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RESUMEN

Compuestos de la férmula:

R, @ H R o kX-R,

I I "
R:,S—<|3 c—N ﬁ c—rlq—cu—coora2

RS R7 R

en donde R, R;, COOR,, R3-R;, alk, y X tienen los
significados como se definen, siendo éstos utiles como
inhibidores dobles de la enzima convertidora de angiotensina
y de la endopeptidasa neutra, asi como inhibidores de 1la
enzima convertidora de endotelina. En una modalidad
preferida R y Rs representan hidrégeno; R; representa bencilo;
R3 representa hidrégeno, acetilo o} metoxiacetilo; R4
representa isopropilo o butilo terciario; R¢ y Ry representan
metilo; X representa -0-; alk representa metileno; y COOR:

representa carboxilo o etoxicarbonilo

* * * *x %



10

15

20

25

. 4

DERIVADOS DE DIPEPTIDO QUE TIENEN UN GRUPO 2-TIOACILO

N-TERMINAL COMO INHIBIDORES DE VASOPEPTIDASA

Compendio de la Invencién

La presente invencidén se refiere a novedosos
inhibidores de vasopeptidasa descritos mds adelante, que son
Gtiles como inhibidores dobles tanto de la enzima convertidora
de angiotensina (ACE) como de la endopeptidasa neutra (NEP, EC
3.4.24.11). Los compuestos de la invencidén son particularmente
Gtiles para el tratamiento y/o la prevencién de condiciones que
responden a la inhibicidén de ACE y NEP, en particular
desbéxdenes cardiovasculares, tales como hipertensidn,

hipertensién sistélica aislada, insuficiencia renal (incluyendo

edema y vretencién de sal), edema pulmonar, hipertrofia
ventricular izquierda, insuficiencia cardiaca (incluyendo
insuficiencia cardiaca congestiva), Y ateroesclerosis. Los

compuestos de la invencidn también son uUtiles para reducir 1los
niveles elevados de colesterol en plasma en mamiferos. Ademéas,
también inhiben la enzima convertidora de endotelina (ECE), Yy
son Gtiles para el tratamiento y/o la prevencién de condiciones
que respondan a la inhibicidén de ECE.

En virtud de su inhibicién de 1la endopeptidasa
neutra, los compuestos de la invencidn también pueden ser
Gtiles para el tratamiento de dolor, depresidn, ciertas

condiciones psicéticas, y desdrdenes cognoscitivos. Otras
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indicaciones potenciales incluyen el tratamiento de angina,
sindrome premenstrual, enfermedad de Meniere,
hiperaldosteronismo, hipercalciuria, ascitas, glaucoma, asma, Yy
des6rdenes gastrointestinales tales como diarrea, sindrome de
intestino irritable, e hiperacidez gastrica.

En virtud de su inhibicién de ECE, los compuestos de
la invencién también pueden ser utiles para el tratamiento y/o
prevencién de condiciones y enfermedades dependientes de
endotelina, incluyendo isquemia cerebral (embolia), hemorragia
subaracnoidea, lesidén cerebral traumatica, vasoespasmo
cerebral, hipertrofia arterial, restenosis, enfermedad de
Raynaud, infarto del miocardio, obesidad; también hiperplasia
de proéstata, migrana, diabetes melitus (nefropatia diabética),
pre-eclamsia, glaucoma, y rechazo de trasplante tal como en el
trasplante de aorta o de oérganos sélidos; asi como disfuncidn

eréctil.

Descripcién Detallada de la Invencién

La presente invencién se refiere a compuestos de la

férmula I:

T4 i) T Te ﬁ le-X—R1
R,S— (I: C N T C——T—CH——-COORz (h
Ry R7 R
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R representa hidrégeno, alquilo inferior, arilalquilo

en donde:

inferior carbociclico o heterociclico, o cicloalquilalquilo
inferior;

R, representa alquilo inferior, cicloalquilo, . arilo
carbociclico o heterociclico, o biarilo; & R, representa
(cicloalquilo, arilo carbociclico, arilo heterociclico, o
biarilo)-alquilo inferior;

alk representa alquileno inferior;

R; representa hidrégeno o acilo;

Ry representa hidrégeno, alquilo inferior
opcionalmente sustituido, arilo carbociclico o heterociclico,
(arilo carbociclico e} heterociclico) -alquilo inferior,
cicloalquilo, cicloalquilalquilo inferior, biarilo,
biarilalquilo inferior, oxacicloalquilo, tiacicloalquilo,
azacicloalquilo, u (oxacicloalquilo, tiacicloalquilo, o
azacicloalquilo)-alquilo inferior;

Rs representa hidrégeno o alquilo inferior; e}

Ry, Y Rs, junto con el &tomo de carbono con el que
estan unidos, representan cicloalquilideno, cicloalquilideno
penzo-fusionado; u (oxacicloalquilideno, tiacicloalquilideno, o
azacicloalquilideno) de 5 &6 6 miembros, cada uno opcionalmente
sustituido por alguilo inferior o arilalquilo inferior;

R¢ representa alquilo inferior, arilo carbociclico o

heterociclico, (arilo carbociclico o heterociclico)-alquilo
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inferior, cicloalquilo, cicloalquilalquilo inferior, biarilo, ©
biarilalquilo inferior;

R, representa alquilo inferior, (arilo carbociclico o
heterociclico)-alquilo inferior, cicloalquilalquilo inferior, o
biarilalquilo inferior; o

Re ¥ Ry, juntb con el &atomo de carbono con el que
estan unidos, representan cicloalquilideno de 3 a 10 miembros
que puede estar sustituido por alquilo inferior o arilalquilo
inferior, o que ©puede estar fusionado con un anillo
carbociclico de 5 a 7 miembros, saturado o insaturado; u
(oxacicloalquilideno, tiacicloalquilideno, o
azacicloalquilideno) de 5 6 6 miembros, cada uno opcionalmente
sustituido por alquilo inferior o arilalquilo inferior; o
2,2,2-norbornilideno;

X representa -0-, -S(O)n-, -NHSO,-, -NHCO-;

n es cero, uno o dos; vy

COOR, representa carboxilo o carboxilo derivado en la
forma de un éster farmacéuticamente aceptable;

derivados de disulfuro que se derivan a partir de
dichos compuestos, en donde R; es hidrdgeno; y sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos.

La presente invencidén también se refiere a
composiciones farmacéuticas que comprenden estos compuestos; a
métodos para la preparacién de estos compuestos; a

intermediarios; y a métodos para el tratamiento de desdrdenes
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en mamiferos que respondan a la inhibicidén de ACE vy NEP,
mediante la administracién de estos compuestos a los mamiferos
que necesiten dicho tratamiento.

La presente invencién también abarca cualesquiera
derivados de profarmaco de los compuestos de la invencidén que
tengan un grupo carboxilo, sulfhidrilo o hidroxilo 1libre,
pudiéndose convertir estos derivados de profarmaco mediante
solvélisis o bajo condiciones fisioldégicas para ser compuestos
de carboxilo, sulfhidrilo, y/o hidroxilo libres. Los derivados
de profarmaco son, por ejemplo, los ésteres de los acidos
carboxilicos libres, y los derivados S-acilicos y O-acilicos de
tioles, alcoholes, o fenoles, en donde acilo tenga el
significado definido en la presente.

Los ésteres. farmacéuticamente aceptables de
preferencia son derivados de éster de profdrmaco, tales como se
pueden convertir mediante solvdlisis o bajo condiciones
fisiolégicas hasta los &cidos carboxilicos libres de la fdérmula
I.

Los ésteres de profarmaco farmacéuticamente

aceptables son de preferencia, por ejemplo, alquilésteres

inferiores, arilalquilésteres inferiores, oa- (alcanoiloxilo
inferior) -alquilésteres inferiores tales como el
pivaloiloximetiléster, Y a- (alcoxicarbonilo inferior,

morfolinocarbonilo, piperidinocarbonilo, pirrolidinocarbonilo,

o dialquilaminocarbonilo inferior) -alquilésteres inferiores.



10

20

25

: 245

\0

Las sales farmacéuticamente aceptables son las sales
derivadas a partir de bases farmacéuticamente aceptables para
cualesquiera compuestos &cidos de la invencién, por ejemplo
aquéllos en donde COOR; representa carboxilo. Estas son, por
ejemplo, sales de metales alcalinos (por ejemplo sales de sodio
o potasio), sales de metales alcalinotérreos (por ejemplo,
sales de magnesio o de calcio), sales de amina (por ejemplo,
sales de trometamina).

Los compuestos de la féormula I, dependiendo de la
naturaleza de los sustituyentes, poseen dos O mas atomos de
carbono asimétricos. Los diastereémeros y antipodas opticos
resultantes estan abarcados por la presente invencidén. La

configuracién preferida se indica en la Férmula Ia.

en donde los atomos de carbono asimétricos que llevan
los sustituyentes -alk-X-R; y Rgq, normalmente tienen la
configuracidén S.

Se prefieren los compuestos de la férmula I y Ia en
donde R y Rs representan hidrdgeno; R; representa alquilo
inferior, cicloalquilo de 5 &6 6 atomos de carbono, arilo

carbociclico o heterociclico, o (arilo carbociclico o}

7
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i
heterociclico)-alquilo inferior; alk representa alquileno
inferior; X representa -O- & -S(0O)n, en donde n representa cero
o dos; R; representa hidrégeno o acilo; R4 representa alguilo
inferior opcionalmente sustituido, oxacicloalquilo,
oxacicloalquilalquilo inferior, o (arilo carbociclico o
heterociclico)-alquilo inferior; Rs representa hidrdégeno; o R4
y Rs, combinados con el atomo de carbono con el que estéan
unidos, representan cicloalquilideno de 5 é 6 atomos de
carbono; R¢ y R, representan alquilo inferior; o R¢ Yy R,, Jjunto
con el &atomo de carbono con el que estan unidos, representan
cicloalquilideno de 5 6 6 miembros; COOR; representa carboxilo,
o carboxilo derivado en la forma de un éster farmacéuticamente
aceptable; derivados de disulfuro que se derivan a partir de
dichos compuestos, en donde R; es hidrégeno; y sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos.
Ademds se prefieren los compuestos de la férmula I y
Ja en donde R y Rs representan hidrdgeno; Ri representa arilo
carbociclico o heterociclico o (arilo carbociclico o
heterociclico)-alquilo inferior; R; representa hidrégeno o
alcanoilo inferior opcionalmente sustituido; R, representa
alquilo inferior, cicloalquilo, tetrahidropiranilo, o alcoxilo
inferior de 1 a 4 atomos de carbono-alquilo inferior; Re Yy R~
representan ambos alquilo de 1 a 4 atomos de carbono, y son
idénticos; X representa -0- &6 -S-; alk representa metileno;

COOR; representa carboxilo, alcoxicarbonilo inferior,

JO
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(dialquilaminocarbonilo inferior)-alcoxicarbonilo inferior, o
(morfolinocarbonilo, piperidinocarbonilo, o
pirrolidinocarbonilo) -alcoxicarbonilo inferior; Yy sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Se prefieren en particular los compuestos de la
féormula I & Ia en donde R y Rs representan hidrdgeno; R,
representa arilo carbociclico o arilo carbociclico-alquilo
inferior, en donde arilo carbociclico representa fenilo, o

fenilo sustituido por uno o dos de hidroxilo, alcanoiloxilo

inferior, alquilo inferior, alcoxilo inferior, trifluorometilo,

trifluorometoxilo, o halégeno; R; representa hidrégeno,
alcanoilo inferior, o alcanoilo inferior sustituido por
alcoxilo inferior; Ry representa alguilo inferior, 4-

tetrahidropiranilo, o alcoxilo inferior de 1 a 4 A&atomos de
carbono-alquilc inferior de 1 a 4 &tomos de carbono; Re Y Ry
representan metilo; X representa -O-; alk representa metileno o
etileno; y COOR, - representa carboxilo o alcoxicarbonilo
inferior; y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.
Una modalidad se refiere a los compuestos en donde R3
representa hidrdégeno o alcanoilo inferior.

Ademas se prefieren los compuestos anteriores de la
férmula I & Ja en donde R y Rs representan hidrégeno; R,
representa fenilo, fluorofenilo, bencilo, o fluorobencilo; R
representa hidrégeno, alcanoilo inferior, o alcanoilo inferior

sustituido por alcoxilo inferior; R, representa isopropilo,
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butilo terciario, 1l-metoxietilo, & 4-tetrahidropiranilo; Re Y
R, representan metilo; X representa -O-; alk representa
metileno; y COOR, representa carboxilo o alcoxicarbonilo
inferior; y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.
Una modalidad se refiere a los compuestos en donde Rs
representa hidrégeno o alcanoilo inferior.

Las modalidades particulares preferidas se refieren a
compuestos de la férmula I & Ia en donde R y Rs representan
hidrégeno; R, representa fenilo; R; representa hidrégeno,
acetilo, o metoxiacetilo; R, representa isopropilo o butilo
terciario; R¢ y R, representan metilo; X representa -0O-; alk
representa metileno; Y COOR; representa carboxilo o
etoxicarbonilo; o una sal farmacéuticamente aceptable de los
mismos.

Las definiciones como tales o en combinacidn, como se
utilizan en la presente, a menos que se indique de otra manera,
tienen los siguientes significados dentro del alcance de 1la
presente invencidn.

Arilo representa arilo carbociclico o heterociclico,
ya sea monociclico o biciclico.

Arilo carbociclico monociclico representa fenilo
opcionalmente sustituido, siendo de preferencia fenilo, o
fenilo sustituido por uno a tres sustituyentes, siendo estos
convenientemente alquilo inferior, hidroxilo, alcoxilo

inferior, aciloxilo, haldégeno, ciano, trifluorometilo,

[Z
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trifluorometoxilo, amino, alcanoilamino inferior, alquilo
inferior-(tio, sulfinilo, o sulfonilo), alcoxicarbonilo
inferior, mono- & di-alquilcarbamoilo inferior, o mono- &6 di-
alquilamino inferior; o fenilo sustituido por alquilendioxilo
inferior.

Arilo carbociclico biciclico representa 1- & 2-
naftilo, o 1- & 2-naftilo de preferencia sustituido por alquilo
inferior, alcoxilo inferior, o haldgeno.

Arilo heterociclico monociclico representa de
preferencia tiazolilo opcionalmente sustituido, pirimidilo,
triazolilo, tienilo, furanilo, o piridilo.

Furanilo opcionalmente sustituido representa 2- & 3-
furanilo, 2- & 3-furanilo de preferencia sustituido por alquilo
inferior.

Piridilo opcionalmente sustituido representa 2-, 3-,
& 4-piridilo, 2-, 3-, 6 4-piridilo de preferencia sustituido
por alguilo inferior, haldgeno, o ciano.

Tienilo opcionalmente sustituido representa 2- 6 3-
tienilo, 6 2-, 6 3-tienilo de preferencia sustituido por
alquilo inferior.

Pirimidilo opcionalmente sustituido representa, por
ejemplo, 2-pirimidilo, 6 2-pirimidilo sustituido por alquilo
inferior.

Tiazolilo opcionalmente sustituido representa, por

ejemplo, 2-tiazolilo, & 2-tiazolilo sustituido por alquilo

/3
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inferior.

Triazolilo opcionalmente sustituido representa, por
ejemplo, 1,2,4-triazolilo, 6 1,2,4-triazolilo de preferencia
sustituido por alquilo inferior.

Arilo heterociclico biciclico representa de
preferencia indolilo, benzotiazolilo, quinolinilo, o
isoquinolinilo opcionalmente sustituido por hidroxilo, alquilo
inferior, alcoxilo inferior, o halégeno, de una manera
conveniente 3-indolilo, 2-benzotiazolilo, & 2- 6 4-quinolinilo.

Arilo como en arilalquilo inferior, de preferencia es
fenilo, o fenilo sustituido por uno o dos de alquilo inferior,

alcoxilo inferior, hidroxilo, alcanoiloxilo inferior, haldégeno,

trifluorometilo, ciano, alcanoilamino inferior, o
alcoxicarbonilo inferior; también, naftilo opcionalmente
sustituido.

Arilalquilo inferior convenientemente es bencilo, &
1- 6 2-fenetilo opcionalmente sustituido sobre el fenilo por
uno o dos de alquilo inferior, alcoxilo inferior, hidroxilo,
alcanoiloxilo inferior, halégeno, o trifluorocmetilo.

El término “inferior” referido en 1la presente en
relacién con los radicales o compuestos organicos, define
respectivamente éstos con hasta e incluyendo 7, de preferencia
hasta e incluyendo 4, y conveniente 1 & 2 aAtomos de carbono.
Estos pueden ser de cadena recta o ramificada.

Alquilo inferior opcionalmente sustituido se refiere

Y
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a alquilo inferior, o alquilo inferior sustituido, por ejemplo,
por halégeno, hidroxilo, alcoxilo inferior, amino, (mono- & di-
alquilo inferior) -amino, acilamino, l-alquilo inferior-
piperazino, morfolino, piperidino, pirrolidino, y similares.

Alquileno inferior se refiere a una cadena de carbono
recta o ramificada que tiene de preferencia de 1 a 4 atomos de
carbono, que puede estar sustituida, por ejemplo por alcoxilo
inferior, por ejemplo -CHp-, -CH(CH;)-, -CHCH:-, Yy similares.

Un grupo alquilo inferior de preferencia contiene de
1 a 4 Aatomos de carbono, que puede ser de cadena O ramificada,
y representa, por ejemplo, etilo, propilo, butilo, e}
convenientemente metilo.

Un grupo alcoxilo inferior de preferencia contiene de
1 a 4 &tomos de carbono, que puede ser de cadena recta O
ramificada, y representa, por ejemplo, metoxilo, propoxilo,
isopropoxilo, o convenientemente etoxilo.

Cicloalquilo representa un radical de hidrocarburo
ciclico saturado que de preferencia contiene de 5 a 7 atomos de
carbono del anillo, de preferencia ciclopentilo o ciclohexilo.

Oxacicloalquilo representa de preferencia
oxacicloalquilo de 5 a 7 miembros, por ejemplo
tetrahidropiranilo, tal como 4-tetrahidropiranilo.

Tiacicloalquilo representa de preferencia
tiacicloalquilo de 5 a 7 miembros, por ejemplo

tetrahidrotiopiranilo, tal como 4-tetrahidrotiopiranilo.

Y
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Azacicloalquilo representa de preferencia
azacicloalquilo de 5 a 7 miembros, por ejemplo pirrolidinilo o
piperidinilo, en donde el &tomo de nitrdgeno puede estar
sustituido por alquilo inferior o por arilalquilo inferior.

El término “cicloalquilalquilo inferior” representa

de preferencia (ciclopentil & ciclohexil)-metilo, 1- & 2-

(ciclopentil & ciclohexil)etilo, 1-, 2-, & 3-{(ciclopentil &
ciclohexil)propilo, &6 1-, 2-, 3-, & 4-(ciclopentil 6
ciclohexil) -butilo. De una manera similar, (oxaciclil,

tiacicloalquil, o azacicloalquil)-alquilo inferior. -

Un grupo alcoxicarbonilo inferior de preferencia
contiene de 1 a 4 aAtomos de carbono en la porcidén de alcoxilo,
y representa, por ejemplo, metoxicarbonilo, propoxicarbonilo,
isopropoxicarbonilo, o convenientemente etoxicarbonilo.

Cicloalquilideno es de 3 a 10 miembros, de
preferencia de 5 6 6 miembros, y representa un grupo de enlace
de cicloalcano en donde los dos grupos unidos estan unidos al
mismo atomo de carbono del anillo de cicloalcano.

Oxacicloalquilideno de 5 & 6 miembros representa un
grupo de enlace de tetrahidrofurano o tetrahidropirano, es
decir, tetrahidrofuranilideno o tetrahidropiranilideno, en
donde los dos grupos unidos estdn unidos al mismo Aatomo de
carbono de los anillos respectivos, por ejemplo en la posicidn
3 & 4 de los mismos.

Tiacicloalquilideno de 5 6 6 miembros representa un

/6
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grupo de enlace de tetrahidrotiofeno o tetrahidrotiopirano, en
donde los dos grupos unidos estén unidos al mismo atomo de
carbono de los anillos respectivos, en la posicién 3 6 4 de los
mismos.

Azacicloalguilideno de 5 6 6 miembros representa un
grupo de enlace de pirrolidina o piperidina, en donde los dos
grupos unidos estan unidos al mismo &atomo de carbono de 1los
anillos respectivos, por ejemplo en la posicidén 3 6 4 de los
mismos, y el &tomo de nitrdégeno puede estar sustituido por
alquilo inferior, por ejemplo metilo, o por arilalquilo
inferior, por ejemplo bencilo.

Cicloalquilideno  benzo-fusionado representa, por
ejemplo, 1,1- 6 2,2-tetralinilideno, 6 1,1- 6 2,2-indanilideno.

Haldégeno (halo) de preferencia representa flior o
cloro, pero también puede ser bromo o yodo.

Acilo se deriva a partir de un &cido carboxilico, y
representa de preferencia alcanoilo inferior opcionalmente
sustituido, arilo carbociclico-alcanoilo inferior, aroilo,
alcoxicarbonilo inferior, o arilalcoxicarbonilo inferior, de
una manera conveniente alcanoilo inferior opcionalmente
sustituido, o aroilo.

Alcanoilo inferior es de preferencia acetilo,
propionilo, butirilo, o pivaloilo.

Alcanoilo inferior opcionalmente sustituido, por

ejemplo, representa alcanoilo inferior, o alcanoilo inferior

/)3
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sustituido, por ejemplo, por alcoxicarbonilo inferior,
alcanoiloxilo inferior, tioalcanoilo inferior, alcoxilo
inferior, tioalquilo inferior, hidroxilo, dialquilamino
inferior, alcanoilamino inferior, morfolino, piperidino,
pirrolidino, l-alquilo inferior-piperazino, arilo, o
heterocarilo.

Aroilo es aroilo carbociclico o heterociclico, de
preferencia aroilo carbociclico monociclico & heterociclico
monociclico.

Aroilo carbociclico monociclico es de preferencia
benzoilo, o benzoilo sustituido por alquilo inferior, alcoxilo
inferior, halégeno, o trifluorometilo.

Aroilo heterociclico monociclico es de preferencia
piridilcarbonilo o tienilcarbonilo.

Aciloxilo es de preferencia alcanoiloxilo inferior
alcoxicarboniloxilo inferior,

opcionalmente sustituido,

aroiloxilo carbociclico monociclico, o aroiloxilo heterociclico

monociclico.
Arilalcoxicarbonilo inferior es de preferencia
alcoxicarbonilo inferior carbociclico monociclico,

convenientemente benciloxicarbonilo.

Biarilo representa arilo monocarbociclico sustituido
por arilo carbociclico monociclico o heterociclico monociclico,
convenientemente 4-

y de preferencia representa bifenililo,

bifenililo opcionalmente sustituido sobre uno o ambos anillos

21
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de benceno por alguilo inferior, alcoxilo inferior, haldégeno, ©
trifluorometilo.

