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RESUMEN CON EL OBJETO Y LA FINALIDAD DE"_ LA IN
La presente invencion cubre compuestos macrociclicos de formula | a

celuiares contra la NS3 proteasa de virus de la hepatitis C.

en la que W es CH o N: R?' es H, hafS, alquilo C;-C;, “ciclo
hidroxi o N(R%),, en dond cada R es independientemente H, alquilo C +-C¢ 0 cid
alquilo C,-Cs, cicloalquilo C,-Cg, haloalquilo C,-C, tioalquilo C,-Cs, alcoxi C,-Cq, ci b!oalco\ i C4-Cy, alcoxi C,-
Cr-alquilo, cicloalquilo C,-Cg, arilo C; 0 C,, 0 Het, en donde Het es un heteroci
miembros, saturado o insaturado, que contiene de uno a cuatro heteroatomos elegidos entre nitrogeno,
oxigeno y azufre; estando dichos cicloalquilo, arilo 0 Het sustituido con R*, en dg
G cicloalquilo C4-C, alcoxi C,-C, cicloalcoxi Cy-Cs, NO,, N(R %),; NH-C(O)-RE, o NH-C(0)-NH-R%, en

donde cada R* es independientemente H, alquilo C,-C; o cicloalquilo C;-Cs 0 R +s NH-C(0)-OR%, en ;

r21 W R22‘.
: Q !
/ §

0
RS =26

-

aﬁ-ul -
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alquilo, "Raloalquilo)

"
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VENCION
Ctivos In vitro y en ensayos
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4 Resumen:
/

I,é’ es alquilo C,-C; o cicloalquilo C;-Ce; R3 es hidroxi, NH,, o un grupo de formula -NH-R®', en donde

Aarilo Cg 0 Cyo, heteroarilo, -C(0)-R %, -C(0)-OR* o -C(0)-NHR®, en donde R* es alquilo c,C°o
dquito C4-Cq; D es una cadena de-alquileno de 5 a 10 atomos, saturada o insaturada, que comtiene
.onalmente uno a tres heteroatomos independientemente elegidos entre O, S o N-R*, en donde R* es
/alquilo ¢.cs cicloalquilo, 0 C(O)-R* en donde R* es alquilo C-Ce, cicloalquilo o arilo Cg0 Cyg; R*es Ho
, uno a tres sustituyentes en cualquier atomo de carbono de dicha cadena D, siendo dicho sustituyente
egido independientemente entre el grupo formado por alquilo C,-Cq, haloalquilo C;-Ce, alcoxi C,-Ce,
droxi, halo, amino, oxo, tio o tioalquilo C,-Cs, ¥ A es una amida de formula -C(O)-NH-R® en donde R se
ige entre el grupo formado por alquilo C,-C, cicloalquilo C,C 4 arilo Cg0Cy 0 aralquilo C,-Cs; 0 A€s un

aido carboxilico o una sal o éster del mismo aceptable farmacolégicamente.
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: PEPTIDOS MACROCICLICOS ACTIVOS FRENTE AL VIRUS DE LA .
2 . HEPATITIS C.

CAMPO DE LA INVENCION.

1
5 La presente invencién se refiere a compuestos Yy composi-

: . ’ !
clones, a la preparacién de tales compuestos y a métodos para

el tratamiento de la infeccién por el virus de la hepatltls

C (HCV). En particular, la presente invencién proporc1ona

nuevos analogos de péptidos, composiciones farmacéuticas que
contienen tales andlogos, y métodos para usar estos analogos
en el tratamiento de una infeccién por HCV.

10

l
{
|
FUNDAMENTO DE LA INVENCION. *
El virus de la hepatitis C (HCV) es el principal agenté

etiolégico de la hepatitis no-A no-B, de adquisicién post—
transfusional y comunitaria.

15

Se estima que mas de 170
millones de personas estdn infectadas por el virus en todo el’

mundo. Un elevado porcentaje de portadores llegan a estar

1
infectados crénicamente y muchos prosiguen hasta una enferme- '

20 dad hepatica crénica, la llamada hepatitis C crénica. Este

grupo es a su vez de alto riesgo para enfermedades hepaticas |
graves tales como cirrosis hepatica, carcinoma hepatocelular z
y enfermedades hepdticas terminales que llevan a la muerte. E

El mecanismo por el cual el HCV establece persistencia '
viral y produce una elevada tasa de enfermedades hepaticas |
crénicas no ha sido aun dilucidado del todo. No se sabe cémo |

interacciona el HCV con el sistema inmunitario del hospedador

25

'y lo evade. Ademéds, gquedan alin por establecer los papeles de
las respuestas inmunes celulares y humorales en la proteccién
30 frente a la infeccién por HCV y la enfermedad. Se han

publicado inmunoglobulinas para la profilaxis de la hepatitis
viral asociada a transfusiones, pero el Centro para el Con-
trol de Enfermedades no recomienda actualmente el tratamiento
con inmunoglobulinas con esta finalidad. La falta de una res-
35 puesta inmune protectora eficaz esti estorbando el desarrollo
de una vacuna o de adecuadas medidas profilédcticas post-ex-
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posicién, por lo que a corto plazo las esperanzas estan
firmemente articuladas en intervenciones antivirales. 3
Se han llevado a cabo diversos estudios clinicos con el
objeto de identificar agentes farmacéuticos capaces de trétar
eficazmente la infeccién por HCV en pacientes afectados de
hepatitis C crénica. Estos estudios han implicado el uso de
interferén-alfa, solo o en combinacién con otros agentes an-
tivirales. Tales estudios han indicado que un numero sustan—
cial de los participantes no responden a estas terapias,' g
entre los que si responden favorablemente, se encontrd que

una gran proporcién recaia después de la terminacién del

|
tratamiento. '
1

Hasta hace pocos afios, el interferén (IFN) era la Unica
terapia disponible de provecho confirmado, aprobada clinica-
mente para pacientes con hepatitis C crénica. Sin embargo,
la tasa de respuesta mantenida es baja y el tratamiento con
interferén induce también graves efectos secundarios (p. ej.
retinopatia, tiroiditis, pancreatitis aquda, depresién) qde
reducen la calidad de vida de los pacientes tratados. El 1n-
terferdén en combinacién con ribavirina fue aprobado orlglnalh
mente para pacientes que no responden al IFN solo. Ahora ha
sido aprobado para pacientes simples y actualmente constltuye
el "patrdén oro" en la terapia del HCV. Sin embargo, ;

