sodio .3H,0 (1,76
g, 12,9 mmol), én forma sucesiva. La mezcla dé reaccion se calentd a reflujo
durante 90 minutos. La finalizacién de la reaccic’)n' S& confirmé por TLC tomado en
1:1 de acetato de etilo: hexano. El etanol se removio con presién reducida y el
residuo restante se disolvié en acetato de etilo Yy se lavd con bisulfato de sodio
1N (2 x 10 ml), bicarbonato de sodio saturado (2 x 10 mi), seguido de salmuera
(10 mi). La Capa organica se secd, filtr y concentrd. El residuo resultante se
purificd por cromatografia flash en acetato de etilo al 20% a 50% en hexanos
| para dar un sdlido blanco (5,76 g, 78%). EI TLC en 50:50 de acetato de etilo:

hexanos mostré dos manchas (cis y trans isémeros) con Rf = 0,42y 0,5,
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G) Sintesis de Fmoc-nVal-(dpsc)-Gli-OH:-.

'Y L om
e . NN Fmoo-HN" Ny
Fmoc-HN \ u/ﬁ]/o o cdimedonu, caializador mee i H/\,lf
i O - o G
3 tetrahidirofurang I‘\IH

C
MH-CHI PRy, ' NH-CH(Fh),

P

A una solucién de Fmoc—nVai-(dpsc)—Gli-Oalil (Paso IG) (4,53 Q, 6,59
mmol) en tetrahidrofurano (300 mi) se agrego dimedona (462 g, 32,97 mmol)
seguido de catalizador de tetrakis(trifenii_fosﬁn) paladio(0) (0,76 g. 0,66 mmol). La
finalizacién de 1a reaccién se confirmé por medio de TLC luego de 90 minutos
con el uso de 9:1 diclorometano: metanol. La mezcla de reaccion se concentrd y
el residuo restante se disolvié en acetato de etilo y se lavo tres veces con
porciones de 50 m] de bifosfato de potasio 0.1M. La capa organica se traté luego
con 50 ml de bisulfito de sodio y el sistema de dos fases se agité durante 15
minutos. Se Separaron las fases y el procedimiento se repitio dos veces mas. La
¢apa organica se seco Yy se concentrd y se sometis a cromatografia cromatograﬁa’
flash con acetato de etilo al 20% a 100% en hexanos. A esto e siguié solucion al
9:1 de diclorometano: metanol. Las fracciones CorreSpondienies al producto bruto
Se reunieron y concentraron para obtener un sélido blanco (3.99 9. 94%). EI TLC.
en 9:1 diclorometano: metanol mostré dos manchas (c'is y trans isémeros). NMR &
ppm (CDBOD): 7,75 (m, 2H), 7.6 (m, 3H), 7,2-7.4 (m, 14H), 6,162 (m, 1H),
4,25—4,4 (m, 2H), 4,1-4,2 (m, 2H), 3,85 (s, 2H), 1,6-1,8 (m, 2H), 1.3-1,5 (m, 2H),
0,95 (t, 3H).

Paso 2. Sintesis de resina H-Phg-MBHA:
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La resina MBHA diSponible en el mercado (26 g, 1,12 mmol/g, 2,91 mmol)
se transfirio a un recipiente fritado de reaccion de fase solida de 250 mL
equipado con una entrada de nitrégeno. Luego se lavd totalmente con porciones

de 30 mi diclorometano, metanol, dimetilformamida y diclorometano y se acoplo

durante 18 horas al Fmoc-Phg-OH disponible en el mercado (2,17 g, 5,82 mmol)

de acuerdo con el Procedimiento A con 99,82% de eficiencia. La resina se
sometio luego a desproteccién de Fmoc de acuerdo con procedimiento B. Un
ensayo guantitativo de ninhidreno en una pequena éh’cuota dio una resina y una
solucion azul oscura, lo que indica el éxito de la reaccion. , |

Paso 3 Sintesis de resina H-nVal(dpsc)-Gli-Ph4-MBHA:

/(l 4 I |
H2N niN N T resina NH-MBHA
f,“ H o E
=Z\IH E ]
@

NH-CH(Ph),

La resina obtenida en ef pasoli (26 g, 0.8 mmol/qg, 2,91 mmol) se sometid

' a reaccién con Fmoc-nVal-(dpsc)-Gli-Oalil (Paso IG) (5,82 mrnol, 3,77 g) de

acuerdo con Procedimiento A. Luego de 18 horas, el analisis cuantitativo de
ninhidreno indicé 99,91 de eficiencia de acoplamiento. La resina se sometioé a

Desproteccién de Fmoc de acuerdo con procedimiento B. Un ensayo cualitativo
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de ninhidreno en una pequena alicuota dio resina y solucién azul oscuro, lo que

indico el éxito de la reaccion.

Paso 4 Sintesis de Resina Boc-Pro(4t-NHFmoc)—nVal(dpsc)-Gli-Phq—MBHA:

Boc—h

¢! gy O
; UL
o N H/\n/ resina MH-MBHA

L 0

NH-CH(FPh),

(X 1))

El compuesto resina H-nVaI(dbsc)-Gli-Phg—MBHA (Paso 3 anterior) (600
mg, 0,8 mmol/g, 0,67 mmol) se transfirid a un tubo fritado de polipropileno y se
acoplé a Boc—Pro(4t-NHFmoc)foH (Ejemplo VI, Paso 3) (610 mg, 1,34 mmol) de
acuerdo con procedimiento A. Luego de 18 horas, el andlisis cuantitativo de

ninhidreno indicd 99,96% de eficiencia de acoplamiento.

Paso 5. Sintesis de resina Boc-Pro(4 t-NHP)—nVal(dpsc)—GI'i—Phq-MBVHA:

~NH,
I
Boc— :
0 O
H
> N\/lL resing NH-MBHA
N y res MBHA
0 { uY 3
' O
QO
NH-CH(Ph),
La - resina . del paso anterior (resina

Boc—Pno(4—t—NHFmoc)~nVal(dpsc)~Gli—PthBHA) se sometid a desprotecciéon de

Fmoc de acuerdo con procedimiento B. Un ensayo cualitativo de ninhidreno en
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una pequena alicuota dio resina y solucion azul oscuro, lo que indicd el éxito de

la reaccion.
Paso 6. Sintesis de resina Boc-Pro(4t-NHSQ,.Bn)-nVal dpsc)-Gli-Phg-MBHA:

/<)Ok P
N .
N p resina NE-MBHA

NH-CH(Ph),

A la resina obtenida del paso anterlor (resina Boc-Pro(4t- NH2) -nVal(dpsc)-
Gli-Phg- MBHA) (0,2 g, 0,22 mmol) suspendida en NMP (2 ml) se agrego
2,4,6-colidina (0,24 ml, 1,79 mmol) y cloruro de bencensulfonilo v 1a reaccion se
agitd durante 18 horas. El solvente se drend y la resina se lavd minuciosamente
con porciones de 2 ml de diclorometano, metanol, dumetnlformamlda y
diclorometano. El analisis cualitativo de ninhidreno mostré perlas sin éolor y
solucion lo que indico el éxito de la reacbién. ,

Paso -7 Sintesis de resina Fmoc—G(Chx)-ProMt-NHSOan)-nVal-
(dasc)-Gli-Pha-MBHA:

ks
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L
X ~0
O?S|
NH
' Frnoc-HN N o
moc- O
o N H\/ﬂ\ rezing NELMISH A,
e) g H/\P./ '
e |
W QO
NH-CH(Ph),
La resina obtenida - en el paso anterior, (resina

Boc—Pro(4t-NHSOZBn)—nVaI(dpsc)Gli—Phg-MBHA) se sometié al procedimiento de
desproteccién Boc de acuerdo con Procedimiento C. Luego se acoplé
Fmoc-G(Chx) (0,17 g, 0,45 mmol) de acuerdo con procedimiento A. Luego de 18
horas el analisis cualitativo de ninhidreno mostré perlas sin color y el analisis
cuantitativo de ninhidreno indicé 99,79% de eﬁciencié de acoplamiento.

Paso 8. Sintesis _de resina iBoc-G(Chx)-Pro(4t-NHS0O,Bn)-nVal dpsc)-Gli-Phg
MBHA:

SN
~

\)\340

077 ‘
WNH
o | .
Y\ O)L N N _
O O
H . H
o N N/\H/N\)L resina NI I-MBFIA
H M H
fil O

o
W QO

NH-CH(Ph),
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La resina obtenida en el paso anterior (resina
Fmoc-G(Chx)—Pro(4t-NHSOan)nVal(dpsc)—GIi—Phg—MBHA) se sometio a
Desproteccion de Fmoc de acuerdo con procedimiento B. Un ensayo de
ninhidreno en una pequena alicuota dio‘resina y solucidn azul oscuro, lo que
indico el éxito de la reaccién: A laresina (0,2 g, 0,22 mmol) suspendida en 2 ml
de NMP se agregd isobutilcloroformiato (0,12 ml', 0,90 mmol) seguido de
dilisopropi!etilamina (0,31 ml, 1,79 mmol), y la mezcla de reaccién se agitéd
durante 18 horas a temperatura ambiente. El analisis cualitativo de ninhidreno

mostrd perlas sin color y solucién fo que indicé el éxito de Ia reaccidn.

Paso 9. Sintesis de resina iBoc-G(Chx)-Pro(4t-NHSQ,Bn)-nVal
CO)-GIi—Phq-MBHA' '

o i
O O .
N /\rrN\/U\ resina NH-MBHA
H o M o

S

El' compuesto del paso anterior (resina iBoc-G(Chx)-Pro(4t- -NHSQO,Bn)-

(3111}

nVal(dpsc)-Gli-Phg-MBHA (200 mg) se sometié a hidrélisis de semlcarbazona
Procedimiento D.

Paso 10. Sintesis de iBoc-G(Chx)—Pro(4t-NHSO;Bn)—nVal CO)-GliPhg-NH,:
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La resina del paso anterior (resina

IBoc-G(Chx)-Pro(4t- -NHSO,Bn)-nVal(CO)Gli- -Phg-MBHA) (100 mg) se sometno a
condicién de disociacién de HE (Procedimiento E) para producir el producto bruto
deseado. El material se purificod por-HPLC con el uso de una columna de fase
inversa de 2,2 x 25 cm, que contenia una resina C-18 formada por particulas de
gel de un tamafo de 10 micrones con un tamaﬁo‘de poros de 300 angstrom,
eluyendo con un gradiente mediante el uso de acetonitrilo al 20-50% en agua. La
HPLC analitica con el uso de una columna de fase inversa de 4,6 x 250 mm, que
contema una resina C 18 resina formada por particulas de gel de un tamafio de 5
micrones con un tamafio de poros de 300 angstrom eluyendo con acetonitrilo al
25-75% (que contenia acido trlfluoroacetlco al 0.1 %) mostrd un pico a los 13,5
minutos. El espectro de masa de baja resolucién confirmé a masa deseada (MH+
826,4). '

V. Compuestoé adicionales preparados por Sintesis de la Fase de Solucidn:

A continuacién se muestran los compuestos representativos para preparar
compuestos adicionales de la invencion, y los compuestos preparados mediante

dichos procedimientos aparecen enumerados en la Tabla 5.

Eiemplo XXl - Prepara'cién de un compuesto de |a formula XXiii:
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CHy %NVKOO O
CH3 CH; O O
XX
Paso 1.
0
HzN OC,Hs
XX!lita 00

Una solucién agitada de la cetimina XXHa (50 g, 187,1 mmol) en N; en
THF anhidro (400 mL) se enfrié hasta -78 °C y se traté con una solucién 1M de K-

‘BuO (220 mL, 1,15 equiv.) en THF. La mezcla de reaccién se entibié hasta 0 °C y

se agitd durante 1 hr y se tratd con ciclobutano de bromoetilo (28 mL, 249 mmol):

La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 48 h y se
concentré al vacio. El residuo se disolvid en Et:O (300 mL) y se traté con HCI
acuoso (2 M, 300 mL) La solucion resultante se agitd a temperatura ambiente
durante 5 h y se extrajo con Et,O (1 L). La capa acuosa se hizo basica hasta un
pH -12-14 con NaOH (50 acuoso) y se extrajo con CH,Cl, (3 x 300 mL). Las
capas organicas combinadas se secaron (MgSO0.,), se filtraron y se concentraron
para dar amina pura (XXilib, 18 g) como un aceite sin color.

Paso 2.
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Una soluciéon de amina XXlib (18 g, 105,2 mmol) a 0°C en CH,Cl, (350
mL) -se tratd con di-ter-butildicarbonato (23 g, 1054 mmol) y se agité a
temperatura ambiente durante 12 hr. Luego de la finalizacion de la reaccion
(TLC), la mezcla de reaccién seA concentré al vacio y el residuo se disolvié, en
THF/H,0 (200 ml, 1:1) y se tratd con LiOH«H,0 (86,5 g, 158,5 mmol) y se agité a
temperatura ambiente durante 3 h. La mezcla de reaccion se cohcentré y la capa
acuosa basica se extrajo con Et,O. La capa acuosa se acudouﬂco con HCI
concentrado hasta un pH ~1-2 y se extrajo con CH,Cl,. Las capas organicas
combinadas se secaron (MgSOQ.), se filtraron y se concentraron al vacio para
producir XXlilc como un aceite viscoso sin color que se usd dura’nte el paso
siguiente sin purificacién adicional.

Paso 3.

. asas [Ty 1 N\
DoCrHIN SUCTNN T e M
OH N
Me
XXlle XXilid

Una solucién del acido XXllic (15,0 g, 62 mmol) en CH:Cl; (250 mL) se

traté .con reactivo BOP (41,1 g, 93 mmoal), N-metil morfolina (27 mL), clorhidrato
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de N,O-dimetil hidroxilamina (9,07 g, 93 mmol) y se agitd durante la noche a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se diluyd con HCI 1N acuoso (250
mL), y las capas se separaron y la c'apa acuosa se extrajo con CH,Cl, (3x300 ml).
Las capas organicas combinadas se secaron (MgS0.), se filtraron y se
concentraron al vacio y se purificaron por cromatografia (SiO,, EtOAc/Hex 2:3)
para producir la amida XXIlid (15,0 g) como un sélido sin color.

Paso 4.

o} - |
- BochN_JL.__ome BocHN H
N —_—

{
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XXHid XXllle

Una solucién de la amida XX!id (15 g, 52,1 mmol) en THF anhidro (200
mL) se tratd por goteo con una solucién de LiAlH, (1M, 93 mL, 93 mmol) a 0°C.
La mezcla de reaccién se agit6é a temperatura ambiente durante 1 hry se inac.tivé.
cuidadosamente a 0°C con una solucién de KHSO, (10% acuosa) y se agité
durante 0,5 h. La mezcla de reaccién se diluyé con HCI acuoso (1M, 150 mL) y se
extrajo con CH,Cl, (3x200 mL), las capas organicas combinadas se lavaron con
HCI acuoso (1M), NaHCO; saturado, salmuera, y se secaron (MgS0.,). La mezclé
sé filtfé y se ‘concentro al vacio para producir XXllle como un aceite viscoso sin
color (14 g). '

Paso 5.
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Una solucién del aldehido XXllle (14 g, 61,6 mmol) en CH,Cl, (50 mL), se
tratd con EtsN (10,73 mL, 74,4 mmol), y cianohidrina de acetona (10,86 g, 127,57
mmol) y se agité a temperatura ambiente durante 24 hrs. La mezcla de reaccidn
se concentré al vacio y se diluyd con HCI acuoso (1 M, 200 mL) y se extrajo en
CH:Cl, (3x200 mL). Las capas organicas combinadas se lavaron con H,0,
salhuera, se secaron (MgSQ,), se filtraron y se concentraron al vacio y se
purificaron por medio de cromatografia (SiO,, EtOAc/Hex 1:4) para producir XXHIf

(10,3 g) como un liquido sin color.

Paso 6.
OH Z oy o
CIHaN OCH;4
BocHN\%CN .

SOUE XXilg

" Se tratd metanol saturado con HCI*, preparado mediante la formacion de
burbujas de gas de HCI a CH;OH (700 ml) a 0°C, se traté con cianohidrina XXIIIf
y se calentd a reflujo durante 24 h. La reaccion se concentré al vacio para

producir XXlllg, que se usé en el paso siguiente sin purificacion. * En forma
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alternativa también se puede usar HCI 6M preparado mediante el agregado de
AcCl a metanol seco.

Paso 7.

_, OH OH
C‘H3N I/OCHS ) ' BocHN OCH3

XXllg XXlh

Una solucién del clorhidrato de amina XXlllg en CH,Cl,.(200 mL) se traté

con Et3N (45,0 mL, 315 mmol) y BOC,0 (45,7g, 209 mmol) a -78 °C. La mezcla de

reaccion se agito, luego, a temperatura ambiente durante la noche y se diluyo
con HCI (2 M, 200 mL) y se extréjo en CH,Cl,. Las capas organicas combinadas
se secaron (M.gSO,,) se filtraron y se concentraron al vacio y se purificaron pof
cromatografia (EtOAc/Hex 1:4) para producir éster de hidrbxi XXiith.

Paso 8.

OH OH
BocHN __OCH;,4 BocHN NH,

———— D

XXitth XXt

Una solucion de éster metilico XXith (3 g, 10,5 mmol ) en THF/H,0O (1:1)

- se tratdé con LiOH+-H20 (645 mg, 15,75 mmol) y se agité a temperatura ambiente.
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durante 2 hr. La mezcla de reaccion se acidoificé con HC! acuoso (1M, 15mbL) y
se concentrd al vacio. El residuo se secd al vacio.

Una solucion del acido en CH,Cl, (50 mL) y DMF (25 mL) se tratd con
NH.CI (2,94 g, 55,5 mmol), EDCI (3,15 g, 16,5 mmol), HOOBt (2,69 g, 16,5
mmol), y NMM (4,4 g, 44 mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura
ambiente durante 3 d. Los solventes se removieron con vacio y el residuo se
diiuyé con HCI acuoso (250 mL) y se extrajo con CH,Cl,. Las capas organicas
combinadas se lavaron con NaHCO; acudso saturado, se secaron (MgSQ,) se
filtraron y concentraron al vacio para obt'ener XX, que se usd como estaba en
los pasos siguientes. (En forma alternativa, también puede obtenerse XXIIli
directamente mediante_ la reaccion de XXIIf (4,5 g, 17,7 mmol) con H,0, acuoso
(10 mL), LiOH+H,0 (820 mg, 20,8 mmol) a 0°C en 50 mL de CHs0H durante 0,5
h.)

Paso 9. -

b - + .
BocHN NH, ClH3N__~ NH;
XXl : ' XX

Una solucion de XXIili obtenida en el paso anterior se disolvié en HCI 4N
en dioxano y se agitd a temperatura ambiente durante 2 h. La mezcla de reaccion
se concentrd al vacio para dar XXIIj como un sélido, que se usé sin purificacién
adicional.

Paso 10.

257,
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XXIIk XX XX11Im

El amino éster XXIlIl se prepard siguiendo el método de R. Zhangy J. S.
Madalengoitia (J. Org. Chem. 7999, 64, 330), con la excepcion de que el grupo
Boc se disocié por medio de la reaccién del amino acido con proteccion Boc con
HCI metandlico.

Una solucién del amlno acido comercial Boc-Chg-OH, XXMk (Senn
chemuc:als 6,64 g, 24,1 mmol) y clorhidrato de amina XXIili (4,5 g, 22 mmol) en»
CH:CI; (100 mL) a 0°C se tratd con Reactivo BOP y se agité a temperatura
ambiente. durante 15 h. La mezcla de reaccidén se concentrd al vacio, luego se
diluyéd con HCI acuoso 1M vy se extrajo én EtOAc (3x200 ml). Las cabas
organicas-combinadas se lavaron con NaHCOs saturado. (200 mL), se secaron
(MgSO0.), se filtraron y se concentraron a/ vacio, y se sometieron a cromatografia
(SiO2, EtOAc/Hex 3:7) para obtener XXIilm (6.0 g) como un sélido sin color.

Paso 11.
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Una solucién de éster metilico XX1Im (4,0 g, 9,79 mmol) en THF/H,0O (1:1)
se traté con LiOH-H,0 (401 mg, 9,79 mmol) y se agitd a temperatura amblente
durante 3 h. La mezcla de reaccién se acidificd con HCI acuoso y se concentrd al
vacio para obtener el acido libre. .

Una solucién de &cido (1,5 g, 3, 74 mmol) en DMF/CH,CI, (1:1 50 mlL) se
tratd con amina XXillj (772 mqg, 3,74 mmol), EDCI (1 07 g, 5,61 mmol), HOOBt
(959 mg, 5,61 mmol) y NMM (2,15 mL, 14,96 mmol) a -10°C. La mezcla de
reaccion se agitdé a 0°C durante 48 h y se concentré al vacufo. El residuo se dil_uyé
con HCl acuoso 1M y se extrajo con CHyCl, Las fases organicas combinadas se
extrajeron con NaHCOj; acuoso, HCI acuoso, salmuera, se secaron (MgS0,), se _
filtraron y se concentraron al vacio para obtener XXliln (2,08 g) como un sélido
de color tostado.

Paso 12.



261

Chia~__-CHgy CHaw__-CH,

S > N (W) N Sz N (W] N
- NH, { ) Hs

-
N
B.OCHN\/KO G

Bocmm.\é/J\\O O
9 @

XXiln

Una solucidon de amida XXiiIn (2,08 g, 3,79 mmol) en tolueno y DMSO (1:1
20 mL) a 0°C se traté con EDCJ (7,24 g. 37,9 mmol) y acido dicloroacético (2,42
g, 19,9 mmol) y se agité a temperatura ambiente durante 4 h. La mezcla de
reaccion se diluyé con CH,Cl, se lavé con NaHCO; saturado, y salmuera. Las
cabas organica se secaron (MgSQy), se filtraron y se concentraron al vacio y se
purificaron por cromatografia (SiO,, Acetona/Hexanos 3:7) para producir XXt
como un sdélido sin color. ‘

Eiemplo XXIV Preparacién de un compuesto de la formula XXIV:

CHa o'l '
2 CH |
PR
N NH,
H W N
GHa_N_ _N o 0
0
L
3 Ocy
*cHots
XXIV

Paso 1.
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Una solucién de Boc-ter-Lue )(XIVa. (Fluka, 5,0 g 21,6 mmol) en CH,Cl,
anhidro/DMF (50 ML, 1:1 ) se enfrié hasta 0°C y se traté con la amina XXIIl (5,3
e} 25,7 mmol), NMM (6,5 g, 64,8 mmol) y Reactivo BOP (11,6 g, 25,7 mrnol). La
reaccion se agité a temperatura ambiente durante 24 h, se diluyd con HC! acuoso
(1 M) y se extrajo con CH,Cl,. Las capas organicas éombinadas se lavaron con
HCI (acuoso, 1 M), NaHCO, saturadb, salmuera, se secaron (MgSO0.), se filtraron
y seé concentraron al vacio y se purificaron por cromatografia (SiO,,
Acetona/Hexano 1:5) para producir XXIVb como un sdlido sin éolor.

Paso 2.

CH3\/CH3 CHngHg
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XXIvb XXIve

Una solucion de éster metilico XXIVb (4,0 g, 10,46 mmol) se disolvid en

HCI (solucién 4M, dioxano) y se agitd a temperatura ambiente durante 3 h. La
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mezcla de reaccidn se concentré al vacio para obtener la sal de clorhidrato de
amina usada en el paso siguiente.

Una solucxon de la sal de clorhidrato de amina (397 mg, 1,24 mmol) en
CHCl; (10 mL) se enfrid hasta -78°C y se tratd con ter-butil isocianato (250 mg,
2,5 mmol) y se agitd a temperatura ambiente durante la noche. La mezcla de
reaccién se concentré al vacio y el residuo se diluyd con HCI acuoso (1M) y se
extrajo con CH,Cl,. Las capas organicas combinadas se lavaron con HC! acuoso
(1M), NaHCO; saturado y salmuera. La capa organicas se secaron, se filtraron y
se€ concentraron al vacio y el Eesiduo se purificd por cromatografia (SiO,,
écetona/Hex 1:4) para producir XXIVc como un sc’)lid.o sin color.

Paso 3
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Una soluciéon de éster metilico XXch (381 mg, 1,0 mmol) en THF/H,0O (1:1,

5 mL) se traté con LiOH<H,0 (62 mg, 1,5 mmol) y se agitdé a temperatura

ambiente durante 3 h. La mezcla de reaccién se acidifico con HCI acuoso y se

concentré al vacio para obtener el acido libre.

Una solucion de 4cido (254,9 mg, 0,69 mmol) en DMF/CH,Cl, (1:1, 5,0 mL)
se trato con amina XXHIj (159 mg, 0,763 mmol), EDCI (199 mg, 1,04 mmol),
HOOBt (169,5 mg 1,04 mmol) y NMM (280 mg, 2,77 mmol) a -20°C. La mezcla
de reaccion se agité a -20°C durante 48 h y se concentrd al vacio. El resuduo se

dfluyo con HCl acuoso 1M y se extrajo con EtOAc. Las capas organicas
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combinadas se extrajeron con NaHCO; acuoso, HCI acuoso, salmuera, se

secaron (MgSO) se filtraron y se concentraron al vacio para obtener XXIVd (470

mg) como un sdlido de color tostado.

Paso 4.
G -Gy CH;._CH;
3= o OH S H 0
[ N NH, N\QS{NH2
H H N g E H H N | » o
N__N N.__N o
N Vgo T g
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XX1vd oy

Una solucién de amida XXIVd (470 mg, 0,9 mmol) en tolueno y DMSO (1 :1v
20 mL) a 0°C se traté con EDCI (1,%2 g, .9,0 mmol) y acido dicloroacético (0,37
mL, 4,5 mmol) y se agitd a 0°C durante 4h. La mezéla de reaccidn se diluyé con'
CH,Cl,, y se lavd con NaHCO, saturado, y salmuera. La capa orgénica se seco
(MgSQ.), se filtré, se concentrd al vacio y se purificéd por cromatografia (SlOz,

Acetona/Hexanos 3:7) para producir XXIV como un sélido sin color.

Ejemplo XXV _Preparacion de un compuesto de.la férmula XXV:

CH3\/CH3
N N
. n/ ‘Wf \/lk
CH, N
CH3>CrH bl
3 /[\ H
CHE 3
XXV

Paso 1.
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. Una solucién de Fmoc-glicina (Bachem, 2,0 g, 6,87 mmol) en CH,CI, (20
mL) se tratd con 2-fenil-2-propanol (Aldrich, 3,36 g, 24,7 mmol), DCC (solucion
1M CH.Cly, 8,24 mL), DMAP (167 mg, 1,37 mmol) y se agité a temperatura
ambiente durante 24 h. La mezcla de reaccidn se cbncentré al vacio y se diluyé
con Et;O (100 mL). El sdlido que se separd se filtrd y el filtrado se lavd con
NaHCO; saturado. La capa orgéanica se secod (MgSO0,), se filtrd, se concentro al
vacio, y se purificé por cromatografia (SiO,, EtOAciHex 1:5) para producir éster

XXVI (1,1 g) como un liquido viscoso sin color. : -

O < B
. O )

O CHy '3

Paso 2.

XXVve XXvd

Una solucién de XXVc en CH,Cl, (16,0 mL) se traté con piperidina (4,0
'mL) y se agité a temperatura ambiente durante 0,5‘ h. La mezcla de reaccion se
concentrd al vacio y 'se purificd por cromatografia (SiO,, Acetona/Hexanos 1:10 a
1:1) para producir la amina XXVd (420 mg) como un liquido sin color.

Paso 3.
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Una solucidn de éster metilico XXIVe (381 mg, 1,0 mmol) en THF/H,O (1:1,
5 mL) se tratd con LiOH<H,O (62 mg, 1,5 mmol) y se agitd a temperatura
ambiente durante 3 h..La mezcla de reaccidn se aéidificé con HCI acuocso y se
cancentro al vacio para obtener el acido libre. o

Una solucién de acido (2,0 g, 5,5 mmol) en DMF/CH,ClI, (1.:1, 40,0 mL) a
-10°C se tratd con amina XXilig (1,51 g, 6,8 mmol), EDCI (1,57 g, 8,25 mi'hol),
HOOBt (1,41 g, 8,25 mmol) y NMM (2,5 g, 24,7 mmol). La mezcla de reaccién se
agito a O°C durante 48 'h y se concentré al vacio. El residuo se diluyé con HCI
acuoso 1M (100 mL) y se extrajo con CH,Cl, (3x100 m'L)l. Las capas organicas
combinadas se extrajeron con NaHCO; acuoso, HCI acuoso, salmuera, se
secaron (MgSO4) se filtraron, se concentraron él vacio para obtener XXVe (3,17

g) como un sélido de color tostado que se utilizé sin ninguna purificacion.