Biarilalquilo inferior es de preferencia 4-
bifenililalquilo inferior, convenientemente 4-bifenilil-metilo.

Los compuestos novedosos de la invencién son
inhibidores de ACE, que inhiben la conversién de la
angiotensina I hasta la sustancia presora angiotensina II, Yy
por lo tanto, reducen la presidn sanguinea en los mamiferos.
Ademéds, los compuestos de la invencién demuestran la inhibicidn
de NEP, 0% por consiguiente, potencian los efectos
cardiovasculares (por ejemplo, diuréticos vy natriuréticos) de
Jos factores natriuréticos auriculares (ANF). El1 efecto
combinado es benéfico para el tratamiento de desdrdenes
cardiovasculares en mamiferos, en particular hipertensidn,
condiciones cardiacas tales como insuficiencia cardiaca
congestiva, e insuficiencia renal. Un efecto benéfico adicional
de los compuestos de la invencidén en el tratamiento de estos
desérdenes cardiovasculares, es la inhibicidén de ECE.

Las propiedades anteriormente mencionadas se pueden
demostrar en pruebas in vitro e in vivo, utilizando
convenientemente mamiferos, por ejemplo ratones, ratas, perros,
monos, u O6rganos aislados, tejidos, Yy preparaciones de los
mismos. Estos compuestos se pueden aplicar in vitro en la forma
de soluciones, por ejemplo de preferencia soluciones acuosas, €

in vivo, ya sea enteralmente, parenteralmente, de una manera
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conveniente oralmente (PO), © intravenosamente (i.v.), por
ejemplo como una suspensién o en una solucidn acuosa. La
dosificacién in vitro puede ser de concentraciones de entre
aproximadamente 10°° molar y 10° molar. La dosificacidn in vivo
puede ser, dependiendo de la via de administracidén, de entre
aproximadamente 0.01 Y 50 miligramos/kilogramo,
convenientemente entre aproximadamente 0.1 Y 25
miligramos/kilogramo.

La prueba in vitro es mis apropiada para los &cidos
carboxilicos libres de la invencién. E1 compuesto de prueba se
disuelve en sulféxido de dimetilo, etanol, o una solucidén de
bicarbonato de sodio 0.25 M, y la solucién se diluye con el
regulador hasta el concentracidn deseada.

La inhibicién in vitro de ACE mediante los compuestos
de esta invencién se puede demostrar mediante un método andlogo
al que se da en Biochem. Pharmacol. Volumen 20, pégina 1637
(1971). El1 regulador para el ensayo de ACE es NaCl 300 mM,
KH,PO, 100 mM (pH de 8.3). La reaccién se inicia mediante la
adicién de 100 microlitros de hipuril-histidil-leucina (2
miligramos/mililitro) a tubos que contengan la enzima y el
farmaco en un volumen de 150 microlitros, Yy los tubos se
incuban durante 30 minutos a 37°C. La reaccidn se termina
mediante la adicién de 0.75 mililitros de NaOH 0.6N. Se agregan
100 microlitros de solucién de O-ftaldheido recién preparada (2

miligramos/mililitro en metanol) a los tubos, se mezcla el
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contenido, y se deja reposar a temperatura ambiente. Después de
10 minutos, se agregan 100 microlitros de HCl 6N. Los tubos se
centrifugan, y se lee la densidad Sptica del sobrenadante a 360
nanémetros. Los resultados se grafican contra la concentracidn
del farmaco para determinar la ICse, es decir, la concentracién
de farmaco que dé la mitad de la actividad de la muestra de
control que no contenga farmaco.

Normalmente, lés compuestos de la invencién
demuestran una ICs, en el rango de aproximadamente 0.1 a 50 nM
para la inhibicién de ACE.

Ilustrando 1la invencién, el compuesto del Ejemplo
6(a) demuestra una ICs, de aproximadamente 20 nM en el ensayo
de ACE in vitro.

La inhibicién de ACE se puede demostrar 1in vivo
después de su administracién oral o intravenosa, midiendo 1la
inhibicién de la respuesta presora inducida por angiotensina I
en ratas normotensivas.

La prueba in vivo para los compuestos administrados
intravenosamente se realiza con ratas normotensivas machos, que
estén conscientes. Se canula una arteria femoral o una vena
femoral, respectivamente, para la medicién directa de la
presién sanguinea después de la administracién intravenosa de
angiotensina I, y de la administracidn intravenosa u oral de un
compuesto de esta invencidén. Después de que se estabiliza la

presién sanguinea basal, se obtienen las respuestas presoras a
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3 & 4 agresiones de 300 nanogramos/kilogramo de angiotensina I
intravenosamente, a intervalos de 15 minutos. Estas respuestas
de presidén normalmente se obtienen de nuevo a los 15, 30, 60, ¥
90 minutos, y luego cada hora hasta 6 horas después de la
administracién intravenosa u oral del compuesto que se vaya a
probar, y se comparan con las respuestas iniciales. Cualquier
reduccidén observada de la respuesta presora €s una indicacién
de la inhibicién de ACE.

Ilustrando 1la invencién, el compuesto del Ejemplo
6(a) inhibe la respuesta presora inducida por angiotensina I
durante 3 horas en una dosis de 10 miligramos/kilogramo
intravenosamente. De una manera similar, el compuesto del
Ejemplo 1 (a) inhibe la respuesta presora inducida por
angiotensina I durante 6 horas en una dosis de 11.8
miligramos/kilogramo oralmente.

La inhibicién in vitro de NEP (EC 3.4.24.11) se puede
determinar como sigue:

ge determina la actividad de NEP 3.4.24.11 mediante
la hidrdlisis del sustrato de glutaril-Ala-Ala-Phe-2-
naftilamida (GAAP), utilizando un procedimiento modificado de
Orlowski y Wilk (1981). La mezcla de incubacién (volumen total
de 125 microlitros) contiene 4.2 microlitros de proteina
(membranas de corteza de rifidbn de rata preparadas mediante el
método de Maeda y colaboradores, 1983), regulador Tris 50 mM,

pH de 7.4, a 25°C, sustrato 500 uM (concentracidén final), Yy
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leucina-aminopeptidasa M (2.5 microgramos). La mezcla se incuba
durante 10 minutos a 25°C, y se agregan 100 microlitros de
granate répido (250 microgramos de granate rapido/mililitro de
Tween 20 al 10 por ciento en acetato de sodio 1M, pH de 4.2).
La actividad enzimatica se mide espectrofotométricamente a 540
nandémetros. Una unidad de actividad de NEP 24.11 se define como
un nanomol de 2-naftilamina liberado por minuto a 25°C a un pH
de 7.4. Se determinan los valores ICso, es decir, la
concentracién del compuesto de prueba requerida para una
inhibicién del 50 por ciento de la liberacién de 2-naftilamina.

También se puede determinar la actividad de NEP
utilizando ANF como un sustrato. La actividad degradante de ANF
se determina midiendo la desaparicién de ANF de rata (r-ANF)
utilizando una separacién de HPLC de fase inversa de 3 minutos.
Se incuba previamente una alicuota de la enzima en regulador
Tris-HC1 50 mM, pH de 7.4, a 37°C durante 2 minutos, y se
inicia la reaccidén mediante la adicidén de 4 nanomoles de r-ANF
en un volumen total de 50 microlitros. La reaccién se termina
después de 4 minutos con la adicién de 30 microlitros de &acido
trifluoroacético al 0.27 por ciento (TFA). Una unidad de
actividad se define como la hidrélisis de un nanomol de r-ANF
por minuto a 37°C a un pH de 7.4. Se determinan los valores
ICs,, es decir, 1la concentracién del compuesto de prueba
requerida para una inhibicién del S50 por ciento de 1la

hidrélisis de ANF.
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Normalmente, los compuestos de la invencién
demuestran una ICs, en el rango de aproximadamente 0.1 a 50 nM
para la inhibicidn de NEP.

Ilustrando la invencién, el compuesto del Ejemplo
6(a) demuestra una ICs, de aproximadamente 5 nM en el ensayo de
GAAP in vitro.

El efecto de los compuestos de la invencidén sobre la

concentracién de ANF en plasma de rata se puede determinar como

sigue:

Se anestesian ratas Sprague-Dawley machos (de 275 a
390 gramos) con cetamina (150
miligramos/kilogramo) /acepromacina (10 por «ciento), y se

instrumentan con catéteres en la arteria y vena femoral para
obtener muestras de sangre e infundir ANF, respectivamente. Las
ratas se sujetan con un sistema oscilatorio y se dejan
recuperarse durante 24 horas antes de estudiarse en el estado
consciente sin tensiones.

En el ensayo, se determinan los niveles de ANF en
plasma en la presencia y en ausencia de inhibicién de NEP. En
el dia del estudio, todas las ratas se infunden continuamente
con ANF a 450 nanogramos/kilogramo/minuto intravenosamente
durante las 5 horas del experimento. 60 wminutos después de
iniciar la infusién, se obtienen muestras de sangre para las
mediciones de ANF de la linea base (tiempo cero), y luego las

ratas se dividen aleatoriamente en grupos tratados con el
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compuesto de prueba o con vehiculo. Se toman muestras de sangre
adicionales 30, 60, 120, 180, y 240 minutos después de la
administracién del compuesto de prueba.

Se determinan las concentraciones en plasma de ANF
mediante un radioinmunoensayo especifico. El plasma se diluye
(x12.5, x25, y X50) en un regulador conteniendo: Tris 50 mM (pH
de 6.8), NaCl 154 mM, albGmina de suero bovino al 0.3 por
ciento, EDTA al 0.01 por ciento. Se agregan 100 microlitros de
estandares [rANF (99-126)] o de muestras a 100 microlitros de
suero anti-rANF de conejo, y se incuban a 4°C durante 16 horas.
Luego se agregan 10,000 cpm de [}2°T]rANF a la mezcla de
reaccién, la cual se incuba a 4°C durante 16 horas. Entonces se
agregan 10,000 cpm de [**I]rANF a la mezcla de reaccién, la
cual se incuba a 4°C durante 24 horas adicionales. Se agrega
suero de IgG de cabra anti-conejo acoplado con particulas
paramagnéticas a la mezcla de reaccién, y se granula el
[}25T] rANF enlazado exponiendo la mezcla a una rejilla magnética
de atraccién. Se decanta el sobrenadante y se cuentan los
grédnulos en un contador gamma. Todas las determinaciones se
realizan por triplicado. Los niveles de ANF en plasma se
expresan como un porcentaje de aquéllos medidos en los animales
tratados con vehiculo que recibieron solamente ANF (450
nanogramos/kilogramo/minuto intravenosamente) .

Tlustrando la invencidén, el compuesto del Ejemplo

1(a) incrementa los niveles de ANF en plasma por
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aproximadamente el 70 por ciento en una dosis de 11.8
miligramos/kilogramo oralmente.

La actividad anti-hipertensiva se puede determinar,
por ejemplo, en la rata espontédneamente hipertensa (SHR) y en
la rata hipertensa por sal DOCA, pox ejemplo de acuerdo con
Bazil y colaboradores, J. Cardiovasc. Pharmacol. Volumen 22,
padginas 897-905 (1993), y Trapani y colaboradores, J.
cardiovasc. Pharmacol. Volumen 14, péginas 419-424 (1989),
respectivamente.

Ilustrando la invencién, el compuesto del Ejemplo
1(a) reduce la presidén arterial media en SHR conscientes con
una administracién una vez al dia de 11.8 miligramos/kilogramo
oralmente.

El efecto anti-hipertensivo se puede determinar en
ratas hipertensas con sal de acetato de desoxi-corticosterona
(DOCA) como sigue:

Se preparan ratas hipertensas por sal DOCA (de 280 a
380 gramos) mediante el método convencional. Las ratas se
someten a una nefrectomia unilateral, y una semana después, se
les implantan granulos silasticos conteniendo 100
miligramos/kilogramo de DOCA. Las ratas se mantienen con agua
para beber con el 1 por ciento de NaCl/el 0.2 por ciento de KCl
durante 3 a 5 semanas, hasta que se establece la hipertensién
costenida. En este momento se evalda la actividad anti-

hipertensiva.
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Dos dias antes del experimento, las ratas se
anestesian con metoxifluorano, y se instrumentan con catéteres
en la arteria femoral para medir la presidén sanguinea arterial.
48 horas después, se registran la presidn arterial de la linea
base y el ritmo cardiaco durante un periodo de 1 hora. Entonces
se administra el compuesto de prueba o el vehiculo, Yy se
monitorean los mismos parametros cardiovasculares durante 5
horas adicionales.

La actividad diurética (salurética) se puede
determinar en rastreos diuréticos estandares, por ejemplo como
se describe en “New Anti-hypertensive Drugs”, Spectrum
Publications, paginas 307-321 (1976) , o midiendo la
potenciacién de la natriuresis inducida por ANF y la diuresis
en la rata.

La potenciacién del efecto natriurético de ANF se
puede determinar como sigue:

Las ratas Sprague-Dawley machos (de 280 a 360 gramos)
se anestesian con Inactina (100 miligramos/kilogramo
intraperitonealmente), y se instrumentan con catéteres en la
arteria femoral, en la vena femoral, y en la vejiga urinaria,
para medir la presidén arterial, administrar ANF, y recolectar
orina, respectivamente. Se mantiene una infusién continua de
suero normal (33 microlitros/minuto) a través de todo el
experimento para promover la diuresis y la excrecidén de sodio.

El protocolo experimental consiste en un periodo de recoleccidn

25
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inicial de 15 minutos (designado como un pre-control), seguido
por tres periodos de recoleccién adicionales. Inmediatamente
después de terminar el periodo de pre-control, se administra el
compuesto de prueba o el vehiculo; no se hace nada durante los
siguientes 45 minutos. Luego, se obtienen la presidén sanguinea
y las mediciones renales durante un segundo periodo de
recoleccidén (control designado, 15 minutos). A la conclusién de
este periodo, se administra ANF (1 microgramo/kilogramo, bolo
intravenoso) a todos los animales, y se determinan la presidn
arterial y los paradmetros renales durante dos periodos de
recoleccién consecutivos de 15 minutos. Se determinan 1la
presién arterial media, el flujo de orina, y la excrecién de
sodio urinario para todos los periodos de recoleccidén. La
presién sanguinea se mide con un transductor de presidén Gould
pso, el flujo de orina se determina gravimétricamente, la
concentracién de sodio se mide mediante fotometria de flama, y
la excrecién de sodio urinario se calcula como el producto del
flujo de orina y la concentracidn de sodio en orina.

La inhibicién in vitro de ECE se puede determinar
como sigue:

Se purifica parcialmente ECE a partir de células
endoteliales adrticas primarias porcinas mediante cromatografia
en columna de intercambio de aniones DES52, y se cuantifica su
actividad mediante radioinmunoensayo (RIA) como se describe en

Anal. Biochem. Volumen 212, pagina 434-436 (1993). De wuna
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manera alternativa, la enzima nativa puede ser sustituida por
una forma recombinante de ECE, como se describe, por ejemplo,
en Cell, voluﬁen 78, paginas 473-485 (1994). La ECE-1 humana ha
sido descrita por varios grupos (Schmidt y colaboradores, FEBS
Letters, volumen 356, péaginas 238-243 (1994) ; Kaw vy
colaboradores, 4™ Int. Conf. on Endothelin; 23-25 de abril,
Londres (UK) (1995) C6; Valdenaire y colaboradores, J. Biol.
Chem,. Volumen 270, paginas 29794-29798 (1995); Shimada Yy
colaboradores, Biochem. Biophys. Res. Commun., volumen 207,
pédginas 807-812 (1995)). La inhibicién de ECE se puede
determinar como se describe en Biochem. Mol. Biol. Int.,
Volumen 31, Namero 5, paginas 861-867 (1993), mediante RIA,
para medir la ET-1 formada a partir de ET-1 grande.

De una manera alternativa, se puede utilizar la ECE-1
humana recombinante (rhECE-1) como sigue:

Se cultivan células de ovario de hamster chino que
expresen rhECE-1 (Kaw y colaboradores, 4*" Int. Conf. on
Endothelin; 23-25 de abril, Londres (UK), (1995) Cé6), en un
medio DMEM/F12 conteniendo suero bovino fetal al 10 por ciento
y antibidético-antimicético  1x. Las células se cosechan
raspando, se granulan mediante centrifugacién, Y se
homogeneizan a 4°C en un regulador que contiene MgCl, 5 mM,
pepstatina A 1 puM, leupeptina 100 uM, PMSF 1 mM, y Tris 20 mM,
pH de 7.0, con una proporcién de 2 mililitros de

regulador/mililitro de células. El desecho celular se remueve
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mediante una breve centrifugacién, y el sobrenadante se
centrifuga de nuevo a 100,000 x g durante 30 minutos. El
granulo resultante se vuelve a suspender en un regulador que
contenga NaCl 200 mM, y TES 50 mM, pH de 7.0, en una
concentracién de proteina de aproximadamente 15
miligramos/mililitro, y se almacena en alicuotas a -80°C.

Para evaluar el efecto de un inhibidor sobre 1la
actividad de ECE-1, se incuban previamente 10 microgramos de
proteina con el compuesto en una concentracidén deseada durante
20 minutos a temperatura ambiente en TES 50 mM, pH de 7.0, ¥y
Triton X-100 al 0.005 por ciento, en un volumen de 10
microlitros. Luego se agrega ET-1 grande humana (5 microlitros)
hasta una concentracién final de 0.2 pM, y la mezcla de
reaccién se incuba adicionalmente durante 2 horas a 37°C. La
reaccién se detiene mediante la adicién de 500 microlitros de
regulador RIA conteniendo Triton X-100 al 0.1 por ciento,
albOmina de suero bovino al 0.2 por ciento, y NaN; al 0.02 por
ciento en suero regulado ccn fosfato.

Las muestras diluidas (200 microlitros) obtenidas del
ensayo enzimiatico anterior se incuban a 4°C durante la noche
con 25 microlitros de cada uno de [***I]ET-1 (10,000 cpm/tubo) y
anticuerpos de conejo diluidos a 1:20,000 veces que reconozcan
especificamente el triptéfano terminal de carboxilo de ET-1.
Entonces se agregan a cada tubo anticuerpos de cabra anti-

conejo acoplados con perlas magnéticas (70 microgramos), y 1la
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mezcla de reaccién se incuba adicionalmente durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Las perlas se granulan utilizando una
rejilla magnética. El sobrenadante se decanta, y se cuenta la
radiocactividad del granulo en un contador gamma. El enlace
total y no especifico se mide en ausencia de ET-1 no
radiocactiva y de anticuerpos anti-ET, respectivamente. Bajo
estas condiciones, la ET-1 y la ET-1 grande desplazan el enlace
de [*?°I]ET-1 con los anticuerpos con valores ICso de 21 + 2 Y
260,000 + 66,000 fmol (promedio + SEM, n = 3-5),
respectivamente.

Con el objeto de determinar el valor ICs de un
inhibidor, se determina una curva de concentracién-respuesta de
cada inhibidor. Se utiliza una versién compatible con IBM del
programa ALLFIT para ajustar los datos a un modelo de un sitio.

La inhibicién de ECE también se puede determinar in
vivo, midiendo la inhibicidén de la respuesta presora inducida
por ET-1 grande en la rata anestesiada o consciente, como se
describe mas adelante. Se mide el efecto de los inhibidores
sobre la respuesta presora resultante de la agresién con ET-1
grande en ratas Sprague-Dawley, como se describe en Biochem.
Mol. Biol. Int., Volumen 31, nGmero 5, paginas 861-867 (1993).
Los resultados se expresan como el porcentaje de inhibicidén de
la respuesta presora inducida por ET-1 grande, comparandose con
el vehiculo.

Las ratas Sprague-Dawley machos se anestesian con

3
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Inactina (100 miligramos/kilogramo intraperitonealmente), y se
instrumentan con catéteres en la arteria femoral y en la vena
para registrar la presidn arterial media (MAP) y administrar
los compuestos, respectivamente. Se realiza una traqueotomia y
se inserta una canula en la traquea para asegurar la patencia
de 1las vias respiratorias. La temperatura. corporal de 1los
animales se mantiene a 37 + 1°C por medio de un manto de
calentamiento. En seguida de 1la cirugia, se permite que se
estabilice la presién arterial media antes de interrumpir la
neurotransmisién autdénoma con clorisondramina (3
miligramos/kilogramo intravenosamente). Luego las ratas se
tratan con el compuesto de prueba a 10 miligramos/kilogramo
intravenosamente, o con el vehiculo, y se agreden con ET-1
grande (1 nanomol/kilogramo intravenosamente) 15 y 90 minutos
después. En general, los datos se reportan como el maximo
incremento en la presidén arterial media producida por ET-1
grande en los animales tratados con el compuesto de prueba o
con el vehiculo.

Las ratas Sprague-Dawley machos se anestesian con
metohexital-sodio (75 miligramos/kilogramo
intraperitonealmente), y se instrumentan con catéteres en la
arteria femoral y en la vena para medir la presién arterial
media y administrar 1los farmacos, respectivamente. Los
catéteres se roscan a través de un sistema oscilatorio que hace

posible que las ratas se mueven libremente después de volver a
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obtener la conciencia. Las ratas se dejan recuperarse de este
procedimiento durante 24 horas antes de iniciar el estudio. Al
dia siguiente, se registra la presién arterial media por medio
del catéter de la arteria femoral, y se administra un compuesto
de prueba o el vehiculo por medio de la vena femoral. Los
animales se agreden con ET-1 grande a 1 nanomol/kilogramo
intravenosamente en diferentes tiempos después de la
dosificacién. Después de un periodo de lavado adecuado,
dependiendo de la dosis y gdel régimen, los animales se pueden
volver a probar con otra dosis del compuesto de prueba o del
vehiculo. En general, los datos se reportan como el cambio en
la presién arterial media producido por la ET-1 grande a
intervalos de 2 minutos en los animales tratados con el
compuesto de prueba, comparandose con aquéllos tratados con
vehiculo.

La inhibicién de ECE también se puede determinar in
vivo midiendo la inhibicién de la respuesta presora inducida
por ET-1 grande en SHR conscientes, por ejemplo como se
describe en Biochem. Biophys. Res. Commun., Volumen 204,
paginas 407-412 (1994).

A las ratas esponténeamente hipertensas machos (de 16
a 18 semanas de edad) se les administra ya sea el compuesto de
prueba o el vehiculo (NaHCO; 1M) por medio de una minibomba
osmbética implantada subcutaneamente. En el dia S, se colocan

los catéteres arterial y venoso femorales en las ratas
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anestesiadas para la medicién de la presién arterial media y
para la administracién del compuesto de prueba,
respectivamente. Después de un periodo de recuperacidén de 48
horas, se registra la presidn arterial media (dia 7) a través
del catéter arterial conectado a un transductor de presidén. Se
dejan estabilizar la presién sanguinea y el ritmo cardiaco

durante 30 minutos antes de realizar el bloqueo ganglionar

utilizando clorisondamina (10 miligramos/kilogramo
intravenosamente). Aproximadamente 15 minutos después, se
administra una dosis de bolo de ET-1 grande (0.25

nanomoles/kilogramo intravenosamente) tanto a las ratas con
vehiculo como tratadas con el compuesto de prueba. Luego se
compara el cambio en la presidn sanguinea en respuesta a la ET-
1 grande entre los dos grupos de ratas.