los
efectos secundarios provocados por el IFN no se.ven aliviados

con esta terapia de combinacién. ]

o : . i
Por consiguiente, existe la necesidad de desarrollar

agentes antivirales eficaces para el tratamiento de la 1nfec—'
cion por HCV que superen las limitaciones de las teraplas’
farmacéuticas existentes. ’
El HCV es un virus de RNA de cadena positiva envuelto, .
de la familia de los Flaviviridae. El genoma de RNA del HCV .
de cadena simple tiene una longitud de aproximadamente 9500
nucledtidos y tiene un Unico marco de lectura abierto (ORF) !
que codifica una Unica y gran poliproteina de aproximadamente
3000 aminoé&cidos. En las células infectadas, esta poliprotei-
na es segmentada en miltiples sitios por proteasas celulares
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y virales para producir las proteinas estructurales Y no es-

tructurales (NS). En el caso del HCV, la generacidbén de pro—

teinas no estructurales maduras (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NSSA

y NS5B) es realizada por dos proteasas virales. La primera,

5 hasta ahora escasamente caracterizada, segmenta en el empalme
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NS2-NS3; la segunda es una proteasa de serina contenlda

dentro de la regién N-terminal de NS3 (denominada por ello
proteasa NS3) y media todas las segmentaciones subsiguienﬁes
corriente abajo de NS3, tanto en cis, en el sitio de segmén~
tacién NS3-NS4A, como en trans, para los sitios restaans
NS4A-NS4B, NS4B-NS5A, NSS5A-NS5B. La proteina NS4A pareCe
servir para multiples funciones, actuando como cofactor para
la proteasa NS3 y posiblemente asistiendo en la locallza01on
de la membrana de NS3 y otros componentes de la replicasa vy—
ral. La formacién del complejo de la proteina NS3 con NS4A
parece necesaria para los eventos de procesamiento, mejorando
la eficiencia proteolitica en la totalidad de los sitios. La
proteina NS3 muestra también actividades de nuclebsido trl—
fosfatasa y RNA helicasa. La NS5B es una RNA polimerasa de—

pendiente del RNA que estd implicada en la replicacién del
HCV.

La solicitud de patente WO 97/06804 describe el enantié-
mero (-) del andlogo de nucledsido citosina-1,3-oxatiolano
(también conocido como 3TC) como activo frente a HCV. Este
compuesto, aunque calificado como seguro en ensayos clinicos
previos frente al HIV y al HBV, ha de ser aun clinicamente
probado como activo contra el HCV Y Su mecanismo de accidn E
contra el virus no ha sido atn publicado.

Una estrategia general para el desarrollo de agentes
antivirales es desactivar enzimas codificadas viralmente que
son esenciales para la replicacién del virus. En esta dispo-
sicién, los intensos esfuerzos para descubrir compuestos que
inhiben la NS3 proteasa o la RNA helicasa del HCV han 1levado
a las siquientes descripciones:

La patente de EE.UU. n°® 5,633.388 describe carboxamidas
sustituidas con heterociclos y andlogos como activas frente
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al HCV. Estos compuestos estdn dirigidos contra la acti%idad
de helicasa de la proteina NS3 del virus, pero aln no se han
publicado pruebas clinicas. f
Chu et al. (Tet. Lett. (1996), 7229-7232) han publicado
que una fenantrenoquinona tiene actividad contra la NS3 pro-
teasa de HCV in vitro. No se ha publicado ningtn desarr@llo
posterior acerca de este compuesto. 1
Un trabajo publicado en la Novena Conferencia Interﬁa—
cional sobre Investigacién Antiviral, Urabandai, Fukyshiﬁa,
Japén (1996) (Antiviral Research (1996) 30, 1, A23 (resumen
19)) informa acerca de derivados de tiazolidina que son inﬂi~

1

bidores de la proteasa del HCV. :

Algunos estudios han informado acerca de compuestos iﬁ-
hibidores para otras proteasas de serina, tales como la ela%-
tasa leucocitaria humana. Una familia de estos compuestos ée
publica en el documento WO 95/33764 (Hoechst Marion Roussel,
1995). Los péptidos descritos en esa solicitud son anélogo%
del morfolinilcarbonil-benzoil-péptido que son estructural%
mente diferentes de los péptidos de la presente invencién.i

El documento WO 98/17679 de Vertex Pharmaceuticals Incl
describe inhibidores de proteasa de serina, en particular l&
NS3 proteasa del virus de la hepatitis C. ;

Hoffman La Roche (documento WO 98/22496; patente de EE.'
UU. n® 5.866.684 y patente de EE.UU. n°® 6.018.020) ha publi- |
cado también hexapéptidos que son inhibidores de proteinasa
Utiles como agentes antivirales para el tratamiento de la
infeccién por HCV.

Steinkiihler et al. e Ingallinella et al. han publicado
acerca de la inhibicién de producto NS4A-4B (Biochemistry
(1998) 37, 8899-8905 y 8906-8914).