Paso 4.

CHjCH, CH3._CH,

N H OH S H Q
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Una solucién de éster metilico XXVe (2,5 g 4.66 mmol) en
THF/HO/CH3OH (1:1:1, 60 mL) se tratd con LiOH-H,0 (200 mg, 4,87 mmol) y se
agité a temperatura ambiente durante 4 h. La mezcla de reaccién se acidificd con
HCl acuoso y se concentré al vacio para obtener el acido libre.

Una solucién de acido (200,0 mg, 0,38 mmol) en DMF/CH,C!, (1:1, 6.0 mL)
a -10°C se tratdé con amina XXVd (78 mg, 0,4 mmol), EDCI (105 mg, 0,55 mmol),

- HOOBt (95 mg, 0,55 mmol) y NMM (150 mg, 1,48 mmol). La mezcla de reaccion

se agitd a 0°C durante 48 h y se concentro al vacio. El residuo se diluyd con HCI
acuoso 1M (30 mL) y se extrajo con CH,Cl, (3x30 mL). Las capas organicas
combinadas se extrajeron con NaHCO; acuoso (2x30 mL), HCI acuoso, salmuera
(30 mL), se secaron (MgSQ.) se filtraron, se concentraron al vacio para obtener

XXVf (240 mg) como un soélido de color tostado.

Paso 5.
CHa._CHs
Sz OH 0 .
(‘)ﬁ(“ n\/”‘c?<©.
>]/H N\/‘g © © ' -'
OCHs’T\er3
CHav Hs
XXV
O\n/ O><E>
>r worc
H%\PEH:‘
XXV

Una solucién de XXVf (240 mg, 0,28 mrnol) en CH,Cl, (10 mL) se tratd con
reactivo de Dess-Martin (Omega, 242 mg, 0,56 mmol) y se agitd a temperatura

ambiente durante 2 h. Luego de completar la oxidacion (TLC, Acetona/Hex 1:4) la
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mezcla de reaccion se diluyd con NaHCOj; saturado (20 mL) y Na,S,0s3 (solucién
al 10% acuosa, 20 mL). La mezcla de reaccién se agité durante 30 min. y se
~ extrajo con CH}CIZ (3x30 mL). L.as capas organicas combinadas se extrajeron con
NaHCOQOj; saturado, salmuera, se secaron (MgSQ.) se filtraron, se concentraron al
vacio y se purificaron por cromatografia (SiO,, acetona/Hexanos 1:5) para
producir XXV (122 mg) como un sélido sin color.

Eiemplo XXVI Preparacién de un compuesto de la féormula XXVI:

~ ~t
At AW

(— v\ H i N
N 2
BocHN o o O

XXV
Paso 1:
Q‘CO2H N CO,tBu
1
Boc ) Boc
XXVia XXVt

A una solucidn agitada de N-Boc-3,4-dehidroprolina XXVla (5,0 g, 23,5
mmol),  dicarbonato de  di-ter-butio (7,5 g, 344 mmol), vy
4-N,N-dimetilaminopiridina (0,40 g, 3,33 mrnol) en acetonitrilo (100 mL) a
temperatura ambiente se agregé trietilamina (5,0 mL, 35,6 mmol). La solucién
resultante se agitd a esta temperatura durante 18 h antes de concentrar al vacio.

El residuo, de color marrén oscuro, se purificd por cromatografia flash en

2sz
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columna eluyendo con EtOAc/hexano al 10-25% para dar el producto XXVIb

como un aceite amarillo palido (5,29 g, 84%).

Paso 2:

Cl \v’/Cl
QCO;Q(BU * &CO -
Boc I..\) 2
Boe
XXVib ) XXVlc

A una solucién agitada de dehidroprolina XXVIb (10,1 g, 37,4 mmol),

cloruro de benciltfietilamonio (1,60 g, 7,02 mmol) en cloroformo (120 mL) a

temperatura ambiente se agregé hidréxido de sodio acuoso al 50% (120 g).

Luego de agitar vigorosamente a esta temperatura durante 24 h, la mezcla negra

se diluydé con CH,Cl, (200 mL) y éter dietilico (600 mL). Luego de que las capas

se separaron, la solucidn acuosa se extrajo con CH,CI,/Et,0 (1:2, 3x600 mL). La

solucidén organica se secd (MgS0O,4) y se concentrd. El residuo se purifico

mediante cromatografia flash en columna mediante el uso de EtOAc/hexano al

5-20% para obtener 9,34 g (71 %) de XXVII como un sdlido blanco griséceo.

Paso 3: .

Cl \&/Cl Cl\{a
‘CF3CO5H
, .
Boc H

XXVic v XXvid
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La solucion de XXVl (9,34 g, 26,5 mmol) en CH.Cl, (25 mL) y CF3CO,H
(50'mL) se agité a temperatura ambiente durante 4,5 h antes de concentrar al
vacio para dar un residuo marrén que se us6 en el Paso 4 sin purificacién
adicional.

Paso 4

.

i k_.l\/Cl

A
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= —_— — THCH
(_)*c o CFICOM | QCO;Me

H

XXiid XXiila

Se agregd éacido clorhidrico concentrado comercial (4.5 mL) a una solucién
del residuo del Paso 3 en metanol (70 mL) y la mezcla resultante se entibid hasta

65° C €n un barfo de aceite. Luego de 18 h, la mezcla se concentré al vacio para

dar un aceite marrén XXVle, que se usé en el Paso 5 sin purificacién adicional.

Paso 5
Ci ,cn
CinI BocHN:vCOZH | . (Nl COMe
0

[‘L + : ‘ BocHN
N COsMe . H
H - tCl ' O

XXVla XXVt
. XXVig

A una solucion agitada de éster metilico de prolina XXVle del Paso 4,
N-Boc-ciclohexilglicina comercial XXVIf (10,2 g, 40,0 mmol) y [hexafluorofosfato
de O—(?—azabenzotriazol-1il)-1,1,3,3~tetrametiluronio] (HATU) (16,0 g, 42,1 mmol)
en DMF (200 mL) a 0°C se agregé diisopropiletilamina (18,0 mL, 104 mmol).
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Luego de dejar entibiar hasta la temperatura ambiente junto con el bafio de hielo
durante la noche (18 h), la mezcla de reaccion se diluy6é con EtOAc (600 mL),
H3sPO,4 al 5% (150 mL) y salmuera (150 mL). La solucion organica se lavo con 5%
H3PO4 (150 ML), NaHCOs saturado (2x200 mL) antes de que se seque (MgSQ,),
se filtrd y se concentrd al vacio. El residuo se purifico mediante cromatografia
flash en columna mediante el uso de EtOAc/hexano al 5-20% para obtener 3,84 g
(32%, tres pasos) de XXV!ig como un sélido blanco grisaceo.

Paso 6:

> - I

>

[A—:)‘COzMB Q‘cozn

BOCHN\/&O BocHN\/&

XXVig g XXVih

O

La solucion de éster metilico XXVIg (5,87g, 13,1 mmol) y LiOH (1,65 g,
39,3 mmol) en THF/MeOH/H-0O (1:1:1, 90 mL) se agitd a temperatura ambiente
durante 4 h. El metanol y THF se removieron con presion redl;ucida. La solucion
acuosa se acidifico hasta un pH ~2 con el uso de solucién acuosa de HCI 1N (50
mL) y se saturé con sélido cloruro de sodio antes de extraer con EtOAc (3x150
mL). La soldbién organicas se combinaron, se secaron (MgS0.,), sei filtré y se
concentrd al vacio para dar uh sélido blanco XXVih (5,8 g, cuantitativo).

Paso 7:
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Cl\/Cl \-:}{v.

= ; H
O\ o N7 "
N7 T COzH HaN NH, ' ’

o-
+ BocHN
BocHN\/l§o HCI o¢ \i/l%o

OMVIh XXt XXV

NH,

e

El producto deseado XXIlli se prepard de acuerdo con el procedimiento en
el Ejemplo XXIII, Paso 11.

WXV ' XXVI

Paso 8:

El producto deseado XXVI se prepard de acuerdo con el procedimiento en

el Ejemplo XX, Paso 12.

Eiemplo XXVii: Preparacion del compuesto de la formula XXVH:
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O\./n HI/NHZ

oo

XN

Paso 1

BocH

) N
o - HCI.HzN\/KO © Q

@

XVila

cr_ci
Y OH
= 5 § R NH
O\TN NH, 2
MY
o
N\/J\\O

XXWii

El producto deseado XXVila se prep‘aré de acuerdo con el procedimiento

en el Ejemplo XX!I, Paso 9.

Paso 2
ChC! ' e | |
g%, OH A
N NHj (—)er NH;
N . 5
8]
H | o A

XXVila Xxvilb

El producto deseado XXVIlb se prepard de acuerdo con el procedimiento

en el Ejemplo XXIV, Paso 2.
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Paso 3
CI\x/CI Cl\/C
S OH )
(f}\”n\ NHZ——-—-—-—-«- [;1\/ \/“\erHz
H H o) o) H 0
S Sy E
: 0]

XXViib

XXVi

El producto deseado XXVII se prepard de acuerdo con el procedimiento en

el Ejemplo XXIlI, Paso 12.

Eiemplo XXVIIi: Preparacion de un compuesto de la formula XXVill:

\v/
H
N
\/g ©
O

BocHN O
Me/l\ Me
Me
XXvin
Paso 1: :
OH
0
BochN OH HaN OMe
HCH o)
XXVilla XXviib,
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El intermediario XXVIillb se prepard de acuerdo con el procedimiento en el
Ejemplo XXIlI, Pasos 3-6.
Paso 2;

Me M Me\v/Me
= R OH

A H
N HoN J\n/OMe R —— !
'\ o * 2 BocHN o 0
Bocn . v L0 o ;
Me/]\zTeMB Me/'&\eMe

XXVillc © XXVlilb XXVilld

El .acido del Ejemplo XXIV, Paso 2 (XXVIlic) (0,7 g) se sometid a reaccion
con el producto del Paso 1 anterior (0,436 9), HATU (0,934 g) y DIPEA (1,64 mL.)
en el modo que se describid anteriormente en el Ejemplo IX, Paso 2a ‘para
obtener 0,66 g del producto deseado XXVHid.

Paso 3:

o O

El producto del Paso 2 (0,5 g) se sometié a reaccion con Reactivo de
Dess-Martin (1 g) en el modo que se describio anteriormente en el Ejemplo XX,
Paso 7. La Purificacién mediante cromatografia flash en columna (EtOAC al 40%,
Hexano, silice) logré 0 35 g de producto XXViile. Espectro de masa (LCMS) 522
(MH+),
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Paso 4:

Q NH
o T

XXVille XXVitf

El produéto del Paso 4 (0,3 g) se agregd una solucidn al 1/1 de
H20/MeOH (20 mL) y NaHCO; sdlido (242 mg, 5 equiiv.). Luego de agitar durante
18 horas a temperatura ambiente, la reaccion se diluyé con EtOAc y las capas se
separaron. La fase acuosa se acidificd hasta un pH 2 con HCI 1,0N‘ y se ektrajo
con EtOAc. La capa de EtOAc se lavd con salmueravluego se secd sobre MgSO,,
se secd y se concentrd al vacio para obtener el p’roducthX_Vl!lf cComo un polvo‘

blanco (0,26 g). Espectro de masa (LCMS) 508 (M+H").

%VNH ° I\Me

>,/°
XXVvill

5 XXVt

Paso 5:

El producto del Paso 5 (0,15 g) se disolvié en CHyCl; y se sometid a

reaccion con HATU (0,137 g), NH,CI (0,08 g, 5 equiv.) y DIPEA (0,53 mL). Luego



277
091885

de 2 horas a temperatura ambiente, la reaccion se diluyd con EtOAc, se lavd con
a solucion de acido citrico al 10%, luego una solucién de NaHCOQO; saturado. La
capa de EtOAc se lavd con salmuera luego se seco sobre MgSO,, se filtrd vy se
concentré para obtener una mezcla bruta. La purificacién mediante cromatografia
flash en columna (Acetona al 30%, Héxano, silice) logré el producto deseado
XXVIif (0,096g). Espectro de masa (LCMS) 507 (M+H").

Eiemplo XXIX: Preparacion de un compuesto de la férmula XXIX:

B o K LRI
TR —— %y OMe
: O Q
XX1Xa
Paso 1: -
O OAc,, O
H H
XO\'r H >I/ \n/ OMe
O Q (@]
XXX a

. A una solucién a 0°C del aldehido inicial (4,0 g) en CH,Cl; (75 mL) se |

agregd acido acético (2,0 equiv., 2,15 mL) seguido de fnetilisocianoacetato (1,1
equiv,, 1,9 mL). La reaccién se entibi entbnces en forma gradual hasta la
temperatura ambiente. Luego de 18 horas (durante la noche), la reaccion se
diluyé con EtOAc y se lavé con una solucién de NaHCO; saturado. La capa de
EtOAc se lavé con salmuera Iuego se seco sobre MgSO4, se filtré y se concentrd

al vacio para obtener una mezcla bruta. La purificacién mediante cromatografia

s
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flash en columna (EtOAc al 30 a 40%, Hexano, silice) logré el producto XX!IXa
(4,5 g).
Paso 2:
o MR o N H_X
>’/ \”/ N~ OMe e X W ~" OH
@) O O G
XXIXa XXIXb

A una solucidn a 0°C de XXIXa (4.4g) en THF (100 mL) se agregd 26 mL
(2,2 equiv.) de una solucién de LiOH 1,0N. La reaccién se agitdé a ésta
temperatura durante 2 horas luego se entibid hasta la temperatura ambiente.
Luego de 2 horas, la mezcla de reaccién se acidificé hasta un pH 2 coﬁ una
solucion de HCI 1,0N. Se agregd EtOAc y las capas se separaron. La capa de
EtOAc se lavd con salmuera luego se secd sobre MgSO,, se filtraron y se
concentraron al vacio para obtenef el producto XXIXb (3,79).

Paso 3:



i

279

O+ O ==

Ho L

HCLH,NT ~CONMe,

XOUXb XV

()

_
OH 0

H |
HCILH,N N\/U\N N
s H o

XXIXc

El acido XXiXb se sometié a reaccidon con la amina del Ejemplo XV‘en el
modo que se describidé anteriormente en el Ejemplo XXI,' Paso 4. El intermediario
resultante se tratd con HCI en el modo que se describié anteriormente en el |
Ejemplo XX, Paso 9 para obtener el producto XXIXc. |

Paso 4:
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N H :
>k|/g + HCILH,N. WN\)!\N .\I:\
i

Q

)

O v
>f : X VIle XX1Xe

\//

[ j\[fOH CH
o ©

NH

XX1Xd

El acido XXViiic (2,43 g) se disolvid en CH:Cl, y se someti6 a reaccion con
la amina XXIXc (2,47_ g), HATU (2,5 g) y DIPEA (5,8 mL) en el modo que se
describid anteriormente en el Ejemplo IX, Paso 2a para obtener, luego de la
purificacién mediante cromatografia flash en columna (MeOH al 4%, CH,Cl,,
silice)', el producto :deseado XXiXd (4,35 q). Espéctro de masa (LCMS) 727
(M+H").

Paso 5:
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OH o
H 5 H |
[ ,X\ N AN, L N
f?l \n/ Y’T ~ N | ~ -
T T ’
O NH L

XXIX

El producto del Paso 4 (4,2 g) se sometid a reaccién con Reactivo de
Dess-Martin (6,4 g) en el modo que se describio anteriormente en el Ejemplo de
Preparaciéon XX, Paso 7. La purificacion mediante cromatografia flash en columna
(EtOAc al 100%, silice) logrd 3 g del producto final XXIX. Espectro de masa
(LCMS) 725 (M+H"), '

Eiemplo XXX: Preparacion de un compuesto de la formula XXX
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T
v
CF,
XXX
Paso 1:
: 0
OH
>r — OO
CFy CFy O
o]

XXXa

El‘alcohol. 2-(trifluorometil)propan-2-ol (1,28 g) se sometiéja reaccién con
carboﬁato de N,N-disucciminidilo (3,84 g) y EtsN (4,2 mL) en CH3CN anhidro (50
mL) durante 18 horas. La mezcla se diluyé con EtOAc (200 mL) y se filtré. El
filtrado se lavé con NaHCQO;, salmuera luego se secd sobré MgSO;,, se filtrdo y se
concentrdo al vacio para obtener una mezcla bruta. La purificacién mediante
cromatografia flash en columna (EtOAc al 50%, Hexano, silice) logré el producto
deseado XXXa (0,3 g).

Paso 2:

22)
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p81892

Y @
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>"\/NL o fulr il ) g
SN | |
O‘ﬁ”
0
>| XXIX

NH

N
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@L;J T

NHz.HCl

XXXb

El producto del Ejemplo XXIX (0,3g)-se .traté con 100 mL de HCI 4,0N en
dioxano. Luego de 1 h, se agregaron 200 mL}de Et,O vy el preg:ipitado resultante
se filtrd hasta eliminarlo y se secé al vacio para obtener el producto XXXb (0,27
g) como un polvo blanco. Espectro de masa (LCMS) 625 (M HCI +H" ) |
Paso 3:
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A una solucién a temperatura ambiente de XXXb (0,05 g) en CH,Cl, (5 mk)

se agrego DIPEA (0,040 mL) XXXa (1,5 equiv., 0,030 g), seguido de 1 cristal de

DMAP. Luego de 30 minutos, la reaccion se diluyd con EtOAc (20 mL) y se lavo
con HCI 1,5 N luego NaHCO; luego salmuera. La capa de EtOAc se secd en
MgSO,, se filtré y se concentré al vacio para obtener una mezcla bruta. La
purificacion por cromatografia preparatoria (Acetona al 40%, Hexéno, si’lice) Idgré
el producto deseado XXX (0,044 g). Espectro de masa (LCMS) 779 (M+H").

Eiemplo XXX 'Preparacién de un compuesto de la formuta XXXI:
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XXXi

Paso‘ 1:

NH,.HCI

XXXb

KXX1

A una solucién de XXXb (0,05 g) en CH,Cl; (5 mL) a temperatura ambiente
se agregé DIPEA (0,040 mL) y ter-butilisocianato (1,2 equiv., 0,01 mL). Luego de
18 horas, la reaccion se diluyé con EtOAc (20 mL) y se lavo con HCI 1,5N,
NaHCO; y salmuera. La capa de EtOAc se secd sobre MgSOQ,, se filtrd y se

concentré al vacio para obtener una mezcla bruta. La purificacion mediante
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cromatografia preparatoria (EtOAc al 100%, silice) logrd el producto final XXXI

(0,021 g). Espectro de masa (LCMS) 724 (M+H").

Ejemplo XXXII: Preparacién de un compuesto de la férmula XXX

v
kA H o

2 e

/iw/&oo o

Qg

o
CF3 XXX
Paso 1
' g . \/
N N tNH, | :. - N o

>k[/&oo o) _ 4;_)\"/\3 ’\“,NHZ
Oy, -NH : */_KOO <O .
>(o NH,.HCI

XXV . XXXlla

El producto de! Ejemplo XXVIlI se tratd en el modo que se describid
anteriormente en el Ejemplo de Preparacion XXX, Paso 2 para obtener el
producto XXXila. Espectro de masa (LCMS) 407 (M - HCI +H").

Paso 2:
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O
CF, XXX

0O

La amina XXXlla se sometié a reaccion con XXXa en el modo que se

“describié anteriormente en el Ejemplo de Preparacidn XXX, Paso 3 p'ara obtener

el producto deseado XXXII. Espectro de masa (LCMS) 508 (M+H").

Eiemplo XXXIil: Preparacion de un compuesto deé la férmula XXXIII:

Paso 1:

NH,

XXX
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NH, HCI

NH
T

XXXlia
XXX

La amina XXXlla se sometid a reaccién con ter-butilisocianato en el modo
que se describié anteriormente en el Ejemplo XXXI, Paso 1, para obtener el
producto XXXIlI. Espectro de masa (LCMS) 561 (M+H").

Ejemplo XXXIV: Preparacidon de un compuesto de la fédrmula XXXIV:

Paso 1:
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A la mezcla de éster (6,0 g) y tamiz molecular (5,2 g) en ci})%irgggé?
metileno anhidro (35 mL) se agregd pirrolidina (5,7 mL, 66,36 mmol). La
suspension de soélido en quuido resultante, de color marrén, se agito a
temperatura ambiente en N, durante 24 h, se filtré y se Ialx}é con CH5CN anhidro.
El filtrado combinado se concentré para dar el producto deseado.

Paso 2:

| Os &
B | ' OCH;
Z?\;ro% —Ca | TD\( 3
o

A una solucién de el producto del paso anterior en CH,CN (35 mL) se
agrego K,;COj; anhidro, cloruro de metalilo (2,779, 30,5 mmolL.), Nal (1,07g, 6,7
mmol.). La suspensién de sdlido en liquido resultante se agitdé a temperatura.
ambiente en N, durante 24 h. Se agregaron 50 mL de agua helada con hielo
seguido de solucién de KHSO,4 2N hasta que el pH fue 1. Se agregd EtOAc (100
mL) y la mezcla se agitdé durante 0,75 h. Se recolectd la capa ofgénica
combinada y se lavd con salmuera, sé secd sobre MgSQ,, vy se evéporé para

lograr el producto deseado. .
O # Ox &
TN)\W/OCHa INLIOH/ dioxano MOH
O
©ﬂo/§o O ©/\0J\o

Paso 3:
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El producto del paso precedente (2,7 g, 8,16 mmol) se disolvié en dioxano
(20 mL) y se tratd Con .LiO_H 1N preparado recientemente (9 mL). La mezcla de
reaccion se agité a temperatura ambiente en N2 durante 20 h: La mezcla de
reaécién se absorbid en EtOAc y se lavd con H>O. La fase acuosa combinada se
enfrid hasta los 0°C y se acidificé hasta un pH 1,65 mediante el uso de HCI 1N.
La mezcla turbia se extrajo con EtOAc (2 x 100 mL). La capa organica combinada
se lavd con salmuera, se secd sobre MgSO., se concentrd para dar el acido

deseado (3,40 g).

Paso 4;
o # \
NaBH(OAc), O\N,OH
LNy OH N

A una suspension de NaBH{OAc); (3,93 g, 18,5 mmol) en CHzclz (55 mL)
se agregd una solucion del producto del paso precedente en CH,Cl, anhidro (20
mL) y &acido acético (2 mL). La suspension de sélido en liquido sé agitdé a
temperatura ambiente durante 20 h. Se agrego agua helada con hielo (100 mL) a
suspension de soélido en liquido y se agitd durante 1/2 hr. La capa organlca se
separd, se ﬂltro se seco y se evapord para lograr el producto deseado.

Paso 5:

<gg
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HO., . e
N OMe
NS CH CHaN3 / Et,0 / MeOH N
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A una solucién de el producto del paso precedente (1,9 g) en MeOH (40
mL) se traté con el exceso de solucidon de CHyN, 7/ Et20 Y se aqité durante 3
noche. La mezcla de reaccién Sé concentrd hasta -secarse para obtener un
residuo bruto. El residuo se sometié a cromatografia en gel de silice, eluyendo
con un gradiente de EtQAc / hexano para obtener 1.07 g de el producto puro
deseado.

Paso 6:

S
OMe . : OMe
N BF3 . Me,0 / CH,CI, N
0 - o}
Sl O

A una solucion del producto del Paso precedente (1,36 g) en CH,Cl,

anhidro (40 mL) se tratd con BFs;. Me,0 (0,7 mL). La mezcla de reaccion se agité
a temperatura ambiente durante 20 h y se inactivd con NaHCO; saturado (30 mL)
y se agitd durante 1/2 hr. La Capa organica se separé Y la capa organica

combinada se lavé con salmuera, se secd sobre MgSO,, se concentrd para dar e|

deseado.
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Paso 7:

-0

>
Hy - 10% Pd /C

OMe
——
\N )

‘ ©/\o/&o © o

A una solucion de el producto (0,92 g) del paso precedente en MeOH (30

OMe

mL) se agregd Pd/C g 10% (0,16 g) a temperatura ambiente y se hidrogend a

- temperatura ambiente en Presion de 1 atm. La mezcla de reaccion se agito

durante 4 hy se concentré hasta secar para obtener el compuesto deseado.
Paso 8:

Ejemplo XXt Paso 10.

Paso 9:
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El producto &cido se prepard de acuerdo con el procedimiento en el
Ejemplo XXIV, Paso 3.

ZT

Paso 10:

.....

" El producto deseado XXXIV se préparé de acuerdo con el p.rocedimiento
en el Ejemplo XXIX, Pasos 4-5.

Ejemplo XOXV: Preparacio

n_de un compuesto de la férmula XXXV:
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o XXXV

Paso 1:

CO,E¢

U + (EIO)z‘E‘CFbCOQEl E—

LO

Una solucién de fosfonato de trietilo (44,8 g) en THF (30 mL) a 0°C se traté
con una solucién 1M (200 mL) de bis(trimetilsililamida) de sodio en THF. La
mezcla resultante se agité a temperatura ambiente duranfe 0,5 hora, y luegd se
enfrié hasta 0°C. Una solucién de cetal de 1,4-ciclohexanodiona. etileno (’1 56 q)
en THF (50 mL) se agregd por gotéo, y la solucién resultante se agité a
temperatura ambiente durante 18 horas. Lag mezcla de reaccién se enfrio,
entonces, hasta 0°C, se traté con cold acido citrico acuoso, y la mezcla se extrajo
con EtOAc. EI. extracto se lavd con NaHCO; acuoso saturado, luego salmuera;
luego se secd sobre anhidro Na,S0Q,, se filtré, vy el filtrado se evaboré. El residuo
S€ sometid a cromatografia en gel de silice, eluyendo con un gradiente dé

CH,CI/EtOACc para obtener el compuesto de| titulo (21 g), 92% de rendimiento.
Espectro de masa (FAB) 227,3 (M+H").
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El producto del paso precedente (20 g) se disolvié en EtOH (150 mL) y se
traté con Pd/C al 10% en 1 atm de hidrégeno durante 3 dias. La mezcla se filtré y
el filtrado se evapord para obtener el compuesto del titulo (20.3 g), 100 °/§ de
rendimiento. Espectro de masa (FAB) 229.2 (M+H").

Paso 3:

0,Et OH

r | <P

El producto del paso precedente (20 g) se disolvid en MeOH (150 mL) y se _
tratd con una solucién de LiOH (3,6 g) en agua (50 mL). La mezcla se agité
durante 18 horas, y se concentrd al vacio. El residuo se disolvié en cold agua
(100 mL), Ia s.olucién se acidificd hasta un pH 2-3 con HCI 5N, v la mezcla
resultante se extrajo con EtOAc. El extracto se secd sobre anhidro Na,SQ,, se
filtrc’:,’y el filtrado se evaporo para obtener ef cdmpuesto del titulo (17.1 g), 97%
de rendimiento. Espectro de masa (FAB) 201.2 (M+H").

Paso 4:.
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CO,H o

1. El producto del paso precedente (3,0 g) se disolvid en Et,0 (150 mL), se trato
con EtsN (2,1 mL), y la solucién se enfrio hasta -78°C. Se agregé cloruro de
pivaloilo (1,85 ml) por goteo, y luego de 0,25 horas de agitacion adicional, la
reaccion se dejé entibiar hasta 0°C durante 0,75 hora, y luego se enfrid
nuevamente hasta -78°C ’para obtener una solucién de anhidrido mezclado
durante la reaccién en la parte 2.