La inhibicién del vasoespasmo cerebral se demuestra
midiendo la inhibicién de la construccidn experimentalmente
inducida de las arterias cerebrales basilares en el conejo
(Caner y colaboradores, J. Neurosurg., Volumen 85, paginas 917-
922 (1996)).

El grado o la falta de potencial inmunoestimulante
indeseable de 1los compuestos de la invencién se puede
determinar con el ensayo de nodo linfético popliteal de murino
descrito en Toxicology Letters, Vollmenes 112/113, péginas 453-
459 (2000) .

Los compuestos de la invencidn, por ejemplo, se
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pueden preparar,

a) mediante la condensacién de un compuesto de la

fédrmula I1:

Ts Iol alkX-R,

NH;~C ——C— T—CH-COOR,

R, R

()

en donde los simbolos alk, X, R, Ry, Re, y Ry tienen
el significado definido anteriormente, y COOR;: representa

carboxilo esterificado, con un &cido carboxilico de la férmula

III:

R;'s—C——COOH (m)
/
R, Ry

o un derivado funcional reactivo del mismo, en donde
Ry, y Rs tienen el significado definido anteriormente; Ry’
representa hidrégeno o un grupo protector de S labil, por
ejemplo acilo, butilo terciario, o bencilo opcionalmente
sustituido; o

b) mediante la condensacién de un compuesto de la

férmula 1IV:

o]
T
R3'S—7C\——C—NH——C——COOH (V)

R, R R,

3
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o un derivado funcional reactivo del mismo, en donde

los simbolos Ri’, Rs~Rs y R¢-R; tienen el significado definido

anteriormente, con un éster de aminoacido de la férmula V:

alk-X-R,
5
RNH—CH-COOR, (V)
en donde alk, X, R, y Ry tienen el significado
Ll definido anteriormente, Y COOR, representa carboxilo
esterificado: o
10 c) mediante la condensacién, bajo condiciones
basicas, de un compuesto de la férmula VI:
IRl
Y—(I: C—N f c——hll—-cn—COOR2 (V)
15 .
R Ry R
. en donde los simbolos R, R;, COOR;, R4-Rs, alk, y X
{3
- tienen el significado definido anteriormente, e Y representa un

grupo hidroxilo esterificado reactivo (por ejemplo, cloro o

20 bromo) como un grupo saliente, con un compuesto de la férmula:

R3’ SH (VII)

’

o una sal del mismo, en donde R3’ representa un grupo

25 protector de S 1labil, por ejemplo acilo, butilo terciario, o
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bencilo opcionalmente sustituido; vy convertir un producto
resultante a un compuesto de la férmula I en donde R; es
hidrdégeno;

Y en el proceso anterior, si se protegen
temporalmente cualesquiera grupos reactivos que interfieran,
remover estos grupos protectores, y luego aislar el compuesto
resultante de la invencién; y si se desea, convertir cualquier
compuesto resultante de la invencidén en otro compuesto de la
invencién; y/o, si se desea, convertir una funcién de &acido
carboxilico libre en un derivado de éster farmacéuticamente
aceptable, o convertir un éster resultante en el acido libre o
en otro derivado de éster; y/o, si se desea, convertir un
compuesto libre resultante en una sal, o una sal resultante en
el compuesto libre o en otra sal, y/o, si se desea, separar una
mezcla de isémeros o racematos, y/o, si se desea, resolver un
racemato obtenido en los antipodas épticos.

En los compuestos de partida y en los intermediarios
que se conviertan a los compuestos de la invencidén de la manera
descrita en la presente, los grupos funcionales presentes,
tales como los grupos tiol, carboxilo, amino, e hidroxilo,
opcionalmente se protegen mediante grupos protectores
convencionales que son comunes en la quimica organica de
preparacién. Los grupos tiol, carboxilo, amino, e hidroxilo
protegidos son aquéllos que se pueden convertir bajo

condiciones ligeras en los grupos tiol, carboxilo, amino, e

7/@,‘5’%
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hidroxilo 1libres, sin que tengan lugar otras reacciones
secundarias indeseadas.

El propésito de introducir grupos protectores es
proteger a los grupos funcionales de las reacciones indeseadas
con los componentes de la reaccidn vy bajo las condiciones
utilizadas para realizar una transformacidn quimica deseada. La
neceéidad y eleccidén de grupos protectores para una reaccién
particular es conocida por los expertos en la técnica, Yy
depende de la naturaleza del grupo funcional que se vaya a
proteger (grupo tiol, carboxilo, amino, etcétera), de la
estructura y estabilidad de la molécula de la que sea parte el
sustituyente, y de las condiciones de la reaccidn.

Los grupos protectores bien conocidos que satisfacen
estas condiciones, y su introduccién y remocidn, se describen,
por ejemplo, en J.F.W. McOmie, “Protective Groups in Organic
Chemistry”, Plenum Press, Londres, N.Y. (1973); T.W. Greene and
P.G.M. Wuts, “Protective Groups in Organic Synthesis”, Wiley,
N.Y. 3% edicién (1999), y también en “The Peptides”, Volumen I,
Schroeder and Luebke, Academic Press, Londres, N.Y. (1965).

La preparacién de los compuestos de la invencién de
acuerdo con el proceso (a), que involucra la condensacidén de
una amina de la férmula II con el &cido de la f6rmula III o u
un derivado funcional reactivo del mismo, se realiza mediante
la metodologia bien conocida para la sintesis de péptidos.

La condensacién de acuerdo con el proceso (a) de un

BE
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aminoéster de la férmula II con un &cido carboxilico libre de
la férmula III se realiza convenientemente en la presencia de
un agente de condensacién, tal como diciclohexilcarbodi-imida o
N- (3-dimetilaminopropil) -N'-etilcarbodi-imida e

hidroxibenzotriazol, 1-hidroxi-7-azabenzotriazol,

clorodimetoxitriazina, hexafluorofosfato de Dbenzotriazol-1-
iloxitris (dimetilamino) fosfonio (Reactivo BOP) , o
hexafluorofosfato de O-(7—azabenzotriazol—l—il)—N,N,N',N’-

tetrametiluronio (HATU), y trietilamina 4 N-metilmorfolina, en
un solvente polar inerte, tal como dimetilformamida o cloruro
de metileno, de preferencia a temperatura ambiente.

La condensacién de un aminoéster de la fdrmula II con
un derivado funcional reactivo de un &cido de la férmula III en
1a forma de un haluro de &acido, convenientemente un cloruro de
4cido, o un anhidrido mixto, se realiza en un solvente inerte,
tal como tolueno o cloruro de metileno, convenientemente en la
presencia de una base, por ejemplo una base inorgénica, tal
como carbonato de potasio, o una base organica tal como
trietilamina, N-metilmorfolina, o piridina, de preferencia a
temperatura ambiente.

Los derivados funcionales reactivos de los &cidos
carboxilicos de la férmula III de preferencia son haluros de
dcido (por ejemplo, el cloruro de dcido) y anhidridos mixtos,
tales como el anhidrido de pivaloilo o de isobutiloxicarbonilo,

o ésteres activados tales como benzotriazol, 7-azabenzotriazol,
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o hexafluorofeniléster.

El material de partida de la férmula II se puede
preparar de acuerdo con los métodos descritos en la presente e
ilustrados en los ejemplos.

La preparacién de un material de partida de la

formula II involucra la acilacién de un éster de la férmula

VIII:
alk-X-R,
RNH—CH—-COOR, (vin)
en donde alk, X, R, y Ry tienen el significado
definido anteriormente, Y COOR; representa carboxilo

esterificado (por ejemplo, en donde R; es alquilo inferior o
bencilo) con un aminodcido apropiadamente N-protegido (o un

derivado funcional reactivo) de la férmula IX:

RaN"\ , /COOH (1X)
c
W r

en donde Rg¢ y R; tienen el significado definido
anteriormente en la presente, y Rg es un grupo protector de
amino 1labil, por ejemplo t-butoxicarbonilo, para obtener el

compuesto N-protegido correspondiente de la férmula II:
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La condensacién de un compuesto de la fdérmula VIII
con un compuesto de la férmula IX se realiza mediante la
metodologia bien conocida en 1la sintesis de péptidos, por
ejemplo como se describe anteriormente para la condensacidén de
un compuesto de la férmula II con un compuesto de la férmula
III. El grupo N-protector se remueve de acuerdo con los métodos
bien conocidos en este campo, por ejemplo, el T-butoxicarbonilo
se remueve con acido anhidro tal como acido trifluoroacético o
HC1l.

Los aminoésteres y 4acidos de partida de los
compuestos de 1las férmulas VIII y IX, respectivamente, son
conocidos en la materia, o si son nuevos, se pueden preparar de
acuerdo con los métodos bien conocidos en este campo, por
ejemplo, o como se ilustra en la presente. Los ésteres de
aminodcidos de la férmula VIII de preferencia son los
enantidémeros S.

Los materiales de partida de la férmula III son
conocidos, o si son nuevos, se pueden preparar de acuerdo con
los métodos convencionales. Los materiales de partida se
preparan, por ejemplo, a partir de los a-aminoacidos racémicos
u Opticamente activos correspondientes, mediante su conversién
al derivado a-bromo, seguida por su desplazamiento con
inversién de configuracién utilizando el derivado de tiol
apropiado de 1la férmula VII, bajo condiciones basicas, por

ejemplo, como se ilustra en la Solicitud de Patente Europea
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Namero 524,553 publicada el 27 de enero de 1993. La S-
desbencilacién de los productos finales resultantes se realiza
mediante disociacién reductiva, por ejemplo con niquel de Raney
en etanol. La S-desacilacién se realiza, por ejemplo, mediante
hidrélisis catalizada con base, con hidréxido de sodio acuoso
diluido. Los materiales de partida ciclicos de la fdérmula III
se pueden preparar mediante el tratamiento del A&cido
carboxilico ciclico (por ejemplo, &cido ciclopentancarboxilico)
con azufre en la presencia de una base fuerte, tal como
dietilamida de litio.

La preparacién de los compuestos de la invencién de
acuerdo con el proceso (b), que involucra la condensacién de un
dcido de la férmula IV con un éster de aminodcido de la férmula
v, se realiza de una forma similar al proceso (a) .
Similarmente, los materiales de partida de la férmula IV se
preparan mediante la condensacién de un acido de la férmula III
con un éster correspondiente a los aminqécidos gem-
disustituidos de la férmula IX (en donde Rg es ahora hidrdgeno)
bajo condiciones similares a las descritas anteriormente,
seguido por la remocidén del grupo protector de carboxilo.

La preparacién de los compuestos de la invencidén de

"acuerdo con el proceso (c), que involucra el desplazamiento de

un grupo saliente Y en un compuesto de la férmula VI con un
derivado de tiol R;’-SH como una sal del mismo, se realiza de

acuerdo con los métodos bien conocidos en la técnica.
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Un grupo hidroxilo esterificado reactivo,
representado por Y, es un Jgrupo hidroxilo esterificado por un
acido inorganico u organico fuerte. Los grupos Y
correspondientes son en particular halégeno, por ejemplo cloro,
bromo, o yodo, también los grupos sulfoniloxilo, tales como los
grupos alquilo inferior- 6 arilsulfoniloxilo, por ejemplo, los
grupos (metan-, etan-, pencen-, & toluen-)sulfoniloxilo, ¥y
también el grupo trifluorometilsulfoniloxilo.

El desplazamiento se realiza en un solvente inerte,
tal como dimetilformamida o cloruro de metileno en la presencia
de una base, tal como carbonato de potasio, trietilamina, di-
isopropiletilamina, N-metilmorfolina, Y similares, a
temperatura ambiente o elevada.

Utilizando una sal de R3'SH (por ejemplo, tiocacetato
de potasio), la reaccidén se realiza en ausencia de una base, en
un solvente inerte, tal como tetrahidrofurano o
dimetilformamida.

De una manera similar, los materiales de partida de
la foérmula VI se pueden preparar mediante la reaccién del
derivado de dipéptido de la férmula II con un acido de la

férmula:

COOH (X)

Y——-C<T-
R R

en donde Ry v Rs e Y tienen el significado definido

4a
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A

anteriormente, bajo las condiciones descritas para el proceso
(a) .

Los compuestos de 1la férmula X, en donde Y es
haldégeno, tales como 1los éacidos o-bromocarboxilicos, son
conocidos y se preparan, por ejemplo, como se describe en la
Solicitud Internacional Nimero WO 99/55726 publicada el 4 de
noviembre de 1999.

Los compuestos de la invencidén y 1los intermediarios,
por ejemplo aquéllos de las férmulas II, V, y VI, que tienen la
cadena lateral alk-X-R,, se preparan a partir de los compuestos
correspondientes que tienen la cadena lateral alk-X', en donde
X’ representa amino, hidroxilo, tiol, o un grupo saliente
adecuado, de acuerdo con la metodologia conocida en la materia
e ilustrada en la presente. Por ejemplo, los &dcidos y ésteres
de 1la férmula V se pueden obtener empezando con serina,
homoserina, treonina, cisteina, y similares, de preferencia en
una forma épticamente activa.

Ciertos compuestos de la invencidn e intermediarios
se pueden convertir unos con OLros de acuerdo con las
reacciones generales bien conocidas er este campo.

Los mercaptanos libres se pueden convertir a los derivados de
S-acilo, mediante su reaccién con un derivado reactivo de un
dcido carboxilico (correspondiente a R; siendo acilo en la
férmula I), tal como un anhidrido de &cido o el cloruro, de

preferencia en la presencia de una base, tal como trietilamina,
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en un solvente inerte tal como acetonitrilo o cloruro de
metileno.

Los alcoholes 1libres y los fenoles se pueden
convertir a los derivados de acilo correspondientes, poOr
ejemplo mediante su reaccién con un cloruro de acido
correspondiente en la presencia de wuna base, tal como
trietilamina.

Los mercaptanos libres, en donde Rs representa
hidrégeno, se pueden oxidar hasta los disulfuros
correspondientes, por ejemplo mediante oxidacién en aire, o con
el uso de agentes oxidantes ligeros, tales como yodo en una
solucién alcohdlica. Inversamente, los disulfuros se pueden
reducir hasta los mercaptanos correspondientes, por ejemplo con
agentes reductores, tales como borohidruro de sodio, zinc, Yy
dcido acético, o tributilfosfina.

Los ésteres de acido carboxilico se pueden preparar a
partir de un &cido carboxilico mediante su condensacién, por
ejemplo, con el haluro correspondiente a R,-OH, en la presencia
de una base, o con un exceso del alcohol en la presencia de un
catalizador de acido, de acuerdo con los métodos bien conocidos
en la materia.

Los ésteres de &cido carboxilico y los derivados de
S-acilo se pueden hidrolizar, por ejemplo, con 4lcali acuoso,
tal como con carbonatos o hidréxidos de metales alcalinos. L§s

grupos S-acilo y éster se pueden remover selectivamente, como

4§
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se ilustra en la presente.

De preferencia, y siempre que sea posible, 1los
isémeros preferidos de la invencidén de la férmula Ia se
preparan a partir de los enantidémeros puros.

En el caso de que se obtengan mezclas de
estereoisémeros (por ejemplo, diasteredmeros), éstas se pueden
separar mediante procedimientos conocidos, tales como
cristalizacién fraccionaria y cromatografia (por ejemplo,
cromatografia de éapa delgada, en columna, por evaporacién) .
Los acidos libres racémicos se pueden resolver en los antipodas

opticos mediante cristalizacidn fraccionaria de las sales de d-

6 1-(a-metilbencilamina, cinconidina, cinconina, quinina,
quinidina, deshidroabietilamina, brucina, o estricnina), Yy
similares. Los productos racémicos, si no son
diastereoisémeros, se pueden convertir primero a los

diastereoisémeros con reactivos dépticamente activos (tales como
alcoholes 6pticamente activos para formar ésteres), los cuales
se pueden luego separar como se describe anteriormente, Yy, PpOXY
ejemplo, se hidrolizan para obtener el enantiémero individual.
Los productos racémicos también se pueden resolver mediante
cromatografia quiral, por ejemplo cromatografia de liquidos a
alta presién utilizando un absorbente quiral; también mediante
resolucién enzimatica, por ejemplo de ésteres con alcalasa.

Las reacciones anteriormente mencionadas se realizan

de acuerdo con los métodos estandares, en la presencia o en

46
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ausencia de diluyentes, de preferencia tales como sean inertes
para los reactivos y sean solventes de los mismos, de
catalizadores, agentes de condensacién alcalinos o acidos u
otros agentes, respectivamente, y/o inertes para los reactivos
y que sean solventes de los mismos, de catalizadores, agentes
de condensacién alcalinos o &acidos u otros agentes,
respectivamente, y/o atmésferas inertes, a bajas temperaturas,
a temperatura ambiente, ©0 a temperaturas elevadas, de
preferencia cerca del punto de ebullicién de los solventes
utilizados, a presidén atmosférica o superatmosférica.

La invencién incluye ademds cualquier variante de
estos procesos, en donde se utiliza un producto intermediario
que se pueda obtener en cualquier etapa del proceso como un
material de partida y se realizan cualesquiera pasos restantes,
o se descontinGa el proceso en cualquier etapa del mismo, o en
donde los materiales de partida se formen bajo las condiciones
de reaccién, o en donde los componentes de reaccidén se utilicen
en la forma de sus sales o antipodas O&pticamente puros.
Principalmente, en las reacciones se deben utilizar 1los
materiales de partida que conduzcan a la formacidén de los
compuestos indicados anteriormente como preferidos.

La presente invencién se refiere adicionalmente al
uso en mamiferos de los compuestos de la invencién y sus sales
de adicidén de &acido no téxicas farmacéuticamente aceptables, ©

composiciones farmacéuticas de los mismos, como medicamentos,
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para inhibir tanto ACE como NEP, Yy, Ppor ejemplo, para la
prevencién o el tratamiento de desbérdenes cardiovasculares,
tales como hipertensidn, edema, retencién de sal, e
insuficiencia cardiaca congestiva, ya sea solos o en
combinacién con uno o mas agentes diferentes que sean utiles
para el tratamiento de tales desérdenes. Estos pueden ser
agentes anti-hipertensivos, agentes anti-ateroescleréticos,
agentes cardiacos, agentes diuréticos, agentes antidiabéticos,
agentes reductores del colesterol, vy similares. Cuando se
utilizan en combinacién con otros agentes terapéuticos, se
pueden administrar por separado O en una combinacién fija.

Los ejemplos de los agentes terapéuticos que se
pueden utilizar en combinacidn son antagonistas del receptor de
angiotensina II, tales como valsartan, losartan, candesartan,
eprosartan, irbesartan, y telmisartan; bloqueadores f, tales
como bisoprolol, propanolol, atenolol, sotalol, y metoprolol;
inhibidores de renina; bloqueadores del canal de calcio, tales
como amiodipina, verapamil, diltiazem, bepridil, felodipina,
isradipina, nicardipina, nifedipina, nimodipina, y nisoldipina;
inhibidores de sintasa de aldosterona/antagonistas de
aldosterona, tales como eplerenona, (+)-fadrozol (Publicacidn
Internacional Niimero WO 07/76574), espironolactona, Yy
canrenona; diuréticos, tales como furosemida,
hidroclorotiazida, indapamida, metazolona, amilorida, Yy

triamtereno; antagonistas del receptor de vasopresina, tales
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como OPC 21268, SR 49059, SR121463A, SR49059, VvPA985, OPC31260,
e <YM087; farmacos cardiotdénicos, tales como enoximona Yy
levosimendan; antagonistas de endotelina e inhibidores de ECE,
tales como bosentan, BMS193884, TBC3711 y los compuestos dados
a conocer en la Publicacién Internacional Nimero WO 99/55726;
agentes anti-ateroesclerdticos, en particular agentes
reductores del colesterol, tales como secuestrantes de A&cido
piliar (por ejemplo, colestiramina y colestipol); inhibidores
de la absorcién de colesterol, tales como ezetimiba; fibratos,
tales como fenofibrato y gemfibrozil; inhibidores de HMG-COA-
reductasa de estatina, tales como atorvastatina, fluvastatina,
lovastatina, pravastatina, simvastatina, vy pitavastatina; Yy
derivados del &acido nicotinico; agentes tiromiméticos, tales
como los dados a conocer en la Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica Nimero 5,569,674 y en la Publicacidn Internacional
Namero WO 00/58279; también agentes antidiabéticos, tales como
repaglinida, nateglinida, metformina, rosiglitazona,
pioglitazona, gluburida, glipizida, glimepirida, DPP728,
LAF237, NH622, y DRF4158,

La presente invencién también se refiere al uso de
los compuestos de la inyencién para la preparacién de
composiciones farmacéuticas, en especial composiciones
farmacéuticas que tengan una actividad inhibidora de ACE y NEP,
y, por ejemplo, una actividad anti-hipertensiva.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la
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invencién son aquéllas adecuadas para administracién enteral,
tal como oral o rectal, transdérmica y parenteral a mamiferos,
incluyendo el hombre, para el tratamiento de desdérdenes
cardiovasculares, tales como hipertensidn, las cuales
comprenden una cantidad efectiva de un compuesto
farmacolégicamente activo de la invencién o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, solo o en combinacién
con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables, asi como
en combinacidén con otros agentes terapéuticos también dutiles
para el tratamiento de desdrdenes cardiovasculares, como se
indicdé anteriormente.

Los compuestos farmacolégicamente activos de la
invencién son utiles en la fabricacién de composiciones
farmacéuticas que comprendan una cantidad efectiva de los
mismos en conjunto o en mezcla con eXxcipientes o vehiculos
adecuados para su aplicacién enteral o parenteral. Se prefieren
las tabletas y las capsulas de gelatina que comprendan al
ingrediente activo, junto con a) diluyentes, por ejemplo
lactosa, dextrosa, sacarosa, manitol, sorbitol, celulosa, y/o
glicina; b) lubricantes, por ejemplo silice, talco, acido
estearico, sus sales de magnesio o} calcio, y/o
polietilenglicol; para tabletas también c¢) aglutinantes, por
ejemplo silicato de magnesio y aluminio, pasta de almiddn,
gelatina, tragacanto, metilcelulosa, carboximetilcelulosa de

sodio, y/o polivinilpirrolidona; si se desea d) desintegrantes,
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por ejemplo almidones, agar, dcido alginico o su sal sddica, ©
mezclas efervescentes; y si se desea, absorbentes, colorantes,
saborizantes, y edulcorantes. Las composiciones inyectables de
preferencia son soluciones o suspensiones acuosas isotdnicas, Yy
los supositorios convenientemente se preparan a partir de
emulsiones o suspensiones grasas. Estas composiciones se pueden
esterilizar y/o pueden contener adyuvantes, tales como agentes
conservadores, estabilizantes, humectantes, ©O emulsionantes,
promotores de solucién, sales para regular la presidén osmética,
y/o reguladores del pH. En adicién, las composiciones también
pueden contener otras sustancias terapéuticamente valiosas.
Estas composiciones se preparan de acuerdo con los métodos
convencionales de mezcla, granulacién, o recubrimiento,
respectivamente, y contienen de aproximadamente el 0.1 al 75
por ciento, de preferencia de aproximadamente el 1 al 50 por
ciento del ingrediente activo.