El documento WO 97/43310 de Schering Corporation descri-
be secuencias peptidicas de 20 y 21 aminodcidos activas con-
tra la NS3 proteasa del HCV.

| El documento WO 98/46597 de la Emory University describe

péptidos y simulaciones de péptidos activos in vitro contra
proteasas de serina.
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El documento WO 98/46630 de Peptide Therapeutics Libited

describe sustrato depsipeptidico que inhibe la NS3 proteasa
del HCV. |

)

Finalmente, la patente de EE.UU. n° 5.869.253 desdribe
moléculas de RNA enzimdticas que inhiben la NS3 proteasa del
HCV. 2

Ninguna de las anteriores solicitudes de patente aes—
critas antes describe o sugiere péptidos ciclicos activds v
selectivos contra la NS3 proteasa del virus de la hepatﬂtis
C. \

Los documentos WO 99/07733, WO 99/07734, WO 00/09543 y
WO 00/09558 describen de hexa a tetra- péptidos y analogos;de
tripéptidos que inhiben la NS3 proteasa. Sin embargo estas
descripciones no sugieren ni llevan al disefio de andlogos ma—
crociclicos de la presente invencién. l

El documento WO 99/38888 publicado el 5 de agosto de
1999 por el Institute de Richerche di Biologia Moleculare
(IRBM) describe inhibidores de péptidos pequernios de la N§3
proteasa del HCV. No hay nada en esta descripcién que sugiefa
0 indique la naturaleza ciclica de los péptidos de la preL
sente invencidén. Ademds, esta solicitud PCT fue publlcada
después de la fecha de prioridad de la presente solicitud.

El documento WO 99/64442 del IRBM, también publlcado
después de la fecha de prioridad de esta solicitud, descrlbe
oligopéptidos con cetoicidos en P1. ﬂ

El documento WO 99/50230 de Vertex Pharmaceuticals (pu-
blicado el 7 de octubre de 1999) fue también publicado des—i
pués de la fecha de prioridad de 1la presente solicitud. '
Incluso asi, la publicacién no sugiere ni remotamente nin-
gunos de los péptidos ciclicos de la presente invencién.

Una ventaja de la presente invencién es que proporciona
péptidos macrociclicos que son inhibidores para la NS3 pro-
teasa del virus de la hepatitis C.

Otra ventaja de un aspecto de la invencién reside en el
hecho de que estos péptidos inhiben especificamente la NS3
proteasa y no muestran una actividad inhibidora significativa

[ RO e memiie e n e e e e e
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contra otras proteasas de serina tales como la eslastasa leu-
cocitaria humana (HLE), elastasa pancredtica porcina (PPE),
0 quimiotripsina pancreatica bovina, o proteasas de cisteina

tales como la catepsina B hepdtica humana (Cat B). -K
5 Otra ventaja de la presente invencién es que proporc1£na
péptidos pequefios de bajo peso molecular que son capaces de

atravesar las membranas de las células e inhiben la act1v1dad
de la NS3 proteasa en cultivos de células.

)

Otra ventaja mas de los compuestos de la presente fF—
10 vencién reside en el hecho de que son activos en ambos geno-
tipos principales encontrados en aislados clinicos (la y 1b),

!
sugiriendo fuertemente que este compuesto serd activo contra
todos los genotipos del HCV conocidos actualmente

1
1

3

|
15 SUMARIO DE LA INVENCION. )
Se incluyen en el alcance de la invencidén compuestos deé

férmula (I

i

1
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@ '
en la que W es CH o N

30

R es H, halo, alquilo C,-C4, cicloalquilo C,-C, haloalquilo
C,-C¢, alcoxi C;-C;, cicloalcoxi C;-C,, hidroxi o N(R?3),,

en
donde R** es idependientemente H, alquilo C,-C¢ o cicloalquilo |
Ci-Cei ¥

R es H, halo, alquilo C,-Cs, cicloalguilo C,-C, haloalquilo

35 C,-Cq, tioalquilo C,-C¢, alcoxi C,-C,, cicloalcoxi C, Ce, alcoxi
C;-Cy-alquilo, cicloalquilo C;-C, arilo Cq

o C, 0 Het, en :
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donde Het es un heterociclo de cinco, seis o siete mie@bros,
saturado o insaturado, que contiene de uno a cuatro heterod-
tomos elegidos entre nitrégeno, oxigeno y azufre; estando
dichos cicloalquilo, arilo o Het sustituidos con R*, !

en donde R** es H, halo, alquilo C,-C, cicloalquilo C,-C.) al-
coxi C,-Ce, cicloalcoxi C,-C., NO,, N(R¥®),; NH-C(0)-R®, o NH-
C (0) -NH-R??, -:,

en donde cada R’ es independientemente H, alquilo C,=C, o
cicloalquilo C,-C; |

t
i

o R** es NH-C(O)-OR* en donde R* es alquilo C,~C; o ciclbal~
quilo C,;-Cq;

R* es hidroxi, NH,, o un grupo de férmula -NH-R’!, en donde R
es arilo C¢ o C,,, heteroarilo, -C(0)-R*, -C(0)-OR*, o -C{0)~-
NHR*?,

)

en donde R* es alquilo C.-C; o cicloalquilo C;-Cq; ;

D es una cadena de alquileno de 5 a 10 atomos saturada o in-
saturada, que opcionalmente contiene uno a tres heteroétoﬁos
independientemente elegidos entre 0, S o N-R*, en donde R%
es H, alquilo C,-C;, cicloalquilo C,-C4, o -C(O)-R** en doﬁde
R* es alquilo ' C,-C., cicloalquilo C;-C¢ o arilo C4 o Cyi |
R' es H o de uno a tres sustituyentes en cualquier atomo de
carbono de dicha cadena D, dicho sustituyente elegido ind%-
pendientemente entre el grupo formado por alquilo Cl—dm
haloalquilo C,-C., alcoxi C,-C,, hidroxi, halo, amino, oxé,
tio o tiocalguilo C,-C,, |
y

A es una amida de férmula -C(O)-NH-R’ en donde R’ se eli@e
entre el grupo formado por alquilo C,~Cy, cicloalquilo C,;-Cg,
arilo C; o0 Cyy 0 aralquilo C,-Cy; |

!
]
}
1

O A es un acido carboxilico o una sal o éster del mismo
farmacoldégicamente aceptable.

|

1

Se incluye dentro del alcance de esta invencidén una
composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz
como anti-virus de la hepatitis C de un compuesto de férmula

¥

I, 0 una sal o éster del mismo aceptables terapéuticamente,’
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mezclado con un medio vehiculo o un agente auxiliar acep%a—
bles farmacéuticamente. i

Un aspecto importante de la invencién implica un mét&do

para tratar una infeccidn viral de hepatitis C en un mamif%ro

administrandole una cantidad eficaz como anti-virus de lla

hepatitis C del compuesto de férmula I, o una sal o éster del

mismo aceptables terapéuticamente, o una composicidén como 'se
|
describié antes. |