2. Una solucién de (S)-4-bencil-2-oxazolidinona (2,66 g) en THF (22 mL) se enfrié
hasta -78°C, y se agregd una solucién 1,6M (9,38 mL) de n-butillitio en hexano
por goteo. Luego de un adicional de 0,33 horas de agitar a esta temperatura, la
solucion se transfirié a través de una canula a la solucién fria de la parte 1. La
mezcla se agité a -78°C, luego se entibid hasta 0°C, y se agité a esta temperatura
durante 0,5 horas. La capa orgéniéa se separg, la fase acuosa se extrajo con
E£t,0, se lavaron las capas organicas con salmuera, se secaron sobre anhidro

Na,SQ4, se filtfaron, y el filtrado se evapord. El residuo se sometié a

cromatografia en gel de silice, eluyendo con un gradiente de hexano/EtOAc (9:1) .

para obtener el compuesto del titulo (5,0 @), 93% de rendimiento. Espéctro de
masa (FAB) 360.4 (M+H").

Paso 5:
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El producto del paso precedente (2,7 g) se disolvid en THF (25 mL), se
enfrié hasta -78°C, se transfirid a través de una canula a una solucidn de
bis(trimetilsilillamida de potasio/tolueno 0,5M (16,5 mL) en THF (25 mL) a -78°C,
y 'la solucién resultante se agité a -78°C durante 0,75 hora. A esta solucién se
agregd a través de una canula una solucion de azida de trisililo (3,01 g) en THF
(25 mL) pre-enfriada hasta -78°C. Luego de 1,5 minutos, la reaccién se inactivo
con &cido acético (1,99 mL), la reaccion se entibid hasta la temperatura ambiente,
y se agitd durante 16 horas. La reaccion se diluyé con EtOAc (300 mL), y se lavo
con NacCl acudso al 5%. La fase acuosa se extrajo' con EtOAc, las fases
organicas combinadas se lavaron con NaHCO; acuoso saturado, luego con
salmuera; luego se secéd sobre Na,S0, anhidro, se filtro, y el filtrado se evaporo.
El residuo se sometio a crofnatograﬁé en gel de silice, eluyendo con
EtOAc/hexano (1:3) para obtener el compuesto del titulo (2,65 g)v, 88% de
rendimiento. '

Paso 6:
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El producto del paso precedente (11,4 g) se disolvié en &cido formico al

-1,

95% (70 mL) y se calentd hasta 70°C durante 0,5 hora mientras se agitaba. La
solucién se evaporé al vacio, y el residuo se absorbidé en EtOAc. La solucidn se
lavdé con NaHCO, acuoso'saturado, luego con salmuera: luego se secd sobre
Na,SO, anhidro, se filtrd, y se evapord el filtrado. El residuo se sometfé a

cromatografia en gel de silice para obtener el compuesto del titulo (8,2 g).

Paso 7: -
0 0 .
Na/’l, O . Ny”o .
oo v S
N &
\ \
p

h : Ph

El producto del paso precedente (8,2 g) se disolvié en CH,CI; (16 hL) y se
tratd con trifluoruro de dietila‘minosulfuro (DAST, 7,00 mL) a temperatura
ambiente durante 3 horas. La reaccién se vertid sobre hielo/agua (200 cc), y se
extrajo con CH,Cl,. El extracto se lavd con NaHCO; acuoso saturado, I.Uego con
salmuera: luego se secd sobre Na,SO, anhidro, se filtrd, y el filtrado se évaporé.

E! residuo se sometid a cromatografia en gel de silice, eluyendo con
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EtOAc/hexano (15:85) para obtener el compuesto del titulo (4.5 g), 52% de
rendimiento.
Paso 8:
Nyl Ni N 7.
! p ¥ //Y\OH

& —

\

Ph

F FF

El producto del paso precedente (3,7 @) se disolvié en una mezcla de THF
(150 mL) y agua (48 mL), se enfrié hasta 0°C, se traté con H.0; al 30% (3 95
mL), y luego con LiOH-H,O (O 86 g). La mezcla se agitd duranie 1 hora a 0°C,
luego se inactivd con una solucnon de Na,SO; (5,6 g) en agua (30 mL), segu;do
de una solucién de NaHCO, 0,5N (100 mL). La mezcla se concentrd al vacio
hasta la 1/2 del volumen, se diluyé con agua (a 500 mL), y se extrajo con CH,CI,
(4 x 200 mL). La fase acuosa se acidificd hasta un pH 1-2 con HCI 5N, y se
extrajo con EtOAc (4 x 200 mL). El extracto se lavo salmuera; luego se sécd
sobre Na,SO, anhidro, se filtro, y el filtrado se evaporé para obténer el
compuesto del titulo (1,95 g), 91% de rendimiento, que se usé directamente en el
paso siguiente. |

Paso 9:
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El producto del Ejemplo precedente (2,6 g) se disolvio en Et,0 (50 mL) y |
se traté por goteo con una solucién de CHzN, en Et20 hasta que la solucién
permanecid amarilla. La solucién se agité durante 18 horas, luego se evapors al
vacio para obtener el compuesto del titulo (2,8), que se uso directamente en el

paso siguiente.

Paso 10:
O
O
H2N,
N .
. OMe OMe
FF FF

El producto del paso precedente (1,95 g) se disolvié en MeOH (150 mL),
se traté con acido férmico (1,7 mL), luego se traté con 10% Pd/C (3,3 g, tipo
Degussa E101) en 1 atm de hidrégeno durante 1,5 horas. La mezcla se filtro y el
filtrado se evaporé para obtener el compuesto del titulo (2.1 g) como la sal del
acido férmicb, que se usé directamente en el paso siguiente.

Paso 11:
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El producto del paso precedente (2,1 g) se disolvié en 1,4-dioxano (100
mL) vy dicarbonéto de di-ter-butilc (1,9 g) se agregd, seguido de
diisopropiletilamina (2,9 mL). La .solucién se agitd. durante 18 horas, y se
concentrd al vacio. El residuo se traté con KHPO,4 acuoso al 5% y la mezcla
extrajo con EtOAc. El extracto se lavd con salmuera; luego se secd sobre MgSO4
anhidro, se filtro, y el filtrado se evapord. El residuo se sometid a cromatografia
en gel de silice, eluyendo con un gradiente de CH,CL/Et,O para obtenér el
compuesto del titulo (2,5 g), 99% de rendimiento. Espectro de masa (FAB) 307,9
(M+H")..

Paso 12:
Boc n/ L k{, L
" Va, . .
OMe Boc - Ny, OH'
R

El producto del paso precedente (2,5 g) se disolvié en 1,4-dioxano (35
mL), se tratd con LiOH 1M acuoso (17 mL), y se agitd durante 2 horas. La mezcla
se inactivé con hielo/agua (125 cc), la mezcla se acidificd hasta un pH 3-4 con
HC!I 3N, y se extrajo con EtOAc. El extracto se secd sobre MgSO, anhidro, se
filtrd, y el filtrado se evaporo para obtener el compuestd del titulo (2,3 g), 96% de

rendimiento. Espectro de masa (FAB) 294.0 (M+H").
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El producto deseado se prepard de acuerdo con el proéedimiento en el

Ejemplo XXIII, Paso 10.

Paso 14:
Me Me _ M Me
R [,\;)\n/QMe R %OH
Fm — F
OO ©

oo NH ' Q?;NH ©
> >

El producto acido deseado se prepard de acuerdo con el procedimiento en
el Ejemplo XXIV, Paso 3.

Paso 15:
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El producto acido deseado se prepard de acuerdo con el procedimiento en
el Ejemplo XXIX, Paso 4.
Elemplio XXXVI. Preparacién del compuestos _de las férmulas XXXVi V'

XXX Vil

Los compuestcs de las férmulas XXXVI y' XXXVII se prepararon de
acuerdo con el esquema que sigue y utilizando el Ejemplo de P'reparacién 11 a

15 anteriores.
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El compuesto de la férmula XXXVib se preparo a partir de un compuesto de la

formula XXXVia como sigue mediante procedimientos conocidos:

F F
F Fl
‘ OMe 10% Pd/C OMe

N | N

PN TSOH, MeOH, H,0 H 5
BnO (@)

XOX(Via XXXVlb

A una solucién del compuestd XXXVla (6,58 g, 22 mmol) en 100 mL de
MeOH se agregd 10% Pd/C (0.8 g) v &cido p-toluen sulfénico (4,2 g). La mezcla
de reaccién se somstid a hidrogenacién a temperatura ambiente durante la

noche. L.a mezcla de reaccién se filtrd a través de celite y se lavd con exceso de
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MeQH. El filtrado combinado se concentrd al vacio para suministrar el compueasto
del titulo XXXVIb como una goma. La conversion de XXXVIb a XXXVI y XVII
siguiod la via que se muestra en el esquema anterior y de acuerdo con el Ejemplo
de Preparaciéon 11-15.

Eiemplo XXXVII. Preparacion de un compuesto de la fodrmula XXXVHI:

Un compuesto de la formula XXXVHI se prepardé con la utilizacién del
siguiente esquema y siguiendo el Ejemplo de Preparacién 11 a 15 que se

describieron anteriormente.

OH (o]

H H
o} EOC!, HOB onN_A NI .
g a PO ~ o
{ %”\OJL”/ErJLOH 4bc'H‘HzN\/u\o/ MMM, DMF >/ 1‘: \[ \[g
< OH -
Y h ' =)
o w OH , © Y5
OH |\ O CIH.HN ~ >/0\H/N N\/U\N '.q\
LOH 1N/Dioxano Oy N Ao . _© 10 o H o
(. ) EDCI, HOBL NMM, CMF
. \,"
= akd
&S : LN, OH
FEY g oH o U H ' EDCI, HOB,
HCLen HoN J\[rh‘\/u\ E;(N\ o N\/KOO T —
” _71/ il I . NMM, DMF
dioxano o O © /T\
S /) A4 =\
ok H o N S, >, o N sl
/\—"\/\\T’/n i’rn\/U\N N —eL_. i.\ N L n\)'\ ~
H N ’ H H N/\r \n/ H jf
Nk 0O o a i 0 o
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XXXV

Ejemplo XXXIX Sintesis del compuesto de la férmula XXXIX:
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Pas.o 1:

: |

XXX1IXa ‘ YOUXD

Una solucidon del cldruro de sulfonilo XXXIXa preparado mediante el
procedimiento de H. Mcklwaen (J. Chem. Soc 1941, 75) se agregdb por goteo a
una mezcla de 1.1. equiv de t-butilmetilamina y trietilamina a -78 °C y se agité a
terhperatura ambiente durante 2h. La mezcla de reaccién sé concentré al vacfo y
se purificé por cromatografia (SiO,, Hex/Acetona 4:1) para obtener la‘su'lfo'namida S
AXXIXb como un aceite sin color. |

Paso 2:

|
o~ o O’/ \\O
XXXIXDb XXX Xc

Una solucion de la amina protegida por Cbz XXXIXb se disolvié en

metanol y se traté con 5 mol% de Pd /C (5% p/p) y se hidrogend a 60 psi. La
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mezcla de reaccion se filtrd a través de un tapdn de celite y se concentrd al vacio

para obtener la amina libre XXXIXc que se solidificd en reposo.

- Paso 3:
! HJVL,“i n’:,H]\/CH.
& OH ' S CH
. H A sl YOH
E e Ot e
H B H M B ‘ 0 N—
o O - . o) O N
~ N N N.__N /l,\\“ —
>t e 1 SrtrteNe © N .\
CHIT CH, OcHiNGy,
3 2
XXVe XXXIXd

La hidroxi sulfonamida XXXIXd se sintetizé de un modo similar al
T procedimiento de la sintesis de XXVf con la excepcion de gue se reemplazé la
amina XXVd por XXXIXc. La mezcla de reaccion bruta se usd directamente

durante la reaccién siguiente.

Paso 4: -
CH;,VCH;; CHse_CH;
R H .O H
. [j\TrN N\/\S=O
H N\A e —— H H N 5 o O/ ‘NA-——
>y ﬁ< St -
CH:TI\CH3
CH3T>
3CH(§I"3
XXXIXd XXXIX

......

La hidroxi amida XXXIXd se oxidd a un compuesto XXXIX mediante el uso
del reactivo de Dess-Martin siguiendo el procedimiento para la sintesis de XXV
(paso §). La mezcla bruta se purificd por cromatografia (SiO,, Acetona/Hexano

3:7) para obtener XXXIX como un sélido sin color.

Ensayo para evaluar la actividad de inhibicion de la proteasa de HCV:

Ensayo Espectrofotométrico: El ensayo espectrofotométrico para la proteasa

serina de HCV se realizé en los compuestos de la invencidon a través del
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procedimiento que se describe en\ R. Zhang y sus colaboradores, Analytical
Biochemistry, 270 (1999) 268-275, Cuya descripcion se incorpora aqui a modo de
referencia. El ensayo basado en la protedlisis de los substratos del éster
‘cromogenico es apropiado para el monitoreo continuo.de la actividad de proteasa
NS3 de HCV. Los substratos derivaron del lado P de la secuencia de. unién
-NS5A-NS5B (Ac-DTEDVVX(Nva), en la cual X= A o P), cuyos grupos carboxilo
terminal C se esterificaron con uno de cuatro alcoholes cromoféricos diferentes
(3- & 4-nitrofenol, 7-hidroxi-4-metil-cumarina, o 4-fenilazofenol). A continuacidn
sev presenta la sintesis, caractérizacion y aplicacidon de estos novedosos
substratos de éster espectrofotométrico a la seleccién de alto rendimiento y la
evaluacion cinética detallada de los inhibidores de proteasa NS3 de HCV.

Materiales v Métodos:

Materiales: Los reactivos quimicos para los buffers relacionados con el ensayo se
obtuvieron de Sigma Chemical Company (St. Louis, Missouri). Los reactivos para
la sintesis de pépticos fueron de Aldrich Chemicals, Novabiochem (San Diego,
California), Applied Biosystems (Foster City, California) y' Perseptive Biosystems
(Framingham, Massachusetts). Los pép_tido_s se sintetizaron en forma manual o
en un sintetizador automatico ABI modelo 431A (de Applied Biosystems). FElI
Espectrémetro de UV/VIS modelo LAMBDA 12 fue de Perkin Elmer (Norwalk,
Connecti'cut) y las placas UV de 96 receptaculos se obtuvieron de Corning
(Corning, New York). El bloque de pre-calentado fue de USA Scientific (Ocala,
Florida) y el aparato para vértex con placa de 96 receptaculo fue de Labline
Instruments (Melrose Park, Winois). Un lector de placa de microtitulacion
Spectramax Plus con monocronémetro se obtuvo de Molecular Devices
(Sunnyvale, California).

Preparacién _de las Enzimas: La proteasa heterodimérica recombinante

NS3/NS4A de HCV (cepa 1a) se prepard mediante el uso de ios procedimientos
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publicados con anterioridad (D. L. Sali, y sus colaboradores, Biochemistry, 37
(1998) 3392-3401 ). Las concentraciones de proteinas se determinaron mediante
el metodo de coloreado con Biorad mediante el uso de los estandares de
proteasa de HCV recombinante cuantificados anteriormente a _través del analisis
de amino acidos.. Antes de iniciar el ensayo, se intercambid el buffer de
almacenamiento de las enzimas (fosfato de sodio 50 mM pH 8,0, NaCl 300 mM,
gli;erol al 10%, maltosida de laurilo al 0,05% y DTT 10 mM) para el buffer del
ensayo (MOPS 25 mM pH 6,5, NaCl 300 mM, glicerol al 10%, maltosida de laurilo

S

al 0,05% 5 uM de EDTA y 5 uM de DTT) con el uso de una columna pre-

envasada Biorad Bio-Spin P-6.

Sintesis y Purificacion del Substrate: La sintesis de los substratos se realiz6

como sé informé en R. Zhang y sus colaboradores (anterior) y se inicié mediante
el anclaje de Fmoc-Nva-OH a la resina de cloruro de 2-clorotritilo con el uso de
un protocolo estandar (K. Barlos y sus colaboradores, Int. J. Pept. Protein Res.,
37 (1991), 513-520). Los péptidos se montaron posteriormente, mediante el uso
de la quimica de Fmoc, ya sea en forma manual o en un sintetizador de péptidos
automatico ABl modelo 431. Los fragmentos N-acetilados y totalmente
protegidos de péptido se disociaron, de la resina, ya sea mediante acido acético
al 10% (HOACc) ytrifluoroetanol al 10% (TFE) en diclorometano (DVCM) durante 30
minutos, o mediante acido trifluoroacético al 2% (TFA) en DCM durante 10 min.
El filtrado y el lavado de DCM combinados Se evaporaron azeotropicamente (o se
extrajeron en forma reiterada mediante solucién acuosa de Na,COj3) para remover
el acido utilizado en la disociacion. La fase de DCM se secéd en Na,SO, y se
evaporo.

Los substrato de éster se ensamblaron con el uso de procedimientos
estandar de acoplamiento de Acido-alcohol (K. Holmber y sus colaboradores,

Acta Chem. Scand., B33 (1979) 410-412). Los fragmentos de péptido se
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disolvieron en piridina anhidra (30-60 mg/ml) a la cual se agregaron 10
equivalentes molares de cromoforo y una cantidad catali,ticé (0,1 eq) de acido
para-toluensuifénico (pTSA). Se agregd diclorohexilcarbodiimida (DCC, 3 eq)
para iniciar las reacciones de acoplamiento. La formacién del producto se
monitored por HPLC y se encontré completa iuego de una reaccidén de 12-72
horas a temperatura ambiente. E| solvente de piridina se evapord al vacio y se
eliminé en forma adicional mediante evaporacién azeotrépica con tolueno. El
éster péptido se desprotegié con TFA al 95% en DCM durante dos horas y se
extrajo tres veces con éter etilico anhidro paré remover el exceso de cromoforo.
El substrato desprotegido se purificé por HPLC de fase inversa en una columna
de C3 o C8 con un gradiente de acetonitrilo al 30% a 60% (con el uso dé seis
volumenes de columna). El rendimiento general que siguid a la purificacion por
HPLC fue de aprdximadamente 20-30%. La masa molecularvse confirmé por
espectroscopia de masa con ionizacion con electrospray. Los substratos se
almacenaron en forma de polvo seco luego de diéecar.

Espectro de los Substratos y los Productos: El especto de los substratos y los

correspondientes productos croméforos se obtuvieron en el buffer de ensayo de
pH 6,5. Se determinaron los coeficientes de extincion en la longitud de onda pico |
6ptima en cubetas de 1 cm (340 nm para 3-Np y HMC, 370 nm para PAP y 400
nm para 4-Np} mediante el uso de diluciones multiples. La longitud de onda pico
Optima se definid como la longitud de onda que producia la diferencia fraccional
maxima en la absorbancia entre el substrato y el producto (OD producto - OD
substrato)/OD substrato).

v

Ensayo de proteasa: Los ensayos de proteasa se realizaron a 30°C con el uso

de una mezcla de reaccion de 200 pl en una placa de microtitulacion de 96
receptaculos. Las condiciones del buffer del ensayo (MOPS 25 mM pH 6,5, NaCl
300 mM, glicerol al 10%, maltosida de laurilo al 0,05% 5 HM de EDTA Y 5 UM de



DTT) se optimizaron para el heterodimero NS3/NS4A (D. L. Sali y sus

colaboradores, ref anterior)). Normalmente, se colocaron mezclas de 150 ul de .

buffer, substrato e inhibidor en los receptaculos (concentracion final de DMSO
4% viv) y se le permitié preincubar a 30°C durante aproximadamente 3 minutos.
Luego se usaron cincuenta pls de proteasa precalentada (12 nM, 30°C) en buffer
del ensayo, para iniciar la reaccion (volumen final 200 pl). Las placas se
monitorearon mientras durd el'ensayo (60 minutos) para evaluar el cambio en la
absorbancié a ia longitud}de onda apropiada (340 nm para 3-Np y HMC, 370 nm
para PAP, y 400 nm para 4-Np) mediante el uso de un lector de placa para
microtitulacion Spectromax Plus equipado con un monocrémetro (los resultados
apropiados pueden obtenerse con lectores de placas que.utilizan filtros de cor‘ie).
La disociacion proteolitica del enlace de éster entre el Nva y el croméforo se
* monitored en la longitud de onda apropiada contra un blanco sin enzimas como
cont'rolipara la hidrdlisis no enzimética. La evaluacidn los parametros cinéticos
del substrato se realizd en un rango de concentracién de 30 veces el substrato
(~6-200 HM). Las velocidades iniciales se determinabro‘n mediante el uso de
regresion lineal y las constantes cinéticas se obtuvieron al adaptar los datos a la
ecuacion de Michaelis-Menten con el uso del analisis de regresion no lineal (Mac
Curve Fit 1.1, K. Raner). Las cifras de los resuitados (k..;) se célcularon con la
suposicic’jn de que la enzima era totaimente activa. |

Evaluacion_de Inhibidores e Inactivadores: Las constantes de inhibicion (Ki*)

para los inhibidores competitivos Ac-D-(D-Gla)-L-I-(Cha)-C-OH (27), Ac-
DTEDVVA(Nva)-Ol vy Ac-DTEDVVP(Nva)-OH se determinaron en forma
experimental en concentraciones fijas de enzima y substrato mediante el trazado
de un grafico de v./v; versus concentracién del inhibidor ([1.) de acuerdo con la
ecuacién redispuesta de Michaelis-Menten para la cinética de inhibicién

competitiva: vo/vi= 1 + [I]'o y [S)/ Km)), en la cual V, es la velocidad inicial no
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inhibida. V; es la velocidad inicial en presencia del inhibidor en cualquier
concentracion dada de inhibidor ({l},) y [S]o es la concentracion de substrato
utifizada. Los datos resultantes se adaptaron con el uso de regresion lineal y la
inclinacién resuitante, TKi*(1+[S]o/Km), se utilizd para calcular el valor de Ki*.

Los valores de Ki* obtenidos para los diferentes compuestos de la
presente invencidon se suministran en las Tablas mencionadas anteriormente en
las cuales los compuestos se han dispuesto en el orden de los rangos de los
valores de Ki*. A partir de estos resultados experimentales, resultaria aparente
para aquellos con experiencia en’el arte que los compuestos de la invencion
tienen una excelente utilidad como inhibidores de Ia proteasa serina NS3.

Mieniras que la invencidén se ha descrito en forma conjunta con las
realizaciones especificas que se establecieron anteriormente, muchas
alternativas, modificaciones y otras variaciones de la misma resultaran aparentes
para aquellos con experiencia comun en el arte. - Todas dichas alternativas,
modificaciones y variaciones caen dentro del espiritu y el alcancé de la presente

invencidn.
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ESTRUCTURA NOMBRE Ranga Ki*
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N-benciloxicarbonil-L-fenilglicina (25 g, 88 mmols) se disolvié en THF (800
mL) y se enfrid h'asta~-1 0°C. Se agregaron N-metiimorfolina (9,7 mL, 88 mmols) e
isobutilcloroformiato (11,4 mL, 88,0 mmols) y la mezcla se dejd en agitacidn
durante 1 minuto. Se agregd dimetilamina (100 mL, 2M en THF) y la reaccién se
dejo entibiar hasta temperatura ambiente. La mezcla se filtrd y el filtrado se
concentré al vacio para obtener N-benciloxicabonil-L-fenilglicina dimetilamida

(32,5 g) como un aceite amarillo.

Paso 2. Sintesis de L-fenilglicina dimetilamida (H-Phg-NMe2):

La N-benciloxicarbonil-L-fenilglicina dimetilamida (32,5 g) obtenida en el
paso anterior se disolvié en metanol (750 mi) y se agregd paladio al 10% en
carbono activado (3,3 g). Esta mezcla se hidrogend en un aparato Parr a 35 psi
hidrégeno durante 2 Horas. La mezcla de reaccién se filtro y el solvente se
removié al vacio y el residuo se recristalizd a partir de metanol-hexanos para

obtener dimetilamida de fenilglicina (26 g) como un sdlido blanco griséceo. El ee
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de este material se determind en >99% por medio del analisis de HPLC del
derivado de 2,3,4,G—tetra—O-acetIglucopiranosnltloisocianato.

Ejemplo XVI. Sintesis de (1-meitilciclohexil) alucina:

Q

Paso 1. 1-metil-1~hidroximetilciclohexano

OH

A una solucién de 1-metil-1-hidroxicarbonilciclohexano (10 g, 76 mmol) en
tetrahidrofurano(300 mL) a 0°C se agregé diborano 1M en tetrahidrofurano (200
mL, 200 mmol) durante 90 minutos. El bafno de enfriamiento se removio y la
mezcla de reaccidn se agito-a temperatura ambiente durante dos dias. El borano
restante se inactivo mednante la lenta incorporacién de bisulfato de sodio
saturado (10 mL) durante 90 min. con frio. El bisulfato de sodio saturado
adicional (200 mL) se agrego y luego de 20 min. de agitar la capa acuosa se
removio. La capa organica se lavé con agua y cloruro de sodio saturado, se sec?,
se filtrd y se concentrd. El residuo se purificd por cromatografia flash mediante el
uso de eter dietilico al 20% en hexanos para dar 1-metil-1-hidroximetilciclohexano
(6,17 g, 48 mmol, 69%).

Paso 2. 1-metilciclohexilcarhoxaldehido:
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A una solucion de 1-metil-1- -hidroximetilciclohexano (6,17 g, 48 mmol) y
trietilamina (20,1 mL, 144 mmol) en diclorometano (150 mL) a 0°C, se agregd una
solucidon de complejo de tridxido de sulfuro y piridina (22,9 g, 144 mmol) en
dimetilsulfoxido (150 mL) durante 15 min. El bafio de enfriamiento se dejo entibiar
hasta temperatura ambxente durante dos horas momento en cual la mezcla de
reaccion se vertié en salmuera con hnelo (400 mL). Se separaron las capas y la
capa acuosa se extrajo ‘con diclorometano (200 mL). Las capas orgénicas
combinadas se diluyeron con hexanos (600 mL) y se lavé con HCI 1M (2 x 150
mL), cloruro de sodio saturado (2 x 100 mL), se secé, se filtré y se concentré. El
residuo se purificd por cromatografia flash . para dar
1-meatilciclohexilcarboxaldehido (1,77 9, 13,8 mmol, 29%).

Paso 3. Sintesis de N-formil-N-qlicosil—1—metilciclohexil-tér;butiIamida

O NH;,

[l PiVO/._.
PivO™" OPiv

= o OPiv

Piva”

y

ZnClsy, dcido férico,
isocianuro de terbutilo.
Tetrahidroturano

La sintesis de la 2,3,4-tri-O-pivaloil- -D-arabinosilamina se realizé de
acuerdo con el procedimiento publicado (Kunz. H.: Pfrengle, W.; Ruck, K
Wllfrled S. Synthesis (1991) 1039- 1042).

A una solucién de 1-metilciclohexilcarboxaldehido (1,17 g, 8,34 mmol),

2,3,4-tri-O-pivaloil- -D-arabinosilamina (8,3 g, 20,7 mmol), acido férmico (850 L,
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| 22,2 mmol) y ter-butilisocianuro (2.4 mL, 21.2 mmol) en tetrahidrofurano (170 mL)
a -30 °C se agregd cloruro de zinc 0,5M en tetrahidrofurano (41 mL, 20,57
mmol). La solucién se agitdé a -20 °C durante 3 dias, luego se concentro. El
residuo se diluyd con CH,Cl, (500 mL), se lavé con bicarbonato de sodio
_Saturado (2 x 500 mlL), agua (500 mL_). La capa organica se seco, filtrd y
concentré para dar un aceite claro. La cromatografia flash (acetato de etilo en
hexanos al 20%) suministré el producto puro (4,3 g, 6,6 mmol, 33%)

Paso 4. Sintesis de (1—metilciclohexiﬁ)qlicina:

OPiv.,,

OPWV

Una solucién del producto obtenido eh el paso 3 anterior (4.3 g, 6.6 mmol)
en diclorometano (30 mL) y HCI metandlico anhidro sathado (30 mL) se agitd
durante la noche. La solucién se concentrd y el residuo se disolvid en agua (100
mL) y se lavé con pentano (2 x 100 mL). La capa acuosa -se concentrd y el
residuo se disolvié en HC! BN (50 mL) y se calentd a reflujo duralnte 30 horas. La
solucion se concentré para dar el clorhidrato de (1-metilcilohexil)glicina (790 mg,
3,82 mmol, 58%). '

Ejiemplo XVII. Sintesis de (4.4-dimetilciclohexil)glicina:
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Paso 1. Sintesis de 4.4-dimetilciclohexanona:
O . 0

Una mezcla de 4,4-dimetilciclohex-2—en-1—ona (12 mL, 91,2 mmol) y 10%
Pd tipo Degussa en carbono (2 g) se hidrogend a 40 psi durante 18 horas. La
mezcla se filtré y se concentrd ("H NMR mostré una mezcla de cetona y alcohol
en una relacion de 5:3). La mezcla se disolvid en écetona (400 mL) y se enfrio
hasta 0°C. Se agregé reactivo de Jones (40 mL) durante 30 min. 'y el bafio de
enfriamiento se removid. Luego de 2 dias el exceso de acetona se evapord y el
residuo resultante se disolvié en agua y éter dietﬁico. La capa de éter se lavd con.
agua hasta que no tuvo color, se secéd, filtro y concentré para dar 4,4-

dimetilciclohexanona (7,4 g, 58,6 mmol, 64%).