Las formulaciones adecuadas para aplicacién
transdérmica incluyen una cantidad efectiva de un compuesto de
la invencién con un vehiculo. Los vehiculos convenientes
incluyen solventes farmacolégicamente aceptables absorbibles
para ayudar al paso a través de la piel del huésped. De una
manera caracteristica, los dispositivos transdérmicos estan en
la forma de un parche que comprende un miembro de respaldo, un
depdsito que contiene al compuesto, opcionalmente con vehiculo,

opcionalmente una barrera de control de velocidad para
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suministrar el compuesto a la piel del huésped a una velocidad
controlada y previamente determinada durante un periodo de
tiempo prolongado, y elementos para asegurar el dispositivo a
la piel.

Una dosificacién unitaria para un mamifero de
aproximadamente 50 a 70 kilogramos, puede contener entre
aproximadamente 10 y 200 miligramos del ingrediente activo. La
dosificacién del compuesto activo depende de la especie de
animal de sangre caliente (mamifero), del peso corporal, de la
edad, y de 1la condicién individual, y de la forma de
administracién.

Los siguientes ejemplos pretenden ilustrar 1la
invencién y no deben interpretarse como limitaciones sobre la
misma. Las temperaturas se dan en grados centigrados. Si no se
menciona de otra manera, todas las evaporacidén se realizan bajo
presién reducida, de preferencia entre aproximadamente 15 y 100
mm Hg. Las rotaciones Opticas (expresadas en grados) se miden a
temperatura ambiente a 589 nM (D linea de sodio) u otras
longitudes de onda especificadas en los ejemplos. La estructura
de los ejemplos se confirma mediante métodos analiticos
convencionales, tales como espectro de masas, andlisis
elemental, RMN, espectroscopia IR, Yy similares.

Los prefijos R y S se utilizan para indicar la

configuracién absoluta en cada centro asimétrico.
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Ejemglo 1
(a) Etiléster de N-[2-[(S)-2-tiocacetil-3-metilutanoilamino]-2-

metilpropionil]-O-bencil-L-serina:

J\Ilrnxfku fY/\

Se disuelve etiléster de N-[2-{-[(R)-3-bromo-3-
metilbutanoilamino]-2-metilpropionil-O-bencil-L-serina (4.96
gramos, 10.5 milimoles) en tetrahidrofurano (100 mililitros), y
se agrega tioacetato de potasio (6.00 gramos, 52.5 milimoles).
La mezcla se agita a temperatura ambiente durante 4 horas,
luego se diluye con acetato de etilo (500 mililitros), y se
lava con agua (100 mililitros), con una solucién de bicarbonato
de sodio (100 mililitros dos veces), agua (100 mililitros dos
veces), y luego salmuera (50 mililitros). La solucidén se seca
sobre sulfato de sodio y se concentra al vacio. El material
crudo se purifica mediante cromatografia por evaporacién (gel
de silice, 3:2 de hexano/acetato de etilo), para dar el
compuesto del titulo; p.f. 55-57°C; (a}?’ -63.5° (c = 0.99,
CH3;OH) ; MS(M+H) :467.

El material de partida se prepara como sigue:

$3
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Una solucién de O-bencil-L-serina (9.75 gramos, 50
milimoles) en etanol (200 mililitros) se satura con gas de HC1
durante 8 minutos. La mezcla se agita durante la noche a
temperatura ambiente, y luego se concentra al vacio. El sélido
se lava con dietiléter, y se recolecta mediante filtracidn para
dar el clorhidrato de etiléster de O-bencil-L-serina como un
s6lido blanco.

A una solucién de BOC-a-metilalanina (3.05 gramos, 15
milimoles), clorhidrato de etiléster de O-bencil-L-serina (3.89
gramos, 15 milimoles), 1-etil-3,3-dimetilaminopropil)carbodi-
imida (EDCI, 2.88 gramos, 15 milimoles), y 1l-hidroxi-7-
azabenzotriazol (HOAT, 2.04 gramos, 15 milimoles) en cloruro de
metileno (150 mililitros), se le agrega trietilamina (1.52
gramos, 15 milimoles). La mezcla se agita durante la noche, Yy
luego se concentra al vacio. El residuo se vuelve a disolver en
acetato de etilo, y se lava con agua, HC1l 1N, agua, y salmuera.
La solucién se seca sobre sulfato de sodio, y se concentra para
dar el etiléster ' de N-[2- (BOC-amino)-2-metilpropionil]-0O-

bencil-L-serina de la férmula:

Aol I L~
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El carbamato anterior (6.12 gramos, 15 milimoles) se
disuelve en cloruro de metileno (200 mililitros), y se enfria
en un bafio de hielo. La solucién se satura con gas de HCI
durante 10 minutos, y luego se agita a temperatura ambiente
durante la noche. El residuo se concentra. Se agrega cloruro de
metileno, y el residuo se concentra nuevamente para dar el
clorhidrato de etiléster de N-(2-amino-2-metilpropionil)-O-
bencil-L-serina como una espuma; MS(M+H) :309.
A una solucién del clorhidrato de amina anterior
(4.90 gramos, 14 milimoles) en cloruro de metileno (150
mililitros), se le agrega sal de di-isopropilamina del acido
(R) 2-bromo-3-metilbutanoico (4.03 gramos, 14 milimoles),
clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodi-imida
(EDCI, 2.70 gramos, 14 milimoles), Yy 1-hidroxi-7-
azabenzotriazol (HOAT, 1.90 gramos, 14 milimoles). La mezcla se
agita a temperatura ambiente durante la noche, y luego se
concentra al vacio. El residuo se disuelve en acetato de etilo
y se lava con agua, bicarbonato de sodio diluido, agua, HCl 1N,
y luego salmuera. La solucidén se seca sobre sulfato de sodio y
se concentra para dar un sbélido. El sdélido se purifica mediante
cromatografia por evaporacidn (gel de silice, 2:1 de
hexano/acetato de etilo), para dar el etiléster de N-[2-(R)-2-
bromo-3-metilbutanoilamino] -2-metilpropionil] -O-bencil-L-serina

de la fdérmula:

5SS
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) De una manera similar, se preparan:

AT RR!

(b) Etiléster de N-[2-[(S)-2-tioacetil-3,3-dimetilbutanoila-

10 mino]-2-metilpropionil]-O-bencil-L-serina:

0
o o)
15 o~
I f

\" (c) Etiléster de N—[2—[(S)—tioacetil—3—metilbutanoilamino]-2—

metilpropionil]-O-bencil-L-treonina; p.f. 121-22°C:

j@%%xp
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(d) Etiléster de N—[2—[(S)—2—tioacetil—3—metoxibutanoilamino]—

2-metilpropionil]-O-bencil-L-serina, [a]p®® + 14.9° (c = 1.04,

DMSO) :

5
(0]
0
" n7<l]\ ‘ o
(0]
10
(e) Etiléster de N—[2—[(S)-2—tioacetil—3—metilpentanoilamino]—
2-metilpropionil]-O-bencil-L-serina; [alo®® - 6.93° (c = 1.09,
CH30H) :
15
. 5
/)
(0]
n7<ll\ o7
20 0
(f) Etiléster de N—[2-[(S)-2—tioacetil—3—metilbutanoilamiho]-
2—metilpropionil]—o—(3—trifluorometilbencil)—L—serina:
25
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El clorhidrato de etiléster de 0-(3-
trifluorometilbencuil)-L-serina de partida se prepara como
sigue:

A una suspensién de hidruro de sodio (60 por ciento
en aceite, 3.04 gramos, 76 milimoles) en N,N-dimetilformamida
(60 mililitros) a 0°C, se le agrega BOC-~L-serina (7.80 gramos,
38 milimoles). La mezcla se agita durante 1 hora, y luego se
agrega cloruro de m-trifluorometilbencilo (7.39 gramos, 38
milimoles). La mezcla se deja calentar a temperatura ambiente,
y se agita durante la noche. La mezcla se apaga con agua. Se
agrega acetato de etilo, y la mezcla se lava con salmuera, se
seca sobre MgSO4, y se concentra para dar un aceite amarillo,
el cual se purifica mediante cromatografia por evaporacidn
(Si03; hexano/acetato de etilo) para dar un aceite
transparente. El residuo se disuelve en etanol (120
mililitros), la solucidén se enfria a 0°C, y se satura con gas

de HC1 durante 5 minutos. La mezcla se deja calentar a

temperatura ambiente y se agita durante la noche. La mezcla se
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concentra para dar el clorhidrato de etiléster de O-(4-~

trifluorometilbencil)~L-serina.

(g) Etiléster de N-[2-[(S)-2-tiocacetil-3-metilbutanoilamino]-

5 2-metilpropionil]-O-(4-fluorobencil)-L-serina como un aceite:

\ .-
' (0]
o o)
10
//JL\\ N 0//\\\
S | u
o °
(h) Etiléster de N—[2—[(S)—2—tioacetil—3—metilbutanoilamino]—
IS 2-metilpropionil]-O-(4-fluorofenil)-L-homoserina Ccomo un
aceite.
,,‘?\ F
L/
]
0
20

0 0
/“\ ’ n o/\
S | H
o 0]
El clorhidrato de etiléster de O-(4-fluorofenil)-L-

25 homoserina de partida se prepara como sigue:
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A una solucién de t-butiléster de BOC-L-homoserina

(3.2 gramos, 11.6 milimoles) en tetrahidrofurano, se le agrega

trifenilfosfina (7.59 gramos, 29 milimoles), p-fluorofenol
(2.08 gramos, 18.6 milimoles), V% 1,1’ -azobis-(N,N-
dimetilformamida) (3.2 gramos, 18.6 milimoles). La mezcla se

agita durante la noche, se lava con salmuera, Se seca sobre
MgSO4, y el solvente se remueve para dar un aceite naranja. El
aceite se purifica mediante cromatografia por evaporaciédn
($i0,, 85 por ciento de hexano/15 por ciento de acetato de
etilo), para dar un aceite transparente, el cual se disuelve en
etanol (100 mililitros), y la solucién se satura con gas de
HCl, y luego se agita durante la noche. La mezcla se concentra
para dar el clorhidrato de etiléster de O- (4-fluorofenil)-L-

homoserina como un sélido blanco.

(i) Etiléster de N—[2—[(S)—2—tioacetil—3—metil—butanoilamino]—

2—metilpropionil]—O—(3—fluorofenil)—L—homoserina:

o
0 0
/U\ ! 0" ™
s N
l H
" o}
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(j) Morfolinocarbonilmetiléster de N-[2-[(S)-tiocacetil-3-
metilbutanoilamino]—2—metilpropionil]—O—bencil—L—serina; se
purifica mediante cromatografia sobre gel de silice con hexano,

acetato de etilo, metanol (20:70:10) como un sbélido blanco:

AT d Sy

El material de partida se prepara como sigue:

La O-bencil-L-serina (10.0 gramos, 51.3 milimoles),
dicarbonato de diterbutilo (11.2 gramos, 51.4 milimoles), e
hidroxido de sodio 1IN (103 mililitros, 103 milimoles), se
agitan Jjuntos en 100 mililitros de dioxano a temperatura
ambiente durante 16 horas. La mezcla se concentra al vacio, se
recupera en. agua, se acidifica hasta un pH de 1 con HCl 6N, vy
se extrae con acetato de etilo. La capa organica se lava con
agua, luego salmuera, y se seca sobre sulfato de magnesio

anhidro. La mezcla se filtra y se concentra al vacio para dar

BOC-0O-bencil-L-serina como un  aceite. Se agrega 4-(2-
cloroacetil)morfolina (1.22 gramos, 7.48 milimoles) a wuna
solucidn de BOC-0O-bencil-L-serina (2.20 gramos, 7.46

c/
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milimoles), trietilamina (0.075 gramos, 7.43 milimeoles), vy
yoduro de sodio (0.11 gramos, 0.73 milimoles) en 5 mililitros
de N,N-dimetilformamida, y la mezcla se agita a temperatura
ambiente durante 2 horas. La mezcla se diluye con acetato de
etilo, se lava con agua, luego con salmuera, y se seca sobre
sulfato de magnesio anhidro. La mezcla se filtra y se concentra
al vacio para dar un aceite amarillo. EI aceite se pasa por
cromatografia sobre gel de silice con hexano:acetato de
etilo:metanol (35:60:5), para dar el
morfolinocarbonilmetiléster de BOC-O-bencil-L-serina como un
aceite incoloro. Se burbujea gas de HCl1L a través de una
solucién del éster de carbamato (1.72 gramos, 4.08 milimoles)
en cloruro de metileno (50 mililitros) durante 5 minutos, y la
mezcla se agita a temperatura ambiente durante 3 horas. La
mezcla resultante se concentra al vacio para dar el
morfolinocarbonilmetiléster de O-bencil-L-serina como una

espuma.

(k) Dimetilaminocarbonilmetiléster de N-[2-[(S)-2-tiocacetil-3-
metilbutanoilamino] -2-metilpropionil] -O-bencil-L-serina; se
prepara y se purifica como se describe para el compuesto del

Ejemplo 1(j):

62
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“ (1) Dietilaminocarbonilmetiléster de N-[2-[(S)-2-tiocacetil-3-
metilbutanoilamino]—2—metilpropionil]—O—bencil—L—serina; se

10 prepara como se describe para el compuesto del Ejemplo 1(j), ¥

se purifica mediante cromatografia sobre gel de silice con

hexano, acetato de etilo, metanol (35:60:5):

15
(0]
o) (o) o
5 o) .

20 (m) Etiléster de N-[2-[(S)-[(metoxiacetil)tio]-3-

metilbutanoilamino]-2-metilpropionil]-O-bencil-L-serina; [alp

- 55.27°; (c = 1.084, CH3OH):
25
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(n) Etiléster de N—[2—[(S)—2—[(morfolinoacetil)tio]—B—
metilbutanoilamino]—2—metilpropionil]—O—bencil—L—serina; (a]p

-48.61° (c = 1.098, CH30H):

o) (0]
(Y g -
) l%u ~7
: o o
(o) Etiléster de N-[2-[(S)-2-tiocacetil-2-(4-

tetrahidropiranil)acetilamino]—2—metilpropionil]—O—bencil—L—

serina; [a]p?® -55.4° (c = 0.83, DMSO):

(o)
o)
0O 0 '
\
/”\S l)%LN OO\/
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El 4acido (D)-a-bromo-a-(4-tetrahidropiranil)-acético
de partida se puede preparar como sigue:

Una solucién de nitrito de sodio (4.71 gramos, 68.3
milimoles) en 35 mililitros de agua, se agrega por goteo a una
solucién helada (0°C) de (D)-a-bromo-a-(4-tetrahidropiranil)-
glicina (J. Am; Chem. Soc., Volumen 117, paginas 9375-9376
(1995)) (7.05 gramos, 44.3 milimoles) y HBr al 48 por ciento
(acuoso) (70 mililitros) en 35 mililitros de agua. Al
terminarse la adicién, la mezcla se deja calentar a temperatura
ambiente, y se agita a temperatura ambiente durante 3 horas. La
mezcla se extrae con acetato de etilo; la capa orgénica se lava
en secuencia con agua, tiosulfato de sodio acuoso al S por
ciento, y salmuera, luego se seca sobre sulfato de magnesio
anhidro. La mezcla se filtra y se concentra al vacio para dar
acido (D) —a-bromo-a- (4-tetrahidropiranil)-acético como un
sbélido.

(p) Etiléster de N-[2-[(S)-2-[(1-(1,2,4)-triazol)ticacetil]-3-
metilbutanoilamino]-2-metilpropionil]-O-bencil-L-serina; p-£f.

106-107°C; [a]p 61.46° (c = 1.09, CH30H):

o

G
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(q) Etiléster de N-[2-[(S)-2-[(4-metilpiperazino)tioacetil] -3~
metilbutanoilamino]—2—metilpropionil]—O—bencil—L—serina} p.f.

95-96°; [alp 48.5° (c = 0.935, CH30H):

UL I[n%uﬁ;ov

(r) Etiléster de N—[2—[(S)—2—tioacetil—3—metilbutanoilamino]—

2-etilbutanoil)-O-bencil-L-serina; ([alp -83.6° (¢ = 1.07,
CH3OH) :
0
o 0
//JL\\ H o)
s | [:><3T\H \\//
o 0]
(s) Etiléster de N-[2-[(S)-2-(morfolinotioacetil)-3,3-

dimetilbutanoilamino]-2-metilpropionil]-O-bencil-L-serina; [a]p

-55.5° (¢ = 1.008, DMSO):
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(t) Etiléster de N—[2—[(S)—2—[(metoxiacetil)tio]—3,3—

dimetilbutanoilamino]—2-metilpropionil]—O—bencil—L—serina; [a)p

10 -61.67° (c = 1.024, DMSO):

o

0 o
TN Y SO
¢

0o

(u) Etiléster de N-[2—[(S)—2-(tioacetil)pentanoilamino]—2—
metilpropionil]-O-bencil-L-serina:

20

o
o] 0]
//\\
y Asﬁ\[ H)%Lu ’
0 0]
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(v) Etiléster de N—[2—[(S)-2—tioacetil)—3—metilbutanoilamino]—

2—metilpropionil]—O—(4-bifenililmetil)—L—serina:

5
? )ksjii( %NL;( N

Ejemplo 2

Etiléster de N—[2—[(S)—2-tioacetil—3~metilbutanoilamino]—2—

15 metilpropionil]-S-bencil-L-cisteina:

o

- S
2° )J\SI( %n -
I _

El compuesto del titulo se prepara de una manera
similar al Ejemplo 1, y se recristaliza a partir de

25 metilterbutiléter/hexano, p.f. 69-71°C.
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El material de partida se prepara como sigue:

Se burbujea HCl(g) en una solucidn de BOC-S-bencil-L-
cisteina (9.33 gramos, 30 milimoles) en etanol (200 mililitros)
durante 15 minutos. El recipiente se tapa Y se€ agita a
temperatura ambiente durante la noche. El solvente se evapora
al vacio, y el residuo se agita en dietiléter (150 mililitros)
durante 1.5 horas, para dar el clorhidrato de etiléster de S-
bencil-L-cisteina como un sélido.

Una mezcla del clorhidrato de etiléster de S-bencil-
L-cisteina (7.98 gramos, 29 milimoles), BOC-a-metilalanina
(5.89 gramos, 29 milimoles), trietilamina (2.93 gramos, 29
milimoles), 1-hidroxibenzotriazol (HOBT, 3.92 gramos, 29
milimoles), y EDCI (5.57 gramos, 29 milimoles) en cloruro de
metileno (200 mililitros), se agita bajo una atmésfera de argén
a temperatura ambiente durante la noche. La mezcla de reaccidn
se evapora a sequedad, y el residuo se disuelve en acetato de
etilo (200 mililitros). La solucién se lava con agua (50
mililitros), HC1 1N (50 mililitros), agua (50 mililitros),
bicarbonato de sodio al 5 por ciento (50 mililitros), agua (50
mililitros), y finalmente salmuera (25 mililitros). Luego la
solucidén se seca sobre sulfato de sodio, se filtra y se evapora
a sequedad para dar el etiléster de N- [2- (BOC-amino) -2-

metilpropionil] -S-bencil-L-cistelna.

o
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Ejemplo 3
Etiléster del acido N-[2-[(S)-2-tioacetil-3-
metilbutanoilamino]—2—metilpropionil]—(S)—2-amino—3—

(bencilsulfonil)-propidénico:

(92}
\\
e

O

o o
JKI(% 0™
S | N
o (0]

El compuesto anterior se prepara de una manera
similar al Ejemplo 1.

El material de partida se prepara cOmo sigue:

A una solucién del etiléster de N-[2- (BOC-amino)-2-
metilpropionil]—S—bencil—L—cisteina (7.21 gramos, 17 milimoles)
en cloruro de metileno (250 mililitros) bajo una atmésfera de
argén, se le agrega acido m-cloroperbenzoico (8.77 gramos, 51
milimoles), y la mezcla se agita durante la noche a temperatura
ambiente. La n@zcla se evapora a sequedad, y el residuo se
disuelve en acetato de etilo (300 mililitros). La solucidén se
lava con bicarbonato de sodio al 5 por ciento (50 mililitros
tres veces), agua (50 mililitros), y salmuera (25 mililitros).
La solucién se seca sobre sulfato de sodio, se filtra y se

evapora al vacio para dar el etiléster del acido N-[2-(BOC-
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amino)—2—metilpropionil]—(S)—2—amino—3-(bencilsulfonil)—

propiénico.
Ejemglo 4
(a) Metiléster del acido N2-[2-[(S)-2-tiocacetil-3-

metilbutanoilamino]-2-metilpropionil])-(S)-2-amino-3-

(benzoilamino) -propidénico:

NH

)J\II( “)%(Lu "

o

Una mezcla de cloruro de benzoilo (0.085 mililitros,
0.73 milimoles), clorhidrato de metiléster del acido N%-[2-
[(S)—2—tioacetil—3—metilbutanoilamino]—2—metilpropionil]—(S)-
2,3-diaminopropiénico (0.29 gramos, 0.73 milimoles}), Y
trietilamina (0.15 mililitros, 1.49 milimoles) en cloruro de
metileno (10 mililitros), se agita a temperatura ambiente
durante 16 horas. La mezcla de reaccidén se evapora a sequedad
al vacio, el residuo se disuelve en acetato de etilo, vy la
solucién se lava con agua, luego con una solucidén saturada de
bicarbonato de sodio y salmuera, se seca sobre sulfato de

magnesio anhidro, y se evapora a sequedad para dar un aceite.

7)
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El aceite se pasa por cromatografia sobre gel de silice con
hexano, acetato de etilo (50:50), para dar el compuesto del

titulo como una espuma blanca; p.f. 48-54°C.

(b) De una manera similar se prepara el metiléster del acido
NZ—[2—[(S)—2—tioacetil—3—metilbutanoilamino]-2—metilpropionil]—
(8) -2-amino-3- (bencensulfonamido) propidénico; p.£. 47-51°C;
[a]p?® -41.72 (c = 1.03, CH;0H).