Otro aspecto importante implica un método para inhibir
la replicacién del virus de la hepatitis C exponiendo él
virus a una cantidad capaz de inhibir la NS3 proteasa de ia
hepatitis C, del compuesto de férmula I, o una sal o éstér

]
del mismo aceptables terapéuticamente, o una composicién como

se describid antes. ‘

|
Otro aspecto mas implica un método para tratar una in-

feccidén viral de hepatitis C en un mamifero administréndoﬂe
una cantidad eficaz como anti-virus de la hepatitis C de una
combinacién del compuesto de férmula I, o una sal o éster dei
mismo aceptables terapéuticamente. De acuerdo con una rea%
lizacidn, las composiciones farmacéuticas de esta invencién
comprenden un agente inmunomodulador adicional. Los ejemplo$
de agentes inmunomoduladores adicionales incluyen, pero no sé
limitan a ellos, «-, B~ y d-interferones. |

De acuerdo con una realizacién alternativa, las composi-
ciones farmacéuticas de esta invencidn pueden comprender adi%
cionalmente un agente antiviral. Los ejemplos de agentes an-'
tivirales incluyen ribavirina y amantadina.

!
}
De acuerdo con otra realizacién alternativa, las compo—i

siciones farmacéuticas de esta invencidén pueden comprender:
adicionalmente otros inhibidores de la proteasa del HCV.

1]

De acuerdo con otra realizacidén alternativa mas, las!

|

composiciones farmacéuticas de esta invencién pueden compren- ,
der adicionalmente un inhibidor de otras dianas en el ciclot

vital del HCV, tales como helicasa, polimerasa, metaloprotea-
sa o IRES.
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ACA" se refiere a un compuesto de férmula:

1

|

9 :

)

‘DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

i
!

Definiciones. :
Como se usa en el presente texto, las definiciones que

siguen son validas a menos que se indique otra cosa.

|
Con referencia a los casos en los que se usan (R) o (S)
i

para designar la configuracién absoluta de un sustituyente,
p. ej. RY, del compuesto de férmula I, la designacién se héce

en el contexto del compuesto completo y no en el contexto 'de
solamente el sustituyente.

I

1

La designacién "P1l, P2, P3, etc." como se usa en el pre-
sente texto se refiere a la posicién de los restos de amiﬂo—
acidos partiendo del extremo del término C de los analogos @e
péptido y prolongandose hacia el término N (es decir, Pl se
refiere a la posicién 1 a partir del términoc C, P2: segunéa
posicidn a partir del término C, etc.) (véase Berger A.Ey

Schechter I., Transactions of the Royal Society London series
B257, 249-264 (1970)).

!
)

Como se usa en el presente texto, la expresién "4cido 1-

aminociclopropil-carboxilico" (ACCA) se refiere a un compues-
to de férmula:

o)

j

}

|

j

H,N |
2 OH . ‘

Como se usa en el presente texto, la expresidén "vinil

o

HN OH

—

- -
e

|
1
!

-+
)
l
)
}
+
]
j
|
i
)

Como se usa en el presente texto, la expresién "homo-

alil-ACA" se refiere a un compuesto de fdérmula: ‘
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10

H,N

)

}

i

1

1

]

i

i
OH "
|
|
i

.
El término "halo" como se usa en el presente texto sig-
nifica un sustituyente de halégeno elegido entre breomo, clo—
ro, fldor o yodo. ;
La expresién "haloalquilo C,-C" como se usa en el prk—
sente texto, bien sea solo o en combinacién con otro sustiti-

yente, significa sustituyentes de alquilo aciclico, de cadeﬁa

lineal o ramificada, que contienen de uno a seis &tomos de

carbono que tienen uno o més hidrégenos sustituidos con un

halbégeno elegido entre bromo, cloro, fluor o yodo. '

!
La expresion "tioalquilo C,-C¢" como se usa en el pre-

!
sente texto, bien sea solo o en combinacidén con otro sustitu-
yente, significa sustituyentes de alquilo aciclico, de cadena

1
lineal o ramificada, que contienen un grupo tiol, tal como un
tiopropilo. ’

"alquilo inferior" como

|
se usa en el presente texto, bien sea solo o en combinacién
con otro sustituyente,

La expresién "alquilo C,-Ci" o

significa sustituyentes de alqulld
aciclico, de cadena lineal o ramificada, que contienen de uno

a seis atomos de carbono, e incluye, por ejemplo, metllo“

etilo, propilo, butilo, hexilo, l-metiletilo, 1—metilpropilo)
2-metilpropilo, 1,1l-dimetiletilo.

La expresién‘"cicloalquilo C;-C¢" como se usa en el pre-
sente texto, bien sea solo o en combinacidén con otro sustitu-

yente, significa un sustituyente de cicloalquilo que contiene:

de tres a seis &tomos de carbono, e incluye ciclopropilo, !

ciclobutilo, ciclopentilo y ciclohexilo. La expresién "ciclo- |
alquilo insaturado” incluye,

ciclohexenilo:

!
I
|
1
i
l
|
I
}

por ejemplo, el sustituyente'
!
|
t
}

1

/2
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La expresién "alquileno saturado o insaturado” comg se
usa en el presente texto, significa un sustituyentea de
) alquilo divalente derivado de la eliminacién de un &tomo de

hidrbégeno de cada extremo de un hidrocarburo alifético;de

; QB : : |
cadena lineal o ramificada, saturado o insaturado, e incluye,

por ejemplo: '

i

—CHchzc (CH}) ZCHZCHZ— 7 —CH2CH2CH=CHCH2CH2_ O -CHzc ECCHzCHz— . I
Esta cadena de alquilo puede contener opcionalmente un heée—
roatomo tal como oxigeno (por ejemplo: CH,-CH,-0-CH,-) . 1