Paso 2. Sintesis del éter enol metilico de 4,4dimetilciclohexilcarboxaldehido:

o OMe
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A una soluciéon de cloruro de metoximetil trifenilfosfonio (8,6 g) en
tetrahidrofurano (125 mL) a 0°C se agregd n-butillitio (1,6M en hexanos, 14,3 mL)
durante 10 min. Luego de 30 min. la mezcla de reaccién se enfrid hasta -78°Cy
una solucion de 4,4-dimetilciclohexanona (2,45 g, 19,1 mmo!) en tetrahidrofurano
(50 mL) se agregd durante 20 min. Luego de 1 hora el bafio de enfriamiento se
removio y la reaccion se entibié lentamente hasta 0°C. La reaccion se diluyé con
cloruro de amonio saturado (50 mL), acetato de etjlo (100 mL) y hexanos (100
mL). La capa organica se lavé con agua y salmuera, se seco, filtrd y concentré. El
residuo se agitd con hexanos (70 mL)‘durante 10 min. y se filtré. El filtrado se
concentro y se sometié a cromatografia con el uso de acetato de etilo al 25% en

hexanos para dar el compuesto del titulo (1,925 g, 12,5 mmol, 65%).

Paso 3: 4 4-dimetilciclohexilcarboxaldehido:

OMe H 0O

Una solucién de el metil enol éter de 4,4dimetnciclohexiIcarbbxaldehido
(1,925 g, 12,5 mmo!j (Paso Il anterior), tetrahidrofurano (100 mL) y HCI 6M (20
mL) se agité a temperatura ambiente durante 4 horas. La mezcia de reaccién se
diluyd con Hexanos, éter dietilico, salmuera y agua. La capa organica se seco,
filtrd y concentrd para dar 4,4-dimetilciclohexilcarboxaldehido (1,0 g, 7,1 mmol,
57%).

Paso 4. Sintesis de N-formil-N-glicosil- 4.4-dimetilciclohexil- ter-butilamida
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O, «NH2

_ E/\L PivO,
pPivo™ OPiv

OPiv

ZnGly, dcido Brmico.
1socianuro de terbutilo,
Tetrahidrofurano

A una solucion de 4,4-dimetilciclohexilcarboxaldehido (1,17 g, 8,34 mmol),
2,3,4-tri-O-pivaloil-a-D-arabinosilamina (3,43 g, 8,55 mmol), 4cido férmico (350
HL, 9,17 mmol) y ter-butilisocianuro (990 pL, 8,76 mmol) en THF (70mL)a-30°C
se agregd cloruro de zinc 0,5M en tetrahidrofurano (17 mlL, 8,5 mmol). La
solucidén se agité a -20 °C durante 2 dias, luego se concentrc')._ El residuo se
diluyo con diclorometano (200 mL), se lavé con bicarbonato de sodio saturado (2
X 200 mL), agué (260 mL). La capa organica se secd, filtré y concernitré para dar
un aceite claro. La cromatografia flash (acetato de etilo al 20% en hexanos)

suministré el producto puro (2,1 g, 3,3 mmol, 39%)

Paso 5. Sintesis de (4,4-dimetilcxclohexil)glicina:

Una solucidon del producto Ugi obtenido en el paso 4 anterior (2,1 g, 3,3
mmol) en diclorometano (20 mL) y HCI metandlico anhidro -saturado (20 mL) se

agitoé durante la noche. La solucion se concentrd v el residuo se disolvié en agua
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(100 mL) y se lavé con pentano (2 x 100 mL). La capa acuosa se concentrd y el
residuo se disolvié en HCI 6N (40 mL) y se calentd a reflujo durante 30 horas. La
solucion se concentrd para dar el clorhidrato de (1-metilciclohexil)glicina bruto
(300 mg, 1,36 mmol, 41 %).

Eiemplo XVIIl Sintesis de Boc-nVal-(CHOH)-Gli-OH:

m,
OH O
Paso 1. Preparacidén de Boc-norvalinol:
BHTHF H
Boc-HN A2 g

O

- . - . . - -

A una solucién de Boc-norvalina (25,0 g, 0,115 mol) en tetrahidrofurano
(461 mL), se enfrié hasta 0°C, se agregd el complejo borano/tetrahidrofurano _
(461 mL de una solucién 1,0 M en tetrahidrofurano) por goteo. Luego de 1 hr a
0°C, la solucién se entibié hasta temperatura ambiente durante un periodo de
1,5h. TLC indicé que la reaccién estaba completa. Se agregd metanol para
inactivar la reaccién. La solucién se concentro para producir el compuesto del
titulo (22,56 g, 96%) como un jarabe espumoso. La TL.C de los productos indico
pureza satisfactoria. Ry = 0,34 (40% acetato de etilo/hexanos).

Paso 2. Preparacidn de Boc-norvalinal:

J

J\/ Cl2CHCO2H, EDC ’ '
Boc-HN OH Boc-HN™ Ny~

tolucno, DMSO O

3
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A Boc-norvalinol (7,77 g, 38 mmol), en dimétilsulféxido anhidro (153 mL) y
tolueno (153 mL) se agregd EDC (73,32 g, 382 mmol). Luego de que la solucién
se enfrid hasta 0°C, sev agregé acido dicloroacético (15,8 mL, 191 mmol) por
goteo. Luego de completar Ia adicion, la reaccién se agitd durante 15 min. La
solucion se dejé entibiar hasta temperatura ambiente durante un periodo de 2h.
La mezcla de reaccién se concentro para remover el tolueno, luego se disolvid en
acetato de etilo. La solucion se lavd en forma sucesiva con bisulfato de sodio 1N,
bicarbonato de sodio saturado y salmuera, se seco sobre sulfato de sodio, se
filtré v se concentrs para obtener Boc-norvalinal bruto que se usd directamente
en el paso siguiente. TLC R, = 0,84 (acetato de etilo al 40%/hexanos).

Paso 3. Sintesis de Boc-nVal-(CHOH)- GIi-OEt-.

HaCO,EY, Piridina |
' H CRCH2CO : Y Boc-HN /\n/O\/ :
Boc-HN™ ™ . oc- N I

TFA, dicloromectano . OH

- .- ~ e .

A una solucién del Boc-norvalinal bruto (4,18 g, 20,77 mmol) en
diclorometano (83 mL) se agregéd etilisocianoacetato (2,72 ml, 24,93 mmol) y
plndma (6,72 ml, 83,09 mmol). Luego de que ‘la solucién 'se enfno hasta 0°C,
acido trifluoroacético (4,15 ml, 41,54 mmol) Se agregd por goteo. Luego de agitar
durante 1 hr, la solucién se agitd a temperatura ambiente durante 18 horas
mientras se permltxo que el solvente de la mezcla de reaccion en un recipiente no
cubierto se evapore en condiciones ambientales. La mezcla de reaccion se .
concentrd, luego se disolvié en acetato de etilo. La solucién se lavé en forma
sucesiva con bisulfato de sodio 1N, bicarbonato de sodio saturado y salmuera, se
seco sobre sulfato de sodio, se filtrd.y luego se concentrs. El residuo se puriﬁéé
por cromatograf;’a flash eluyendo con acetato de etilo al 20% g 40%/hexanos

para obtener 2.8 g del compuesto del titulo como un jarabe amarillo. La
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anterior en n-propanol (48 mL). Finalmente, se agregd osmato de potasio (110
mg, 0,30 mmol).en agua (2 mL) y la solucion desarrolio muy rapido un color verde
OScuro que persistio durante 4 horas. Luego de 6 horas sulfato de sodio saturado
(50 mL) se agregé y la mezcla se extrajo con acetato de etilo (2 x 50 mL). Las
capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (30 mL), se secod sobre
sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron. La cromatografia flash con
acetato de etilo al 20% en hexanos produjo el amino ter-butiléster protegido con
cBz como un sélido blanco (316 mg).

Paso 3:

Una mezcla de amino ter-butiléster protegido con cBz (316 mg, 0,9 mmol) y
32 mg de paladio al 10% en carbono en 9 mL metanol se hidrogené durante 8
horas. La mezcla se filtrd y se concentrd para obtener la amina libre como un

aceite claro (195 mg).

Eiemplo XX. Sintesis de cloroformiato de 1R,2-dimetiIPropilo: :

Al 2R-hidroxi-3-metilbutano disponible en el mercado (410 mg, 4,65 mmol)
se agregd una solucién de fosgeno al 20% en tolueno (1 mL, 2 mmol). La

solucion se agild durante 6 loras para generar el cloroformiato (2 mmol) que se
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sometid a reacciéon directa en inmediatamente con la amina deseada. El

S-isébmero se sintetizé mediante el mismo procedimiento.

i) Sintesis de la fase de solucion representativa de los inhibidores de HCV
Ejemplo XXI. Sintesis de la fase de solucion de iBoc-G(Chx)-Pro(4,4-dimetil)—Leu—
(CO)-Gli-Phg-dimetilamida:

M%Kiﬁfi% '

Paso 1. Sintesis de ter-butxloxicarboniI—leucinal_(Boc-Leu-CHO):

(3}

]
: diclorometano.

/C dimetilsulfoxido :
~_OH - - . H
Boc-HN piridina  + 804 Boc-HN

A una solucién de Boc-L-leucinol disponible en el mercado (Advanced
Chem Tech) (0,78 g, 3,6 mmol) en diclorometano anhidro (17,5 ml) se agregd
trietil amina (2 ml, 14,36 mmol) y la mezcla se .enfrié hasta O°C. Se agrego
sulféxido de‘ dimetilo (17,5 ml) seguido de complejo de piridina tridéxido de sulfuro
(2,3 g, 14,36 mmol) y la reaccién se agitd durante dos horas. TLC en 1-1 acetato
de etilo: hexanos confirmo la finalizacion de la reaccién. La mezcla de reaccién
se concentrd y el residuo restante se diluyd con acetato de etilo. La capa de
acetato de etilo se lavo con acido clorhidrico 1M (2 x 75 ml) seguido de solucién
de bicarbonato de sodio saturado (2 x 75 ml) y salmuera (75 mi). Lé capa
‘organica se secé (sulfato de sodio), se filtrd y se concentrs para producir 775 mg

de producto.



Paso 2 - Sintesis de éster etilico de Boc-2-hidroxi-3-amino-5-metil

hexanoil-alucina (Boc-Leu-(CHOH)-GIi-OFt):

acido trillm)roucélico..
piridina. CNCHC O35

H . OEt
-H = Boc-HN N
Boc-+NT Y 8 N

@) dictorometano : OH )

A una solucion de aldehido de Boc-Leucina (0,77 g, 3,59 mm'ol) en
diclorometano anhidro (24 ml) se agregé piridina anhidra (1,16 ml, 14,36 mmol) y
etilisocianoacetato (04 ml, 4,66 mmol). La mezcla de reaccién se enfrid hasta

0°C y &cido trifluoroacético (0,55 mi, 7/18 mmol) se agrego durante dos minutos.
La mezcla de reaccion se tapd y se agitd a 4 °C durante cuatro dias, y a
temperatura ambiente durante un dia. La mezcla de reaccién se diluyd con
diclorometano (350 ml) y se lavé dos veces Cada una con porciones de 75 ml de
acido clorhidrico 1M, bicarbonato de sodio saturado y salmuera. La capa
organica se seco, se filtrd y se concentrd. El residuo obtenido se someti a
cromatografia flash en una vcolumna‘de 2" x 6" de gel de silice con el uso de
acetato de etilo al 10% en hexanos (800 ml) seguido de 1:1 acetato de etilo en
hexanos (800 ml). Las fracciones correspondientes al producto se reunieron y se
concentraron para producir 980 mg (79%) de producto

Paso 3. Sintesis de Boc- Leu(CHOH)-Gli- OH

!

LiOH
OEt IR E— OH
Boc-HN {:l]/\n/ ctanol Boc-HN ﬁ/if ]

OH 0 OH

A una solucién de Boc-Leu-(CHOH)-Gli-Oet (0,98 g, 2,83 mmol) en etanol

(11,3 ml) se agregé hidréxido de litio 2M (4,25 ml) y la reaccidn se agitoé durante
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cinco horas a temperatura ambiente. E| etanol se removio con presién reducida y
la capa acuosa se diluyé con acetato de etilo. La capa organica se lavd con acido
clorhidrico 1M- seguido de salmuera, se seco, se filtrd Y se concentrd para .

producir 775 mg (86%) de producto como un solido blanco.

Paso 4. Sintesis de Boc-Leu-(CHOlH)—Gli—Phg-dimetilamida:

coe H-Phg-Nihie)2 i i H\/ﬂ\
H N -
Bm-HNMN EDC, Host Boc-HNJﬁ/lLN N
H/YO - Eu H/E]/ |

OH O DIEAL acetonitrilo

A una sblucién de Boc—Leu—(CHOH)-GIi~OH (0,37 g, 1,18 rmol) en
acetonitrilo (23 ml) se agregé en forma sucesiva dimetilamida de fenilglicina
(obtenida en ¢ Ejemplo XV, Paso 2), EDC (0,34 g, 1,76 mmol), N-
hidroxibenzotriazol (HOBt) (0,18 g. 1,18 mmol) y diiéopropiletilamina (DIEA) (0,82
ml, 4,7 mmol) y la reaccién se agité durante 18 horas a temperatura ambiente. g

mezcla de reaccidn se concentrd y el residyo restante se diluyé con acetato de

(700 ml) Seguido de acetato de etilo (1000 ml) y metanol al 10% en diclorometano

- (600 mb). Las fracciones correspondientes g producto se reunieron y

concentraron para producir 445 mg (80%) de un solido blanco.

Paso 5 Sintesis de Sal de trifluoroacetato de H-Leu-(CHOH)—Gli-Phq-dimetilamida
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I 0 .
: by : b acido tritfluoroacético J\}/U\ ﬁ\i
- -
s r ’ = TFAH LN N . Y N
Boc HNJ\(Kﬂ/\i( \/KN ‘ : OH H/j.r i

- dclorometano :

A una solucién de Boc—Leu-(CHOH)-Gli-Phg-dimetHamida (70 mg, 0,146
mmol) en diclorometano (1 ml) se agregd acido trifluoroacético (1T mh) y la
reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 1 hora. La mezcla de reaccion
S€ concentrd y se llevo al paso siguiente sin purificacion adicional.

Paso. 6 Su’ntesis de iBoc-G(Chx)-Pro(4,4-dimetil)~LeU-(CHOH)—GH-Phq—

dimetilamida

= .

iBoc-G(Chx)-Pro(4,4-diMe)-OH

- n\_/ﬁ\w/ ~
TFA HZNM&‘/Y H | TBTU, HOBt, DIEA, acelonitrilo
\
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k 5 ml), v salmuera (2 x5 ml). La capa organica se seco, filtrd y concentrd. El
producto (100 mg) se llevé al paso siguiente sin purificacién adicional.

Paso 7. Sintesis de iBoc-G(Chx)~Pro(4,4-dimeti|)-'Leu- CO)-Gli-Phq-dimetilamida:

@ (\3 ®
j\Iﬂ,N H ’ N\iNjim/"’"\
\,/‘\o N i h—‘\g/ \ér | I

diclorometano /&N /rfqﬁwn\j\(”\/mh‘
Y\O N O]j o \'/O H

LN

Z—-
/

e

Dess-Martin

A una solucién de iBoc~G(Chx)-Pro(4,4—dimetil)~Leu-(.CHOH)—Gli—Phg~

dimetilamida (30 mg, 0,04 mmol) en diclorometano (1 ml) se agrego el reactivo de

Cdpa organica se lavé con tiosulfato de sodio (4 x 3 ml), seguido de agua y
salmuera. La capa organica se secéd sobre sulfato de sodio, se filtrg y se
concentrd. El producto bruto se disolvi en hexanos y alcohol isopropilico y se
sometio a purificacion por HPLC con el uso de una columna Kromasil 5 de fase
normal de silice (Fenomenex, 250 x 21.20 mm, tamarfio de poros vde 100
- angstrom, particulas de gel de 5 um) eluyendo COn un gradiente a 30 minutos que
consistia de 0 g 25% de alcohol isopropilico en hexanos (25 mi/minutos). Las

fracciones correspondientes  al producto S€ reunieron vy concentraron. La
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liofilizacion del produjo 6,7 mg de polvo blanco. Ej éspecto de masa de baja
resolucion confirmé la masa deseada (MH+ = 741 4).

N Sintesis de fase solida: La sintesis de fase sélida es il para la produccién de

pequenas cantidades de ciertos compuestos de la presente invencion. Como con

la sintesis convencional de fase sélida de ios péptidos, los reactores para la

disueltos, aunque no permeable a |a resina de sintesjs del tamano seleccionado
de m.alla. Dichos reactores incluyen recipientes de reaccion de fase sélida_de
vidrio con un vidrio fritado sinterizado, tubos de polipropileno o columnas con
frituras, o el reactor Kans™ fabricado por Irori Inc,, San Diego CA. El tipo de

reactor elegido depende del volumen de resing para fase solida necesaria, y se

metilpirroliding (NMP) (10-15 mL/ gramo de resina) sé agregd Fmoc-amino acido-
(2 eq), HOAt (2 eq), HATU (2eq)y diisdpropiletilamina (4 eq). Se dejoé que I3
mezcla reacciones durante 4-48 horas. lLos reactivos se drenaron y la resina se
lavé en forma sucesiva con dimetilformamid‘a, diclorome’tano, metanol,
diclorometano y éter dietilico (usar 10-15 mL de solvente/ gramo de resina).

Luego la resina se secd al vacio.

traté con piperidina al 20% en dimetilformamida (10 mL de reactivo/ g de resina)
durante 30 minutos. Los reactivos se drenaron y |Ia resina se lavd en forma

sucesiva con dimeti!formamida, dicloronﬁetano, metanol, diclorometano'y éter

- dietilico (usar 10 mL de solvente/ gramo de resina).
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Procedimiento C: Desproteccion de Boc: La resina con Boc desprotegido se traté

con una mezcla de 1:1 de diclorometano y acido trifluoroacético durante 20-60
minutos (10 mL de solvente/ gramo de resina). Los reactivos se drenaron vy la
resina se lavd en forma  sucesiva con diclorometano, dimetilformamida,
diisopropiletilamina al 5% en dimetilformamida, dimetilformamida, diclorometano,

y dimetilformamida (10 mL de solvente/ gramo de resina).

Procedimiento D: Hidrdlisis de semicarbazona: Se suspendid la resina en un
cocktail de disociacion (10 mlL/ g de resina) que cohsistia de acido
trifluoroacético: acido pirdvico: diclorometano: agua 9:2:2:1 durante 2 Horas. Los
reactivos se drenaron y Se repitio el'procedimiento fres veces mas. .La resina se
lavd en forma sucesiva con diclorometano, agua y diclorometano y se secd al
vacio. |

Procedimiento E: Disociacion de HF: La resina de péptido-nVal(CO)-G-0O-PAM

seca (50 mg) se colocd en un recipiente de HF que contenia una pequeda vara
de agitacion. Se agregd anisol (10% del volumen total) como depurador. En
presencia de &cido glutamico y amino acidos de cisteina, también se agregaron

tioanisol (10%) y 1,2-etanditiol (0,2%). El recipiente de HF luego se colgé en un

aparato para HF (Immuno Dynamics) y el sistema se lavé con nitrégeno durante

cinco minutos. Luego se enfrid hasta -70°C .con un bafio de hielo seco/
isopropanol. l.uego de 20 minutos, se destild HF hasta el volumen deseado (10
mL de HF/ g de resina). Se dejé proceder la reaccién durante una hora y media'a
0°C. El tra'bajo consistié en remover todo el HF con el uso de nitrégeno. Luego
se agregé diclorometano a la resina y se agitd la mezcla durante cinco minutos.
A esto le sigui6 el agregado de &cido acético al 20% en agua (4 mL). Luego de
agitar durante 20 minutos, se filtré la resina con el uso de un embudo fritado se
removio el diclbrometano con presion reducida. _El residuo restante y la mezcla

se lavaron con hexanos (2x) para remover los depuradores. Mientras tanto, se
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enjuagé la resing en 1 mL de metanol. La capa acuosa (HOAc al 20%) se agrego
Nuevamente a |g resina y la mezcla Se agitd durante ¢inco minutos Y luego se
filtré. Se removié el metanol con presiodn reducidg y se liofilizd 14 fase acuosa,
Luego se disolvid gf péptido en metanol g 10-259%, (que contenig acido

trifluoroaceético al 0,1%) y se purificd por HPLLG de fase inversa,

lo XXii Sintesis re resentativa_en fase solida de inhibidores d'e He

(iBocG(Chx)-P(4t—NHSOZPh)-nV-(CO)-G-G(Ph)-NH2)

Paso 1 Sintesis de Fmoc-nv-(d SC)-Gli-OH:

A) Sintesis de isocianoacetato de alilo (

Se agregs etj| isocianoacetato (96,6 mi, 0,88 moil) por éoteo a una solucidn
congelada de etano| (1.5 L) y hidréxido de potasio (59,52 g, 1.0 mol). La reaccign |
S€ entibié lentamente hasta |a templervatura ambiente. Luego de dos horas e}
producto prec.ipitado se filtré en un embudo de vidrio Y se lavd con varias

porciones de etanol congelado. La sg) de potasio del acido isocianoacético
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(99,92 g, 91,8%).

b) Sintesis de isocianoacetato de alilo:

v L
CN\/TLO" K* > N C ulito

Al el producto de |a parte a (99,92 g, 0,81 mol) disuelto en acetonitrilo (810

ml) se agrego bromuro de alilo (92 mj - 1,05 mol). Luego de Calentar g reflujo

de reaccion se concentro v el residuo restante se disolvié en éter (1,5 L)y se lavé
tres veces con agua (500 ml). La capa organica sg seco, filtrd y concentrd parg

obterier un jarabe marrén Oscuro. El producto bruto se purificéd por destilacién al

(25 g, 73,75 mmol) en metano| anhidro (469 ml) se agrego cloruro de tionilo
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obtener FmocnorVal-OMe) como .un sélido blanco (26,03 g) en rendimiento
Cuantitativo. NMR & ppm (CD30d): 7,7 (m, 2H), 7.6 (m, 2H), 7,4 (m, 2H), 7,3 (m,
2H), 4,3 (m, 2H), 4,1 (m, 2H), 3,7 (s, 3H), 1,7 (m, TH), 1,6 (m, 1H), 1,4 (m, 2H),
0,95 (t, 3H). : '

b) Sintesis de 9~f|uoreniImetoxicarbonil—norvaIinol (Fmoc-nValinol): .

A Fmoc-nVal-OMe (26,03 g, 73,75 mmol) en tetrahidrofurano (123'ml) y
metanol (246 ml) se agregod cloruro de calcio (16,37 g, 147,49 mmol). La mezcla
de reaccién se enfri hasta 0°C y se agregd borohidruro de sodio (11,16 g,
294,98 mmol) en varios lotes. A la pasta espesa obténida, se agregd metanol
(500 ml) y la reaccion se dejo bajo agitacion a températura ambiente durante 90
minutos. El TLC en 2:3 acetato de etilo: hexanos confirmé |a finalizacion de la
reaccion (Rf = 0,25). La reaccion se inactivd con Ia incorporacién lenta de agua
(100 ml) a 0°C., El metanol S€ removio con presién reducida y la fase acuosa
restante se diluyé con acetato de etilo. La capa orgarnica se lavé con agua (3 x
500 ml), bicarbonato de sodio saturado (3 x 500 ml) y salmuera (500 ml). La capa
organica se secd sobre sulfato de sodio, se filtrd y se concentré hasta obtener un ..
sdlido bianco (21,70 g. 90,5%). NMR & ppm (CD;0D): 7,8 (m, 2H), 7,7 (m, 2H),
7,4 (m, 2H), 7,3 (m, 2H), 4,3-4,5 (m, 2H), 4,2 (m, 1H), 3,6 (s, 1H), 3,5 (s, 2H), 1,5
(m, 1H), 1,3-1,4 (m, 3H), 0,99 (m, 3H). '

¢) Sintesis de 9—ﬂuorenilmetoxicarbonil-norvalinal (Fmoc-nVal—CHO):
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Froce-HN™ o2 Fmoc-HN

A una solucibn de Fmoc-norValinol (21,70 g, 66,77 mmol) en
diclorometano (668 ml) se agrego trietilamina (37,23 mi, 267 mmol) y la solucién
se enfrid hasta 0°C. Una suspensién de cdmplejo de sulfuro de piridina triéxido
(42,51 g, 267 mmol) en dimetilsulfoxido (96 ml) se égregé a la solucién
Conéelada. Luego de una hora, el TLC en 2:3 acetato de etilo: hexanos confirmd
la finalizacion de la reaccion. El diclorometano se removid con presion reducida y
el residuo restante se disolvié en acetato de etilo y se lavd con agua (2 x 50 ml),
bisulfato de sodio 1N saturado (2 x 50 ml), bicarbonato de sodio saturado (2 x 50
ml) y salmuera (50 ml). La capa organica se concentré para producir un sélido
blanco. Se asumid el rend|m|ento tedrico (21,57 g) y la reaccion se llevé al paso
siguiente sin punflcacuon adicional.