El material de partida se prepara como sigue:

Una mezcla del clorhidrato de metiléster del acido
(S) -2-amino-3- (BOC-amino) -propidénico (4.6 gramos, 2.1
milimoles) N-CBZ-a-metilalanina (5.0 gramos, 2.1 milimoles),
HOAT (2.87 gramos, 2.1 milimoles), EDCI (4.02 gramos, 2.1
milimoles), y trietilamina (2.93 gramos, 2.1 milimoles) en
cloruro de metileno (50 mililitros), se agita a temperatura
ambiente durante 16 horas. La mezcla de reaccién se lava con
salmuera, se seca sobre sulfato de magnesio anhidro, Yy se
concentra al vacio. El1 aceite resultante se pasa Ppor
cromatografia sobre gel de silice con hexano y acetato de etilo
(1:1), para dar el metiléster del &cido N%- [2- (CBZ-amino) -2-
metilpropionil]—(S)-2—amino—3-(BOC—amino)—propiénico como una
espuma blanca; p.f. 100-101°C.

Una mezcla del producto anterior (2.14 gramos, 4.90
milimoles), y paladio al 10 por ciento sobre carbdn (0.27

gramos) en etanol (50 mililitros), se hidrogena bajo una
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presidén de 3.15 kg/cm2 en un frasco Parr durante 4 horas. La
mezcela se filtra a través de un cojin de Celite, y se concentra
al vacio para dar el clorhidrato de metiléster del acido N°-(2-
amino-2-meti1propionil]-(S)—2—amino—3—(BOC—amino)—propiénico
como un aceite.

Una solucién del producto anterior (2.28 gramos, 8.09
milimoles), sal de di-isopropilamina del 4&cido (R)-2-bromo-3-
metilbutanoico (2.16 gramos, 7.13 milimoles), EDCI (1.43
gramos, 1.49 milimoles), y HOAT (1.15 gramos, 8.52 milimoles)
en cloruro de metileno (75 mililitros), se agita a temperatura
ambiente durante 16 horas. La mezcla de reaccidén se evapora a
sequedad al vacio, y el residuo se recupera en acetato de
etilo. la solucién de acetato de etilo se lava con agua, una
solucidén saturada de bicarbonato de sodio y salmuera, Yy luego
se seca sobre sulfato de magnesio anhidro, y se concentra al
vacio. El aceite resultante se pasa por cromatografia sobre gel
de silice con hexano y acetato de etilo (40:60), para dar el
metiléster del 4&cido N?-[2-[(R)-2-bromo-3-metilbutanoilamino] -
2—metilpropionil]-(S)-2-amino-3—(BOC—amino)—propiénico como una
espuma blanca.

Una mezcla del producto anterior (1.31 gramos, 2.82
milimoles), y tioacetato de potasio (1.28 gramos, 11.2
milimoles) en tetrahidrofurano (50 mililitros), se agita a
temperatura ambiente durante 4 horas, y se diluye con acetato

de etilo. La mezcla se lava con agua, una solucidn saturada de

#%
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bicarbonato de sodio, salmuera, y luego se seca sobre sulfato
de magnesio. La mezcla de reaccién se concentra a sequedad al
vacio, y el aceite resultante se pasa por cromatografia sobre
gel de silice con hexano y acetato de etilo (40:60), para dar
el metiléster del acido N-[2-[(S)-2-tiocacetil-3-
metilbutanoilaminol] -2-metilpropionil] - (8)-2-amino-3- (BOC-
amino) -propiénico.

Se burbujea gas de cloruro de hidrégeno a través de
una solucién del compuesto anterior (1.01 gramos, 2.19
milimoles) en 50 mililitros de cloruro de metileno durante
aproximadamente 5 minutos, la mezcla se agita a temperatura
ambiente durante 3 horas, y luego se concentra al vacio para
dar el clorhidrato de metiléster del acido N%-[2-[(S)-2-
tioacetil-3-metilbutanoilamino]-2-metilpropionil]-(S)-2,3-

diaminopropidénico.

Ejemplo 5
A una solucidn de acido 1-[(R)-2-bromo-3-
metilbutanoilamino}ciclopentancarboxilico (1 gramo, 3.42

milimoles), clorhidrato de etiléster de O-bencil-L-serina (0.89
gramos, 3.42 milimoles), diciclohexilcarbodi-imida (0.7 gramos,
3.42 milimoles), y 1-hidroxi-7-azabenzotriazol (0.47 gramos,
3.42 milimoleé) en cloruro de metileno, se le agrega

trietilamina (0.48 mililitros, 3.42 milimoles). La mezcla se

agita durante 24 horas, y luego se lava con salmuera Yy se

5
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concentra al vacio para dar un aceite amarillo claro. E1
residuo se purifica mediante cromatografia por evaporacién (gel
de silice-hexano/acetato de etilo), para dar el etiléster de N-
[1—(R)—2—bromo—3—metilbutanoilamino]—ciclopentancarbonil]-O—

bencil-L-serina de la férmula:

El compuesto de bromo (0.7 gramos, 1.41 milimoles) se
disuelve en tetrahidrofurano (50 mililitros), y se agrega
tiocacetato de potasio (0.19 gramos, 1.69 milimoles). La mezcla
se agita a temperatura ambiente durante 18 horas, y luego se
diluye con acetato de etilo y se lava con salmuera, sSe seca
sobre sulfato de magnesio, y se concentra al vacio para dar un
aceite amarillo. El material <crudo se purifica mediante
cromatografia por evaporacién (gel de silice, hexano/acetato de
etilo), para dar un semis6lido, el cual se tritura con hexano
para dar el etiléster de N-[1-[(S)-2-tiocacetil-3-
metilbutanoilamino]-ciclopentancarbonil]-O-bencil-L-serina de

la férmula:

DY
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El material de partida de acido 1-[ (R)-2-romo-3-
metilbutanoilamino]ciclopentancarboxilico se prepara
esencialmente mediante la metodologia descrita en la
publicacién Internacional Numero WO 99/55726, mediante la
condensacién de la sal de di-isopropilamina del acido (R)-2-

bromo-3-metilbutanoico (preparada a partir de L-valina) con el

clorhidrato de metiléster de cicloleucina.

Ejemplo 6
(a) N—[2—[(S)—2—mercapto—3—metilbutanoilamino]-2—

metilpropionil]—O—bencil—L—serina:

o
0]
y oH
0 18]
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A una éolucién dellS—acetiletiléster del Ejemplo 1
(0.47 gramos, 1 milimol) en metanol (10 mililitros), se le
agrega hidréxido de sodio 1 N (5.0 mililitros, 5 milimoles). La
mezcla se agita a temperatura ambiente durante 4 horas, se
acidifica a un pH de 1 con HCl 1N, y luego se concentra al
vacio. Al residuo se le agrega acetato de etilo. La mezcla se
lava con NaOH 1N. Luego la fase acuosa combinada se acidifica y
se extrae con acetato de etilo. La fase orgédnica se lava con
salmuera, se seca sobre sulfato de sodio, y luego se concentra
al vacio. La trituracién con hexano produce una espuma blanca;
p.f. 57-70°C; [a]p?® -16.8° (c = 1.032, DMSO); MS(M+H):397.

De una manera similar, se preparan los siguientes:
(b) N-{1-[(S)-2-mercapto-3-metilbutanoilamino]-
ciclopentancarbonii]—O—bencil—L—serina; p.-£f. 132-136°C (se

cristaliza a partir de hexano/t-butilmetiléter):

» o)
0
A /(“/OH
HS l N
s 0

(c) N-[2-[(S)-2-mercapto-3-metilbutanoilamino]-2-
metilpropionil]-S-bencil-L-cisteina; p.f. 81-87°C; [a]p?® -37.87

{(c= 0.545, DMSO):

7

77
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S
0
¥ OH
HS I H
o (o)
(d) N—[2—[(S)—2—mercapto—3—metilbutanoilamino]—2—

metilpropionil]-O-bencil-L-treonina; p.f. 61-64°C:

3 0
§ OH
N

HS l,

0]

(e) N—[2—[(S)—2—mercapto—3,3—dimetilbutanoilamino]—2—

metilpropionil]-O-bencil-L-serina; p.f. 128-130°C;

(c = 1.06, DMSO):

0
0
§ OH
HS ! N
) o

[a]o

-2.46

7%
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(£) N—[2—[(S)—2-mercapto—3—metilbutanoilamino]—2—

metilpropionil]—O-(4—fluorobencil)—L—serina; p.f. 50-54°C:
| F

0
¥ OH
HS | N
t o

(g) N—[2—[(S)—2—mercapto—3—metilbutanoilamino]—2-

metilpropionil]—Of(4—fluorofenil)—L—homoserina; p.f. 127-128°C:

0o .
3 OH’
s |>J\H
(o}
)

(h) N-[2-[(S)-2-mercapto-3-metilbutanoilamino]-2-
metilpropionil]-o—(3—fluorofenil)—L—homoserina; p.f. 50-56°C:

F

AN
HS l u
(@]

0]
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(1) N—[2-[(S)—2—mercapto—3—metoxibutanoilamino]—2—

metilpropionil]—O-bencil—L—serina; [o.]D20 +18.85 (c 0.997,

DMSO) :

0
0
i OH
N
0

(1) N-[2—[(S)—2—mercapto—2—(4—tetrahidropiranil)acetilamino]—

0O

2-metilpropionil]-O-bencil-L-serina; p.f. 184-189°C; (o] p2°

-24.94 (¢ = 1.013, DMSO):

o Ejem
(0]

HS |“>£Ln *
o

o)

Ejemglo 7

(a) Etiléster de N-[2-[(S)-2-mercapto-3-metilbutanoilamino]-2-

metilpropionil)-S-bencil-L-cistelna:

8O
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Bajo una atmésfera de argbédn, el compuesto de

tioacetilo del Ejemplo 2 (0.48 gramos, 1.0 milimol) se disuelve
en EtOH absoluto (5 mililitros), y se trata con NaOH IN (1.0
mililitro, 1.0 milimol). La mezcla se agita durante 4 horas a
temperatura ambiente antes del tratamiento con HCl 1N hasta un
pH de 3. La mezcla se evapora para remover la mayor parte del

EtOH, y el residuo acuoso se extrae con EtOAC (19 mililitros

dos veces). Los extractos combinados se lavan con H,O (5
mililitros), y luego ~con una solucidon de salmuera (5
mililitros). La solucién se seca sobre NapSOs, se filtra, y se

concentra al vacio. El1 producto se solidifica a partir de

terbutilmetiléter/hexano, para dar el producto; p.f. 87-91°C.

(b) De una manera similar, se prepara el etiléeter de N-([2-
[(S)—2-mercapto—2-(4—tetrahidropiranil)acetilamino]—2—
metilpropionil]—O—bencil—L—serina; p.f. 85-93°C; [alo -37.21°C

(c = 1.012, DMSO):

3/
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(c) De una manera similar se prepara el etiléster de N-[2-
[(S)—2—mercapto—3,3-dimetilbutanoilamino]—2—metilpropionil]—0—

bencil-L-serina; aceite; [a]lp -20.9° (c = 1.025; DMSO) :

o

0]
H 0
HS | ;:><:P\\H ~~
o
0O
(d) De una manera similar se prepara el etiléster de N-[2-

[(S)-2—mercapto—3—metilbutanoilamino]—2—etilbutanoil]-O—bencil—

L-serina; [a]p -31.48° (c = 0.955, CH30H):

o :
O .
H;j;[:%[/?:><:%L\H//[:TF/O\\///
o o

¥
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la fdérmula:

40 RB
T A S

R,S— C—— C——N—0"O— c—-T——on——oooa,

: Lo

1)

en donde:

R y Rs representan hidrdégeno;

R, representa algquilo de 1 a 7 atomos de
carbono, cicloalquilo de 5 & 6 &atomos de carbono,
arilo carbociclico o heterociclico;

alk representa alquileno de 1 a 7 atomos de
carbono;

X representa -0- & -S(0), en donde n es cero O
dos;

R, representa hidrbdgeno o acilo;

R, representa hidrégeno, alquilo de 1 a 7 atomos

de carbono opcionalmente sustituido, oxacicloalquilo

53
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de 3 a 7 &tomos de carbono, oxacicloalquilo de 3 a 7
Atomos de carbono-alquilo de 1 a 7 &tomos de carbono
o (arilo carbociclico o heterociclico)-alquilo de 1
a 7 atomos de carbono;

R; representa hidrdégeno o;

R, Y Ry, combinados con el atomo de carbono con
el que estédn unidos, representan cicloalquilideno de 5
6 6 miembros de carbonos,

R¢ ¥ R, junto con el atomo de carbono con el

que estén unidos, representan cicloalquilideno de 5 & 6

miembros;

COOR, representa carboxilo o} carboxilo
derivado en la forma de un éster farmacéuticamente
aceptable;

o un derivado de disulfuro que se derive a
partir de este compuesto, en donde R; es hidrdgeno; o

una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Un compuesto de acuerdo con la
reivindicacidén 1, de la férmula:



R
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o un derivado de disulfuro que se derive a partir de
este compuesto, en donde R; es hidrdgeno; o una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo.

3. Un compuesto  de acuerdo con la
reivindicacién 1, en donde R Yy Rg representan
hidrégeno; R, representa arilo carbociclico o
heterociclico, R, representa hidrégeno o alcanoilo
del a 7 atomos de carbono opcionalmente sustituido; Ry
representa alquilo de 1 a 7 atomos de carbono,
cicloalquilo de 3 a 7 atomos de carbono,
tetrahidropiranilo, o alcoxilo de 1 a 4 atomos de
carbono-alquilo de 1 a 4 &atomos de carbono; Re ¥ Ry

representan ambos alquilo de 1 a 4 atomos de carbono,

&8
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y son idénticos; X representa -O- 6 -S-; alk representa
metileno; COOR, representa carboxilo, alcoxicarbonilo
de 1 a 7 atomos de carbono, (dialquil de 1 a 7 atomos
de carbono-aminocarbonilo)-alcoxicarbonilo de 1 a 7
atomos de carbono, o) (morfolinocarbonil,
piperidinocarbonil, [e) pirrolidinocarbonil) -
alcoxicarbonilo de 1 a 7 &atomos de carbono; o0 una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo.

4. Un compuesto de acuerdo con la
reivindicacién 2, en donde R Yy Rs representan
hidrégeno; R, representa arilo carbociclico ©
heterociclico, R, representa hidrégeno o alcanoilo de
1 a 7 atomos de carbono opcionalmente sustituido; Ry
representa alquilo de 1 a 7 atomos de carbono,
cicloalquilo de 3 a 7 atomos de carbono,
tetrahidropiranil o alcoxilo de 1 a 4 atomos de
carbono-alquilo de 1 a 7 &tomos de carbono; Rs ¥ Ry

representan ambos alquilo de 1 a 4 atomos de carbono, y

Y6
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son idénticos; X representa -O- & -S-; alk representa
metileno; COOR, representa carboxilo, alcoxicarbonilo de
1 a 7 atomos de carbono, (dialquil de 1 a 7 atomos de
carbono-aminocarbonilo) -alcoxicarbonilo de 1 a 7
atomos de carbono, o) (morfolinocarbonil,
piperidinocarbonil, o pirrolidinocarbonil) -
alcoxicarbonilo de 1 a 7 &atomos de carbono; o una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo.

5. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacidén
1, en donde R y Rg representan hidrdgeno; R,
representa arilo carbociclico; en donde arilo
carbociclico representa fenilo o fenilo sustituido por
uno o dos de hidroxilo, alcanoiloxilo de 1 a 7 atomos
de carbono, alquilo de 1 a 4 atomos de carbono, alcoxilo
d¢e 1 a 4 éatomos de carbono, trifluorometilo,
trifluorometoxilo, o haldgeno; R, representa hidrégeno 6
alcanoilo de 1 a 4 A&tomos de carbono; R, representa

alquilo de 1 a 4 atomos de carbono, 4-

¥
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tetrahidropiranilo o alcoxilo de 1 a 4 atomos de
carbono-alquilo de 1 a 4 atomos de carbono; R; ¥ R,
representan metilo; X representa -O-; alk representa
metileno o etileno; y COOR, representa carboxilo o
alcoxicarbonilo de 1 a 4 Atomos de carbono; O una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo.

6. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién
2, en donde R y Rs representan hidrégeno; R,
representa arilo carbociclico, en donde arilo
carbociclico representa fenilo o fenilo sustituido por
uno o dos de hidroxilo, alcanoiloxilo de 1 a 4 atomos de
carbono, alquilo de 1 a 4 atomos de carbono, alcoxilo de 1
a 4 atomos de carbono, trifluorometilo, trifluorometoxilo,
o halégeno; R, representa hidrdgeno 6 alcanoilo de 1 a 4
atomos de carbono; R, representa alquilo de 1 a 7 atomos
de carbono, 4-tetrahidropiranilo, o alcoxilo de 1 a 4
dtomos de carbono-alquilo de 1 a 4 atomos de carbono; Rg

y R, representan metilo; X representa -0-; alk

e
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representa metileno o etileno; y COOR, representa
carboxilo o alcoxicarbonilo de 1 a 4 atomos de carbono; o

una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

7. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacidn
1, en donde R y R; representan hidrdgeno; R; representa
fenilo, fluorofenilo, R; representa hidrdgeno, alcanoilo
de 1 a 4 atomos de carbono, o alcanoilo de 1 a 4 atomos
de carbono sustituido por alcoxilo de 1 a 4 atmos de
carbono; R, representa isopropilo, butilo terciario, 1-
metoxietilo, & 4-tetrahidropiranilo; R¢ y R; representan
metilo; X representa -O-; alk representa metileno; y
COOR, representa carboxilo o alcoxicarbonilo de 1 a 4
atomos de carbono; o una sal farmacéuticamente aceptable

del mismo.
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8. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacidn
2, en donde R y Rg representan hidrdgeno; R, representa
fenilo, fluorofenilo, R, representa hidrdgeno, alcanoilo
de 1 a 4 atomos de carbono, o alcanoilo 1 a 4 atomos de
carbono sustituido por alcoxilo 1 a 4 atomos de carbono;
Ry representa isopropilo, butilo  terciario, 1-
metoxietilo, & 4-tetrahidropiranilo; Re¢ y R; representan
metilo; X representa -O-; alk representa metileno; vy
COOR, representa carboxilo o alcoxicarbonilo 1 a 4 atomos
de carbono; o una sal farmacéuticamente aceptable del

mismo.

9. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacidn
8, en donde R y Rs representan hidrdgeno; R, representa
fenilo; R, representa hidrégeno, acetilo, o}
metoxiacetilo; R, representa isopropilo o butilo
terciario; R¢ Yy R, representan metilo; X representa -O-;

alk representa metileno; y COOR, representa carboxilo o
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etoxicarbonilo; o una sal farmacéuticamente aceptable

del mismo.

10. Una composicién farmacéutica que comprende
una cantidad efectiva de un compuesto de la
reivindicacién 1 en combinacién con uno O mWas

vehiculos farmacéuticamente aceptables.

7/
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la fdérmula:

AT A S

R,§— C— C——N—0"C— c——r|:—m——cooa, h

Rs rL; R

en donde:

R y Rs; representan hidrégeno;//

R, representa alquilo de 1 a 7 atomos de
carbono, cicloalquilo de 5 & 6 &atomos de carbono,
arilo carbociclico o heterociclico; «—

alk representa alquileno de 1 a 7 adtomos de
carbono;

X representa -O- 6 -S(0), en donde n es cero o}
dos;

R, representa hidrégeno o acilo;

R, representa hidrdgeno, alquilo de 1 a 7 atomos

-
de carbono opcionalmente sustituido, oxacicloalquilo
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de 3 a 7 Atomos de carbono, oxacicloalquilo de 3 a 7
stomos de carbono-alquilo de 1 a 7 atomos de carbono
o (arilo carbociclico o heterociclico)-alquilo de 1
a 7 a4tomos de carbono;

Rs representa hidrdgeno 0;”

R, Y Ry, combinados con el atomo de carbono con
el que estén unidos, representan cicloalquilideno de 5
6 6 miembros de carbonos, v

R¢ y R, junto con el &tomo de carbono con el

que estan unidos, representan cicloalquilideno de 5 & 6
miembros;

COOR, representa carboxilo o) carboxilo
derivado en 1la forma de un éster farmacéuticamente
aceptable; yd

o un derivado de disulfuro que se derive a
partir de este compuesto, en donde R; es hidrbégeno; o

</
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Un compuesto de acuerdo con la
reivindicacién 1, de la férmula:
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0 —==0

' (la)

2z
=0 —2
O
|

o un derivado de disulfuro que se derive a partir de
este compuesto, en donde R; es hidrGgeno; © una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo./

3. Un compuesto de acuerdo con la
reivindicacién 1, en donde R y Rg representan
hidrdégeno; /Rl representa arilo carbociclico o

. ' / . - .
heterociclico,” R; representa hidrdgeno O alcanoilo

—

del a 7 atomos de carbono opcionalmente sustituido; Ry

representa alquilo de 1 a 7 Atomos de carbono,

—
cicloalquilo de 3 a 7 atomos de carbono,

tetrahidropiranilo, o alcoxilo de 1 a 4 atomos de
carbono-alquilo de 1 a 4 &tomos de carbono;/RG y R,

representan ambos alquilo de 1 a 4 adtomos de carbono, —
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y son idénticos; X representa -O- & -S-; alk representa
metileno; COOR, representa carboxilo, alcoxicarbonilo
de 1 a 7 dtomos de carbono, (dialquil de 1 a 7 atomos
de carbono-aminocarbonilo)-alcoxicarbonilo de 1 a 7
atomos de carbono, o) (morfolinocarbonil,
piperidinocarbonil, o pirrolidinocarbonil) -
alcoxicarbonilo de 1 a 7 &tomos de carbono; o una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo.///

4. Un compuesto de acuerdo con la
reivindicacién 2, en donde R y Rg representan
hidrégeno; R, representa arilo carbociclico o
heterociclico, R, representa hidrdgeno o alcanoilo de
1 a 7 atomos de carbono opcionalmente sustituido; R,
representa alquilo de 1 a 7 atomos de carbono,
cicloalquilo de 3 a 7 atomos de carbono,
tetrahidropiranil o alcoxilo de 1 a 4 atomos de

carbono-alquilo de 1 a 7 atomos de carbono; Rs Y Ry

-

representan ambos alquilo de 1 a 4 atomos de carbono, 7y

a5
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P

son idénticos; X representa -O- & -S-; alk representa
metileno; COOR, representa carboxilo, alcoxicarbonilo de
1 a 7 atomos de carbono, (dialquil de 1 a 7 atomos de
carbono-aminocarbonilo) -alcoxicarbonilo de 1 a 7
atomos de carbono, o) (morfolinocarbonil,
piperidinocarbonil, o pirrolidinocarbonil) -
alcoxicarbonilo de 1 a 7 &tomos de carbono; o una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo. -~

5. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacidn
1, en donde R y Rs representan hidrégeno; R,
representa arilo carbociclico; en donde arilo
carbociclico representa fenilo o fenilo sustituido por
uno o dos de hidroxilo, alcanoiloxilo de 1 a 7 atomos
de carbono, alquilo de 1 a 4 atomos de carbono, alcoxilo
de 1 a 4 Atomos de carbono, trifluorometilo,
trifluorometoxilo, o haldégeno; R; representa hidrdgeno 6

alcanoilo de 1 a 4 4&tomos de carbono; R, representa

alquilo de 1 a 4 atomos de carbono, 4-—

9%
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tetrahidropiranilo o alcoxilo de 1 a 4 atomos de
carbono-alquilo de 1 a 4 &tomos de carbono; Rs ¥V Rs
representan metilo; X representa -0O-; alk representa
metileno o etileno; y COOR, representa carboxilo o
alcoxicarbonilo de 1 a 4 atomos de carbono; o una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo.

6. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién
2, en donde R y Rs representan hidrégeno; R,
representa arilo carbociclico, en donde arilo
carbociclico representa fenilo o fenilo sustituido por
uno o dos de hidroxilo, alcanoiloxilo de 1 a 4 atomos de
carbono, alquilo de 1 a 4 atomos de carbono, alcoxilo de 1
a 4 atomos de carbono, trifluorometilo, trifluorometoxilo,
o halégeno; R; representa hidrdgeno 6 alcanoilo de 1 a 4
dtomos de carbono; R, representa alquilo de 1 a 7 atomos
de carbono, 4-tetrahidropiranilo, o alcoxilo de 1 a 4
atomos de carbono-alquilo de 1 a 4 atomos de carbono; Rs

vy R, representan metilo; X representa -O-; alk

9+
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representa metileno o etileno; y COOR, representa
carboxilo o alcoxicarbonilo de 1 a 4 atomos de carbono; o

una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. —

7. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacidn
1, en donde R y R; representan hidrdgeno; R, representa
fenilo, fluorofenilo, R, representa hidrégeno, alcanoilo
de 1 a 4 atomos de carbono, o alcanoilo de 1 a 4 atomos
de carbono sustituido por alcoxilo de 1 a 4 atmos de
carbono; R, representa isopropilo, butilo terciario, 1-
metoxietilo, & 4-tetrahidropiranilo; Rs y R; representan
metilo; X representa -0O-; alk representa metileno; y
COOR, representa carboxilo o alcoxicarbonilo de 1 a 4
Atomos de carbono; o una sal farmacéuticamente aceptable

del mismo.

S 2%
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8. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién
2, en donde R y Rs representan hidrégeno; R, representa
fenilo, fluorofenilo, R; representa hidrdgeno, alcanoilo
de 1 a 4 Atomos de carbono, o alcanoilo 1 a 4 &tomos de
carbono sustituido por alcoxilo 1 a 4 atomos de carbono;
R, representa isopropilo, butilo terciario, 1-
metoxietilo, 6 4-tetrahidropiranilo; Rs y R, representan
metilo; X representa -O-; alk representa metileno; vy
COOR, representa carboxilo o alcoxicarbonilo 1 a 4 atomos
de carbono;. o una sal farmacéuticamente aceptable del

mismo.

9. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacidn
8, en donde R y R representan hidrdgeno; R; representa
fenilo; R, representa hidrdégeno, acetilo, o}
metoxiacetilo; R, representa isopropilo o butilo
terciario; Rs y R, representan metilo; X representa -O-;

alk representa metileno; y COOR, representa carboxilo o

99



2610 Rvs DIVI 1 88

%

etoxicarbonilo; o una sal farmacéuticamente aceptable

del mismo.

10. Una composicién farmacéutica que comprende
una cantidad efectiva de un compuesto de la
reivindicacién 1 en combinacién c¢con uno O mas

vehiculos farmacéuticamente aceptables.

\o\
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto de la férmula:
R, 0 H Te (1 Tk—x'&
. | 0

R,§— C—— C——N—0OC— c—-bla—m—ooorz,

R rl«', R

en donde:

R y Rs representan hidrdgeno;

R, representa alquilo de 1 a 7 atomos de
carbono, cicloalquilo de 5 &6 6 &atomos de carbono,
arilo carbociclico o heterociclico;

alk representa alquileno de 1 a 7 atomos de
carbono;

X representa -O0- & -S(0), en donde n es Cero e}
dos;

R, representa hidrdgeno o acilo;

R, representa hidrdgeno, alquilo de 1 a 7 atomos

de carbono opcionalmente sustituido, oxacicloalquilo

6/
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de 3 a 7 a4tomos de carbono, oxacicloalquilo de 3 a 7
stomos de carbono-alquilo de 1 a 7 atomos de carbono
o (arilo carbociclico o heterociclico) -alquilo de 1
a 7 atomos de carbono;

Rs; representa hidrdgeno o;

R, Y Rs, combinados con el dtomo de carbono con
el que estén unidos, representan cicloalquilideno de 5
6 6 miembros de carbonos,

R¢ ¥ R, junto con el atomo de carbono con el

que estén unidos, representan cicloalquilideno de 5 & 6

miembros; -~

COOR;, representa carboxilo o) carboxilo
derivado en la forma de un éster farmacéuticamente
aceptable; -

o un derivado de disulfuro que se derive a
partir de este compuesto, en donde R, es hidrégeno; o

una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. _ -~

2. Un compuesto de acuerdo con la
reivindicacién 1, de la férmula:

3

/02
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Ra 194 H Rg atkX-R,
N I I -
R§— C——C—N i: C—N—CH—CO0R,
R, R, R

o un derivado de disulfuro que se derive a partir de
este compuesto, en donde R; es hidrégeno; o una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo.

3. Un compuesto de acuerdo con la
reivindicacién 1, en donde R Yy Rg representan
hidrégeno; R; representa arilo carbociclico o
heterociclico, R; representa hidrdégeno o alcanoilo
del a 7 atomos de carbono opcionalmente sustituido; R,
representa alquilo de 1 a 7 atomos de carbono,
cicloalquilo de 3 a 7 atomos de carbono,
tetrahidropiranilo, o alcoxilo de 1 a 4 atomos de
carbono-alquilo de 1 a 4 atomos de carbono; R Yy Ry

representan ambos alquilo de 1 a 4 atomos de carbono,

/03
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y son idénticos; X representa -O- & -S-; alk representa
metileno; COOR, representa carboxilo, alcoxicarbonilo
de 1 a 7 atomos de carbono, (dialquil de 1 a 7 &tomos
de carbono-aminocarbonilo)-alcoxicarbonilo de 1 a 7
atomos de carbono, o) (morfolinocarbonil,
piperidinocarbonil, o pirrolidinocarbonil) -
alcoxicarbonilo de 1 a 7 atomos de carbono; o una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo.

4. Un compuesto de acuerdo con la
reivindicacién 2, en donde R Yy Rg representan
hidrégeno; R, representa arilo carbociclico o

heterociclico, R; representa hidrdégeno o alcanoilo de
1 a 7 atomos de carbono opcionalmente sustituido; R,
representa alquilo de 1 a 7 &tomos de carbono,
cicloalquilo de 3 a 7 atomos de carbono,
tetrahidropiranil o alcoxilo de 1 a 4 atomos de
carbono-alquilo de 1 a 7 &tomos de carbono; Rs¢ ¥ Ry

representan ambos alquilo de 1 a 4 atomos de carbono, y

Y
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son idénticos; X representa -0O- & -S-; alk representa
metileno; COOR, representa carboxilo, alcoxicarbonilo de
1 a 7 atomos de carbono, (dialquil de 1 a 7 atomos de
carbono-aminocarbonilo) -alcoxicarbonilo de 1 a 7
atomos de carbono, o (morfolinocarbonil,
piperidinocarbonil, o pirrolidinocarbonil) -
alcoxicarbonilo de 1 a 7 atomos de carbono; o una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo.

5. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién
1, en donde R y Rs representan hidrbégeno; R;
representa arilo carbociclico; en donde arilo
carbociclico representa fenilo o fenilo sustituido por
uno o dos de hidroxilo, alcanoiloxilo de 1 a 7 atomos
de carbono, alquilo de 1 a 4 atomos de carbono, alcoxilo
de 1 a 4 éatomos de carbono, trifluorometilo,
trifluorometoxilo, o haldgeno; R, representa hidrdgeno &
alcanoilo de 1 a 4 Aatomos de carbono; R, representa

alquilo de 1 a 4 atomos de carbono, 4-

/Oy
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tetrahidropiranilo o alcoxilo de 1 a 4 atomos de
carbono-alquilo de 1 a 4 atomos de carbono; Re Vv Rs
representan metilo; X representa -O-; alk representa
metileno o etileno; y COOR, representa carboxilo o
alcoxicarbonilo de 1 a 4 Atomos de carbono; o una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo.

6. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacidén
2, en donde R y Rs representan hidrdgeno; R,
representa arilo carbociclico, en donde arilo
carbociclico representa fenilo o fenilo sustituido por
uno o dos de hidroxilo, alcanoiloxilo de 1 a 4 &atomos de
carbono, alquilo de 1 a 4 &tomos de carbono, alcoxilo de 1
a 4 aAtomos de carbono, trifluorometilo, trifluorometoxilo,
o halégeno; R; representa hidrdgeno 6 alcanoilo de 1 a 4
atomos de carbono; R, representa alquilo de 1 a 7 atomos
de carbono, 4-tetrahidropiranilo, o alcoxilo de 1 a 4
dtomos de carbono-alquilo de 1 a 4 atomos de carbono; Rg

y R, representan metilo; X representa -0-; alk

/04
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representa metileno o etileno; y COOR, representa
carboxilo o alcoxicarbonilo de 1 a 4 atomos de carbono; o

una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

7. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacidn
1, en donde R y Rs representan hidrdgeno; R, representa
fenilo, fluorofenilo, R, representa hidrégeno, alcanoilo
de 1 a 4 Atomos de carbono, o alcanoilo de 1 a 4 atomos
de carbono sustituido por alcoxilo de 1 a 4 atmos de
carbono; R, representa isopropilo, butilo terciario, 1-
metoxietilo, & 4-tetrahidropiranilo; Rs y R; representan
metilo; X representa -O-; alk representa metileno; y
COOR, representa carboxilo o alcoxicarbonilo de 1 a 4
dtomos de carbono; o una sal farmacéuticamente aceptable

del mismo.
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8. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacidn
2, en donde R y Rs representan hidrdgeno; Ry representa
fenilo, fluorofenilo, R; representa hidrdgeno, alcanoilo
de 1 a 4 Atomos de carbono, o alcanoilo 1 a 4 atomos de
carbono sustituido por alcoxilo 1 a 4 atomos de carbono;
Ry representa isopropilo, butilo terciario, 1-
metoxietilo, & 4-tetrahidropiranilo; R¢ ¥ Ry representan
metilo; X representa -O-; alk representa metileno; y
COOR, representa carboxilo o alcoxicarbonilo 1 a 4 atomos
de carbono; o una sal farmacéuticamente aceptable del

mismo.

9. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacidn
8, en donde R y Rs representan hidrdgeno; R, representa
fenilo; R, representa hidrdégeno, acetilo, o}
metoxiacetilo; R, representa isopropilo o butilo
terciario; R¢ y R, representan metilo; X representa -0-;

alk representa metileno; y COOR, representa carboxilo o

/0¥



~i

~7

D

2610 Rvs DIVI 1 ' 88

etoxicarbonilo; o una sal farmacéuticamente aceptable

del mismo.

10. Una composicién farmacéutica que comprende
una cantidad efectiva de un compuesto de la
reivindicacién 1 en combinacién con uno O mWas

vehiculos farmacéuticamente aceptables.
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D all designatced States except

the United States

the States indicated in
of America only D

the Supplemental Box

Name and address: (Family name followed by given name: for a legal entity. full official designation.
The address must include postal code and name of couniry. The country of the address indicated in this
Box isthe applicant s State (that is, country) of residence ifno State of residence is indicated below.)

This person is:

[:] applicant only

D applicant and inventor

D inventor only (If this check-box
is marked, do not fill in below.)

Applicant’sregistration No. with the Office

State (that is, country) of nationality: State (that is, country)

of residence:

This person is applicant

all designated States except
for the purposes of:

the United States of Amenica

all designated
D States

the United States
of America only

the States indicated in
the Supplemental Box

D Further applicants and/or (further) inventors are indicated on another continuation sheet.

Form PCT/RO/101 (continuation sheet) (March 2001, reprint January 2002)

See Notes 1o the request form
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Box No. V. DESIGNATION OF STATES Mark the applicable check-boxes below; at least one must be marked.

The following designations are hereby made under Rule 4.9(a):

Regional Patent

(O AP ARIPO Patent: GH Ghana, GM Gambia, KE Kenya, LS Lesotho, MW Malawi, MZ Mozambique, SD Sudan,
SL Sierra Leone, SZ Swaziland, TZ United Republic of Tanzania, UG Uganda, ZM Zambia, ZW Zimbabwe, and any other
State which is a Contracting State of the Hararc Protocol and of the PCT (if other kind of protection or treatment desired,
specifyondottedling) ... ... ... ... [

B EA EurasianPatent: AM Armenia, AZ Azerbaijan, BY Belarus, KG Kyrgyzstan, KZ Kazakhstan, MD Republic of Moldova,
RU Russian Federation, TJ Tajikistan, TM Turkmenistan, and any other State which is a Contracting State of the Eurasian
Patent Convention and of the PCT

® ep European Patent: AT Austria, BE Belgium, CH & L1 Switzerland and Liechtenstein, CY Cyprus, DE Germany,
DK Denmark, ES Spain, FI Finland, FR France, GB United Kingdom, GR Greece, 1E Ireland, IT ltaly, LU Luxembourg,
MC Monaco, NL Netherlands, PT Portugal, SE Sweden, TR Turkey, and any other State which is a Contracting State of
the European Patent Convention and of the PCT

{0 0A OAPI Patent: BF Burkina Faso, BJ Bénin, CF Central African Republic, CG Congo, CI Céte d'Ivoire, CM Cameroon,
GA Gabon, GN Guinea, GQ Equatorial Guinea, GW Guinea-Bissau, ML Mali, MR Mauritania, NE Niger, SN Sencgal,
TD Chad, TG Togo, and any other State which is a member State of OAPI and a Contracting Statc of the PCT (if other kind
of protection or treatment desired, specify ondotted ling) . ... ... ... ... .. i

National Patent (if other kind of protection or treatment desired, specify on dotted line):

®) AE United Arab Emiratcs 0 GM Gambia & NZ NewZealand................
® ac Antigua and Barbuda ® HR Croatia ..................... & oM Oman

B AL Albania...................... ® Hu Hungary .................... B PH Philippines ... ...,
B AMAmenia...................... ® ID Indonesia RPL Poland. ...
B AT Austria .. ... ®iIL tsrael ... oo ®PT Portugal ...
® AU Australia. . ...l .. ®IN India...........oee. &) RO Romania

® az Azerbaijan ........ ... ... ... ® 1S Iceland ® RU Russian Federation . ..........
X BA Bosnia and Herzegovina......... X Jp JaPan ... ... e
X BB Barbados X ke Kenya.............ovooivvnn [J sp Sudan

X BG Bulgaria...................... R kG Kyrgyzstan. ................. ® SE Sweden

BR Brazil ........................ ® KP Democratic People’s Republic M sG Singapore

B BY Belarus . ...................... ofKorea.................. ® SI Slovenia..........oooveni...
WBZ Belize..........coooeeiiiiiin. ® KR Republic of Korea............. X SK Slovakia.........coooovnnnn.
® CA Canada & KZ Kazakhstan.. ... ............. [ISL Sierraleone.................
® CH & LI Switzerland and Liechtenstein & LC Saint Lucia B TI Tajikistan ...
WCNChina...................... ) LK SriLanka B T™ Turkmenistan . ...............
® CO Colombia 0J LR Liberia ® TN Tunisia

X CR CostaRica................... O LS Lesotho. ..o, B TR Turkey . ...
Bcucuba. ... & LT Lithuania ® TT Trinidad and Tobago .. ........
& CZ Czech Republic .. ............. B0 LU Luxembourg e
B DE Germany ...... ............ .. ® Lv Latvia J TZ United Republic of Tanzania

B DK Denmark .................... m MAMOIOCEO . .. o oot ® uA Ukraine ...................
X DM Dominica ® MD Republic of Moldova . . ... . ... COuGuganda ....................
B DZ Algeria. ... .. & US United States of America . . . . ..
® EC Ecuador . .................... 00 MGMadagasear. .. ... ovvvie
B EE Estonia............c.oc...... & MK The former Yugoslav Republic of M Uz Uzbekistan . ...
B0 ES Spain ... Macedonia ......... ...t 0 VYN VieeNam ... .......oovnnns
®WFI Finland...................... & MN Mongolia B YU Yugoslavia ............. ...
& GB United Kingdom O MWMalawi ... ..o ® zA South Africa................
X GD Grenada B MXMexico. ... 0 2M Zambia

® GE Georgia ... 0O MZ Mozambique X zw Zimbabwe .. ...
®GHGhaa .. ... & no Norway

Check-boxes below reserved for designating States which have become party to the PCT after issuance of this sheet:

O O O
O . O O

Precautionary Designation Statement: In addition to the designations made above, the applicant also makes under Rulc 4.9(b) all
other designations which would be permitted under the PCT except any designation(s) indicated in the Supplemental Box as being
excluded from the scope of this statement. The applicant declares that those additional designations are subject to confirmation and that
any designation which is not confirmed before the expiration of |5 months from the priority datc is to be regarded as withdrawn by the
applicant at the expiration of that time limit. (Confirmation (including fees) must reach the receiving Office within the 1 5-month time limit.)

Form PCT/RO/101 (second sheet) (January 2002) See Notes 1o the request form
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Supplemental Box

If the Supplemental Box is not used, this sheet should not be included in the request.

If, in any of the Boxes, except Boxes Nos. VIII(i) to (v) for which
aspecial continuation box is provided, the space is insufficient
to furnishall the information: insuchcase, write “"Continuation
of Box No...."" (indicate the number of the Box) and furnish the
information in the same manner as required according to the
captions of the Box in which the space was insufficient, in
particular.

()if more than two persons are to be indicated as applicants

(i)

(iii)

()

)

vi)

and/or inventors and no “continuation sheet” is available: in
such case, write "' Continuation of Box No. Il ** and indicate for
each additional person the same type of information as required
in Box No. l]. The country of the address indicdted in this Box
is the applicant 's State (that is, country) of residence if no State
of residence is indicated below;

if, in Box No. Il or in any of the sub-boxes of Box No. lil, the
indication “the States indicated in the Supplemental Box” is
checked: in such case, write “Continuation of Box No. 11" or
“Continuation of Box No. I1]" or "'Continuation of Boxes No. Il
and No. 1l (as the case may be), indicate the name of the
applicant(s) involved and, next to (each) such name, the State(s)
(and/or, where applicable, ARIPO, Eurasian, European or
OAPI patent) for the purposes of which the named person is
applicant;

if. in Box No. Il or in any of the sub-boxes of Box No. lll, the
inventor or the inventor/applicant is not inventor for the
purposes of all designated States or for the purposes of the
United States of America: in such case, write “Continuation of
Box No. 11" or "Continuation of Box No. 11 or "'Continuation
of Boxes No. Il and No. 111" (as the case may be), indicate the
name of the inventor(s) and, next to (each) such name,
the State(s) (and/or, where applicable, ARIPO, Eurasian,
European or QAPI patent) for the purposes of which the
named person is inventor,

if. in addition to the agent(s) indicated in Box No. IV, there are

Sfurther agents: in such case, write “Continuation of
Box No. IV and indicate for each further agent the same type
of information as required in Box No. IV;

if. inBox No. ¥, the name of any State (or OAPI) isaccompanied
by the indication “patent of addition,” or “certificate of
addition, " or if, in Box No. V, the name of the United States of
America is accompanied by an indication “continuation” or
“continuation-in-part”. in such case, write "Continuation of
Box No. V' and the name of each State involved (or OAPI),

and after the name of each such State (or OAPI), the number of
the parent title or parent application and the date of grant of
the parent title or filing of the parent application;

if. in Box No. VI, there are more than five earlier applications
whase priority is claimed. in such case, write "Continuation
of Box No. VI" and indicate for each additional earlier
application the same type of information as required
in Box No. VI.

If. with regard to the precautionary designation statement
contained in Box No. V, the applicant wishes to exclude any
State(s) from the scope of that statement: in such case, write
“Designation(s) excluded from precautionary designation
statement " and indicate the name or two-letter code of each
State so excluded.

Continuation of Box No. i
Novartis AG is applicant for all. designated States
with the exception of: AT (Austria) and US (USA)

Continuation of Box No. il
Novartis-Erfindungen Verwaltungsgesellschaft
m.b.H. is applicant for AT (Austria) only.

Form PCT/RO/101 (supplemental shect) (March 2001; reprint January 2002)

See Notes to the request form
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Box No. VI PRIORITY CLAIM

The priority of the following earlier application(s) is hereby claimed:

Filing date Number Where carlicr application is:

of carlier application of earlier application

(day/month/year) national application: | regional application:* | international application:

country regional Office recciving Office

item (1)
15 May 2001 60/291,088 us
(15.05.01)

item (2)
11 December 2001 60/339,575 us
(11.12.01) ,

item (3)

item (4)

item (5)

E] Further priority claims are indicated in the Supplemental Box.

The receiving Office is requested to prepare and transmit to the International Bureau a certificd copy of the carlicr application(s) (only
if the earlier application was filed with the Office which for the purposes of this international application is the receiving Office) identified
above as: .

. . . . . . other, scc
D allitems ] item (1) [] item(2) [ item@) [ item@ [ iems) D Suppicmental Box
* Where the earlier application is an ARIPO application, indicate at least one country party to the Paris Convention for the Protection of

Box No. VII INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Choice of International Searching Authority (ISA) (if two or more International Searching Authorities are competent to carry out the
international search, indicate the Authority chosen; the two-letter code may be used).

Request to use results of earlier search; reference to that search (if an earlier search has been carried out by or requested from the
International Searching Authority).
Date (day/month/year) Number Country (or regional Office)

Box No. VIII DECLARATIONS

The following declarations are contained in Boxes Nos. V11 (i) to (v) (mark the applicable Number of
check-boxes below and indicate in the right column the number of each type of declaration): declarations
D Box No. VIII (1) Declaration as to the identity of the inventor

(] BoxNo. Vil (ii) Declaration as to the applicant’s entitlement, as at the intemnational filing

date, to apply for and be granted a patent

D Box No. VIII (iii) Declaration as to the applicant’s entitlement, as at the international filing
date, to claim the priority of the earlier application

D Box No. VIII (iv) Declaration of inventorship (only for the purposes of the designation of the
United States of America)
D Box No. VIIT (v) Declaration as to non-prejudicial disclosures or exceptions to lack of novelty
Form PCT/RO/101 (third sheet) (March 2001; reprint January 2002) See Notes to the request form
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SheetNo. .. 6 ..