10 La expresién "alcoxi C,-C," como se usa en el presente

texto, bien sea solo o0 en combinacidén con otro sustituyenté,
significa el sustituyente -O-alquilo C,-C,, en donde alqui@o
es como se definid antes, que contiene hasta seis &tomos ge
carbono. Alcoxi incluye metoxi, etoxi, propoxi, l-metiletoxi,

butoxi y 1,1-dimetiletoxi. Este Gltimo sustituyente es cono-
cido comunmente como terc-butoxi. ‘

15

)
La expresidén "cicloalquilo C;-C," como se usa en el pre-

sente texto, bien sea solo o en combinacién con otro sustitu-
yente, significa el sustituyente -O-cicloalquilo C,-Cq q@e

20 contiene de tres a seis &tomos de carbono. '

La expresidén "alcoxi C,-C; alquilo"” como se usa en ei
presente texto, significa el sustituyente (alquilo Cg%%)—of
(alquilo C,-C¢), en la que alquilo es como se definié ante+
riormente, que contiene hasta seis &atomos de carbono. Poﬁ
25 ejemplo, metoximetilo significa -CH,-O-CH,. '

La expresién "acilo C,-C," como se usa en el presentq
texto, bien sea solo o en combinacién con otro sustituyente,i
significa un grupo alquilo C,-C; unido a través de un grupo
carbonilo tal como -C(0)-(algquilo C,-C,). ’

!
La expresién "arilo C; o Cy," como se usa en el presente

30
texto, bien sea solo o en combinacién con otro sustituyente,;
significa un sistema monociclico aromdtico que contiene 6!
atomos de carbono o bien un sistema biciclico aromatico que:
contiene 10 atomos de carbono. Por ejemplo, arilo incluye un:

35 sistema de anillo de fenilo o de naftilo. ’

La expresidn "aralquilo C,-C,," como se usa en el presen-
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i
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}
te texto, bien sea solo o en combinacién con otrc sustitu-
. 3 . « 7 . ’.

yente, significa un arilo como se definid anteriormente unido
a traves de un grupo alquilo C,-C,, en donde el alquilo, es

» L4 0 » ra ‘
como se definid anteriormente que contiene de 1 a 6 &tomos de

5 carbono. El aralquilo incluye por ejemplo bencilo Y butilfe-
nilo. 1
El término "Het" como se usa en el presente texto, bien
sea solo o en combinacién con otro sustituyente, significa jun
sustituyente monovalente derivado por eliminacién de 'un
10

hidrbégeno de un heterociclo de cinco, seis o siete miembro%,
saturado o insaturado (incluyendo aromdtico), que contiene ae
uno a cuatro heteroatomos elegidos entre nitrégeno, oxigeno
y azufre. Los ejemplos de heterociclos adecuados incluyeq:

tetrahidrofurano, tiofeno, diazepina, isoxazol, piperiding,
15

dioxano, morfolina, pirimidina o

o

|
i
I
i
1
i
!
i
1

20 El término "Het" incluye también un heterociclo como se

definidé anteriormente fusionado con uno o mas de otros ci-

}
clos, sea un heterociclo o cualquier otro ciclo. Un ejemplo
de estos incluye tiazolo(4,5-b]-piridina. 1

Aunque generalmente se encuentra bajo el término "Het",,

’
25 el término "heteroarilo” como se usa en el presente texto de-
fine con precisién un heterociclo insaturado para el cual los,
dobles enlaces forman un sistema aromidtico. Los ejemplos ade-'
cuados de sistema heteroaromdtico incluyen: quinoleina, in-
dol, piridina,
30
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La expresién "éster aceptable farmacéuticamente” como se
usa en el presente texto, bien sea solo o en combinacién con
otro sustituyente, significa ésteres del compuesto de férmpla
I en los que cualquiera de las funciones carboxilo de la @o—

S5 lécula, pero preferentemente el término carboxi, esta reém—
plazada por una funcién alcoxicarbonilo: |

1

O )

/[LOH |
en la que el resto R del éster se elige entre alquilo (p. ej.
metilo, etilo, n-propilo, t-butilo, n-butilo); alcoxialquilo
(p. ej. metoximetilo); alcoxiacilo (p. ej. acetoximetilo);

1

aralquilo (p. ej. bencilo); ariloxialquilo (p. ej. fenoxime-
t

10

tilo); arilo (p. ej. fenilo), opcionalmente sustituido cgn
15 haldgeno, alquilo C,-C, o alcoxi C,-C,. Otros ésteres proféar-
macos adecuados se encuentran en Design of Prodrugs, Bundgé—
ard, H. Ed. Elsevier (1985), que se incorpora al presenté
texto como referencia. Tales ésteres aceptables farmacéuticaL
mente se hidrolizan normalmente in vivo cuando son inyectadoé

1
20 en un mamifero, y se transforman en la forma &cido del com-

1
puesto de férmula I. ;
. 7 ’ K . |
Con relacidn a los ésteres descritos anteriormente, a

menos que se especifique otra cosa, cualquier resto alquild

presente contendrd ventajosamente de 1 a 16 4tomos de carbo-

25 no, en particular de 1 a 6 atomos de carbono. Cualquier resto'

arilo presente en tales ésteres comprende ventajosamente un
grupo fenilo.

En particular los ésteres pueden ser un éster de alquilo

C,-Cis, un éster de bencilo no sustituido o un éster de benci-

30 lo sustituido con al menos un halédégeno, alquilo C,-C;, alcoxi
C,-C¢, nitro o trifluorometilo.

La expresidn "sal aceptable farmacéuticamente" como se
usa en el presente texto incluye las sales derivadas de bases

aceptables farmacéuticamente. Los ejemplos de bases adecuadas

35 incluyen colina, etanolamina y etilendiamina. Las sales de

)
Na*, K' y Ca'™ se consideran también dentro del alcance de la '
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1

. I
al., J. Pharm. Sci. (1977), 66, 1-19, incorporada al presente
texto como referencia).

invencién (véase también Pharmaceutical Salts, Birge, S.M. et

|
!