¢) Sintesis de sal de trifluoroacetato de dlfemlmetvl semicarbazida (dpsc)
(pasos a-b a continuacion):

a) Sintesis de Boc-semicarbazid-4-il difenilmetano
@ H H O
tBuO’U\,N’NYN
O
A una solucién de carbonildiimidazol (16,2 g, 0,10 méle) en
dimetilformamida (225 ml) se agregd una solucidn de carbazato de t-butilo (13,2

g, 0,100 mol) en dlmetulformamlda (225 ml) por goteo durante 30 minutos. Luego

$e agregd difenilmetilamina (18,3 g, 0,10 mol) durante 30 minutos. La reaccion se

=%
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dejé agitar a temperatura ambiente durante una hora. Se agregd agua (10mL) y
la mezcla se concentrd hasta aproximadamente 150 ml con presion reducida.
Esta solucion se vertio en agua (500 mL) y se extrajo con acetato de etilo (400
mL). La fase de acetato de etilo se lavé dos veces, cada una con 75 mL de HCI
1N, agua, solﬁcic’)n de bicarbonéto de sodio saturado y cloruro de sodio, y se
seco con sulfato de magnesio. La mezcla se filtrd y 1a solucién se concentrd para
dar 29,5 g (85% de re.ndimiento) de una espuma blanca. Este material podria
purificarse mediante recristalizacion de acetato de etilo/hexano, pero fue lo
suficientemente puro como para usarlo en el paso siguiente: p.f. 142-143°C. 'H
NMR (CDCI3) & 1,45 (s, 9H), 6,10 (cid, 2H), 6,42 (s, 1H), 6,67 (bs, 1H), 7,21-7,31
(m, 10H). Calculo analitico para CigH23N505 C, 66,84, H, 6,79; N, 12,31,
Encontrado: C, 66,46; H, 6,75; N; 12,90. '

b) Sintesis de sal de trifluoroacetato de difenilmetil semicarbazida (dpsc)

HoHo P
N

TRAHN S =
0o

Una solucién de Boc-semicarbazid-4-if difeni‘lmetano (3,43. a, 10 mmal) en
diclorometano (12,5 mL) se tratd con 125 mL de acido trifluoroacético a
temperatura ambiente Yy se agitd durante 30 min. La solucion se agregd pbr goteo
a 75 mL de éter y el sélido resultante (2,7 g, 80%) se recolecto por filtracion. p.f.
182-184°C. 'H NMR (CDsOD) 3 6,05 (s, 1H), 7,21-7,35 (m, 10H), *C NMR
(CDsOD) 5 57,6, 118.3 (g, CF3), 126,7, 127.9, 141,6, 156,9, 160,9 (q. CFagOzH).
D) Sintesis de Fmoc-nVal-(CHOH)-GIi-Oalil:
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'd T r 9Q
- o)
H K /'\ﬁ\ \//\\\
Fmoc—HN)ﬁ( pindina, dcido trittuornacetice. Fmec-HN N/T '

O dicleromet:ma ’ OH

A una solucién de Fmoc-nVal-CHO \Paso IB) (5,47 g, 16,90 mmol) en
diclorometano (170 ml) se agregd isocianoacetato de alilo (Péso IA) (2,46 mi,
20,28 mrnol) y piridina (5,47 ml, 67,61 mmol). La mezcla de reaccion se enfrid
hasta 0°C y se agregd acido trifluoroacétiéo (3,38 ml, 33,80 mmol) por goteo. La
reaccion se agité a 0°C durante 1 hr, y luego & temperatura ambiente durante '48
horas. El TLC absorbido en acetato de etilo confirmé Ia finalizacién de la
reaccion. La mezcla de reaccién se concentré y se sometié g cromatografia flash
con el uso de 20% a 70% de acetato de etilo en hexanos. Las fracciones que
contenian el producto deseado se reunieror} Yy concentraron hésta obtener una
espuma blanca (6,88 g, 87,3%). EI TLC en 50:50 de acetato de efilo muestra una
mancha (Rf = 0,37). NMR & ppm (CD30D): 7,8 (m, 2H), 7,65 (m, 2H), 7,4 (m, 2H),
7,3 (m, 2H), 5,9 (m, 1H), 5,1-5.4 (m, 2H), 4,55-4.65 (m, 2H), 4,3-4,4 (m, 2H),
4,15-4,25 (m, 1H), 4,01 (s, 1H), 3,9-4,0 (m, 3H), 1,5-1,6 (m, 2H), 1,35-1,45 (m,
3H), 0,9 (m, 3H). .

E) Sintesis de Fmoc—nVaHCO)—Gli—Oalilo:
J:l/(\i ENC, ddico dicloroaceticn /qi -
Fmec-HN N/jfo\/\ dimetilsulloxido, tolueno ~ FMOSHN I H,\g/o\/\

5 . OH

A una solucién de Fmoc—nVal-(CHOH)-Gli-Oam (Paso D) (5,01 g, 10,77
mmol) en dimetilsulféxido (100 ml) y tolueno (100 ml) se agregd EDC (20,6 g,

-

107,7 mmol). La mezcla de reaccion se enfrié hasta 0 °c Yy se agregd acido
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minutos a 0°C y 1 hr a temperatura ambiente. Luego de enfriar nuevamente hasta
0°C | se agregd agua (70 mi) y el tolueno se removié con presion reducida. EJ
residuo restante se diluyé con acetato de etilo y se lavé varias veces con una
solucién de bicarbonato de sodio saturado seguido de bisulfato de sodio 1N y
salmuera. La capa organica se ;ecé sobre suifato de sodio, se filtrd y se
concentrd. Se asumié el rendimiento tedrico de 4,99 g y la reaccion se llevo al
paso siguiente sin purificacion adicional. El TLC en 50:50 de acetato de etilo
muestra una mancha (Rf = 0,73).

F) Sintesis de Fmoc_-nVal—(dpsc)—Gli—OalHo:

;o
- 0
. - o ditenilmetilsemicarbazida
Fmoc-HN N ~ . P Fmoc-HN H’\n/)\/\\\
acctato de sodio, agua, ctanol o)
H
NH-CH(Ph),

A una solucion de Fmoc-nVal-(CO)-Gli-Oalil (Paso E) (4,99 g, 10,75 mmol)
en etanol (130 mil) y agua (42 mi) se agregé sal de triflucroacetato de difenilmeti
semicarbazida (dpsc) (Paso IC) (76 ¢, 21,5 mmol) y acetato de sodio .3H,0 (1,76
g, 12,9 mmol), en forma sucesiva. La mezcla de reaccién se calentd a refiujo
durante 90 minutos. La finalizacion de la reaccic')n‘ se confirmé por TLC tomado en
1:1 de acetato de etilo- hexano. El etanol se removid con presién reducida y el
residuo restante se disolvié en acetato de etilo Yy se lavé con bisulfato de sodio
1IN (2 x 10 mI), bicarbonato de sodio saturado (2 x 10 ml), seguido de salmuera
(10 ml). La capa organica se secd, filtré y concentrd. El residuo resultante se
purificd por Cromatografia flash en acetato de etilo al 20% a 50% en hexanos
para dar un sdlido blanco (5,76 g, 78%). El TLC en 50:50 de acetato de etilo:

hexanos mostré dos manchas (cis y trans isdbmeros) con Rf = 0,42y 0,5.
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G) Sintesis de Fmoc-nVal-(dpsc)-Gli-OH: .

3

L S‘-f\ O\\/\\ Emoc-HNy (‘ \’]Lr\ /\]/OH
Froc-HN ﬂ/\n/ N dimedonu, caializador ' N ' ,—1 J1
O - I“I C

i
. i
e tetrahidrofurans NH

o<, ' Cz(NH-CH(Ph‘;;

MNHLCRY PRy,
IR Rl

—r

.
a

A una solucidn de Fmoc—nVal—(dpsc)—Gli-Oalil (Paso IG) (4,53 g, 6,59
mmol) en tetrahidrofurano (300 ml) se agregd dimedona (462 g, 32,97 mmol)
seguido de catalizador de tetrakis(trifenilfosfin) paladio(0) (0,76 g. 0,66 mmol). La
finalizacion de |a reaccion se confirmo por medio de TLC luego de 90 minutos
con el uso de 9:1 diclorometano: metanol. La mezcla de reaccién se concentré y
el residuo restante se disolvié en acetato de etilo y se lavd tres veces con
porciones de 50 m] de bifosfato de potasio 0.1M. La capa organica se traté luego
con 50 ml de bisLnlﬁto de sodio y el sistema de dos fases se agitd durante 15
minutos. Se Separaron las fases y el procedimiento se repitio dos veces mas. La
¢apa organica se seco Y se concentrd y se Sometié a cromatografia cromatograﬁa
flash con acetato de etilo al 20% a 100% en hexanos. A esto le siguid solucion al
9:1 de diclorometano: metanol. Las fracciones correSpondienfes al producto bruto
S€ reunieron y concentraron para obtener un sélido bianco (3.99 g. 94%). EI TLC
en 9:1 diclorometano: metanol mostré dos manchas (c'is y trans isémeros). NMR &
ppm (CDSOD): 7,75 (m, 2H), 7.6 (m, 3H), 7,2-7.4 (m, 14H), 6,1-62 (m, 1H),
4,25-4,4 (m, 2H), 4,1-4,2 (m, 2H), 3.85 (s, 2H), 1,6-1,8 (M, 2H), 1,3-1,5 (m, 2H),
0,95 (t, 3H).

Paso 2. Sintesis de resina H-Phg-MBHA:
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La resina MBHA disponible en el mercado (2,8 g, 1 12 mmol/g, 2,91 mmol)
se transfirid a un recipiente fritado de reaccion de fase sOlida de 250 mL
equipado con una entrada de nitrégeno. Luego se lavd’ totalmente con porciones

de 30 mi diclorometano, metanol, dimetilformamida y diclorometano y se acoplo

durante 18 horas al Fmoe- Phg-OH disponible en el mercado (2,17 g, 5,82 mmol)

de acuerdo con el Procedimiento A con 99,82% de eficiencia. La resina se
sametio luego a desproteccién de Fmoc de acuerdo con procedimiento B. Un
ensayo c;uantitativo de ninhidreno en una pequena élicuota dio una resina y una
solucion azul oscura, lo que indica el éxito de la reaccion. _ |

Paso 3 Sintesis de resina H-nVal(dpsc)-Gli-Ph4-MBHA:

HoN ﬂiN N " resina NH-MBHA
I 7 | |

NH-CH(Ph),

La resina obtenida en el paso ll (26 g, 0.8 mmol/g 2,91 mmol) se sometid

" a reaccién con Fmoc-nVal-(dpsc)-Gli-Oalil (Paso IG) (5,82 mrnol, 3,77 g) de

acuerdo con Procedimiento A. Luego de 18 horas, el analisis cuantitativo de
ninhidreno indicé 99,91 de eficiencia de acoplamiento. La resina se sometié a

Desproteccién de Fmoc de acuerdo con procedimiento B. Un ensavo cualitativo
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de ninhidreno en una pequefa alicuota dio resina y solucion azul oscuro, lo que
indico el éxito de la reaccién.

Paso 4 Sintesis de Resina Boc—Pro(4t-NHFmoc)—nVal(dpsc)—Gli-Phq-MBHA:

piri-Fmoo
.

[
oc—»p
o

3 i

N ‘3/"\ N/\n/N resina NH-MBHA
O AN

b O

NH-CH(FPh),

El compuesto resina H—nVal(dbsc)-Gli-Phg—MBHA (Paso 3 anterior) (600
mg, 0,8 mmol/g, 0,67 mmol) se transfirid a un tubo fritado de polipropileno y se
acoplé a Boc~Pro(4t—NHFmoc)¢OH (Ejemplo VI, Paso 3) (610 mg, 1,34 mmol) de
acuerdo con procedimiento A Luego de 18 horas, el analisis cuantitativo de

ninhidreno indicé 99,96% de eficiencia de acoplamiento.

Paso 5. Sintesis de resina Boc-Pro(4 t»NHP)—nVal(dpsc)~Gli-Phq~MB‘HA:

~NH,
=
Boc—
0 O
H
p N\/u\ resing NH-MBHA
NN Y
L Ty
o Q
O .
NH-CH(Ph),
La resina - del paso anterior (resina

Boc—Pr_o(4t-NHFm'oc)—nVaI(dpsc)-Gli—PthBHA) se sometid a desproteccion de

Fmoc de acuerdo con procedimiento B. Un ensayo cualitativo de ninhidreno en
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una pequena alicuota dio resina y solucion azul oscuro, lo que indico el éxito de

la reaccion.
Paso 6. Sintesis de resina Boc-Pro(4t-NHSQ,.Bn)-nVal dpsc)-Gli-Phq-MBHA:

o7y
NH
/
Boc—N
Ol\ H Q.
'e) N N N = resina NH-MBHA
+H N H o H
| a
NH =
NH-CH({Ph),

A la resina obtenida del paso énterior (resina Boc~Pro(4t-NH2)-nVaI(dpsc)—
Gli-Phg- MBHA) (0,2 g, 0,22 mmol) suspendida en NMP (2 ml) se agregé
2,4,6-colidina (0,24 ml, 1,79 mmol) y cloruro de bencensulfonilo y la reaccion se
agitd durante 18 horas. El solvente se drend y la resina se lavé minuciosamente
con porciones de 2 ml de diclorometano, metanol, dlmetllformamlda y .
diclorometano. El andlisis cualitativo de ninhidreno mostré perlas sin color y
solucion o que indicé el éxito de la reaccuon
Paso -7 Sintesis de resina Fmoc—G(Chx)-ProMt-NHSOan)-nVal-
(dasc)-Gli-Pha-MBHA:

,2;%/



250
a3
]
AN Z0
o?sl
NH
' Fmoc-HN N ‘
mocC- o
° I K}\/lL rasing NH-MItH
N N ¥ i NN A
o N H/\n/ ;
N ,
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NH-CH(Ph),
La resina obtenida - en el paso anterior, (resina

Boc-Pro(4t-NHSO;_Bn)-nVal(dpsc)Gli-Phg—MBHA) se sometid al procedimiento de
desproteccién Boc de acuerdo con Pfocedimiento C. Luego se acopld
Fmoc-G(Chx) (0,17 g, 0,45 mmol) de acuerdo con procedimiento A. .uego de 18
horas el analisis cualitativo de ninhidreno mostré perlas sin color y el analisis

cuantitativo de ninhidreno indicé 99,79% de eficiencia de acoplamiento.

Paso 8. Sintesis de resina iBoc-G(Chx)-Pro(4t-NHSO,Bn)-nVal dpsc)-Gli-Phg

MBHA:

N
~ N

(\)\ Séo

o-T . ‘
NH
o | .
YO)LN N _
Q O
H _ H
© N N/\H/N\)L resina NI -MBFA
H H z
IIJ O

o
MmO

NH-CH(Ph),
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La resina obtenidé en el paso anterior (resina
Fmoc—G(Chx)-Pro(4t—NHSOan)nVal(dpsc)-Gli-Phg—MBHA) se sometio a
Desproteccion de Fmoc de acuerdo con procedimiento B. Un ensayo de
ninhidreno en una pequena alicuota dio‘resina y solucion azul oscuro, lo que
indico el éxito de la reaccic'm: A laresina (0,2 g, 0,22 mmol) suspendida en 2 ml
de NMP se agregé isobutilcloroformiato (0,12 ml', 0,90 mmol) séguido de
di.isopropiletilamina (0,31 ml, 1,79 mmol), y la mezcla de reaccién se agito
durante 18 horas a temperatura ambiente. El analisis cualitativo de ninhidreno
mostrd perlas sin color y solucién lo que indico el éxito de la reaccion.
Paso 9. Sintesis de resina iBoc-G(Chx)-Pro(4t-NHSO,Bn)-nVal
CO)-Gli-Phg-MBHA. |

o N
O (O ,
N \)'L resina NH-MBHA
N /\rr
H o H o

g

El compuesto del paso anterior (resina iBoc—G(Chx)-Pro(4t-NHSOan)-

nVal(dpsc)-Gli-Phg-MBHA (200 mg) se sometid a hidrdlisis de seknicarbazona,
Procedimiento D.

Paso 10. Sintesis de iBoc—G(Chx)—Pro(4t-NHSOan)-nVal CO)-GliPhg-NH,:
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La resina del paso anterior (resina

iBoc-G(Chx)-Pro(4t- -NHSO,Bn)-nVal(CO)Gli- -Phg-MBHA) (100 mg) se sometlo a
condicion de disociacién de HE (Procedimiento E) para producir el producto bruto
deseado. El material se purifico por-HPLC con el uso de una columna de fase
inversa de 2,2 x 25 cm, que contenia una resina C-18 formada por particulas de
gel de un tamafio de 10 micrones con un tamaﬁo'de poros de 300 angstrom,
eluyendo con un gradiente mediante el uso de acetonitrilo al 20-50% en agua. La
HPLC analitica con el uso de una columna de fase inversa de 4 6 x 250 mm, que
contema una resina C 18 resina formada por particulas de gel de un tamafio de 5
mlcrones con un tamano de poros de 300 angstrom, eluyendo con aceétonitrilo al
25-75% (que contenia acido trlﬂuoroacetuco al 0.1 %) mostrd un pico a Ios 13,5
minutos. El espectro de masa de baja resolucion confirmé la masa deseada (MH+
826,4). ‘

V. Compuestoé adicionales preparados por Sintesis de la Fase de Solucidn:

A continuacién se muestran los compuestos representativos para preparar
compuestos adicionales de Ia invencion, vy los compuestos preparados mediante

dichos procedimientos aparecen enumerados en la Tabla 5.

Ejemplo XX} - Prepara_cién de un compuesto de Ia formula XX
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XXlila XXXMib

Una solucién agitada de ia cetimina XXllla (50 g, 187,1 mmol) en N; en
THF anhidro (400 mL) se enfri6 hasta -78 °C y se tratd con una solucion 1M de K-

‘BuO (220 mL 1,15 equuv ) en THF. La mezcla de reaccion se entibi6 hasta O0°Cy

se agitd durante 1 hr y se tratd con mclobutano de bromoetilo (28. mL, 249 mmol). ‘

La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 48 h y se
concentré al vacio. El residuo se disolvié en Et,O (300 mL) y se traté con HCI
acuoso (2 M, 300 mL) La solucién resultante se agité a temperatura ambiente
durante 5 h y ée extrajo con Et,O (1 L). La capa acuosa se hizo basica hasta un
pH -12-14 con NaOH (50 acuoso) y se extrajo con CHCI, (3 x 300 mL). Las
capas organicas combinadas se secaron (MgS0.), se filtraron Yy se concentraron
para dar amina pura (XXIlib, 18 g) como un aceite sin color.

Paso 2.
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Una solucién de amina XXliib (18 g, 105,2 mmol) a 0°C en CH,Cl, (350
mL) -se tratd con di-ter-butildicarbonato (23 g, 1054 mmol) y se agité a
temperatura ambiente durante 12 hr. Luego de la finalizacidon de la reaccion
(TLC), la mezcla de reaccion se‘ concentré al vacio y el residuo se disolvié, en
THF/H,O (200 ml, 1:1) y se tratd con LiOH-H,0 (8,5 g, 158,5 mmol) y se agité a
temperatura ambiente durante 3 h. La mezcla de reaccion se cohcentré y la capa
acuosa basica se extrajo con Et,O0. La capa acuosa se amdo:ﬁco con HCI
concentrado hasta un pH ~1-2 y se extrajo con CH,Cl,. Las capas organicas
combinadas se secaron (MgSQy), se filtraron y se concentraron al vacio para
producir XXlllc como un aceite viscoso sin color que se usd dura’nte el paso
siguiente sin purificacién adicional.

Paso 3.

R
e eas aqsunt M Anaa
DOoCrHiN STTERN A oM
OH —_—— ':1
é Me
XXille XXHid

Una solucion del acido XXllic (15,0 g, 62 mmol) en CH,Cl, (250 mL) se

tratd con reactivo BOP (41,1 g, 93 mmol), N-metil morfolina (27 mL), clorhidrato
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de N,O-dimetil hidroxilamina (9,07 g, 93 mmol) y se agitdé durante la noche a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se diluy6é con HCIH 1N acuoso (250
mL), y las capas se separaron vy Ia c‘apa acuosa se extrajo con CH,Cl, (3x300 ml).
Las capas orgénicas combinadas se secaron (MgSQ,), se filtraron y se
concentraron al vacio y se purificaron por Crométografia (Si0;, EtOAc/Hex 2:3)
para producir la amida XXIlid (15,0 g) como un sélido sin color.

Paso 4.

o . o)
- BocHN_JL _ome BocHN H
- r:l e
Me
XXHid XXilte

Una solucién de la amida XXllid (15 g, 52,1 mmol) en THF anhidro (200
mL) se tratd por goteo con una solucién de LiAlH, (1M, 93 mL, 93 mmol) a 0°C.
La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 1 hry se inaciivé.
cuidadosamente a 0°C con una solucién de KHSO4 (10% acuosa) y se agitd
durante 0,5 h. La mezcla de reaccién se diluyé con HCI acuoso (1M, 150 mL) y se
extrajo con CH,Cl, (3x200 mL), las capas organicas combinadas se lavaron con
HCI acuoso (1M), NaHCO, saturado, salmuera, y se secaron (MgS0,). La mezclé
sée filt}é y se concentré al vacio para producir XXlile como un aceite viscoso sin

color (14 g).

Paso 5.
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Una solucién del aldehido XXllie (14 g, 61,6 mmol) en CH,Cl, (50 mL), se
traté con Et;N (10,73 mL, 74,4 mmol), y cianohidrina de acetona (10,86 g, 127,57
mmol) y se agité a temperatura ambiente durante 24 hrs. La mezcla de reaccion
se concentré al vacio y se diluyd con HC! acuoso (1 M, 200 mL) y se extrajo en
CH;Cl> (3x200 mL). Las capas organicas combinadas se lavaron con H,0,
salMuera, se secaron (MgSQ,), se filtrar.on y se concentraron al vacio y se
purificaron pbr medio de cromatografia (SiO,, EtOAc/Hex 1:4) para producir XXIHf

(10,3 g) como un liquido sin color.

Paso 6.
OH O
BocHN CngN OCH3
XX1H¢ XXig

" Se tratd metanol saturado con HCI*, preparado mediante la formacién de
burbujas de gas de HCI a CH;OH (700 ml) a 0°C, se tratd con cianohidrina XXIIIf
y se calentd a reﬂujo durante 24 h. La reaccién se concentro al vacio para

produmr XXllg, que se usé en el paso siguiente sin purificaciéon. * En forma
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alternativa también se puede usar HCI 6M preparado mediante el agregado de

AcCl a metanol seco.

Paso 7.

_ 4+ OH OH
ClH3N 'rOCH;, _ : BocHN rOCH3

XXilg XXIh

Una solucién del clorhidrato de amina XXlillg en CH,Cl,.(200 mL) se tfaté
| con EtaN (45,0 mL, 315 mmol) y BOC,0 (45,79, 209 mmol) a -78 °C. La mezcla de
reaccion se agito, luego, a temperaitura ambiente durante la noche y se diluyo
con HCI (2 M, 200 mL) y se extréjo en CH,Cl,. Las capas organicas combinadas
se secaron (MgSOQ,) se filtraron y se concentraron al vacio y se purificaron pof
cromatografia (EtOAc/Hex 1:4) para producir éster de hidrbki XXllih.

Paso 8.

OH OH
BocHN __OCH; BocHN NH,

——————— O

XXilih XX

Una solucién de éster metilico XXlith (3 g, 10,5 mmol ) en THF/H,O (1:1)

- se tratdé con LiOH-H20 (645 mg, 15,75 mmol) y se agité a temperatura ambiente.
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durante 2 hr. La mezcla de reaccién se écidoificé con HCl acuoso (1 M, 15mL) y
se concentrd al vacio. El residuo se secd al vacio.

Una solucion del acido en CH,Cl, (50 mL) y DMF (25 mL) se tratd con
NH.CI (2,94 g, 55,5 mmol), EDCI (3,15 g, 16,5 mmol), HOOBt (2,69 g, 16,5
mmol), y NMM (4,4 g, 44 mmol). La mezcla de reaccion se agitd a temperatura
ambiente durante 3 d. Los solventes se removieron con vacio y el residuo se
diluyd con HCI acuoso (250 mL) vy se extrajo con CH,Cl,. Las capas organicas
combinadas se lavaron con NéHCOa acuoso saturado, se secaron (MgSQ,) se
filtraron y concentraron al vacio para obté_ner XXIHi, que se usd como estaba en
los pasos siguientes. (En forma alternativa, también puede obtenerse XXMIi
directamente mediante la reaccidon de XXIIIf (4,5 g, 17,7 mmol) con H,0, acuoso
(10 mL), LiOH-H,0 (820 mg, 20,8 mmol!) a 0°C en 50 mL de CH3OH durante 0,5
h.)

Paso 9. -

& -+ .
BocHN NH, ' ClHaN__- NHz .
XX : XX

Una solucién de XXHIi obtenida en el paso anterior se disolvié en HCI 4N
-en dioxano y se agitd a temperatura ambiente durante 2 h. La mezcla de reaccion
se concentrd al vacio para dar XXIlj como un sdlido, que se usé sin purificacion
adicional.

Paso 10.
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CH3.__CH3

. o) CHa,_CH3 £5
&xHN\JJkOH ziikwx | (;3&7(00H3

+ +

= OCHz3 . e}
O N BOC.-iN\;/JQO

HXL O =

Xxark XXI1in XXT1m

(78
\]

El amino éster XXIlIl se preparé siguiendo el método de R. Zhangy J. S.
Madalengoitia (J. Org. Chem. 1999, 64, 330), con la excepcidn de que el grupo
Boc se disocié por medio de la reaccién del amino scido con proteccién Boc éon
HCI metandlico.

Una solucion del amuno acido comercial Boc-Chg-OH, XXlilk (Senn
chemlcals 6,64 g, 24,1 mmol) y clorhidrato de amina XXIilli (4,5 g, 22 mmol) en
CH,Cl, (100 mL) a 0°C se traté con Reactivo BOP y se agitd a temperatura
ambiente. durante 15 h. La mezcla de reaccién se concentrd al vacio, lqego se
diluyé con HCI acuoso 1M y se extrajo én EtOAc (3x200 mL). Las capas
organicas combinadas se lavaron con NaHCO; saturado. (200 mL), se secaron
(MgS0.,), se filtraron y se concentraron af vacio, y se sometieron a cromatografia
(SiO2, EtOAc/Hex 3:7) para obtener XXIilm (6.0 g) como un sélido sin color.

Paso 11.
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CHa._-CH3 CH3._CH3

S < 7 n OH
OCHg3 N NH
N . .
suwm\/iﬁao o

BockiN\/k o O

XXMm XXMn

Una solucion de éster metilico XXHIm (4,0 g, 9,79 mmol) en THF/H,0 (1:1)
se tratd con LiOH-H,0 (401 mg, 9,79 mmol) y se agité a temperatura amblente
durante 3 h. La mezcla de reaccién se acidificé con HCI acuoso y se concentrd al
vacio para obtener el acido libre. '

Una solucién de acido (1,5 g, 3, 74 mmol) en DMF/CH,CI, (1:1 50 mL) se
tratd con amina XXillj (772 mg, 3,74 mmol), EDCI (1 07 g, 5,61 mmol), HOOBt
(959 mg, 5,61 mmol) y NMM (2,15 mL, 14,96 mmol) a -10°C. La mezcla de
reaccién se agité a 0°C durante 48 h y se concentrd al vacio. El residuo se diluyé

con HCI acuoso 1M y se extrajo con CH2Cl,. Las fases organicas combinadas se

extrajeron con NaHCQ; acuoso, HCI acuoso, salmuera, se secaron (MgSO,), se

filtraron y se concentraron al vacio para obtener XXliin (2,08 g) como un sélido
de color tostado.

Paso 12.
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Ciriga_-CHia CHas._-Cha
A, (A H T
B()CHN\:/&O o DO T BocHN\i/l%o O .DO
XXl -

Una solucidon de amida XXliIn (2,08 g, 3,79 mmol) en tolueno y DMSO (1:1
20 mL) a 0°C se traté con EDCI (7,24 g, 37,9 mmol) y acido dicloroacético (2,42
g, 19,9 mmol) y se agitd a temperatura ambiente durante 4 h. La mezcla de
reaccion se diluyd con CH,Cl,, se lavo con NaHCOj; saturado, y salmuera. Las
cabas organica se secaron (MgS0,), se filtraron Yy se concentraron al vacio y se

purificaron por cromatografia (SiO2, Acetona/Hexanos 3:7) para producir XX

como un soélido sin color.

Ejemplo XXIV Preparacion de un compuesto de Ia férmula XXIV:

CHs o, '
2_CHy '
WO
N ker
N ;
H H
GHa NN OO o
CH; CH lr /f\
3 ~YCH H
CHsts
XXIV

Paso 1.
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O3 CHy
BocHN S . 3
OH
i + . OCH,3 N/\g
CH3/I\CH3 N BocHN o
CH, HCl O i
CHy T CH
3 CHT
XXIVa XXIH XX1Vb

Una solucidén de Boc-ter-Lue )(XlVa‘ (Fluka, 5,0 g 21,6 mmol) en CH,Cl,
anhidro/DMF (50 ML, 1:1 ) se enfrid hasta 0°C y se trat6 con la amina XXIllI (5,3
g, 25,7 mmol), NMM (6,5 g, 64,8 mmol) y Reactivo BOP (11,6 g, 25,7 mrnol). La
reaccion se agit6é a temperatura ambiente durante 24 h, se diluyd con HCI acuoso
(1 M) y se extrajo con CH,Cl,. Las capas organicas combinadas se lavaron con
HCI (acuoso, 1 M), NaHCO, saturadb, salmuera, se secaron (MgS0.), se filtraron
y seé concentraron al vacio y se purificaron por cromatografia (SiO,,
Acetona/Hexano 1:5) para producir XXIVb como un sdlido sin éolor.

Paso 2.

Una solucion de éster metilico XXIVb (4,0 g, 10,46 mmol) se disolvié en

HCI (solucién 4M, dioxano) y se agitd a temperatura ambiente durante 3 h. La
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mezcla de reaccidn se concentrd al vacio para obtener la sal de clorhidrato de
amina usada en el paso siguiente.