Box No.IX  CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING

This international application contains:

(a) the following number of
sheets in paper form:

request (including

declaration sheets) : 6
description (cxcluding

sequence listing part) : 47
claims : 4
abstract : 1
drawings : -
Sub-total number of sheets : 58

sequence listing part of

description (actual number

of sheets if filed in paper

Jorm, whether or not also

filed in computer readable

Jorm, see (b) below) : -

Total number of sheets : 58

(b) sequence listing part of description filed in
computer readable form

(i) [3 only (under Scction 801(a)(i))

(ii) [J in addition to being filed in paper
form (under Section 801(a)(i1))

Type and number of carriers (diskette,
CD-ROM, CD-R or other) on which the
scquence listing part is contained (additional
copies to be indicated under item 9(ii). in
right column):

This international application is accompanied by the following
item(s) (mark the applicable check-boxes below and indicate in
right column the number of each item):

1. fee calculation sheet
original separate power of attomney

original general power of attorncy

s

O 00 RO ROBR

copy of/%eneral %ower of attorney; reference number,

if any: AV.366.

statement explaining lack of signature

o

priority docum?gt)(s) identified in Box No. VI as
+

separate indications conceming deposited microorganism
or other biological material

sequence listing in computer readable form (indicate also type
and number of carriers (diskette, CD-ROM, CD-R or other ))

(i) O copy submitted for the purposes of international search
under Rule |3rer only (and not as part of the
international application)

(i1) [Q (only where check-box (b)(i) or (b)(ii} is marked in left

column) additional copics including, where applicable,

the copy for the purposcs of international search under

Rule 13rer

(iii) [ together with relevant statcment as to the identity
of the copy or copies with the sequence listing part
mentioned in left column

10. ] otherfspecify): .............. ...

A+£37886. ... :

Number
of items

Figure of the drawings which
should accompany the abstract:

Language of filing of the
international application:

English

Box No. X

SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE
Next 1o each signature, indicate the name of the person signing and the capacity in which the person signs (if such capacity is not obvious from reading the request).

25.04.2002

In the name of the applicants
The representative

GROS, Florent AV 36671 + 37586

For receiving Office use only

1. Date of actual receipt of the purported
international application:

14 MAY

2. Drawings:

D received:

2002

3. Corrected date of actual reccipt due to later but
timely received papers or drawings completing
the purported international application:

(14,05 oz)

4. Date of timely receipt of the required
corrections under PCT Article 11(2):

D not received:

S. Intemational Searching Authority
(if two or more are competent):

ISA/

6. D Transmittal of scarch copy delaycd

until search fce is paid

Date of receipt of the record copy
by the Intemational Bureau:

For International Bureau use only

Form PCT/RO/101 (last sheet) (March 2001; reprint January 2002)

See Notes to the request form
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Cor;ﬁhrate Intellectual Property

From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY ——-p T
APP l fb I."L II RS 1 Cepy:

;{%VARTI S AG NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF

Corporate Intellectual Property THE'NTE%';ATT':%NS‘;CSLE\%F;%TOZEpom \\q/
Attn. Gros, Florent

Patent & Trademark Department
CH-4002 Basel (PCT Rule 44.1) )a(ﬁ
SWITZERLAND ;

Date of mailing

(day/month/year) 13/12/2002

Applicant's or agent's file reference

4-31996A FOR FURTHER ACTION See paragraphs 1 and 4 below
international application No. international tiling date

PCT/EP 02/ 05293 | (cay/moniniyear) —14/05/2002

Applicant

NOVARTIS AG

1. m The applicant is hereby notified that the International Search Report has been established and is transmitted herewith,

Filing of amendments and statement under Article 19:
The applicant is entitled, if he so wishes, to amend the claims ot the International Application (see Rule 46):

When? The time limit for filing such amendments is normally 2 months from the date ot transmittal of the
International Search Report; however, for more details, see the notes on the accompanying sheet.

Where? Directly to the  International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland
Fascimile No.: (41-22) 740.14.35

For more detailed instructions, see the notes on the accompanying sheet.

2. D The appticant is hereby notified that no International Search Report will be established and that the declaration under
Acticle 17(2)(a) to that effect is transmitted herewith.

3. [] With regard to the protest against payment of (an) additional fee(s) under Rule 40.2, the applicant is notitied that:

D the protest together with the decision thereon has been transmitted to the International Bureau together with the
applicant's request to forward the texts ot both the protest and the decision thereon to the designated Offices.

D no decision has been made yet on the protest; the applicant will be notified as soon as a decision is made.

4. Further action(s): The applicant is reminded of the following:

Shortly atter 18 months from the priority date, the international application will be published by the International Bureau.
if the applicant wishes to avoid or postpone publication, a notice ot withdrawal of the international application, or ot the
priority claim, must reach the International Bureau as provided in Rules 90bis.1 and 90bis.3, respectively, before the
completion of the technical preparations for international publication.

Within 19 months from the priority date, a demand for international preliminary examination must be filed if the applicant
wishes to postpone the entry into the national phase until 30 months from the priority date (in some Offices even later).

Within 20 months from the priority date, the applicant must perform the prescribed acts tor entry into the national phase
before all designated Otfices which have not been elected in the demand or in a later election within 19 months from the
priority date or could not be elected because they are not bound by Chapter [1.

Name and mailing address of the international Searching Authority | Authorized officer
European Patent Office, P.B. 5818 Patentiaan 2

NL-2280 HV Rijswijk Bruno Danti
_0))) Tei (:31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo n,
_ e’ Fax: (+31-70Y340-2301R
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NOTES TO FORM PCT/ISA/220

These Notes are intended to give the basic instructions conceming the filing of amendments under article 19. The \ \'q

Notes are based on the requirements of the Patent Cooperation Treaty, the Regulations and the Administrative Instructions
under that Treaty. In case of discrepancy between these Notes and those requirements, the latter are applicable. For more
detailed information, see also the PCT Apphicant's Guide, a publication of WIPO.

In these Notes, “Article”, "Rule”, and "Section" refer to the provisions of the PCT, the PCT Regulations and the PCT
Administrative Instructions respectively.

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The applicant has, after having received the intemational search report, one opportunity to amend the claims of the
imemational application. #t should however be emphasized that, since all parts of the imemational application (claims,
description and drawings) may be amended during the intemational preliminary examination procedure, there is usually
no need to file amendments of the claims under Article 19 except where, 6.9. the applicant wants the latter to be published
for the purposes of provisional protection or has another reason for amending the claims before intemational pbulication.
Furthermore, it should be emphasized that provisional protection is available in some States only.

What parts of the intemational application may be amonded?
Under Article 19, only the claims may be amended.

During the international phase, the claims may also be amended (or further amended) under Asticle 34 before
the International Preliminary Examining Authority. The descriplion and drawings may only be amended under
Articie 34 before the Intemational Examining Authority.

Upon entry into the national phase, all parts of the intemational application may be amended under Asticle 28
of, where applicable, Article 41.

When? Within 2 months from the date of transmittal of the international search report or 16 months from the priofity
data, whichever time limit expires later. it should be noted, however, that the amendments will be considered
as having been received on time if they are received by the intemational Bureau after the expiration of the
applicable time fimit but before the completion of the technical preparations for intemational publication
(Rule 46.1).

Where not to file the amendments?

The amendments may only be filed with the Intemnational Bureau and not with the receiving Oftfice or the
imermnational Searching Authority (Rule 46.2). B

Where a demand for itemational preliminary examination has been fis filed, see below.

How? Ether by cancelling one or more entire claims, by adding one or more new claims or by amending the text of
one or more of the claims as filed.

A replacement sheet must be submitted for each sheet of the claims which, on acocount of an amendment or
amendments, differs from the sheet originally filed.

All the claims appearing on a replacement sheet must be numbered in Arabic numerais. Where a claim is
cancelled, no renumbernng of the other claims is required. In all cases where claims are renumbered, they must
be renumbered consecutively (Administrative Instructions, Section 205(b)).

Tho amendments must be made in the language in which theinternational application is to be published.

What documents imust/may accompany the amendments?
Letter (Section 205(b)):
The amendments must be submitted with a letter.

The tetter will not be published with the intemational application and the amended claims. It should not be
confused with the "Statement under Article 19(1)° {see below, under “Statement under Article 19(1)7).

The letter must be in English or French, at the choice of the applicant. However, it the language of the
interational application is English, the letter must be in English; if the language of the international application
Is French, the letter must be in French.

/13
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NOTES TO FORM PCT/ISA/220 (continued) %’

The letter must indicate the differences between the claims as filed and the claims as amended. it must, in
particular, indicate, in connaction with each claim appearing in the international application (it being understood
that identical indications conceming several claims may be grouped), whether

() the claim is unchanged,

() the claim is cancellied,

(W) the claim is new,

(v) the claim repiaces one or more claims as filed;

(v) - the claim is the resuit of the division of a claim as filed.

The following examples lllustrate the manner in which amendments mustbe explained in the
accompanying letter:

1. [Where originally there were 48 claims and ater amendment of some claims there are 51):
*Claims 1 to 29, 31, 32, 34, 35, 37 to 48 replaced by amended claims bearning the same numbers,
claims 30, 33 and 36 unchanged; new claims 49 to 51 added.*

2. [Where originally there were 15 claims and after amendment of all claima there are 1]
*Claims 1 to 15 replaced by amended claims 1 to 11.*

3. [Where originally there were 14 claims and the amendments consist in cancelling some claims and in adding
new claims]:
*Claims 1 to 6 and 14 unchanged; claims 7 to 13 cancelled; new claims 15, 16 and 17 added.® or
*Claims 7 to 13 cancelled; new claims 15, 16 and 17 added; all other ciaims unchanged.”

4 [Where various kinds of amendments are made}:
“Claims 1-10 unchanged, claims 11 to 13, 18 and 19 cancelled; claims 14, 15 and 16 replaced by amended
daim 14; claim 17 subdivided into amended claims 15, 16 and 17; new claims 20 and 21 added.’

~Statement under article 19(1)" (Rule 46.4)

The amendments may be accompanied by a statement expiaining the amendments and indicating any impact
that such amendments might have on the description and the drawings (which cannot be amended under
Article 19(1)).

The atatement will be published with the intemational application and the amended claims.
it must be In the language in which the international appplication Is to be published.
Rk must be brief, not exceeding SO0 words if in English or if translated into English.

it shouid not be confused with and does not replace the letter indicating the ditferences between the claims
as filed and as amended. It must be filed on a separate sheet and must be identified as such by a heading,
preferably by using the words *Statement under Article 19(1).°

it may not cortain any disparaging comments on the international search report or the relevance of citations
contained in that report. Reference to citations, relevant to a given claim, contained in the international search
report may be made only in connection with an amendment of that claim.

Consequence if a demand tor international preliminary examination has aiready been filed

If, at the time of fiing any amendments under Article 19, a demand for international preliminary examination
has already been submitied, the applicant must preferably, at the same time of filing the amendments with the
Iltemational Bureau, also file a copy of such amendments with the intemational Preliminary Examining
Authority (see Rule 62.2(a), first sentence).

Consequence with regard to translation of the International application for entry into the national phase

The applicant's attention is drawn to the fact that, where upon entry into the national phase, a transiation of the
claims as amended under Article 19 may have to be furnished to the designated/slected Offices, instead of, or
m addition to, the transliation of the claims as filed.

For further details on the requirements of each designated/elected Office, see Volume Il ot the PCT Applicant's
Guide.

19
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(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA DE ACUERDO CON EL TRATADO DE COOPERACION
EN MATERIA DE PATENTES (TCP)
OMP]
(19)  Organizacién Mundial de la Propiedad Intelectual
Oficina Internacional (10)  Numero de la Publicacién Internacional:
(43)  Fecha de la Publicacién Internacional: TCP WO 02/092622 A3
21 de noviembre de 2002 (21.11.2002)
(51)  Clasificacién de Patente Internacional”: CO7K 5/06, 4 Ager?te: GROS, Florent; Novartis AG. Corporacién de
: Propiedad Intelectual, Departamento de Patentes y Marcas,
AG61P 9/12, A61K 38/04 CH-4002 Basel (CH).
(81)  Estados Designados (nacionales):
(21)  Nimero de Solicitud Internacional: AE, AG, AL, AM. AT. AU. AZ. BA. BB. BG. BR. BY.
PCT/EP02/05293 BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ,
EC, EE. ES, Fl, GB, GD, GE, GH, HR, HU, ID, I, IN, IS,
(22)  Fecha de Presentacién Internacional: JP, KE, KG, KP. KR. KZ, LC, LK, LT. LU, LV, MA, MD,
14 de mayo 2002 (14.05.2002) MK, MN, MX, NO, NZ, OM, PH, PL, PT, RO, RU, SE.
SG, SI, SK, TI, T™M, TN, TR, TT, UA, US, UZ. VN, YU,
(25) Idioma de Presentacién: Inglé ZA, ZW.
(26) Idioma de Publicacién: Inglé (84)  Estados Designados (regionales):
) o Patente Eurasidtica (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU. TJ.
(30)  Informacién de Prioridad: T™), Patenie Europea (AT, BE, CH, CY, DE. DK, ES, FI,
60/291,088 15 de mayo 2001 (15.05.2001) uUs FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE. TR).
60/339,575 11 de diciembre de 2001 (11.12.2001) us )
. . Publicado;
(71)  Solicitante: (para todos los Estados designados excepto AT, | . Con reporte de busqueda internacional
US): NOVARTIS AG [CH/CH]): Lichtstrasse 35, CH-4056 _
Basel (CH). (88)  Fecha de publicacién del reporte de bisqueda internacional
10 de abril de 2003
(71)  Solicitante: (para todos los Estados designados excepto AT):
NOVARTIS-ERFINDUNGEN
VERWALTUNGSGESELLSCHAFT M.B.H. [AT/AT]: .
Brunner Strasse 59, A-1230 Vienna (AT): Para los codigos de dos letras y otras abreviaturas, refiéase a las
*Notas de Gufa sobre cédigos y abreviaturas” que aparecen al
(72) Inventores; y principio de cada publicacién regular de la gaceta del TCP.
(75) Inventores/Solicitantes (solo para-US). FINK, Cynthia,
Anne [US/US). 1 Kensington Court, Lebanon, NJ 08833 (US).
(54) Titulo: DERIVADOS DE DIPEPTIDO QUE TIENEN UN GRUPO 2-TIOACILO N-TERMINAL
COMO INHIBIDORES DE VASOPEPTIDASA
(57) Resumen:

Compuestos de la férmula I en donde R, R1, COOR2, R3-R7, alk, y X tienen los significados como se definen,
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ABSTRACT OF THE INVENTION

Compounds of the formula
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COOR, t

wherein R, Ry, COOR,, Rs-R;y, alk, and X have meaning as defined, such being useful as
dual inhibitors of angiotensin converting enzyme and neutral endopeptidase, aswell as .

inhibitors of endothelin converting enzyme.

In 3 Pref)errecl evnbodlmenr’

ewf R and Rs represent hydrogen; R,

represents benzyl; Rs represents hydrogen, acetyl or methoxyacetyl; R4 represents |sopropyl
or tert-butyl; Rs and Ry represent methyl; X represents -O-; alk represents methylene; and -

COOR, represents carboxyl or ethoxycarbonyly jpr-a-pharpacautically-aeeeptable-salt

thereot{
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This International Search Report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. Claims Nos.:

-14
because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210

2. D Claims Nos.:
because they relate to parts of the International Application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful International Search can be carried out, specifically:

3. D Claims Nos.:
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).
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. BASE DEL INFORME
La base de este examen preliminar internacional es la solicitud como originalmente fue presentada.

lll. El no-establecimiento de opinién en relacién con la novedad, nivel inventivo y aplicacién industrial

1. La pregunta de si la presente invencién reivindicada aparenta ser novedosa, si tiene altura inventiva, o es
aplicable industriaimente no ha sido materia del examen preliminar internacional en relacion con las
reivindicaciones que no han sido buscadas (Articulo 17(2) (a) o (3) y regla 66.1 (e) del PCT); ver también
reporte de busqueda intenacional).

V. Declaracion motivada bajo la Regla 66.2 (a) (ii) con relaci6n a la novedad, nivel inventivo o
aplicacion industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha declaracion

Bajo el entendido de que el examen preliminar intenacional ha sido llevado a cabo (ver item [ll), se
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A la luz de los documentos citados en el reporte de busqueda internacional, se considera que la
invencion como es definida por algunas de las reivindicaciones, que han sido objeto de un examen de
busqueda internacional, no parecen cumplir con el criterio mencionado en el articulo 33 (1) del PCT,
esto es que no parecen tener novedad y/o altura inventiva (ver reporte de busqueda internacional, en
particular los documentos citados X y Y, y la correspondiente referencia a la reivindicacion)
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4. La fecha final para la cual el informe del examen preliminar internacional debe ser establecido conforme a la

vammla BN N mas ARIANIANND
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OPINION ESCRITA Solicitud internacional No.  PCT/EP 02/05293

2

I. Base del informe

1. La base de esta opinion escrita es la solicitud de patente como fue presentada originaimente.

lil. El no-establecimiento de opinién en relacién con la novedad, nivel inventivo y aplicacion industrial

La pregunta de si la presente invencién reivindicada aparenta ser novedosa, si tiene altura inventiva, o es
aplicable industrialmente no ha sido ni sera materia del examen preliminar internacional en relacién con las
reivindicaciones respecto de las cuales no se ha realizado la busqueda (Art. 17 (2) (a) y regla 66.1 (e) del PCT;

ver también el informe de busqueda internacional).

V. Declaracién motivada conforme a la Regla 66.2 (a)(ii) con relacién a la novedad, nivel inventivo o

aplicacién industrial
Si fuera llevado a cabo el examen internacional preliminar (ver el punto [ll), se sefiala lo siguiente:

A la luz de los documentos citados en el informe de busqueda internacional, se considera que la invencién, tal
como es definida por lo menos por algunas de las reivindicaciones, las cuales han sido objeto del reporte de
busqueda internacional, parecen no cumplir con los criterios mencionados en el articulo 33(1) del PCT, esto
es que parece no tener novedad o nivel inventivo (ver reporte de busqueda internacional, en particular los
documentos citados como X y/o Y y las correspondientes referencias de las reivindicaciones).

Si se presentan modificaciones, el solicitante debe cumplir con los requisitos de la regla 66.8 del PCT e
indicar el fundamento de las modificaciones en los documentos de la solicitud como originalmente fueron
presentados (articulo 34 (2) (b) del PCT), de lo contrario las modificaciones no deberan ser tenidas en cuenta
para el establecimiento del reporte de examen preliminar. Se resaita el hecho al solicitante de que si la
solicitud contiene un nimero innecesario de reivindicaciones independientes, ningin examen se llevara a
cabo respecto de las reivindicaciones.

NB: Si el solicitante decide pedir un examen de fondo detallado, el reporte de un examen preliminar internacional
sera establecido normal y directamente. Excepcionalmente, el examinador podra emitir una segunda opinion escrita,
lo cual debera ser explicitamente solicitado.

Formato PCT/ 408AE2 (EPO-03-2002) P20725
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PATENT COOPERATION TREATY
-3 Mérz 2003

Corporate Intellectual Property

HORITY m FiL %, Copy:

GROS, Florent
Novateisohe WRITTEN OPINION %5
Corporate Intellectual Property \
Patent & Trademark Department (PCT Rule 66)
CH-4002 Basel
SUISSE
Date of mailing
(day/monthyear ) 28/02/2003
Applicant’s or agent’s file reference REPLY DUE 170
withi 0 ths/d:
4-31996A frlon:nthe al/vove dalr:%r;' msajl?r{gs
International application No. International filing date (day/monthjyear) Priority date (day/month/year)
PCT/EP 02/ 05293 14/05/2002 15/05/2001
International Patent Classification (IPC) or both national classification and 1PC
CO7K5/06
Applicant

NOVARTIS AG et al.

1. This written opinion is the first drawn up by this International Preliminary Examining Authority.
2. This opinion contains indications relating to the following items:

I Basis of the opinion
Priority

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability

[
X]
v D Lack of unity of invention

Reasoned statement under Rule 66.2(a)(ii) with regard 1o novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

Vi Certain documents cited

A2l Certain defects in the international application

Do

Vil Certain observations on the international application

3. The applicant is hereby invited to reply to this opinion.
When? See the time limit indicated above. The applicant may, before the expiration of that time limit, request this Authority

to grant an extension, see Rule 66.2(d).
How? By submitting a written reply, accompanied, where appropriate, by amendments, according to Rule 66.3.
For the form and the language of the amendments, see Rules 66.8 and 66.9.

Also For an additional opportunity to submit amendments, sce Rule 66.4.
For the examiner’s obligation to consider amendments andfor arguments, see Rule 66.4bis.
For an informal communication with the examiner, see Rule 66.6.

If no reply is filed, the international preliminary examination report will be established on the basis of this opinion.

4. The final date by which the international preliminary

examination report must be established according to Rule 69.2 is: 15/09/2003 . - -
/@ﬁ‘ 2
Ny
Name and mailing address of the IPEA/ Authorized officer ‘o-‘" e —
N
Europcan Patent Office Examiner
D-80298 Munich o brd
O] Tel (+49.89) 2399.0, Tx: 523656 epmu (*70'1'“““:'“ officer ) %
Fax: (+ 49-89) 2399-4465 incl. extension of ume hmits 2,
i (ra9-89) Tel. (+49-89) 2399 2828 /.

Farm POCTIIDEA IANR (rauor chant) fmacak ANNI
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WRITTEN OPINION International application NoPCT/EP 02/ 05293

NB:

Basis of the opinion ?78«@@

The basis of this written opinion is the application as originally filed. \

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability

The question of whether the claimed invention appears to be novel, to involve an

inventive step, or to be industrially applicable has not been and will not be the subject

of the international preliminary examination in respect of the claims which have not been
searched (Article 17(2)(a) or (3) and Rule 66.1(e) PCT; see also international search report).

Reasoned statement under Rule 66.2(a)(ii) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability

To the extent that the international preliminary examination has been carried out (see item
Il above), the following is pointed out:

In light of the documents cited in the international search report, it is considered that the
invention as defined in at least some of the claims, which have been the subject of an
international search report, does not appear to meet the criteria mentioned in Article 33(1)

PCT, i.e. does not appear-to be novel and/or to involve an inventive step (see international
search report, in particular the documents cited X and/or Y and corresponding claim references).

If amendments are filed, the applicant should comply with the requirements of Rule 66.8
PCT and indicate the basis of the amendments in the documents of the application as
originally filed (Article 34 (2) (b) PCT) otherwise these amendments may not be taken

into consideration for the establishment of the international preliminary examination report.
The attention of the applicant is drawn to the fact that if the application contains

an unnecessary plurality of independent claims, no examination of any of the claims will be
carried out.

Should the applicant decide to request detailed substantive examination, then an
international preliminary examination report will normally be established directly.
Exceptionally the examiner may draw up a second written opinion, should this be explicitly
requested.