5 Realizaciones preferidas. i
Rl: E
Las realizaciones preferidas de la presente invencién
incluyen compuestos de férmula I como se describid anteriér-
10 mente, en la que el resto R' se elige entre los dos distintos
A

diaesteroisémeros donde el centro del carbono 1 tiene la ch—
figuracién R representada por las estructuras (i) y (ii)

2»/“ m__A
8 z/
D

a
|
1
|
D syn respecto a A (ii) i
el enlazador D estd unido a R! en la
1
|

Hi
!
|
|
)

D syn respecto a la amida (i)

o
M4s preferentemente,

configuracién syn respecto a A como se representa por 1la

20 estructura (ii).
R?: !

)

Las realizaciones preferidas de la presente invencién

incluyen compuestos de férmula I como se describié anterior-
mente, en la que el resto R? es:

!
; 1
25 ” 22 ‘
w R ]
R S |
/ )
en donde W es preferentemente N.
30

.

|
Preferentemente, R?' es H, alquilo C,-C,, alcoxi CI—CGA
hidroxi, cloro o N(R?), en donde R¥» es preferentemente H o;
alquilo C,-Cs. M&s preferentemente, R? es H o alcoxi C,-C,. Lo

i
mas preferentemente R es metoxi.

Preferentemente R?* es H, tioalquilo C,-C,, alcoxi C,-C,
35 fenilo o Het elegido entre el grupo formado por:




15

v R24‘
L T
D sy e |

[ e fj ;

Preferentemente, R** es H, alquilo C,~-C,, NH-R?,
o NH-C (0)-NH-R?*® o NH-C (0)OR?¢,

Mas preferentemente R’? es alcoxi C,-C,,

= fenilo o het
elegido entre el grupo formado por :
20 ‘

R24

R24
| R </ R2¢ /3 _ |
"</ ‘/N /\j N ";
N N ’
ﬁﬁ“ /“\/} R |
N /’ i
; , <N z

Mas preferentemente, R** es H, alquilo C,-C,, NH-R%®, NH-
C(0)-R*; o NH-C(O)-OR?,

!
f
!
!
i

25

30

Lo m&s preferentemente R¥?? es etoxi, o Het elegido entre
el grupo formado por:
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N

‘:4__ )N\\‘ 24b ?ﬁjﬁjéy 1
= F%24a R »

|
!
t
1

Lo mas preferentemente, R*** es NH-R?*, NH-C(Q)-R?* o NH-
C(0)-OR**. Lo mas preferentemente R*® es H o alquilo C,-C,.
Preferentemente, cada R* es independientemente H, alqhi—
10 lo C,-C; o cicloalquilo C;-C;. Mas preferentemente R?® ‘es

alquilo C,-C; o cicloalquilo C;-C,. M&s preferentemente R¥: eg
glouile €G- |

Preferentemente R** es alquilo C,-C;.

!
|
R: i
13 Las realizaciones preferidas de la presente invencién
incluyen compuestos de férmula I como se describiéd anterio?-
mente, en la que el resto R’ es preferentemente una amida @e
féormula NH-C(0)-R*%, una urea de férmula NH-C(O)-NH-R*, o un
carbamato de férmula NH-C(O)-OR*. Mas preferentemente, R3és
20

un carbamato o una urea. Lo méds preferentemente R’ es ﬁn

carbamato. 1
Preferentemente R* es alquilo C,-C; o cicloalquilo C,-C4

Mas preferentemente R* es alquilo C,-C4 o cicloalquilo C4—Cé.

- !

Lo mé&s preferentemente R* es terc-butilo, ciclobutilo o ci-

25 clopentilo. {
D: '

I
Las realizaciones preferidas de la presente invencioén

incluyen compuestos de férmula I, en la que el enlazador D e%
una cadena de alquileno de 6 a 8 &tomos de carbono, saturada

30 o insaturada. Még preferentemente, el enlazador D es uni

cadena de 7 &tomos. R
Preferentemente la cadena D contiene uno o dos hetero-'
dtomos elegidos entre O, S, NH, N-(alquilo C,-C,) o N-(acilo'

C;~C,;) . Mas preferentemente, la cadena D contiene opcional-!

|
35 mente un heterodtomo elegido entre NH o N-(acilo C,-C,;), lo-
mas preferentemente N(Ac), y estd situado en el &tomo 10 dei

!
t
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la cadena. Lo mas preferentemente, la cadena que contiene un
; iy g . i
atomo de nitroégeno estd saturada. i

Alternativamente, D contiene un heterodtomo elegido én—
tre O 6 S. Preferentemente, cuando D tiene una longitud}de

5 siete 4dtomos, el dtomo O 6 S estd en la posicién 9 de la éa—
dena. Preferentemente esta cadena estd sustituida con RY, kn
donde

R es H o alquilo C,-C,. Mas preferentemente R! es Hio
metilo. Lo mas preferentemente R' es H o 8-(5)-Me. Aln mis

preferentemente, D estd saturado. Alternativamente D contiepe

10 un doble enlace en posicién 11,12. Preferentemente este doble
enlace es trans.

i

Alternativamente D es una cadena todo carbono de alqui—
leno saturada o insaturada. En este caso D es preferentemente
saturado y es de una longitud de 7 dtomos. Mas preferentemen-

15 te D estd sustituido con R*, en donde R* es oxo, tio, hidroxi,
tioalquilo, alcoxi o alquilo. Mas preferentemente, R* es H 0

alquilo C,-C;. Lo mas preferentemente, R* es H o metilo. Lo

mas preferentemente R' es H o 10-(S)-Me.