Una solucaon de la sal de clorhidrato de amina (397 mg, 1,24 mmol) en
CH,CI; (10 mL) se enfrié hasta -78°C y se tratd con ter-butil isocianato (250 mg,
2,5 mmol) y se agitd a temperatura ambiente durante Ia noche. La mezcla de
reaccién se concentré al vacio y el residuo se diluyé con HCl acuoso (1M) v se
extrajo con CH,Cl,. Las capas organicas combinadas se lavaron con HC! acuoso
(1M), NaHCO; saturado y salmuera. La capa organicas se secaron, se filtraron y
se concentraron al vacio y el r:esiduo se purificd por cromatografia (SiO,,
écetona/Hex 1:4) para producir XXiVc como un sdlido sin color.

Paso‘ 3.

CHa_-CHy ' CHy_CH,

T cH OcH;T
CHGrCMs EicHs
XXIVe XXivd

Una solucidn de éster metilico XXIVc (381 mg, 1,0 mmol) en THF/H,0 (1:1,
S mL) se tratd con LiOH-H,0 (62 mg, 1.5 mmol) y se agité a temperatura
ambiente durante 3 h. La mezcla de reaccién se acidificé cort HCI acuoso y se
concentré al vacio para obtener el acido libre.

Una solucion de acido (254,9 mg, 0,69 mmol) en DMF/CH,ClI, (1:1,5,0 mL)
se trato con amina XXHIj (159 mg, 0,763 mmol), EDCI (199 mg, 1,04 mmol),
HOOBt (169,5 mg, 1,04 mmol) y NMM (280 mg, 2,77 mmol) a -20°C. La mezcla
de reaccién se agité a -20°C durante 48 h y se concentrd al vacio. E| resuduo se

dxluyo con HCI acuoso 1M y se extrajo con EtOAc. Las capas organicas
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combinadas se extrajeron con NaHCO, acuoso, HCl acuoso, salmuera, se
secaron (MgSO0.) se filtraron y se concentraron al vacio para obtener XXIVd (470

mg) como un sdlido de color tostado.

Paso 4.
Criag ,CH} CH- (_‘_Hs
3 H OH H Q
{ N NH, N NH;
N ji | N { 3
H H —_— H  H
N__N o o ~_N__N o} 0
ST o S g b
a I~ @) /f\
CH3T>cH, CHIT o,
CHy
XXvd
XXV

Una solucion de amida XXIVd (470 mg, 0,9 mmol) en tolueno y DMSO (1:1
20 mL) a 0°C se tratdé con EDCI (1,%2 g, 9,0 mmol) y acido dicloroacético (0,37
mL, 4,5 mmol) y se agité a 0°C durante 4h. La mezé!a de reaccién se diluyé coni_
CH,Cly, y se lavé con NaHCO, saturado, y salmuera. La capa orgénica se secd
(MgSOQ.), se filtré, se concentré al vacio y se purificd pér cromatografia (SiO,,

Acetona/Hexanos 3:7) para producir XXIV como un salido sin color.

Ejemplo XXV _Preparacién de un compuesto de fa férmula XXV: i

CH3\/CH3
o) ') '
H H Dol
Q\WN (A e
H H '
CHa NNk, 0O o
CHR& b o
3OCH3/[\HCH3
3

C

XxXv
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, CHy _CHs N
FmocHN/\n/Oh HO™ S 0O |\ !
: . N
a / FmocHN/\n/ V(CE:;/
= O CH,

Una solucién de Fmoc-glicina (Bachem, 2,0 g, 6,87 mmol) en CH,Cl; (20
mbL) se traté con 2-fenil-2-propano! (Aldrich, 3,36 g, 24,7 mmol), DCC (solucion
1M CHxCly, 8,24 mL), DMAP (167 mg, 1,37 mmol) y se agitd a temperatura
ambiente durante 24 h. La mezcla de reaccion se cbncentré al vacio y se Cjiluyé
con ELO (100 mL). El sdlido que se separd se filtrd y el filtrado se lavd con
NaHCO; saturado. La capa orgéanica se secd (MgSQ0.,), se filtrd, se concentrd al
vacio, y se purificd por cromatografia (SiO,, EtOAclHex 1:5) para producir éster
XXVI (1,1 g) como un liquido viscoso sin color. : -

Paso 2.

O O
FmocHN/\[r HoN < :
CH 2
O CH; 73 . /Ajg/crh.CH3

XXVe xXXvd

Una‘ solucion de XXVc en CH,Cl, (16,0 mL) se traté con piperidina (4,0
mlL) y se agité a temperatura ambiente durante 0,5. h. La mezcia de reaccion se
concentré al vacio y se purifico por cromatografia (SiO,, Acetona/Hexanos 1:10 a
1:1) para producir la amina XXVd (420 mg) como un liquido sin color.

Paso 3.
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CHavCH3 CH;VCH3
Sz S= H OH
N it N ] i
H H = H H
~ NW,N\/&O © : \/N\P/N\//&O O O
: < | H
O /T\ On~. 1
H \/ﬁ/[\ N
CHQCHfg 3 JCH?L
XXlVec AXVs

Una solucién de éster metilico XXIVc (381 mg, 1,0 mmol) en THF/H,O (1:1,
5 mL) se tratd con LiOH-H,O (62 mg, 1.5 mmol) y se agitd a temperatura
ambiente durante 3 h. La mezcla de reaccion se aéidificc’) con HCl acuoso y se
concentro al vacio para obtener el acido libre. ,

Una solucién de acido (2,0 g, 5,5 mmol) en DMF/CH,CI, (1‘:1, 40,0 mL) a
-10°C se traté con amina XXillg (1,51 g, 6,8 mmol), EDCI (1,57 g, 8,25 mmol),
HOOBt (1,41 g, 8,25 mmol) y NMM (2,5 g, 24,7 mmol). La mezcla de reaccion se
agité a 0°C durante 48 h y se concentré al vacio. El residuo se diluyé con HCI
acuoso 1M (100 mL) y se extrajo con CH,CI, (3x100 mL)'. Las capas organicas
combinadas se extrajeron con NaHCO, acuoso, HCI acuoso, salmuera, se
secaron (MgSO4) se filtraron, se concentraron él vacio para obtener XXVe (3,17
g) como un sélido de color tostado que se utilizé sin hinguna purifiéacién.

Paso 4.

CHj-CHy CHg3<_CHj,
kY OH Iz OH 0
H H
IR { I~y S
eilee Lo T n LT LT
. X
SrwtYy o >ty e

%Hai\‘%H:, %H%\F?Ha

XXVe
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Una solucion de éster metilico XXVe (25 g, 466 mmol) en
THF/H,O/CH30H (1:1:1, 60 mL) se tratdé con LiOH-H,0O (200 mg, 4,87 mmol) y se
agito a temperatura ambiente durante 4 h. La mezcla de reaccidn se acidifico con
HCI acuoso y se concentré al vacio. para obtenerv el acido libre.

Una solucién de acido (200,0‘mg, 0,38 mmol) en DMF/CH,ClI, (1:1, 6,0 mL)
a -10°C se traté con amina XXVd (78 mg, 0,4 mmol), EDCI (105 mg, 0,55 mmol),
HOOBt (95 mg, 0,55 mmol) y NMM (150 mg, 1,48 mmol). La mezcla de reaccidon
se agito a 0°C durante 48 h y se concentro al vacio. El residuo se diluyd con HCI
acuoso 1M (30 mL) y se extrajo con CH,Cl, (3x30 mL). Las capas orgénicas
comt?inadas se extrajeron con NaHCO; acuoso (2x30 mL), HCI acuoso, salmuera
(30 mL), se secaron (MgSQ.) se filtraron, se concentraron al vacio para obtener

XXVf (240 mg) como un soélido de color tostado.

Paso 5.
CHj._CHy
S OH lo) ) .
H H
[_‘)YN N\)l\o .
HoH \/"L & o . .
XY Y o |
Cong~
3C'_EH3
. CH _CH, :
XXV S o o)
H H
N N L
H H N °
NN A O o
>r Tz
HiT
aCFgHJ
XXV

Una solucién de XXVF (240 mg, 0,28 mrnol) en CH,Cl, (10 mL) se tratd con
reactivo de Dess-Martin (Omega, 242 mg, 0,56 mmol) y se agitd a temperatura

ambiente durante 2 h. Luego de completar la oxidacion (TLC, Acetona/Hex 1:4) la
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mezcla de reaccion se diluyd con NaHCO; saturado (20 mL) y Na,S,05 (solucién
al 10% acuosa, 20 mL). La mezcla de reaccién se agité durante 30 min. y se
~ extrajo con CHQCIZ (3x30 mL). Las capas organicas combinadas se extrajeron con
NaHCOj; saturado, salmuera, se secaron (MgSQ,) se filtraron, se concentraron al
vacio y se purificaron por cromatografia (SiQ,, acetona/Hexanos 1:5) para

producir XXV (122 mg) como un sélido sin color.

Ejemplo XXVI Preparacion de un compuesto de la formula XXVi:

i ~
L)

\/Ui
& P
'S \ g f NH-
2
N
BocHN._As O o
XXV
QCOQH [;_)\COﬁBu
éoc ' Boc
XXVia - XXVib

A una solucién agitada de N-Boc-3,4-dehidroprolina XXVla (5,0 g, 23,5
- mmol),  dicarbonato  de  diter-butilo (7,5 g, 344 mmol), vy
4-N,N-dimetilaminopiridina (0,40 g, 3,33 mrnol) en acetonitrilo (100- mL) a
temperatura ambiente se agregd trietilamina (5,0 mL, 35,6 mmol). La solucién
resultante se agitd a esta temperatura ‘durante 18 h antes de concentrar al vacio.

El residun, de color marrén oscuro, se purificé por cromatografia flash en

2857
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columna eluyendo con EtOAc/hexano al 10-25% para dar el producto XXVIb

como un aceite amarillo palido (5,29 g, 84%).

Paso 2:

Cl \‘{CI
N0z L
1 CO t8u
Boc r,‘" 2
Boc
XXVib XXVie

A una solucién agitada de dehidroprolina XXVIb (10,1 g, 37,4 rﬁmol),
cloruro de, benciltﬁetilamonio (1,60 g, 7,02 mmol) en cloroformo (120 mL) a
temperatura ambiente se agregd hidroxido de sodio acuoso.al 50% (120 g).
Luego de agitar vigorosamente a esta temperatura durante 24 h, la mezcla hegra
se diluyé con CH,Cl, (200 mL) y éter dietilico (600 mL). Luego de que las capas
se separaron, la solucién acuosa se extrajo con CH,CL/Et,O (1:2, 3x600 mL). La
solucién organica se secd (MgS0,) y se concentré. El residuo se purifico
mediante cromatografia flash en columna mediante el uso de EtOAc/hexano al
5-20% para obtener 9,34 g (71 %) de XXVII como un sdlido blanco grisaceo.

Paso 3: -

cn\m/cr SN
> ‘CF3CO,H
/\p"coztau | Qcog 32
Boc H
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La solucidon de XXVii (9,34 g, 26,5 mmol) en CH,Cl, (25 mL) y CF3;CO,H
(50'mL) se agité a temperatura ambiente durante 4,5 h antes de concentrar al
vacio para dar un residuo marrén que se usé en el Paso 4 sin purificacién
adicional.

Paso 4

i CI\/CI

S

v =
A — — - HCH
<-—>‘~c o CFICOM | Qcone

H

OO XXlila

Se agregd acido clorhidrico concentrado comercial (4.5 mL) a una solucién
del residuo del Paso 3 en metanol (70 mL) y la mezcla resultante se entlbno hasta

65°C en un bano de aceite. Luego de 18 h, la mezcla se concentré al vacio para

dar un aceite marrén XXVie, que se usd en el Paso 5 sin purificacién adicional.

Paso 5:;
Cly ,cn
ClyCI BacHN___COoH | . Q"COzMe

WG ' O

XXVia XXV
. XXVig

& * : | B"‘:HN\/&O
COzMe O H

A una solucion agitada de éster metilico de prolina XXVle del Paso_4,
N-Boc-ciclohexilglicina comercial XXVIf (10,2 g, 40,0 mmol) y [hexaﬂuorofosfato
de O-(7-azabenzotriazol- -1il)-1,1,3,3-tetrametiluronio] (HATU) (16,0 g, 42,1 mmol)
en DMF (200 mL) a 0°C se agrego diisopropiletilamina (18,0 mL, 104 mmol).
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Luego de dejar entibiar hasta la temperatura ambiente junto con el bafio de hielo
durante la noche (18 h), la mezcla de reaccién se diluyé con EtOAc (600 mL),
H3P O, al 5% (150 mL) y salmuera (150 mL). La solucién orgéanica se lavd con 5%
HsPO4 (150 ML), NaHCO; saturado (2x200 mL) antes de que se seque (MgSQO,),
se filtro y se concentrd al vacio. El residuo se purificO mediante cromatografia
flash en columna mediante el uso de EtOAc/hexano al 5-20% para obtener 3,84 g

(32%, tres pasos) de XXVlg como un sélido blanco grisaceo.

Paso 6:
CI\:{CI o cr @l
(::LCO:WG N7 COLH
bt st e
BocHN - o BocHN ; o
XXVig : XXVih

l.a solucién de éster metilico XXVig (5,87g, 13,1 mmol) y LiOH (1,65 g,

39,3 mmol) en THF/MeOH/H,0O (1:1:1, 90 mL) se agité a temperatura ambiente

durante 4 h. El metanol y THF se removieron con presién redﬁcida. La solucion

: , acuosa se acidificd hasta un pH ~2 con el uso de solucion acuosa de HCI 1N (50

; mL) y se saturd con sdélido cloruro de sodio antes de extraer con EtOAc (3x150

mL). La soluéién organicas se combinaron, se secaron (MgSO0.,), se' filtrd vy se
concentrd al vacio para dar uh sdlido blanco XXVih (5,8 g, cuantitativo).

Paso 7:
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OH
‘ Ha
' HyN NH, 1_0
+ —_— o BocHN
BocHN\/i§O "HCI & \/1% ]

XXVTh ' XXy , X

El producto deseado XXlIli se prepard de acuerdo con el procedimiento en
el Ejemplo XXHI, Paso 11.

XXV ' XXVI

Paso 8:

El producto deseado XXVI se prepard de acuerdo con el procedimiento en
el Ejemplo XX, Paso 12.

Eiemplo XXVil: Preparaciéon del compuesto de |a formula XXVii:




oy

Gy 09188
0
(—l\«ﬁ k/NHZ
NTOT 0
SR8
0 2
~
XXVl
Paso 1
ci_ci c_cl

& : OH
£ OH H
O\T’s NH, UW/ N NH,
N7

) N
BocHN._A, . © 0 T HCu_HzN\é/goo o

O | O

XXVita

El producto deseado XXVlla se prep(aré de acuerdo con el procedimiento
en el Ejemplo XXIII, Paso 9.

Paso 2

XXViia XXViib

El producto deseado XXVIib se prepard de acuerdo con el procedimiento

en el Ejemplo XXIV, Paso 2.
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Paso 3

Cl

O

|
LI L N T NS
TS <)

XXViib XXV

°
N

I=! producto deseado XXVII se prepard de acuerdo con el procedimiento en

el Ejemplo XXIiI, Paso 12.

Eiemplo XXVIIi: Preparacion de un compuesto de la férmula XXVill:

H
N NH,
N .

Paso 1:

H
BocHN on ~ HoN OMe
HCI o)

XXVlila - XXViith
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El intermediario XXVIlib se prepard de acuerdo con el procedimiento en el
Ejemplo XXIil, Pasos 3-6.
Paso 2:

Mo, _Me MeMe

S

& . S QH

t+
(_HOH OH (NHN OMe
N HoN ‘\[(OMe

c BocHN 9
‘BocHN\{/go HCl & \-/&o
Me/f\'il\eme Me/hTI;Me

XXVillc - XXVillb XXVilkd

N o=x

El acido del Ejemplo XXIV, Paso 2 (XXVlllc) (0,7 g) se sometid a reaccion
con el producto del Paso 1 anterior (0,436 g), HATU (0,934 g) y DIPEA (1,64 mL)
en el modo que se describi® anteriormente en el Ejemplo IX, Paso 2a ‘para

obtener 0,66 g del producto deseado XXViiid.

Paso 3; 4 -
\/ ' \{
BocHN\/K \@( BocHN._A \<\7r
Me/r\ Me MB/T\MG
XXVitid XXViite

El producto del Paso 2 (0,5 g) se sometié a reaccion con Reactivo de
Dess-Martin (1 g) en el modo que se describié anteriormente en el Ejemplo XX,
Paso 7. La Purificacién mediante cromatografia flash en columna (EtOAc al 40%,
Hexano, silice) logrd O 35 g de producto XXVille. Espectro de masa (LCMS) 522
(M+H-+). '
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Paso 4: ‘

XVilte XXvile

El produéto del Paso 4 (0,3 g) se agregd una solucidn al 1/1 de
H20/MeOH (20 mL) y NaHCO; sélido (242 mg, 5 equiv.). Luego de agitar durante
18 horas a temperatura ambiente, la reaccién se diluyé con EtOAc y las capas se
separaron. La fase acuosa se acidificd hasta un pH 2 con HCI 1 ON y se extrajo
con EtOAc. La capa de EtOAc se lavé con salmuera luego se secd sobre MgSQO,,
se secd y se concentré al vacio para obtener el pkoductq_XXVillf COMmo un pova‘
blanco (0,26 g). Espectro de masa (LCMS) 508 (M+H").

Péso 5:

Y |
s Gy
>]\'/j\\ 0O BocHN
Oﬁ’ H Me/I\Me
>,/ , v

XXVt
5 xxvf

El producto del Paso 5 (0,15 g) se disolvid en CH,Cl, v se sometid a

reaccion con HATU (0,137 g), NH.CI (0,08 g, 5 equiv.) y DIPEA (0,53 mL). Luego
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de 2 horas a temperatura ambiente, la reaccién se diluyd con EtOAc, se lavd con
a solucién de acido citrico al 10%, luego una solucién de NaHCOj; saturado. La
capa de EtOAc se lavo con salmuera luego se secod sobre MgSO,, se filtra vy se
concentro para obtener una mezcla bruta. La purificacidén mediante cromatografia
flash en columna (Acetona al 30%, Hexano, silice) logré el producto deseado
XXVIII (0,096g). Espectro de masa (LCMS) 507 (M+H").

Ejemplo XXIX: Preparacién de un compuesto de la férmula XXIX:

Q . OAc O
H H H
>(O\n/N : H >ro\"/N N\)l\OMe
O : O Q
XXiXa
Paso 1: -
0] OAc | O
H H H
>rOYN H >I/O\er N\/LKOMG
O O O
XXIXa

. A una solucién a 0°C del aldehido inicial (4,0 g) en CH.Cl, (75 mL) se |

agrego acido acético (2,0 equiv., 2,15 mL) seguido de metilisocianoacetato (1,1
equiv.,, 1,9 mL). La reaccién se entibid entonces en forma gradual hasta la
temperatura ambiente. Luego de 18 horas (durante Ia noche), la reaccién se
diluyd con EtOAc y se lavd con una solucion de NaHCO; saturado. La capa de
EtOAc se lavé con salmuera luego se secd sobre MQSO4, se filtré y se concentrd

al vacio para obtener una mezcla bruta. La purificacién mediante cromatografia



278

031887

flash en columna (EtOAc al 30 a 40%, Hexano, silice) logrd el producto XXIXa

(4,5 g).

Paso 2;

XXIXa

___.____., Xcl'ﬁ@’

M 9
MSom

AXIXb

A una solucién a 0°C de XXiIXa (4.4g) en THF (100 mL) se agregd 26 mL

(2,2 equiv.) de una solucién de LiOH 1,0N. La reaccidn se agitdé a esta

temperatura durante 2 horas luego se entibid hasta la temperatura ambiente.

Luego de 2 horas, la mezcla de reaccion se acidificé hasta un pH 2 con una

solucion de HCI 1,0N. Se agregs EtOAc y las capas se separaron. La capa de

EtOAc se lavé con salmuera luego se secd sobre MgSO,, se filtraron y se

concentraron al vacio para obtener el producto XXiXb (3,79).

Paso 3:
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OH Q =
H H |
>(07 N LT"’V/[LOH . (/‘; .
© © HOLH,NT ~CONMe, .
XXIXb XV
' ~
P
OH Q
H |
HCILH,N N\)LN N
o) H 5
5
XXiXe

El acido XXiXb se sometié a reaccion con la amina del Ejemplo XV en el
modo que se describid anteriormente en el Ejemplo XXI,' Paso 4. El intermediario
resultante se tratd con HCI en el modo que se describié anteriormente en el |
Ejemplo XXIlI, Paso_ 9 para obtener el producto XXIXc. |

Paso 4:
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\//
>l\‘/goo * HCLH,N. \n/N\)kN N
Ox o NH o H .0

O .
>1/ : XXVille XXiXe

XXIXd

El acido XXVlilc (2,43 g) se disolvid en CH,Cl, y se someti6 a reaccion con
la amina XXlXc (2,47 g), HATU (2,5 g) y DIPEA (5,8 mL) en el modo que se
describid anteriormente en el Ejemplo IX, Paso 2a para obtener, luego de la
purificaciéh mediante cromatografia flash en columna (MeOH al 4%, CH,Cl,,
silice)., el producto deseado XXIXd (4,35 g). Espectro de masa (LCMS) 727
(M+H").

Paso 5
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XXIX

El producto del Paso 4 (4,2 g) se sometié a reaccion con Reactivo de
Dess-Martin (6,4 g) en el modo que se describidé anteriormente en el Ejemplo de
Preparacion XX, Paso 7. La purificacién mediante cromatografia flash en columna
(EtOAc al 100%, silice) logré 3 g del pr}oducto final XXIX. Espectro de masa
(LCMS) 725 (M+H*). ' '

Eiemplo XXX: Preparacion de un compuesto de la féormula XXX




282

N/ -l j | 001891

XXX

' O

OH
CF, CF3 O

o]
XXXa

El alcohol 2-(trifluorometil)propan-2-of (1,28 g) se sometié'la reaccién con
carbo.nato de N,N-disucciminidilo (3,84 g) y EtsN (4,2 mL) en CH5CN anhidro (50
mL) durante 18 horas. La mezcla se diluyd con EtOAc (200 mL) y se filtrd. El
filtrado se lavd con NaHCOQ;, salmuera luego se seco sobré MgSO,, se filtré y se
concentré al vacip para obtener una mezcla bruta. La purificacién mediante
cromatografia flash en columna (EtOAc al 50%, Hexano, silice) logré el producto
deseado XXXa (0,3 g).

Paso 2:

29)
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) x',"
N/ ® 09189°
SE5 SN
S S Y ]
Oy -NH v

0
>| v XXIX /
x4 O Mo @ I
RENEE Lot
H 5

OO O

NHy.HCI

XXXb

_ El producto del Ejemplo XXIX (0,3g)-se .traté con 100 mL-de HCI 4,0N en
dioxano. Luego de 1 h, se agregaron 200 mL de Et,0 y el prepipitado resultante
se filtré hasta eliminarlo y se secd al vacio para obtener el producto XXXb (0,27
g) como un polvo blanco. Espectro de masa (LCMS) 625 (M - HCI +H"). |

Paso 3:
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Y |

:‘ ’,’ o

2 H @ u @ |
O\n/O\N/S . N N H{N u f\\
CFy O >l\[/1\\o o = o
© NH, HC!
XXXa XXXb

.
. O
FT

A una solucidon a temperatura ambiente de XXXb (0,05 g) en CH,Cl, (5 mt)
'se agregso DIPEA (0,040 mL) XXXa ‘(.1,5 equiv., 0,030 g), seguido de 1 cristal de
DMAP. Luego de 30 minutos, la reaccidn se diluyd con EtOAc (20 mL) y se lavd |
con HCI 1,5 N luego NaHCO; luego salmuera. La capa de EtOAc se secé en
MgSQO,, se filtré y se concentré al vacio para obtener una mezcla bruta. La
. purificacion por cromatografia preparatoria (Acetona al 40%, Hexéno, si’lice) Idgré
' el producto deseado XXX (0,044 g). Espedro de masa (LCMS) 779 (M+H").

Ejemplo XXO{: Preparacién de ur: compuesto de la férmula XXXI:
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Paso_ 1:

Ai;;é:,':(<<
2T
o)
ZT
&O
Iz
2-—
/
t

NH,.HC

XXXb

oO O

N -
= 0 0
H ’
(HN R .
N i N
>L|/K H- '
NH

>'/NH

KXXt

A una solucion de XXXb (0,05 g) en CH,Cl, (5 mL) a temperatura ambiente
se agregé DIPEA (0,040 mL) y ter-butilisocianato (1,2 equiv., 0,01 mL). Luego de
18 horas, la reacciéon se diluyd con EtOAc (20 mL) y se lavé con HCI 1,5N,
NaHCO; y saimuera. La capa de EtOAc se secd sobre MgSQ,, se filtrd y se

concentrd al vacio para obtener una mezcla bruta. La purificacién mediante
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cromatografia preparatoria (EtOAc al 100%, silice) logrd el producto final XXXI

(0,021 g). Espectro de masa (LCMS) 724 (M+H").

Eiemplo XXXII: Preparacién de un compuesto de la férmula XXXMN:

y
[%l#rH I
N NH;
Oﬁ(NH

o)
CFs3 XXX1
Paso 1:
4 9 . Y
(Nln/N NHz ‘j % H O
Oxy - NH - : ~g @ o
>(o ' . NH, HCI
XXVl ‘ XXXHa

El producto del Ejemplo XXVl se traté en el modo que se describid
anteriormente en el Ejemplo de Preparacion XXX, Paso 2 para obtener el
producto XXXlla. Espectro de masa (LCMS) 407 (M - HCI +H").

Paso 2;
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CF4 XXX

La amina XXXlla se sometié a reaccién con XXXa en el modo que se

describié anteriormente en el Ejemplo de Preparacion XXX, Paso 3 p'ara obtener

el producto deseado XXXII. Espectro de masa (LCMS) 508 (M+H").

Eiemplo XXXIIl: Preparacion de un compuesto dé la férmula XXXIil:

Paso 1:

NH,
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N
Y —5 o)
[3\(? o " %HWNHZ
N \/u\n/ 2 >l\|/R o O
. [ Q
>ij/&oc’ 17>? o A >
NH, HCI | T
T

XXXlia
XXX

La amina XXXlla se sometid a reaccion con ter-butilisocianato en el modo
que se describio anteriormente en el Ejemplo XXXI, Paso 1, para obtener el
producto XXXIll. Espectro de masa (LCMS) 561 (M+H").

Eiemplo XXXIV: Preparacidon de un compuesto de la féormula XXXIV:

54 o~
o P

Paso 1:
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A la mezcla de éster (6,0 g) y tamiz molecular (5,2 g) en c&wﬂ}rg&%ég
metileno anhidro (35 mL) se agregd pirrolidina (5,7 mL, 66,36 mmol). La
suspensién de sdlido en liquido resultante, de color marrén, se agité a
| temperatura ambiente en N, durante 24 h, se filtrd y se la\b con CH3CN anhidro.
El filtrado combinado se vconcentré para dar el producto deseado.

Paso 2:

| | Osl &
B ' OCH
D\YOCHs =_¢ | T/N—:\ﬂ’ i
o}
‘\ o/&go , Nal, K,COs4 ©.ﬂo o)
P 4 |

A una solucidén de el producto del paso anterior en CH;CN (35 mL) se
agregd K,CO; anhidro, cloruro de metalilo (2,77g, 30,5 mmol.), Nal (1,07g, 6,7
mmolL). La suspensién de sdlido en liquido resultante se agito a temperatural
ambiente en N durante 24 h. Se agregaron 50 mL de agua helada con hijelo
seguido de solucién de KHSO,4 2N hasta que el pH fue 1. Se agregd EtOAc (100 .
mL) y la mezcla se agitdé durante 0,75 h. Se recolectd la capa ofgénica
combinada y se lavd con salmuera, sé secd sobre MgSQ,, y se evéporé para

lograr el producto deseado. .