Earm DOAT/IAAQAED IEDN_NADNNDN PINTHR
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COMMUNICATION IN CASES FOR WHICH
NO OTHER FORM IS APPLICABLE

) 2010

PATENT COOPERATION TREATY

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

GROS, Florent

Novartis AG

Corporate Intellectual Property
Patent & Trademark Department
CH-4002 Basel

e
\%

SUISSE
Date of mailing (day/month/year)
19 Noyember 2003 (19.11.03)
Applicant's or agent's file reference REPLY DUE

see paragraph 1 below

4-31996A
International application No. Intemnational filing date (day/month/year)
PCT/EP02/05293 14 May 2002 (14.05.02)
Applicant
- NOVARTIS AG
1. REPLY DUE within months/days from the above date of mailing

NO REPLY DUE, however, see below

IMPORTANT COMMUNICATION

XOX O

INFORMATION ONLY -

2.  COMMUNICATION:

This error has now been corrected.

The Internationa Bureau acknowledges receipt of your letter dated 10 Novémber 2003 regarding
the the second applicant for the above mentioned internationat application

Due to a clerical error, former NOVERTIS ERFINDUNGEN VERWALTUNGSGESELLSCHAFT MBH
A (now NOVERTIS PHARMA GMBH) was incorrectly indicated as applicant for all designated states
»  except AT instead of applicant for AT only upon international publication.

The International Bureau apologizes for any inconvenience this error may have caused and
informs the applicant that a republication will take place as soon as possible.

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. (41-22) 338-7080

UONG (Fax : 338 89 75)

Telephone N¢f (41-22) 338.97.80
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

202075

Bogota, D.C.,

Abogado

JIMENA ESCOBAR URIBE.

ASUNTO Radicacién 03105928-Divisional 1
Tramite 002
Evento 001
Actuacién 430
Oficio 114 996
Folios 023

Patente de Invencion Il Patente de Modelo de Utilidad (]

Via Nacional ]

Via PCT (fase nacional) [ ] Cap.l [ ] Cap.ll ]
No. Sol. Internacional PCT/EP02/05293

Fecha de Presentacion Internal. 14 de Mayo de 2002

Como resultado del examen definitivo, realizado con fundamento en el articulo 45 de
la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina, se le comunica:

1. Documentos estudiados

1.1.Descripcién: Folios: 5 a 83 (como se radicé inicialmente)
1.2.Reivindicaciones: Folios: 84 a 92 (como se radico inicialmente)

1.3 Prioridad: Folios: 1a 1 (15 de Mayo 2001, US 60/291.088).
(11 de Diciembre 2001,US60/339.575).

Se acepta para estudio la divisional-1.

2 Objeto de la invencion

e Titulo de la solicitud: Derivados de dipéptido que contienen un grupo 2-
Tioacilo N-Terminal como inhibidores de vasopeptidasa.

El objeto de la presente solicitud de patente de invencién consiste en:
Compuestos derivados de dipéptido que contienen un grupo 2-Tioacilo N-
Terminal.

Reivindicaciones 1-9 : Compuesto de la férmula (1):
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Reivindicacién 10 : Una composicién farmaceéutica.

El problema planteado en esta solicitud es la necesidad de compuestos
inhibidores de vasopeptidasa, que son utiles como inhibidores dobles tanto de la
de la enzima convertidora de angiotensina (ACE) , de la endopeptidasa neutra (
NEP) y adicionalmente de la endotelina ( ECE).

Para solucionar este problema técnico la solicitud en estudio proporciona
compuestos de férmula (), procedimientos para su preparaciony composiciones
farmacéuticas .

La presente solicitud comprende el uso de compuestos en el tratamiento y/o
prevencion de desordenes cardiovasculares , arteriosclerosis, dolor, depresién ,
enfermedades de tipo psicoético, desordenes gastrointestinales, lesiones de tipo
cerebral como embolias, obesidad y disfuncion eréctil entre otras.

El objeto de la invenciéon definido anteriormente se clasifico de acuerdo con
la Clasificacién Internacional de Patentes (IPC) : A61P9/12, C07K5/06, A61K31/198,
AB1K38/04.

3. De la solicitud de Patente
3.1 Reivindicaciones (articulo 30 D 486).

o Las reivindicaciones 3-9, no son claras ya que se esta reclamando aR6y
R7 como alquilos idénticos de 1- 4 atomos de carbono( mas especificamente
como grupos metilo).y estas al ser dependientes de la reivindicacion 1 (en
donde se reclama que R6y R7 en combinacién forman un cicloalquilideno
de 5- 6 4&tomos) no serian congruentes.

Por este motivo esta divisional sigue siendo afectada por los documentos

estudiados en el numeral 4, ya que segun la materia reclamada siendo R6 y R7
siendo alquilo o juntos cicloalquileno presentan la misma actividad.

4. Determinacion del Estado de la Técnica

Considerando que la fecha de presentacién de la primera solicitud de patente de la
cual se reivindica prioridad es 15 de Mayo de 2001, se consultaron las bases de
datos y los archivos con que cuenta la entidad con fecha de publicacién anteriory se
encontraron los siguientes documentos que anticipan el objeto de esta solicitud :

i

N° Documento Titulo

Fecha de
! Publicacion*

N-[Mercaptoacyl ( aminoacid or

peptide)] compounds and $- 7 deEnero de

D1 US5591891 Lipophilic aliphatic carbonyl 1997
derivates thereof as )
antihypertensives.

D2 US5506244 Cyclic aminoacid derivates 9 degg;" de
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5. Analisis de patentabilidad (articulo 14 D486)

5.1 Nivel inventivo (articulo18 D486)

Para entender mejor el concepto y los los argumentos expuestos por este
despacho se realizara los siguientes cuadros comparativos:

Cuadro 1.

SUSTITUCIONES
SOLICITUD EN ESTUDIO Segun la reivindicacion 1. Capitulo reivindicatorio folios 84-92.

R3 es hidrégeno o acilo.

R4 es hidrégeno, alquilo C1-7 opcionalmente sustituido, oxacicloalquilo C3-7,
T‘ T Ts ﬁ :ImcR: oxacicloalquilo C3-7-alquiloC1-7 , (arilo carbociclico o heterociclo)-alquiloC1-7.
RS~ G —= CorommHomm G G CH—OOOR, RS es hidrégeno
|
R, R R 6 R4 y R5 junto con el atomo de carbono al que estan unidos forman
! cicloalquilideno de 5- 6 atomos de carbono.

R86 y R7 representan alquilo de C1-7.
R Representa hidrogeno.

Alk es alquileno de C1-7

X es -O-0S(O)nynes002.

l
R1 es alquilo C1-7, cicloalquilo de C1-7, arilo carbociclico o heterociclico, (arilo
carbociclico o heterociclico) —alquilo C1-7.

COOR2 es un carboxilo o carboxilo de un ester farmacéuticamente aceptable.

Segun la reivindicacién 1. Folio 160.

DOCUMENTO D1 . .
i —-Y—(I:u~comq—(l-.u—z-coon-
X es Ri—CH-R Ry ‘
Y es un enlace o CH2.
O

—CON—CH—;
Z es .

con estas sustituciones se forma el compuesto de formula que
. 0 -0 Ry Ry denominaremos (1a)
Il

R—S—X

R—‘S—?H—C:NH—?H-C—N—(EH—COOR’ En donde -
R—CH~R Rs “4—T Rees hidrogeno, acilo.
Compuesto 1(a). , ,

R1 es hidrégeno o alquilo .

R2 es hidrégeno, alquilo, arilo, heteroarilo, aralquilo, alcoxi, alcoxi-alquilo
bajo o aralquitoxi.

R3 es hidroégeno, alquilo, arilo,alcoxi, ariloxi, 0 -CH(R4)(R5)- en donde R4 se
define como R1y R5 como R2.

R6 es hidrégeno o alquilo.
R7 es cicloalquilo, aralquilo, ariloxi-alquilo bajo , o alcoxi-alquilo bajo.

R’ es hidrégeno, alquilo, aralquilo, acilo, aroilo.

Segun la reivindicacién 1 folios 174-175
R3 es hidrégeno o acilo.

|
!
| R4 es hidrégeno, alquilo bajo, arilo carbociclico o heterociclico, arilo
DOCUMENTO D2 | carbociclico o heterociclico-bajo alquilo, cicloalquilo, cicloalquilo-alquilo bajo,
| biarilo o biarilo- alquilobajo.
]

RS es hidrogeno o bajo alquilo,
o R4y RS juntos representan cicloalquilideno o cicloalquilideno
J benzofusionado.
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I A junto con el atomo de carbono al cual esta unido forman un cicloalquilideno

mes 0,123

biarilo.

de 3-10 miembros o cicloalquenilideno de 5-10 miembros o A también puede
formar oxacicloalquilideno , tiacicloalquifideno o azacictoalquilideno.

R1 es hidrégeno, alquilo bajo, cicloalquilo, arilo carbociclico o heterociclico, o

Ahora si tenemos en cuenta la féormula general de cada documento encontramos:

Cuadro 2

R,

ﬁ

R
l

Solicitud

z'm(-X-F«'1

i

RS—= C——C—=N—uC— c——-:;a-——CH—oooal

Rg

{
R

?

T
R

Grupo
farmacoforico

DOCUMENTO D1

Diferencia con la actual

}G/R/ solicitud
O H|O 7
= ] |
R—S—CIZH—C—NH—CI: —C—N—CH—COOR" Grupo
I S CH_RZ "'*’3 7 farmacoforico
DOCUMENTO D2 — e aaitag.
Re| 0| H o’ (CHzzFa
o p: i: c P: N rEGH-LDOR Grupo
R3S — =C=C—N—C-~CO0R
Cad b,{“" Sy z farmacoférico
s A
Carbono cuaternario
Cuadro 3
DATOS REPORTADOS EN CADA DOCUMENTO
SOLICITUD D1 D2

Dosificacion invitro:
10°- 10" Molar.

Dosificacion invivo: dependiendo de

la via de administracién .

Inhibicién invitro ACE:
ICs0 0.1- 50 nM.

Ejemplo 6(a) 20 nM.

0.01-50 mg/Kg, 0.1-25 mg/Kg.

En general las dosis del producto

Dosificacion invitro:

administrado oralmente estan entre 0.1-
100 ma/Kq, y preferiblemente entre 1-10
my/Kq. Las dosis para admisitracion |.V
estan _entre  0.01- 10 ma/Kig,
preferiblemente entre 0.1-5 ma/Kg.

Ejemplos 1Cso (nM) ACE

10°- 10 Molar.

Dosificacion invivo: dependiendo de
la via de administracién .

0.01-50 mg/Kg, 0.1-25 mg/Kg.

Inhibicién invitro ACE :

19 4t1
20 2510.1
22 305
7 305
2% 8§12
25 2+0S
26 812
27 03+01

28

35205

Ejemplo 2a {Csq 7 nM.
Ejemplo 2i |Csp 19 nM.
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La prueba Invivo para inhibicién ACE

Ejemplo 6(a) : Inhibe la respuesta
presora inducida por angiotensina |
durante 3 horas en una dosis de 10
mg/Kig .V.

Ejemplo 1(a) : Inhibe la respuesta
presora inducida por angiotensina !
durante 6 horas en una dosis de 11.8
mg/IKg oralmente.

Inhibicién invitro de NEP:

ICs 0.1- 50 nM
Ejemplo 6(a) _5 nM

Incremento de ANF en plasma

Ejemplo_1(a), 70% a una dosis de
11.8mg/Kg oralmente.

) ICso (nM) NEP
Ejemplos
19 512
20 32103
21 5t2
2 1812
2 3t2
2 3t1
25 5+2
26 10t
27 i4+02
28 45405

Los compuestos como inhiben el NEP
por consiguiente regulan el péptido
natriuretico auricular el cual esta
implicado en la regulacion de la presién
arterial Por inhibicién de NEP hay un
aumento de la diuresis y natriuresis.

La prueba_lnvivo para inhibicién ACE

Ejemplo 1(b) . Inhibe la respuesta
presora inducida por la angiotensina |
durante 6 horas a una dosis de 10
mg/Kg por via oral

Inhibicién invitro de NEP:

Ejemplo 2a|Cg 2 nM.
Ejemplo 2i1Cs 2.2 nM.

Los compuestos como inhiben el NEP
por consiguiente potencian los efectos
cardiovasculares de los factores
natriuréticos auriculares (ANF) lo que
conduce a un aumento de la diuresis y
natriuresis.

El documento del estado de la técnica mas cercano es D1 ( Folio 138 col. 1, Folio141
col 18 lineas 40-65) ) que ensefa Compuestos de N-[Mercaptoacil(aminoacido o
péptido)] y derivados S —alifaticos carbolinilicos utilizados como antihipertensivos, su
proceso de preparacion, su uso en medicamentos y en particular su uso como
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ACE) vy de la enzima
endopeptidasa neutra ( NEP).

La diferencia con D1 es que en la actual solicitud los compuestos derivados de
dipéptido que contienen un grupo 2-Tioacilo N-Terminal, el carbono que sostiene
a los radicales R6 y R7 combinados ( equivalente al carbono que sostiene a R3
en la anterioridad ) forman un cicloalquilideno de 5 o 6 miembros

Esta diferencia no parece conceder un efecto técnico inesperado 6 una ventaja a los
compuestos reivindicados en comparacion con los compuestos del Estado de la
Técnica mas cercano ( Ver folio 142, tabla Ill); porque estos compuestos no parecen
tener un efecto inhibidor superior sobre la enzima convertidora de
angiotensina (ACE) y de la enzima endopeptidasa neutra ( NEP) ( Ver folios 21-
35).

Si observamos detenidamente el grupo farmacoférico ( Cuadro 2) para la actual
solicitud como para los documentos que afectan su nivel inventivo es igual , es decir
la actividad esta centrada sobre dicho grupo. Ahora una persona versada
medianamente en la materia puede observar que la naturaleza de los sustituyentes
puede variar sobre dicho grupo farmacoforico con el fin de obtener mas compuestos
en donde la actividad no se ve afectada . Mas especificamente si observamos en D1
efectivamente el carbono que esta sustituido por R3 es terciario ( el cual equivale al
de la actual solicitud el cual se encuentra sustituido por los radicales R6 y R7 para
formar un carbono cuaternario ) . D2 muestra que el carbono que esta sustituido por
A en donde A es un cicloalquilideno ,es cuaternario . Por lo que para el expertoen |a
materia resulta evidente combinar las ensefianzas de los dos documentos con el fin
de obtenerlos compuestos reivindicados sin perder la actividad farmacoldgica ( Ver
cuadros 1y 2). D1 adicionalmente muestra en el folio 140 columnas 13 y 14 tabla
I linea 9 que X puede ser Oxigeno o S ( es decir cuando en la actual solicitud
S(O)n nes0).
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Ahora si nos remitimos a las pruebas farmacolédgicas ( Cuadro 3) que sustentan la
invenciéon encontramos [o siguiente:

e En cuanto a lo enunciado en la pagina 17 de la descripcién en donde se
habla de que la dosificacion invitro que puede ser de concentraciones entre
10-6 molar y 10-9 molar y la dosificacién invivo puede ser entre 0.01 y 50
mg/Kg dependiendo de la via de administraciéon- , esta dosificacién se
encuentra descrita en D2 ( Folio 146, columna 7, lineas 8-12).

o En el andlisis de los datos reportados para los ensayos invitro de ACE e
invitro NEP encontramos lo siguiente :

Los compuestos 2ay 2i referenciados en la anterioridad, para el ensayo in Vitro
ACE presentan un IC50 de 7nM y 19nM ( folio 146 , columna 7 , lineas 36-38)
mientras que para el ensayo NEP presentan un IC50 de 2.0nMy 2.2 nM ( folio
146, columna 8, lineas 25-27) y se encuentran representados por las siguientes
estructuras.

OH 0
CH

HiC_  CH, HiC  CH, :

o o} 0 0

1 l

H-—8—C —C —NH~C —J-LNH Ny H—S—? —C =NH=C —”—NH o
H H
H o H 0

Compuesto 2a Compuesto 2i

Sicomparamos estos datos con los datos reportados para los mismos ensayos
en la actual solicitud donde el IC50 para el ensayo invitro ACE se encuentra en
unrangode (0.1a50nMymas especificamente para el compuesto 6(a) en el
que el IC50 es de 20nM) y el 1C50 para el ensayo invitro NEP se encuentra en
unrangode (0.1a50nM ymas especificamente para el compuesto 6(a) en
el que el IC50 es de 5 nM y en donde dicho compuesto 6(a) esta representado

por a estructura
o}
(o]
“ OH
HS u
o o

Compuesto 6a

Dichos datos no son significamente diferentes y permiten concluir de manera clara
que la actividad famacoldgica se encuentra centrada en el grupo farmacoférico el
cual es el mismo tanto para la anterioridad como para los compuestos
reivindicados . Ahora si observamos en el aparte descriptivo ( Folios 7-8) y sus
respectivos ejemplos ( ver ejemplo 6b ) el cual esta representado por la estructura :
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Q
Mmu(

Compuesto (6b)

los sustituyentes denominados R6 y R7 pueden ser dos grupos alquilo( en este caso
metilos como en el ejemplo 6 (a)) o juntos pueden formar un grupo cicloalquilideno (
en el caso del ejemplo 6b). Es decir que cualquiera de las dos sustituciones se
pueden dar, por lo que se concluye que la actividad farmacoldgica para estas es
equivalente en falta de evidencia de lo contrario..

o Parala determinacion invivo para la inhibicién ACE encontramos lo siguiente :

El compuesto 1(b) de la anterioridad ( Folio 146, columna 7 , lineas 57-59; folio 170,
columna 16 , lineas 8-10)) inhibe la respuesta presora inducida por la angiotensina |
durante 6 horas a una dosis de 10 mg/Kg por via oral y el compuesto 1(a) de la
actual solicitud ,inhibe la respuesta presora inducida por angiotensina | durante 6
horas en una dosis de 11.8 mg/IKg oralmente.

Los compuestos 1(b) y 1(a) se encuentran representados por las siguientes
estructuras.

Grupo

farmacoforico : C
OH

HaC CHy [q 1 |
[ ENE Jlas; ('/Q(o/\

—¢ 0 et L
L 3 }(: c NH\;7 NH—TO o | I
Compuesto Ib de la anterioridad D2 Ejemplo 1(a) de la solicitud.

Estos datos no son significamente diferentes y nuevamente nos corrobora que la
actividad famacolégica se encuentra centrada en el grupo farmacoférico el cual es el
mismo tanto para la anterioridad como para los compuestos reivindicados . Ahora
si observamos en el aparte descriptivo ( Folios 7-8) y sus respectivos ejemplos ( ver
ejemplo 5 ) el cual esta representado por la estructura :

-
g

Ejemplo 5 de la solicitud.

los sustituyentes denominados R6 y R7 pueden ser dos grupos aiquilo( en este caso
metilos como en el ejemplo 1 (a)) o juntos pueden formar un grupo cicloalquilideno (
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en el caso del ejemplo 5). Es decir que cualquiera de las dos sustituciones se
pueden dar, por o que se concluye que la actividad farmacolégica para estas es
equivalente en falta de evidencia de lo contrario.

o Encuanto al incremento de los niveles de ANF en plasma D1 en el folio 141,
columna 18, lineas 52- 67 y , columna 19, lineas 1-9yen D2 en el folio 145,
columna 6 | lineas 60-67 , nos ensefia que los compuestos demuestran que
por inhibicién de la endopeptidasa neutra se potencian los efectos
cardiovasculares de los factores natriuréticos auriculares (ANF) lo que
conduce a un aumento de la diuresis y natriuresis, lo que hace que este
efecto combinado sea benefico en el tratamiento de desérdenes
cardiovasculares como la hipertension y falla cardiaca congestiva. No hay
evidencia que demuestre que los compuestos que se reivindican incrementen
los niveles de ANF en plasma , con un resultado inesperado o sorprendente
respecto a los compuestos divulgados en D1y D2.

Y por ultimo sitenemos en cuenta adicionalmente ( Cuadro 3 ) los datos dados para
D1 en el folio 142 columnas 31 y 32, tanto en el ensayo de inhibicién para el NEP
como para el ACE, dichos datos se encuentran dentro del rango establecido para los
compuestos de la actual solicitud por lo tanto no hay una ventaja técnica sobre estos.

Asi que el Problema Técnico planteado en esta solicitud : La necesidad de
compuestos derivados de dipéptido que contienen un grupo 2-Tioacilo N-Terminal
como inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ACE) y de la enzima
endopeptidasa neutra ( NEP), utiles el tratamiento y/o prevencion de desordenes
cardiovasculares , arteriosclerosis, dolor, depresion, enfermedades de tipo psicotico,
desérdenes gastrointestinales, lesiones de tipo cerebral como embolias, obesidad y
disfuncion eréctil entre otras, se habia solucionado previamente mediante los
compuestos derivados de dipéptidos divulgados en D1y D2

De manera que los nuevos compuestos son una alternativa a los compuestos
conocidos porque no presentan un efecto inhibidor superior de la enzima
convertidora de angiotensina (ACE) y de la enzima endopeptidasa neutra ( NEP).

El experto en la materia, en vista del Estado de la Técnica en su totalidad, es decir
en vista de D1 y D2 (Folios 144 a 151, que ensefia compuestos derivados de
cicloaminoacidos con actividad farmacoloégica caracterizada por ser inhibidores de
la enzima convertidora de angiotensina (ACE) como de la enzima endopeptidasa
neutra ( NEP)), hubiera sugerido sin mucho esfuerzo de su parte, modificar el
carbono que sostiene a R3 de D1 por el grupo cicloalquilideno de 5 a 6 divulgado
en D2 , con el fin de lograr los compuestos derivados de dipéptido que contienen
un grupo 2-Tioacilo N-Terminal reivindicados, que no parecen tener un efecto
inhibidor superior de la enzima convertidora de angiotensina (ACE) y de la enzima
endopeptidasa neutra ( NEP).

Por todo lo anterior se puede concluir , que para la persona experta en la materia y
que se enfrenta al problema de proporcionar de compuestos inhibidores de
vasopeptidasa, que son utiles como inhibidores dobles tanto de la de la enzima
convertidora de angiotensina (ACE) , de la endopeptidasa neutra ( NEP) el experto
puede homologar los compuestos de la presente solicitud a los del estado del arte
previo (D1 y D2), haciendo diferentes sustituciones sobre el grupo farmacoférico
(comun a todas ellas) ya que dichas sustituciones no aportan ninguna ventaja
técnica o efecto inesperado adicional .
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Por lo cual se consideran obvios para el experto en la materia. En consecuencia,
carecen de nivel inventivo.

Las composiciones farmacéuticas que contienen el compuesto reivindicado
(reivindicacién 10), no tiene nivel inventivo porque el componente que lo caracteriza
no es inventivo.

7. Conclusion:

l.os requisitos de patentabilidad de la presente solicitud se encuentran afectados asi:

N° Documento N° Reivindicaciones Requisito que afecta
afectadas

D1 UsS5591891 1-10 Nivel inventivo

D2 US5506244 110 Nivel inventivo

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

Notifiquese el prese'nt ofici rme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del
capitulo quinto del titdlo primerg/de la Circular Unica N° 10 de 2001.

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL
Jefe de Division/de Nuevas Creaciones

El anterior:rquerirviento fue notificado por fijacibn en lista, de fecha
+28 NOV. 2008
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