3

Alternativamente D es una cadena todo carbono de alquii
20 leno que contiene preferentemente un doble enlace y es de uné
longitud de 7 &tomos. M&s preferentemente, este doble enlace
estd en posicién 13,14 de la cadena. Lo més preferentementeﬁ
este doble enlace es cis. Preferentemente, esta cadena D esta

sustituida con RY, en donde R* es H, oxo, hidroxi, alcoxi o
2.8

mas preferentemente, R' es H o metilo. Lo m&s preferentemen-
te, R* es H o 10-(S)-Me.
A:

30 incluyen compuestos de férmula I como se describié anterior-

mente,

:
)
'.
Las realizaciones preferidas de la presente invenciéni
1
en la que A es un acido carboxilico. 1

Realizaciones especificas:

Las realizaciones preferidas de la presente invencién

incluyen compuestos de férmula I como se describid anterior-
mente,

35

en la que R? es un sustituyente de quinoleina (es

B T
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i
decir, W es N); i

: !
R’ es un grupo de férmula -NH-C(O)-NHR* o -NH-C(0)-OR%?,! en

. |
donde R* es alquilo C,-C, o cicloalquilo C,-C.; L
D es una cadena del alquileno de 6 a 8 &tomos saturada o in-

saturada unida a R* en configuracién syn respecto a A, que

opcionalmente contiene uno o dos heterodtomos independiente-
mente elegidos entre O, S 6 N-R*, en donde R* es acilo C,=Cy:

R* es H, o de uno a tres sustituyentes elegidos independien-
temente entre hidroxi o alquilo C,-Cq; vy ;
A es un &cido carboxilico, o una sal o éster del misto
aceptable farmacéuticamente.

!

Mas preferentemente son compuestos de férmula I en la
que R! es como se definié anteriormente; R* es H o metoxi;
R** es alcoxi C,-Cs, o Het elegido entre el grupo formado por:

1

24b !
R )

S e ¢ o
= 24b *
n S -~ }R S

. S y
en donde R** es H, alquilo C;-C¢, NH-R?’, -NH-C(O)-R?® o -NH+

C (0) -NH-R??, en donde R*® es H, alquilo C,-C, o cicloalqguilo Cy
Ces }
o R*" es -NH-C(O)-R* , en donde R*® es alquilo C,-C; o ciclo-
alquilo C,~Cg; ;

y R* es H o alquilo C,-Cq;

O un carbamato de}
férmula -NH-C(0)-OR*, en la que R* es alquilo C,-C, o ciclo-'
alquilo C,;~Cq;

R® es una urea de férmula -NH-C(Q)~-NHR??

1
]
D es una cadena de alquileno de 7 &tomos de carbono saturada !

0 insaturada, que opcionalmente contiene un doble enlace eni
posicién 11,12 6 13,14; !
conteniendo opcionalmente dicha cadena D un heterodtomo {
elegido independientemente entre: O, S, NH, N(Me) o N(Ac); y '

R* es H o alquilo C,.Cq.

Lo méds preferentemente, son compuestos de férmula I en
la que R* es metoxi, y R* es etoxi o:
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5 en donde R*? es NH-(alquilo C,-C,), NH-C(O)-(alquilo C,~-C,) o
NH-C (0) -O- (alquilo C,-C,); v !
D estd saturado o contiene un doble enlace cis en posiéién
13,14, “
Finalmente, estédn incluidos en el alcance de esta lin-
10 vencién todos los compuestos de fédrmula I que se presentan%en
las Tablas 1 a 9. {
‘1
Las composiciones farmacéuticas de esta invencién.pueéen
ser administradas oralmente, parenteralmente o mediante jun
15

reservorio implantado. Se prefieren la administracién oraﬁ o)
la administracién mediante inyeccidén. Las composiciones far-
maceéuticas de esta invencién pueden contener cualquier vehi-
culo o coadyuvante convencional, no téxico y farmacéuticamen-

te aceptable. En algunos casos, el pH de la formulacién puede

20 ajustarse con 4cidos, bases o tampones aceptables farmacéuti-
camente para mejorar la estabilidad del compuesto formuladb
o0 su forma de suministro. El término parenteral, como se usa
en el presente texto, incluye las técnicas de infusién o in%
yeccidén subcuténea, intracutédnea, intravenosa, intramuscular,
25

1
intraarticular, intrasinovial, intrasternal, intratecal e
intralesional.

Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de:
preparado inyectable estéril, por ejemplo, como suspensién'

acuosa u oleosa inyectable estéril. Esta suspensién puede ser:
f
30

formulada de acuerdo con métodos conocidos en la técnica usa-

ndo agentes dispersantes o humectantes adecuados (tales como,

por ejemplo, Tween 80) y agentes de suspensién.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencién pueden

}
)
t
}
)
i
'

administrarse oralmente en cualquier forma de dosificacién
35

i
aceptable oralmente incluyendo, pero sin limitarse a ellas, '

i
cépsulas, comprimidos y suspensiones y soluciones acuosas. En




20 i
el caso de los comprimidos para uso oral, los vehiculos que
Se usan comunmente incluyen lactosa y almidén de maiz. \Tam-
« 7 -~ 2’ . z l
bién se afiaden tipicamente agentes lubricantes tales comd es-

: L . \
tearato de magnesio. Para administracién oral en forma de

5 capsula, los diluyentes Gtiles incluyen lactosa % almidép de

10

15

20

Z5

30

35

maiz seco. Cuando se administran oralmente suspensiones acuo-
sas, el ingrediente activo se combina con agentes emulsioﬁan—
tes y de suspensién. Si se desea, pueden afadirse ciertos
agentes edulcorantes y/o saborizantes y/o colorantes. |
Otros vehiculos o portadores adecuados para las formuha—
ciones y composiciones anteriormente indicadas pueden encbn—
trarse en textos farmacéuticos normales, p. ej. en "Remiﬁg-
ton's Pharmaceutical Sciences", 192 ed., Mack Publishing Cém—
pany, Easton, Penn., 1995. Niveles de dosificacién enﬁre
aproximadamente 0,01 y aproximadamente 100 mg/kg de pé§o
corporal por dia, preferentemente entre aproximadamente 0,5
y aproximadamente 75 mg/kg de peso corporal por dia, de com-
puestos inhibidores de proteasa descritos en el presenﬁe
texto, son utiles en una monoterapia para la prevencién y el
tratamiento de enfermedades mediadas por el HCV. Tipicamenté,
las composiciones farmacéuticas de esta invencién seran admi-
nistradas entre aproximadamente 1 y aproximadamente 5 veces
al dia o, alternativamente, como infusidén continua. Tal admi%
nistracion puede usarse como terapia crénica o aguda. La can+
tidad de ingrediente activo que puede combinarse con los ma%
teriales portadores para producir un forma de dosificacién
individual variard dependiendo del hospedador tratado y el
modo de administracién en particular. Un preparado tipicd
contendra de aproximadamente 5% a aproximadamente 95% de com~!
puesto activo (p/p). Preferentemente, tales preparados con-:

i

tienen de aproximadamente 20% a aproximadamente 80% de com-
puesto activo.