O §< Of "
TQ\(OCHa INLIOH / dipxano TD\(OH
o]
ot o

Pago 3;
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El producto del paso precedente (2,7 g, 8,16 mmol) se disolvié en dioxano
(20 mL) y se tratd Con LiIOH 1N preparado recientemente (9 mL). La mezcla de
reaccién se agitd a temperatura ambiente en N, durante 20 h: La mezcla de
reaécién se absorbié en EtOAc y se lavd con H20. La fase acuosa combinada se
enfrid hasta los 0°C y sebacidificdhasta un pH 1,65 mediante el uso de HCl 1N.
La mezcla turbia se extrajo con EtOAc (2 x 100 mL). La capa organica combinada
se lavdé con salmuera, se secd sobre MgSOA, se concentré para dar el acido

deseado (3,40 g).

O NaBH(OAc), [_B\H,OH
. OH N
N

Paso 4:

A una suspension de NaBH{OAc); (3,93 g, 18,5 mmol) en CHZClz (55 mL)
$e agregod una solucion del producto del paso precedente en CH,Cl, anhtdro (20
mL) y acido acético (2 mL). La suspension de sélido en liquido se agité a
temperatuga ambiente durante 20 h. Se agrego agua helada con hielo (100 mL) a
suspension de sdlido en liquido y se agitdé durante 1/2 hr. La capa organica se
separg, se filtro, se secé y se evapord para lograr el producto deseado.

Paso 5:

<gs
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7\ L OMe
N CH CHyN2 / E,O / MeOH N

/\./\o/go © P
(L -

A una solucién de el producto del paso precedente (1.9 g) en MeOH (40
mL) se traté con el exceso de solucién de CHuN; / Et20 y se agitd durante la

noche. La mezcla de reaccion se concentrd hasta -secarse para obtener un

deseado.

Paso 6:

anhidro (40 mL) se traté con BFs. Me,0 (0,7 mL). La mezcla de reaccion se agité
a temperatura ambiente durante 20 h y se inactivd con NaHCO:, saturado (30 mL)
Y s€ agité durante 1/2 hr. La capa organica se separé y la capa organica
combinada se lavé con salmuera, se seco sobre MgSO,, se concentrs para dar el
residuo bruto. El residuo se sometid a cromatografia en gel de silice eluyendo
€on un gradiente de EtOAc / hexano para obtener 0,88 g de el cdmpuesto

deseado.
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Qo oYy
Hy - 10% Pd /C (
o OMe —_— . OMe
N - N

A una solucion de e| producto (0,92 g) del paso precedente en MeOH (30

mL) se agregd Pd/C al 10% (0,16 g) a temperatura ambiente y se hidrogend a
" temperatura ambiente en Pr

) 2 BocHN\/u\OH | ' y OMe
+ H HATU H
N OMe LA o. _N \Aoo
N " DIPEA, . %/ hig :

El producto deseado se prepard de acuerdo con el procedimiento en el
Ejemplo XXII1. Paso 10.

Paso 9:



El producto acido
Ejemplo XXIV, Paso 3.
Paso 10:

CMe P O
‘ TN LiOH N
—_— .

e

0O
diovane % Y
O

ZT

\é/k\oo

@

se prepard de acuerdo con el procedimiento en el

" El producto deseado XXXV se préparé de acuerdo con e| procedimiento
en el Ejemplo XXIX, Pasos 4-5.

Ejemplo YOOV Preparacio

1 de un compuesto de la férmula XXXV
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Paso 1:

CO,Et

U + (EtO)z'ﬁ‘CHQCOQEt B

C{_/O

Una solucién de fosfonato de trietilo (44,8 g) eh THF (30 mL) a 0°C se traté
con una solucién 1M (200 mL) de bis(trimetilsililamida) de sodio en THF. La
mezcla resultante se.agité a temperatura ambiente durant‘e 0,5 hora, y luegd se
enfrié hasta 0°C. Una solucién de cetal de 1,4-ciclohexanodi.ona' etileno (15,6 g)
en THF (50 mL) se agregd por gotéo, Y la solucién resultante se agité a
temperatura ambiente durante 18 horas. La mezcia de reaccién se enfrio,
entonces, hasta 0°C, se traté con cold acido citrico acuoso, y la mezcla se extrajo
con EtOAc. EI' extracto se lavé con NaHCO; acuoso saturado, luego salmuera:
luego se secod sobre anhidro Na,S0Q,, se filtrd, vy el filtrado se evaboro'. El' residuo
Se sometid a cromatografia en gel de silice, eluyendo con un gradiente dé
CHZClzlEtOAc para obtener el compuésto del titulo (21 g), 92% de rendimiento.
Espectro de masa (FAB) 227,3 (M+H").
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& ' CAPITULO REIVINDICATORIO MODIFICADO
o 5 1. Un compuesto, que incluye enantiémeros, estereoisémeros, rotameros,

tautomeros de dicho compuesto, y sus sales farmacéuticamente aceptables o los

solvatos de dicho compuesto, dicho compuesto posee la estructura que se muestra en
la F orrnula I
W,
¥
, ' R R
T
9,3
F ‘mula |
en la cual:

e bd

Y se selecciona del grupo  que consiste de los siguientes grupos

funcionales: alquilo, alquil-arilo, heteroalquilo, heteroarilo, aril~heteroarilo,

alquil-heteroarilo, cicloalquiilo, alquiloxi, - alquil-ariloxi, ariloxi, heteroariloxi,

heterocicloalquiloxi, cicloalquiloxi alqnilamino arilamino,  alquil- arllamlno

arilamino, heteroari!amino cwloalqunlamlno y heterocncloalqunIamlno con la

condicidn de que Y puede ser sustiluido en forma opcional con X' o X2




. X" es alquilo, alquenilo, alquﬁnilo, cicloalquilo, cicloalquil-alquilo,
heteraciclilo, heterociclilalquilo, arilo,  alquilarilo, arilalquilo, heteroarilo,
alquilheteroarilo, o heleroarilalquilo, con |5 condicion de que X'' puede sustituirse
en forma opcional con X'% | |

'X” es hidroxi alcoxi, ariloxi, tio, alquiltio, ariltio, amino, alquilamino,
arilamino, alquilsulfonilo, arilsulfonilo, alquilsulfonamido, anlsulfonamrdo “carbaoxi,
carbalcoxu carboxamido, alcoxmarhomlammo alcoxicarboniloxi, alquilureido,
arilureido, haldgeno, ciano, o nitro, con la condicién de que dicho alquilo, alcoxi,
y arilo puedén sustituirse en forma opcnonal con grupos funcionales
sellecmonados en forma independiente de X2
R' es COR® 0 B(ORY),, en los cuales R® es H, OH, OR®, NR°R™, CF,, C,Fs, C3r7,

CF2R®, R, 0 COR” en el cual R os H, OH, ORB, CHR "R o NR'R™, en of

cual R®, R® R® y R" se seleccionan en forma incdependiente del grupo_ que

consiste de H, valquilo, arilo, . heteroalquilo, Iweteanrilo, cicloalquilo,’
cicloalquilo,  arilalquilo, heteroarilalquilo, [CH(R")],COOR", [CH(R.")]
pCONR"R™ [ui(R )SO,R™ [CH(RM,COR™, - [CH(RM),CH(OH)R™

CH(R")CONHCH(R?)COO - R, CH(R")CONHCH(R?)CONR'™R",

CH(R! )JCONHCH(R))R', CH(R' )(‘ONHCH( )CONHCH(R )COO R”,.

CH'(R )CONHCH(Rz)CONlICH(R3)CON 2RI

CH(R )CONIICH(RZ)CONI HCH(R? )CONHCH(R YCOO R

CH(R")CONHCH I(R2)(‘ONHCH(R3)CONHCH(R‘ JCONR"R" 4

CH(R’ )CONHCH(R2)CONHCH( )CONHCII(R")CONHCH(RS)COO R" y

CHR" JCONHCH(R*)CONHCH(RY)CONHCK I(R“)CONHCH(RS') CONR'"R™

en las cuales R", R?, R¥ R* R R'" R2 R® yR se seleccionan en forma

independiente del grupo que consiste de H, alquilo, arilo, heteroélquilo, '

heteroarilo, cicloalquito, alquil-arilo, alquil-heteroarilo, aril-alquilo y

heteroaralquilo:



)

Z se selecciona de O, N, CHo CR:

W puede estar presente o ausente, y si W esta presente, W se selecciona de

C=0, C=S, C(=N-CN), 0 S0,;
- Q puede estar presente o ausente, y cuando Q esta presenle Q es CH, N, P,
((Jllz),,, (CHRY,, (CRR"),, O, NR, S, 0 8O v cuando Q ests ausente, M

puede estar presente o ausente; cuando Q y M estan ausentes, A se enlaza

directamente a L; -~ ,

A és O, CHy, (CHRY),, (CHR-CHR"),", (CRR"),, NR, S 6 S0,

= es CH, N, CR, o un enlace doble hacia A LoG;

-G puede estar presente o ausente, y cuando G esta presente, G es (CHa)p,
(CHR),, o (CRR"), vy cuando G esta ausente, J esta presente y E esta
conectado directamente al atomo de carbono en la Formula '1 como G esta
enlazado a: '

J puede estar presente o ausente, vy cuandn‘l esta presente, J es (CHa)p, (CHRY),,

0 (CRR"),, SO NH, NR 1 O; y cuando J esta ausente, G estd presente y E

esta enlazado directamente a N que se muestra en la Férmula I enlazado a
J;

L. puede estar presente o ausente, y cuando I esta presente, I es Cll C .0, 8o
NR; v cuando L esta ausente, entonces M puede estar pres ente 0 ausente;
y si M esta presente cuando I ests ausen‘le! entonces M se enlaza en
forma directa e independiente g E, v J se enlaza directa e
independientemente a E;

M puede estar presente o ausente, y cuando M esta presente, M es 0, NR, S,
S0O,, (CH,),, (CHR), (CHR-CHR"),, o (CRR"),,;

P es un nimero de 0 a 6y

R, R, R? r'” y R* se seleccionan en forma independiente del grupo que consiste

de H; alqmulo de Cy4-Cyq alquenilo de _Cz-Cm, Clcloalql-nlo de Ci-Cq

q020%"



heterocicloaiquilo de C;-C, alcoxi, arilbxi, alquiltio, ariltio, amino, amido, ester,
acido carboxilico, carbamato, urea, cetona, aldehido, ciano, nitro, haldgeno;
(cicloalquil)alquilo y. (heterocicloalquil)alquilo, donde dicho cicloalquilo esta
formado por tres a ocho &tomos de carbono, y de cero a seis éa'tomos de oxigeno,
nitrégeno, sulfuro o fésforo, y dicho alquilo as de uno. a seis atomos de carbono;
arilo; heteroarilo; alquil-arilo; y alquil-heteroarilo:

donde  dichos grupos  funcionales alquilo, heteroalquilo, alquenilo,
heteroalquenilo, arilo, heteroarilo, cicloalquil y heterocicloalquilo pueden
sustituirse en forma apropiada para la quimica, donde dicho término "substituido”
se refiere a una sustitucién opcional y apropiada para la quimica de uno O mas
grupos funcionalés selecclonados clel grupo que consiste de alquilo, alquenilo,
alquinilo, arilo, aralquilo, cicloalquilo, heterociclico,. ﬁalégéno, hidroxi, tio, alcoxi,
ariloxi, alquiltio, ariltio, amino, amido, éster, éci_do carboxilico, carbamato, urea,
cetona, aldehido, ciano, nitro, sulfonamido, sulféxidb, 'sulfona, sulfonil urea,

hidrazida, e hidroxamato;

ademas donde dicha unidad N-C-G-E-L-J-N representa una estructura de anilio

ciclico de cinco o seis elementos con la condicidn de que cuando dicha unidad

N-C-G-E-L-J-N representa una estructura de anillo ciclico de cinco elementos, o

cuando la estructura de anillo biciclico de la Férmula | comprende N, C, G E L,
JN A Q yM representa una estructura de anillo ciclico de cinco elementos,
entonces la estructura de anillo ciclico de cinco elementos carece de un grupo

carbonilo como parte del anillo ciclico,



4

con la condicién (1) que en la Férmula I, cuando W es C=Oyel

radical

Q-A

4 \

E’E\GS

S

o ©

~

representa la estructura:

R31

N
“‘a/goo

donde

R* y R independientemente son H, alquilo, alquenilo, arilo,
aralquilo, aralquenilo, cicloalquilo, cicloalquilalqﬁilo,
cicloalquenilo, heterociclilo, heterociclilalquilo,
heteroarilo o heterocarialquilo, con R3° y R estando
opcionalmente sustituidos con 1 a 3 sustituyentes R
seleccionados entre alquilo, arilo, aralquilo, alcoxi,
ariloxi, aralcoxi, cicloalquilo, cicloalcoxi, heterociclilo,
heterocicliloxi, heterocicilalquilo, ceto, hidroxi, amino,
alquilamino, alcanoilamino, aroilalmino, aralcanoilamino,
carboxi, carboxialquilo, carboxamidoalquilo, halo, ciano,
nitro, formilo, acetilo, sulfonilo, o sulfonamido, donde
dichos sustituyentes R’ pueden estar sustituidos
opcionalmente con alquilo, arilo; aralquilo, alcoxi, ariloxi,
heterociclilo, heterocicliloxi, ceto, hidroxi, amiro,
alcanoilamino, aroilamino, carboxi, carboxialquilo,
- carboxamidoalquilo, halo, ciano, nitro, formilo, sulfonililo

0 sulfonamido;

‘o es un enlace, -C(H) (R**) -, -0-, -S-, o -N(R*®)-, donde R* es

H, alkyl, alquenilo, arilo} aralquilo, heterociclilo,



%%

4b
heterociclilalquilo, heterocarils, o heteroaralquilo y estéa “%2‘1%6
sustituido opcionalmente con la 3 sustituyentes R*3, y R es

H, alquilo, arilo, aralquilo, heterociclilo,

heterociclilalquilo, heteroarilo, heteroaralcanoilo, —C(O)R%,
—SOQR%, 0 carboxamido y estd sustituido opcionalmente con 1 a

3 sustituyentes R*}, o R3® Y Y junto con los Atomos a los que

estan unidos, forman un sistema de anillo mono 6 biciclico

que contiene nitrégeno, sustituido opcionalmente con 1 a 3
sustituyentes R*}, y R* es alquilo, arilo, aralquilo,

heterociclilo, heterociclilalquilo, heteroarilo o

heteroaralquilo;

B es un enlace, -CH2-, -C(0)-, -C(0)C(0)~, -S(O)-, -S(0),-, o
-5 (0)R¥*;

Y es alquilo, alquenilo, arilo, aralquilo, cicloalquilo,
cicloalquilalquilo, heterocicliio, heterociclilalquilo,
heteroarilo, heteroaralquilo, -OR* o -N(R¥),, en donde
cualquier atomo de carbono esta sustituido opcionalmente con
Rﬁ, en donde RY es independientemente H, alquilo, alquenilo,
- arilo, aralquilo, aralquenilo, cicloalquilo,
cicloalquilalquilo, cicloalquenilo, cicloalquenilalquilo,
heterociclilo, heterociclilalquilo, heterociclilalquenilo,
heterocarilo, o heteroaralquilé, en donde cualquier &tomo de

carbono de R¥ esta sustituido opcionalmente con R33,

entonces Y no es el radical:

donde R*? es H o alquilo C1-3;

& es alquilo, cicloalquilo, arilo, aralquilo, heterociclilo,
heterociclilalquilo, heteroarilo, heteroaralquilo,
carboxialquilo, o carboxamidoalquilo, y estd sustituido

opcionalmente con 1 a 3 sustituyentes R®; y

e es -R¥*®, -alquilo-r3, -alquenilo-R*®, alquinilo-R®, -0OR%, -

N(R%®),, -C(0)R%*®-,



4C

-C(=NOalquilo)R3, o el radical:

donde R* es H, arilo, cicloalquilo, cicloalquilidenilo,
heterociclilo, heterocicloalquilidenilo o heteroarilo, y esta
sustituido opcionalmente con 1 ar 3 sustituyentes R, .0 un

. primer R3® Yy un segundo R”, junto con el &tomo de nitrégeno
al cual estédn unidos, forman un sistema de anillo mono- &
biciclico que contiene nitrégeno sustiﬁuido opcionalmente con
1 a 3 sustituyentes R¥; R® es alquilo, cicloalquilo, arilo,
aralquilo, heterociclilo, heterociclilalquilo, heteroarilo,

“heteroaralquilo, carboxialquilo, 0 carboxamidoalquilo, y esté
sustituido opcionalmente con 1 a 3 sustituyentes R33; R es
H, alquilo, arilo, heteroarilo, cicloalquilo o heterociclilo;
y R"™ es alquilo, cicloalquilo, arilo, aralquilo,
heterociclilo, heterociclilalquilo, heteroarilo,
heteroaralquilo, carboxialquilo, o carboxamidoalquilo, y estéa

sustituido opcionalmente con la 3 sustituyentes R33;

y con la condicién (2) que la prqlina'en la posicibén P2 estd
modificada, en donde la posicién P2 es la posicién

correspondiente al segundo amino&dcido del grupo ceto-amida.

2. Elcompuesto de la reivindicacion 1, en el cual R' es COR’ y R®es H, OH,

COOR® 0 CONR°R™

3. El compuesto de la reivindicacion 2, en el cual R' es COCONR’R"™, y R es
H: and R" es H, R™, [CH(R")],COOR", [CH(R"),CONRR™, [CH(R")],SO,R™
[CH(R™)],SO,N R¥R™, - [CH(R"),COR™ Cl-i(R")CONl—lCH(RZ')COOR",



c*-nm‘)com-ncn—u:é?) CONR"R"™ g CH(R")CONHCH(R?)(R'), donde R es H,
alquilb, arilo, heteroalquilo, heteroarilo, cicloalquilo,'alquil-arilo, alquil-heteroarilo,
aril-alquilo, alquenilo, alquinil o heteroaralquil.

4. El compuesto de |a reivindicacion 3, en el cual R™ es H, R
CH(R")COOR™, CH(R"CH(R")COOR™", CH(R")CONR'"R™
CH(R")CH(R")CONR"2R" CH(R")CH(R™)SO,R"" CH(R")CH(R"SO,N 'R‘?R‘S,»
CH(R")CH(R")COR™ CH(R")CONHCH(RT)COOR", CH(R")CONHCH(R?)
CONR"R™ ¢ CH(R")CONHCI-I(R?)(R""), donde R" es H o alquilo, y R? es fenilo,
fenilo sustituido, fenilo sustituido por un heteroatomo, tiofenilo, cicloalquilo,
piperidilo o piridilo. |

5. El compuesto de Ia reivindicacion 4, en el cual R"_es H. .

6. 'El compuesto de |a reivindicacidn 5, en el cual R'" es H, metilo, etflo, ‘alilo,
+ terbutilo, bencilo, a-metilbencilo, a,a-dimetilbencilo, 1-metilciclopropilo o 1-
metilcidlqpentilo;

= R'es hidroximetilo o CH,CONR™R™:

R2' se selecciona en forma independiente del grupo que consiste de-
/[ P ,/\' = /\S' % ;

| I I | . [
x N N \N S e

AAA AN : bt ad

SRECENCIRCID NS

O

J

en el cual



u'y u? pueden ser lguales o diferentes y se seleccionan de H F

CH,COOHN, CH,COOMe, CH,CONH,, CH,CONHMe, CH, CONM& azido, amino,
hidroxilo, amino sustituido, hidroxilo sustituiclo;
U’y u pueden ser iguales o diferentes y se selecmonan de Oy S:

' U® se selecciona de los grupos funcionales que consisten de alquilo,
sulfonilo, aril-sulfonilo, heteroalquil sulfonilo, heteroaril sulfonilo, alquil,carl:)onilo,
aril caArbonilo., heteroalquil carbonilo, heteroaril carbonilo, alcoxicarbonilo
ariloxicarbonilo, heteroarnloxrcarbomlo alqunlammocarbonllo, arilaminocarbonllo,

heteroanlammocarbomlo G una combinacién de estos

y NR™R™ se selecciona del grupo que consiste de:

f~NH,  $—NHMe, $—piH-n-Pr, §—N(Me)OMe,
4 Me
o - e Me
. W_on
b -on ‘/\ o ~OH HNX
Me L' . '\

_14-< ) f\ : ‘—f‘r
5y ~HNT == H/\/\ _ H/\\\ : \H/\,/é

PO A0 10
—N ~ <N *U‘s
;-_p,;XMe SN N
" Me
{ Y P y Me
! NG
I\S\ H Me [ I
Me ) Me Me
S —HNT N and HN>\.
| s

XN "



donde U’ es H, OH o CH,OH;

R™ se selecciona, con preferencia, del grupo que consiste de: H, Me, Bt pn-
propilo, metoxi, ciclopropilo, n-butilo, T-but-3-inilo, bencilo, a-metilbencilo,
fenetilo, alilo, 1-but-3-enilo, OMe, ciclopropilmetilo
7. "El compuesto de la reivindicacion 2, en el cual R? se selecciona de grupo

que consiste de los siguientes grupos funcionales:



| (0}32105

Iy /E’H” L J T e
PN - F
-~ ~ r F/1<F ( \F F (‘V’J\
-~ CHy e
T
< 7 -
CF, E F7 N | =
R T F] gl T
Fj) kr__ B J)
= ‘ % F FaC
l .
T Aann J-l"‘ ‘ naas "Ir a
§ \\\ <6 \L CH,
Il ? P02 Ssi0),,
CH3 ! H3 Ci 13 CH3 Ct |3
CHy L , \( F
CH, CHy; CHa
n=0-3 n=0-3



8.

que consiste de:

Anan ~

CH, - CH /l\CH
CHy Cl-, Lty CH3 2

. e,
~ras,

(\‘ > il
' 0-4 [I |

= N
CH3 \/

;

an,

A,

El compuesto de {a reivindicacion 7, en el cual R® se selecciona del grupo

cwsf}:
(S 57 CooE!

P HJC
F>\F
OICH:,
CH T cH
CoR3! ? CH? Ha
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— - \/L — /k v,

o~z \S/ r
Iy COOH CFy
)
"\ CHJ\}\SBn J\ ; o~
i N HOT e {
' 3
COOH 1C CHJ"C\,_gHa
rlj | ~ (k . [/Lj _Me
cf’%b' & \('_-),/1 Me><Ma t 0-3
\._/ CI™ ¢y Me Me
A ddd —
HyC7 [ CH, ‘\L
R M
CF \‘f‘g
HaG Y CHy ? |
3

donde R*'= OH u O-alquilo:

Y™ se selecciona de os siguientes grupos funcionales:

-1

(aiwnt}

<

v
‘,..n\
c=

>

;
s _ L
/, : ‘:‘

F3;C

AnAna

“COOH
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&i/ggmlo*“' “(,?U \Lj\cm

B{Yk/\coow ”H/'(L' CeH . i

T, Cﬁ}“s

e Y? se selecciona de los siguientes grupos funcionales:

Yo Yo, Y

~ ™ S0,NH,

' “kw:z .H.,,/W\/O “\)?\/Q \
WJL/lNHMs | ﬁ

S R \/NH/\C

SCHs

:w/c;-h i&j\LO/\/Si(Clﬂa)B
CH3

"

9. El compuesto de'|a reivindicacion 8, en el cual R® se selecciona del grupo

que consiste de los siguientes grupos funcionales:
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P “nan A

CHi  SCHy  CHY é‘l‘_’?HJ CHy™

O QOO0

O

AnAN,
nAn, anna

Ansn.

5 & TR

. CF3 COM — Seo,m
Cl Cl
10. £l compuesto de Ia reivindicacion 9, en el cual Z es NyR'es H.
11, El compuesto de Ia reivindicacion 10, en el cual W es C=0.

12. El compuesto de Ia reivindicacion 11, en el cual Y se selecciona de los

siguientes grupos funcionales:
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en los cuales:

R" se seleccionan de H, COOH,

COOEt OMe, Ph; Oph, NHMe, NHAc, NHPHh,
CH(Me)

2, 1-triazolilo, 1- lmndazohloyNHCHzCOOH
Y se selecmonﬁ de H, COOH, COOMe, OMe, F, Cl, o Br;

Y3 se selecciona de los siguientes grupos funcionales:
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CO2Bn CO2tBuy ~COLH CONH,

Y se selecciona de MeSO,, Ac, Boc, iBoc, Cbz, o Alloc;

Y e Y'®se seleccionan en forma independiente de alquilo, arilo, heteroalquilo, y

heteroarilo;

Y7 es CF3;, NO,, 'C'ONHZ, OH, COOCHS,, OCHa, OCgHs, CoHs, COCgHs, NH,, o
COOH; vy

Y'® es COOCH;, NO,, N(CHs),, F, OCHs, CH,COOH, COOH, SO,NH,, 0
NHCOCH;. |

13. =l compuesta de |a reivindicacidn 12, en el cual Y se selecciona de grupo

que consiste de:
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H THy
CH, "H‘- VN o4, A -
HCCOCT™TN s HTET * HOCC N o
X : CaHs OH
- >
’\/TOO\H H3COOC/1 NN HOOC\/\",‘, =
X
o /COCH F?/‘}r
Hood C ' ) "2\/ @>‘ 1-4
N /&\
-
F ‘ F
l c F ) AN
be 0 ,
ct Fsy 200H S
f[. CO0I4
= = >
‘ = Me
WoniNed v el
’ OQH
Ae fo) A O Ma
2] e
, M O\i \i ?‘E/ \3 M(?,\/O\;
Ma Me””
en los cuales:
Y= CF3, NO,, CONHMz, OH, NH,, o COOH;
Y= F, COOH.
14, &l compuesto de la reivindicacion 13, en el cual Y se selecciona de los
- Siguientes grupaos funcionales:
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15, F Compuesto de |5 réivindicacién 14 en el cual Ly M estan ausentes, y

esta enlazado directémente al.

16. El Compuesto de |5 reivindicacian 14, en el cyal L JymMm estén ausentes, y , .
E esta enlazado direcfamente aN. | | |

17. El cbmpuesto de la reivindicacién 14
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19. El compuesto de la reivindicacion 18, en el cual la estructura a se
: selecciona de las siguientes estructuras: :
- . _ | .
Q : R R
R : R
| A 5 (O
/LN l N I p N I/
o ' O
@)
| N R R
v R MR'
R ‘ N
[ )LN I / | N \“ .
i @]
: )
20.

El compuesto de I reivindicacion 18, en el cual Ia estructura g es:
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en la cual R® se selecciona de las siguientes estructuras:

SN DS )
e e N | &
~-Cl - Cl NN
Y T Y
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NN

O o |
= ' %l)km/k 1—‘5)k{_“i’Me %/\OI/OH ‘E%E(O\{< .

]

Q- ' O
A~ a e r LN
MR O QU S O

21,  E| Compuesto de |3 reivindicacian 18, en el cual Ia estructura g es:

R R

en la cual R* y R pueden ser iguales o difer

entes y se seleccionan en forma

indepencdiente de las siguientes estructuras:
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22. El compuesto de la reivindicacion 18

selecciona de |as siguientes estructuras:

go2id}
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23. El compuestq de la reivindicacion 14, en el cual:

R R
(1
~—

o N ]

b

en el cual Q puede estar presente o ausente, y si Q est3
enlazado directamente a A

24,

ausente, M ests

El compuesto de | reivindicacion 23, en e cual la

estructura b se
selecciona de Jas siguientes estructuras:



SRRy

27
-
l/"
0
A

\«\/,\/\l /N.- { .V./I. P
~ G / X
ﬁ\ ON/ )
\ \ =0
) , X
AN
L >

=

25,

I compuesto de Ja reivindicacion 14, en el cual:
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(CHy),, (CHR),, (CHR CHR) y (CRR); Ay M se seleccionan en forma
independiente de| grupo que consiste de O, S, so0,. NR, (CHy),, (CHR),, (CHR-
CHR'), vy (CRR'): v Q es CHa, CHR, CRR’, NH. NR. O, S, SO, NR: (CHy),,
(CHR),, y (CRRY),. | |

26. El compuesto de la reivindicacion 25 en el cual Ia estructura ¢ se

selecciona de las siguientes estructuras

Me
OH Me

O . O

Ci R o Br
‘\\\:/Cl ' I L

'\(,j\'o/ /,/"\Q\n e /O'\% =
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El compuesto de la reivindicacién 27, en el cual:
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29, Una composicidn farmacéutica que cbmprende, Como ingrediente activo,

.

un compuesto de |g reivindicacion 1.
30. La composicion farmacéutica e la reivindicacion 29 para usar en el
tratamiento de trastornos asociados con el HCV.

31. La éomposic'ién farmacéutica de la reivindicacion 29 que comprende,
ademas, un vehjiculo aceptable para yso farmacéutico.

32. La composicién farmacéutica de la. reivindicacion 31, que comprende,
ademds, un agente antiviral.

33. l.a composicion farmacéutica de la reivindicacién 32, que comprende,
ademas, un interferon.

34, lLa composicion farmacéutica de la reivindicacion 33, en la cual dicho
agente antiviral es ribavirina y dicho interferon €s a-interferon o interferon
'pegnado.

35, Un método para-el tratamiento de trastornos asociados con el HCV, dicho
método comprende la administracion a un paciente que lo Nnecesita de una
composiciéh farmacéutica que comprende cantidades terapéuticamente efectivas
de un compuesto de |3 reivindicacion 1. |

36. . El método de la reivindicacioén 35, en el cual dicha administracién es oral o

37.  El uso de Un compuesto de |a reivindicacion 1 para la fabricacién de un

tratamiento de trastornos asociados con e HCV, dicho método comprende llevar
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rodroga, dicho Compuesto se

Uras que aparecen g continuacién:
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40. Una composicion farmacéulica para el tratamiento de trastornos asociados
con el HCV, dicha composicion comprende una cantidad terapéuticamente
efectiva de uno o mas compuestos de la reivindicacion 39, y un vehiculo
aceptablé para uso farmacéutico.

41, l.a composicién farmacéutica de |a reivindicacion 40, que comprende, en
forma adlicional un agente antiviral. »

42, La composicion farmacéutica de la reivindicacidn 41, que contiene,
ademas, un intérferon O un conjugado alfa de| interferon PEG.

43.  La composicion farmacéutica de la reivindicacion 42, en la cual dicho
agente antiviral es ribavirina y dicho interferon es a-interferon.

44, Un métbdo de tratamiento de un trastorno asociado con el virus de |a
hepatitis C, que comprende la adminiétracién de una cantidad efectiva de uno o
mas compuestos de la reivindicacian 39.

45, Un método de modulacion de la_ actividad de |a proteasa del virus de |a
.hepatitis C (HCV), que comprende el contacto de |a proteasa de HCV con uno o]
mas compuestos de |a reivindicacion 39.

46. Un método para el tratamiento, |a prevencion o el alivio de uno 0 mas
sintomas de |a hepatitis C, que comprende |a administracion de una canticad
efectiva de uno o mas compuestos de |a reivindicacion 39.

47, El método de |a reivindicacion 45, en e cyal la proteasa de HCV es |5
proteasa NS3/NS4a
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48. El método de Ia reivindicacion 47, en el cual el compuesto o los
compuestos Inhiberi 1a proteasa NSB/NS(IQ de HCV.

49, Un método para modular el Procesamiento de| polipéptido del virus de la
hepati.tis C (HCV), que comprende el contacto ce una'composicién que contiene
el polipéptido de HCV en condiciones en las cuales se procesa el polipéptido ‘con

LUNo 0 més compuestos da |a reivindicacion 39.



\

74
50.  El compuesto de la reivindicacion 8, donde R? eg:
AND
(Nl
HyC
H3C CHy
51. Un compuesto que exhibe actividad inhibitoria proteasa HCV, que incluye

enantiémeros, esteroisémeros, rotimeros, tautémeros, racematos y prodrogas de dicho
compuesto, y sales o solvatos farmacéuticamente aceptables de dicho compuesto, o de

dicha prodroga, dicho compuesto siendo el compuesto de la estructura mostrada abajo:

s

}-13(: S

N‘i
ch, )
MG ’

He K‘ 0

g’ CH,

H,C

52. Un compuesto que exhibe actividad inhibitoria proteasa FICV, que incluye
enantidmeros, esteroisémeros, rotdmeros, tautémeros, racematos y prodrogas de dicho
compuesto, y sales o solvatos farmacéuticamente aceptables de dicho compuesto, o de

dicha prodroga, dicho compuesto siendo el compuesto de la estructura mostrada abajo:

N

<

\rH H K{rNH2 |
Wf

W'

53. Un compuesto que exhibe actividad inhibitoria proteasa HCV, que incluye
enantiomeros, esteroisémeros, rotameros, tautémeros, racematos y prodrogas de dicho
compuesto, y sales o solvatos farmacéuticamente aceptables de dicho compuesto, o de

dicha prodroga, dicho compuesto siendo el compuesto de la estructura mostrada abajo:
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54. Un compuesto que exhibe actividad inhibitoria proteasa HCV, que incluye

enantiémeros, esteroisémeros, rotémeros, tautémeros, racematos y prodrogas de dicho
compuesto, y sales o solvatos farmacéuticamente aceptables de dicho compuesto, o de

dicha pr odmga dicho compuesto siendo el compueslo de la estructura mostrada abajo:

Cl_ci

o)
SWP
N N W]/NHz
o s)

O ]

55. Un compuesto que exhibe actividad inhibitoria proteasa HCV, que incluye
enantiomeros, esteroisémeros, rotimeros, tautémeros, racematos y prodrogas de dicho
compuesto, y sales o solvatos farmacéuticamente aceptables de dicho compuesto, o dicha

prodroga, dicho compuesto siendo el compuesto de la estructura mostrada abajo:

Q\W H',an

r wr”z
T~

/,,!: /
N\

56, Un compuesto que exhibe actividad inhibitoria proteasa HCV, que incluye
enantidémeros, esteroisémeros, rotameros, tautémeros, racematos y prodrogas de dicho
compuesto, y sales o solvatos farmacéuticamente aceptables de dicho compuesto, o dicha

prodroga, dicho compuesto siendo el compuesto de la estructura mostrada abajo:
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57. Un compuesto que exhibe actividad inhibitoria proteasa HCV, que incluye
" enantidmeros, esteroisémeros, rotameros, tautomeros, racematos y prodrogas de dicho
compuesto, y sales o solvatos farmacéuticamente aceptables de dicho compuesto, o dicha

prodroga, dicho compuesto siendo el compuesto de la estructura mostrada abajo:

58 Un compuesto que exhibe actividad inhibitoria proteasa HCV, que incluye
enantiomeros, esteroisémeros, rotameros, tautémeros, racematos y prodrogas de dicho
compuesto, y sales o solvatos fmnﬂcumcamente aceptables de dicho compuesto, o dicha

pmdloga dicho compuesto siendo el compuesto de la estructura mostr ada abajo:

59. Un compuesto que exhibe actividad inhibitoria proteasa HCV, que incluye
enanllomclos esteroisomeros, 1olamelos tautdmeros, racematos y prodrogas de dicho
compuesto, y sales o solvatos farmacéuticamente aceptables de dicho compuesto, o dicha

prodroga, dicho compuesto siendo el compuesto de la estructura mostrada abajo:

(D
o Btpr

o, 1at
SN

X.
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60.  Un compuesto que exhibe actividad inhibitoria proteasa HCV, que incluye
enantiémeros, esteroisémeros, rotémeros, tautomeros, racematos y prodrogas de dxcho
compuesto, y sales o solvatos farmacéuticamente aceptables de dicho compuesto, o dicha

prodroga, dicho compuesto siendo el compuesto de la estructura mostrada abajo:

T O V'“ e

o)
Me ¢ N '\”/ NH,
0

(131

61.  Una composicién farmacéutica que comprende como ingrediente activo un
compuesto qne incluye enanllomclos estergisbmeros, rotémeros, tautémeros, racematos y
prodrogas de dicho compueslo y sales o solvalos farmacéuticamente aceptables de dicho

compuesto, o dicha prodroga, donde dlcho compuesto se selecciona de los siguientes:
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62. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 61, que contiene adicionalmente _
. ' 10
un agente antiviral, “‘Z‘:\
63.  La composicién farmacéutica de la reivindicacién 62, que inclusive contiene

adicionalmente un interferén o un conjugado de PEG-interfersn alfa.

64.  La composicion farmacéutica de la reivindicacién 63, donde dicho agente antiviral

es ribavirina y dicho interferén es interferon-o.

65.  Un método para tratar desérdenes asociagdo con el HCV, dicho método comprende
administrar a un paciente en necesidad de dicho tratamiento, una composicién farmacéutica
que comprende cantidades de un compuesto terapéuticamente efectivas, incluyendo
'enzmtiémeros, esteroisémeros, rotdmeros, tautdmeros, racematos y prodrogas de dicho
" compuesto, y sales o solvatos farmacéuticamente aceptables de dicho compuesto, o dicha

prodroga, donde dicho compuesto se selecciona de los sj guientes:
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66.  Un compuesto de la reivindicacion 5 I, el cual tiene la formula que se muestra abajo: Y
' \/
' Q NH, WAS
4 O\ kw 0
>
67, Un compuesto de 1a retvindicacién 51, el cual tiene la formula que se muestra abajo:
" . |
NH,
H“CNf%
St
0 /I\
68.  Un compuesto de Ia reivindicacién 52, el cual tiene la formula que se muestra abajo:
Y
\/l NH,
e Y
\'/ N O
© /]\ 2>
69.  Un compuesto de la reivindicacién 52, el cual tiene Ja férmula que se muestra abajo:
N
LT
N Hf NH,
- H
NTN\/& o° O
© /[\
70.

Un compuesto de la reivindicacién 53, el cual tiene la férmula que se muestra abajo:

N . ' O . *
H o H %H\E/H\WNHZ |
N_ _N s O L O
TV

71 Un compuesto de la reivindic

acion 53, el cual tiene 1a férmula que se muestra abajo:

72. Un compuesto de la retvindicacion 54, el cual tiene la férmula que se muestra abajo:



73. Un compuesto de 1a reivindicacién 54, el cual tiene la férmula que se muestra abajo:
Cl
| Hr“”z
U H
“wr V& °
0 )
74, Un compuesto de la reivindicamén 55, el cual tiene la formula que se muestra abajo:
\/
H
Fsc>ro I/ \/g
- 75. Uncompuesto de la reivindicacion 53, el cual tiene Ia férmula que se muestra abajo:
Y
y II:Jl i NH
Y
F O__N O O
St
0 /T\ v
76.

Un compuesto de la reivindicacion 56, el cual tiene la férmula que se muestra abajo:

NH
H oy N J‘w/ 2
/erN §O 0O 2 O

o /]\

77.  Un compuesto de la reivindicacion 56, el cual tiene la formula que se muestra abajo:

=, ’ 0 v
H  H Q\H/N ‘\”/NHZ
@NTN; DN
AN

o)
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78. Un compuesto de la reivindicacion 57, el cual tiene 1a formula que se muestra abajo:
Ci, Cl
g 0 Qo
H
L) N\)Kﬂ/ NH,
o) Hng \cr)r 6 '
o1 T Yo o
79. Un compuesto de Ia reivindicacién 57, el cual tiene la férmula que se muestra abajo:
CI\V/CI
B H NH
H \/'L Of k([)f i
O _N
Y o-
AN
80. Un compuesto de la reivindicacién 58, el cual tiene la formula que se muestra abajo:
P 0 0 !‘
H H l
N ]/N\/"H N\)LN N\
H z ' H
"N O 0] @] ' ~
>l/ow \/&O
o
s1. Un compuesto de la reivindicacién 58, el cual tiene Ia formula que se muestra abajo:
> S
SN |
= N =
w9 I
[\ )
O. _N @) 0 0
>N
6 i

82. Un compuesto de la reivindicacion 59, el cu

al tiene la formula que se muestra abajo:

i
RN u ?( o

T
O

Un compuesto de Ia reivindicacion 59, el cy

83. al tiene la férmula que se muestra abajo:
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84. Un compuesto de Ia reivindicacién 60, el cual tiene la férmula que se muestra abajo:

F F
85. Un compuesto de Ia reivindicacion 60, el cual tiene la férmula que se muestra abajo:
Y
[1 H i NH
~ N2
H \/Nk I)l/ "\Cﬂ)
O _N
Y Yo
O ;’ .
FF
86.  La composicién de |

areivindicacion 61, donde dicho compuesto se selecciona de

-los siguientes:

~

<~
S

LN ‘\WNHZ_

{ Ly
7 HoO oy 9% [ ‘\\%?",\
LN P \/I-LN/ N
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B7. La composicién farmacéutica de Ja reivindicacién 86, que contiene adicionalmente
- un agente antiviral,

88. La composicién farmacéutica de Ia reivindicacion 87, que contiene adicionalmente

unt interferén o un conjugado interferén alfa-pegilado.

89, La composicién farmacéutica de Ia rejvi ndicacién 88, donde dicho agente antiviral

es ribavirina y dicho interferén es interferén-alfa.

90. El método de Ia reivindicacion 65, donde e] compuesto se selecciona de los
siguientes:

\/

o
N
~

NQ'\WNH2 |
N l/
v&o N

>r/l\
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91. Una composicién farmacéutica que comprende como ingrediente activo un
com’puesto,'que incluye enantiémeros, ésteroisémeros, 1'0'l'z’nneros, tautémerds, racematos y
prodrogas de dicho compuesto, y sales o solvatog farmacéuticamente aceptables de dicho
compuesto, o de dicha prodroga, dicho compuesto se selecciona de un compuesto de 1a

reivindicacién 1, dicha composicion farmacéutica comprende adicionalmente un interferén.
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92.  La composicién farmacéutica de la reivindicacion 91, donde dicho interferén es A
interferén-alfa o i nterferén pegilado. . Q%
93. Ia composicién farmacéutica de la reivindicacién 92 adecuada para administracion

oral o subcutinea,

94.  Una composicién  farmacéutica que comprende como ingrediente activo un
compuesto, que incluye enantidomeros, esteroisémeros, rotdmeros, tautdémeros, racematos y
prodrogas de dicho compuesto, y sales o solvatos farmacéuticamente aceptables de dicho
compuesto, o de dicha prodroga, dicho cmﬁpuesto se selecciona de un compuesto de Ia

reivindicacién 39, dicha composicion  farmacéutica comprende  adicionalmente un

-interferdn.

95.  lLa composicién farmacéutica de la reivindicacion 91, donde dicho interferén es

interferén-alfa o interfer6n pegilado.

96.  La composicién farmacéutica de Ia reivindicacién 95 adecuada para administracién

oral o subcuténea.
97, La composicién :ﬁm‘macéutica,de la reivindicacién 61 y un interferdn,

98.  La composicién farmacéutica de Ja reivindicacion 97, donde dicho interferén es un

interferén-alfa o un interferén pegilado. .
99. La composicién farmacéutica de a reivindicacion 98 adecuada para administracién

oral o subcuténea,

100. ILa composicién  farmacéutica de la  reivindicacién 91, que comprende

adicionalmente un agente antivira,

101.  Una composicién  farmacéutica que comprende como ingrediente activo un
compuesto, que incluye Ias prodrogas de dicho compuesto, y las sales o solvatos
farmacéuticamente aceptables de dicho compuesto, o de dicha prodroga, dicho compuesto
se selecciona de up compuesto de cualquiera de [ag retvindicaciones 66 a 85, dicha
composicién farmacéutica comprende adicionalmente un interferén.

102, La composicién  farmacéutica de la reivindicacién 86  que comprende

adicionalmente un interferdn,
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103, Una composicién  farmacéutic

compuesto, que incluye |

a que comprende como

ingrediente activo’ un
as prodrogas de dicho compuesto, y g

ales 0 solvatos
farmacéuticamen‘re acept

ables de dicho compuesto

» 0 de dicha prodrog
s¢ selecciona de los s guiéntes: '

a, dicho compuesto

~
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y dicha composicién farmacéutica comprende

adicionalmente un interferén,
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1. Documentos estudiados
1.1. Descripcién: Folios: 282 a 772

1.2. Reivindicaciones: Folios: 773 a 846

1.3 Datos PCT: Solicitud Internacional: PCT/US01/22678
Folios: 14 a 281
Capitulo Il
' w Fecha Sol. Internacional: 19/07/2001
o Publicacion Internacional: W002/08244
Fecha Pub. Internacional: 31/01/2002
Fecha inicio fase nacional: 21/02/2003

.L Solicitud Nacional: CO 03 3340
e Fecha Sol. Nacional: . 20/01/2003
1.3. Prioridad: US 60/220.108

Fecha: 21/07/2000
2. Objeto de la Solicitud Nacional

Titulo de la solicitud

Nuevos péptidos como inhibidores de proteasa serina-NS3 del virus de la
hepatitis C
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Reivindicaciones

Reivindicacion 1: Se reivindica un compuesto que incluye enantiémeros,
estereoisdmeros, rotameros, tautdbmeros, racematos, y una prodroga de dicho
compuesto, y sus sales aceptables para uso farmacéutico o los solvatos de dicho
compuesto, o de dicha prodroga.

N o}
X \CH3
P
HiC
HiC. CHy O
HsC o] NH \CH2
OH
o}

Se definen connotaciones para los radicales Y, X411, X12, R1,Z, W, Q, A, E, G, J,
L, M, Rz, R3 y R4 que no se encuentran presentes en la caracteristica esencial
acotada bajo la férmula estructural (l).

Reivindicaciones 2 a 28 y 39: Definen una férmula Markush que no corresponde
con la estructura del compuesto de la férmula (l).

Reivindicacion 29 a 34, 40 a 43: Se reivindican composiciones farmacéuticas que
contienen como ingrediente activo un compuesto de la reivindicacion 1.

Reivindicacion 35, 36, 38, 44 a 49: Se reivindica un método para el tratamiento de
trastornos asociados con el HCV que comprende la administracion de compuestos
acordes con la clausula 1.

Reivindicacion 37: Se reivindica el uso de un compuesto acorde con la

reivindicacion 1 para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de
trastornos asociados a HCV.

Sustento Descriptivo

El virus de la Hepatitis C es un virus de ARN sentido positivo de hebra simple,
implicado en la inflamacién hepatica, cirrosis hepatica y en la induccién de carcinoma
hepatocelular. De acuerdo con el solicitante, en épocas previas a la presentaciéon de
su solicitud se habia disefiado un sinnimero de compuestos con actividad anti HCV,
por ello resalta del estado de la técnica una estructura idéntica a la que reclama el
solicitante en la clausula 1- bajo la férmula quimica (1) - y que se encuentra revelada
en la publicacién internacional WO00/09558 (ver folio 287).
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En el folio 289 sefiala el solicitante que no obstante existiesen en el estado de la
técnica diversos péptidos con actividad inhibidora frente al virus de la hepatitis C, era
necesario desarrollar nuevos tratamientos y farmacoterapias para controlar la
infeccion, por ello el solicitante reclama una nueva clase de inhibidores de proteasa
serina del HCV (NS3/NS4a) cuya estructura corresponde a la férmula quimica y
estructural (1).

3. Analisis comparativo de la solicitud allegada a fase nacional y su
correspondiente solicitud internacional PCT.

Como quiera que la solicitud internacional debe agotar el trdmite previsto en virtud del
Tratado de Cooperacion en materia de patentes para efecto de su ingreso en fase
nacional, previo perfeccionamiento de las actuaciones que la administracion de
busqueda internacional advirti6 en la etapa de emisién del Informe de Busqueda
Internacional y las correspondientes a la oficina elegida para efecto del Examen
Preliminar Internacional, esta Dependencia procedio a confrontar la materia reclamada
en fase nacional con aquella reclamada en la solicitud internacional basandose en el
hecho de que la solicitud integrada al tramite en fase nacional debe corresponder
técnicamente en todos sus aspectos a la solicitud objeto de tramite en fase
internacional .

Producto de la comparacion elemento por elemento del objeto reivindicado en fase
internacional y el reclamado en la solicitud nacional se demostré lo siguiente:

Visto el objeto de la solicitud colombiana CO 03-3340 que ingresa a fase nacional en
virtud de la solicitud Internacional PCT/US01/22678 capitulo Il es evidente que no
existe concordancia entre la materia técnica reclamada en la solicitud allegada a fase
nacional CO 03-3340 y radicada en fecha 20/01/2003 y su equivalente internacional -
solicitud PCT/US01/22678 de 19/07/2001 —, por los siguientes motivos:

3.1La solicitud nacional presenta como caracteristica esencial un compuesto de
formula (1) — ver folio 773 - en contraposicion a la solicitud en fase internacional
que presenta como caracteristica esencial de la invencion la formula Markush
de estructura (I) — ver al respaldo del folio 247 - , como a continuacion se
demuestra:
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Solicitud Nacional Solicitud Internacional
— Compuesto peptidico de férmula (1) - — Férmula Markush de estructura (1) -

Q—np
E
Y \L/ \G
o |/
| {
HaC z NH R,
Y g
H,C

(0]

La estructura especifica del compuesto peptidico al ser objeto de comparacion con la
formula Markush de estructura (I) evidencia caracteristicas quimicas, funcionales y
estructurales diferentes que no permiten establecer la identidad correspondiente entre
el compuesto reclamado en la solicitud nacional y la férmula Markush publicada en la
solicitud internacional, en virtud de la cual se reivindica la fecha de la solicitud
prioritaria US60/220,108 de 21/07/2000.

De otro lado, se resalta que durante la ilustracion del arte previo a la presentacion de
la solicitud, se incorpora en el folio 287 el compuesto de la formula (I) que ademas
reclama el solicitante como nuevo e inventivo en el pliego reivindicatorio que
acompana la solicitud allegada a fase nacional.

3.2La solicitud nacional define una serie de connotaciones para los radicales Y,
X1, X2, Ry, Z, W, Q, A E, G, J, L M, Ry, Rz y Ry que no se encuentran
presentes en la caracteristica esencial acotada bajo la férmula (1), porque como
se observa la férmula (1) corresponde a un péptido especifico.

Asi las cosas, no existe concordancia entre la caracteristica esencial de la férmula (1)
reclamada en la solicitud nacional — estructura peptidica - y las connotaciones
definidas para los radicales que se incluyen en la clausula 1y sus dependientes 2 a 28
y 39, porque la estructura peptidica no puede ser objeto de sustitucién en ninguno de
los grupos funcionales que la conforman, dado que no se han sefialado grupos R que
se comporten como radicales dentro de la misma, esto es, ya no se trata de una
estructura Markush.

3.3La solicitud nacional incorpora en las clausulas dependientes modalidades
especiales para una parte de la estructura esencial que no se encuentra dentro
de la caracteristica esencial del compuesto peptidico de formula (I) como a
continuacién se evidencia:
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De otro lado, al realizar el analisis de la materia publicada en la solicitud internacional
es posible evidenciar que de ninguna de las connotaciones especiales que toma dicho
grupo funcional, es decir de las modalidades a, b y ¢ es posible derivar un anillo de
pirrol sustituido en posicion 3 por un grupo heterociclico como 2-fenil-7-metoxi-4-oxo-
quinolina como el que presenta la caracteristica esencial del compuesto peptidico de
la férmula (1).

Este hecho se sefiala como quiera que no es posible afirmar que la estructura
peptidica reclamada en fase nacional corresponde a una modificacién de la
caracteristica esencial de la formula Markush (1), dado que no es posible derivarla de
las caracteristicas esenciales que reposan en el capitulo reivindicatorio presentado en
la fase internacional.

3.4La solicitud nacional en la clausula 39 relaciona modalidades especiales de la
materia definidas bajo la estructura peptidica de la férmula (1), sin embargo, los
compuestos sefalados en la lista no son compatibles con la caracteristica
esencial del péptido de férmula (I) y basta sélo con analizar sus estructuras
para evidenciar gue existen en ellos mas de tres enlaces de tipo alfa-amino-
acido, en tanto que en la estructura peptidica de la caracteristica esencial
allegada a fase nacional apenas se encuentran tres enlaces peptidicos como a
continuacién se evidencia:
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Para una persona del oficio, versada en la materia técnica, resulta indiscutible que la
estructura de los péptidos definidos por la solicitud originalmente presentada en fase
internacional, no corresponden con la estructura del compuesto peptidico que el
interesado allega en su solicitud, cuando al agotarse la fase internacional ingresa a
fase nacional en Colombia, en virtud del Tratado de cooperacién en materia de
patentes PCT.

3.5En el memorial de fecha 23/12/2003, el solicitante allega nuevamente la copia
de la solicitud internacional WO 02/08244 — ver folios 861 a 1394 - en la que se
ratifica el alcance de la materia inicialmente reclamada en virtud del Tratado
PCT. Y enlos folios 1327 a 1393 que corresponde al capitulo reivindicatorio de
la invencidén claramente se observa como caracteristica esencial la estructura
Markush de la formula (I). En consecuencia, es de conocimiento del solicitante
que el objeto reclamado en fase internacional corresponde a una estructura
susceptible de sustituciéon, sin embargo, modifica sustancialmente el objeto
reclamado en el capitulo reivindicatorio allegado a fase nacional sin explicacién
aparente y sin que fuera posible anunciar dicha modificacién como producto de
las actuaciones previstas por el Tratado. '

4. Modificaciones no aceptadas (articulo 34 D.486)
4.1 Modificaciones que constituyen ampliacion de materia

El solicitante en memorial de fecha 11/08/2004 se acoge al articulo 34 para realizar
modificaciones sobre el capitulo reivindicatorio inicialmente presentado en fase
nacional y constituido originalmente por 49 clausulas. Dichas modificaciones
conservan la estructura peptidica de férmula (I) como caracteristica esencial de la
invencién y ademas incorporan las clausulas 50 a 103, como se verifica de la lectura
de los folios 1510 a 1608. No obstante, en ningin momento el solicitante hace
referencia a la falta de concordancia entre el objeto inicialmente presentado a tramite
en fase internacional y aquel que se encuentra en curso ante la Superintendencia de
Industria y Comercio y en su memorial de fecha 22/12/2004 solicita la evaluacién de
los requisitos de patentabilidad aun cuando la materia incorporada no se relaciona
técnicamente con la estructura peptidica de la clausula 1 como a continuacién se
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demuestra de la mera valoracién quimica y funcional de los grupos que se incorporan
a los nuevos péptidos:

Solicitud Nacional Modificaciones
— Compuesto peptidico de férmula (1) - - Clausulas 50 a 103, Folios 1583 a 1608-

4.2 Modificaciones posteriores a la entrada en fase nacional y que
comprenden ampliacion de la materia

En el memorial de fecha 27/04/2005 el solicitante manifiesta que por equivocacién al
momento de la presentacion de la solicitud se reclamé dentro de las caracteristicas
esenciales de la invencién una estructura incorrecta que no corresponde con la
estructura Markush reivindicada en fase internacional, por tal motivo procede a
eliminar, afadir y corregir el objeto inicialmente allegado a fase nacional con base en
la facultad que le otorga el articulo 34 de la Decision 486 para modificar en cualquier
momento del tramite el objeto de la invencion.

Como parte del sustento técnico para realizar la modificacibn mencionada, el
solicitante incorpora nuevamente al expediente copia de la solicitud internacional
PCT/US01/22678 publicada por la oficina internacional bajo el numero WO02/08244
(ver folios1616 a 2094).

El capitulo reivindicatorio modificado contiene como caracteristica esencial de la
invencion la estructura Markush de la formula (I) y conserva las reivindicaciones
adicionales, afiadidas con motivo del memorial de fecha 11/08/2004 — clausulas 50 a
103 -. No obstante, olvida el solicitante que la Circular Unica emitida por la
Superintendencia de Industria y Comercio, en el capitulo quinto, numeral 5.2.4,
relacionado con instrucciones sobre la aplicacion del Tratado de Cooperacidén en
materia de Patentes (PCT), sefala que dentro de los requisitos a cumplir para que la
solicitud ingrese a tramite ante la oficina nacional competente se encuentra la
presentacidn de una copia de la solicitud internacional tal como fue presentada, con el
contenido prescrito para las traducciones en el punto 5.2.5 de dicha Circular.




2205
5. Conclusion

En consecuencia, no es posible aceptar las modificaciones que ademas de constituir

adicion de materia, amplian el objeto inicialmente presentado ante esta Dependenciay
- alteran sustancialmente el alcance de la invencion
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