Como apreciaré el profesional ekperto, pueden requerirse ;
dosis mas bajas o mds altas que las citadas antes. La dosifi- 1
cacidén especifica y los regimenes de tratamiento para cual- |

quier paciente en particular dependen de diversos factores,
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incluyendo la actividad del compuesto especifico empleadd, la
edad, el peso corporal, el estad general de salud, el S@xo,
la dieta, el tiempo de administracién, la velocidad del ex-
crecidn, la combinacién de farmacos, la gravedad y el curso
5 de la infeccidn, la disposicién del paciente hacia la intec-
cién y el criterio del médico responsable del caso. En |ge-
neral, el tratamiento se inicia con pequefias dosis susﬁan—
cialmente menores que la dosis de péptido éptima. A continpa—
cién, la dosis se aumenta en pequefios incrementos hasta que
10 se alcanza el efecto 6ptimo bajo las circunstancias dadas.%En
general, lo mas deseable es administrar el compuesto a%un
nivel de concentracién que generalmente proporcione resulﬁa—
dos eficaces antiviralmente sin provocar ningun efecto %e—
cundario nocivo ni perjudicial. ‘

1

15 Cuando las composiciones de esta invencién comprendén
una combinacién de un compuesto de férmula I y uno o mas
agentes terapéuticos o profildcticos adicionales, tanto él
compuesto como el agente adicional deben estar presentes en
un nivel de dosificacién entre aproximadamente 10 y aproximée

20

damente 100%, y m&s preferentemente entre aproximadamente 1b
y 80% de la dosificacién normalmente administrada en un ré-
gimen de monoterapia. %
Cuando estos compuestos o sus sales aceptables farmacéu-
ticamente se formulan junto con un vehiculo aceptable farma4
25 céuticamente, la composicién resultante puede ser administra-
da in vivo a mamiferos, tales como el hombre, para inhibir la)
NS3 proteasa del HCV o para tratar o prevenir la infecciénl
por el virus del HCV. Tal tratamiento puede también con- |
seguirse usando los compuestos de esta invencién en combina—i
30 cién con agentes que incluyen, pero sin limitarse a ellos: .
agentes inmunomoduladores tales como «-, P~ o y—interferones:'
otros agentes antivirales tales como ribavirina, amantadina;
otros inhibidores de la NS3 proteasa del HCV; inhibidores de
otras dianas del ciclo vital del HCV tales como helicasa,
35 polimerasa, metaloproteasa o sitio de entrada al ribosoma

interno (IRES); o combinaciones de los mismos. Los agentes
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|
adicionales pueden combinarse con los compuestos de esté in-
vencidén para crear una forma de dosificacién individualé Al-
) ternativamente, estos agentes adicionales pueden ser adminis-
: trados separadamente a un mamifero como parte de una forma de
* S dosificacién miltiple. En consecuencia, otra realizaciéﬁ de
esta invencidén proporciona métodos para inhibir la actividad
de la NS3 proteasa del HCV en mamiferos administrando un

compuesto de férmula I, en la que los sustituyentes son como
. . 2 0 ‘
se definid anteriormente.

)
'

10 En una realizacién preferida, estos métodos son ﬁtiles
para reducir la actividad de la NS3 proteasa del HCV en%un
mamifero. Si la composicién farmacéutica comprende solameﬁte
un compuesto de la presente invencidén como componente acti%o,

tales métodos pueden comprender adicionalmente la etapa de
15 administrar a dicho mamifero un agente elegido entre un ageh—
te inmunomodulador, un agente antiviral, un inhibidor de @a
proteasa del HCV, o un inhibidor de otras dianas en el ciclo
vital del HCV tales como la helicasa, polimerasa o metalopré-
teasa. Tal agente adicional puede ser administrado al mami-
20 fero antes de, o al mismo tiempo que la administracién de las
composiciones de esta invencidn. i
En una realizacidén preferida alternativa, estos método%
son Utiles para inhibir la replicacién viral en un mamifero.
Tales métodos son Utiles para tratar o prevenir enfermedadeé
25 por el HCV. Si la composicién farmacéutica comprende solamen{
te un compuesto de esta invencién como componente activo, ta-
les métodos pueden comprender adicionalmente la etapa de adJ
ministrar a dicho mamifero un agente elegido entre un agente{
inmunomodulador, un agente antiviral, un inhibidor de la pro-
30 teasa del HCV, o un inhibidor de otras dianas en el ciclo vi-
tal del HCV. Tal agente adicional puede ser administrado al
mamifero antes, al mismo tiempo, o después de la administra-
cién de la composicién de acuerdo con esta invencidn.
Los compuestos expuestos en el presente texto pueden ser
35 usados también como reactivos de laboratorio. El solicitante
proporciona por primera vez compuestos con un bajo peso mole-
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cular, que soy muy activos y especificos frente a la NS31pro~
teasa del HCV. Algunos de los presentes compuesto puedeh ser
_ instrumentales para proporcionar herramientas de investi-
gacién para diseflar ensayos de replicacién viral, validacién

5 de sistemas de ensayo con animales y estudios estructurales
de biologia para incrementar los conocimientos del mecanﬁsmo
de las enfermedades por el HCV. E
Los compuestos de esta invencién pueden usarse también
para tratar o prevenir la contaminacidén viral de materiaies,
10

Y por tanto para reducir el riesgo de infeccién viral \del
personal médico o de laboratorio, o de pacientes que enéran
en contacto con tales materiales (p. ej. sangre, tejidbs,
Ainstrumentos e indumentaria quirdrgica, instrumentos e inéu—
mentaria de laboratorio, y aparatos y materiales para éb—
15 tencidén de sangre o para transfusiones).

[
!
i
i
j
!
}

Metodologia.

En los documentos WO 00/09543 y WO 00/09558 se describ?n
varias formas de llevar a cabo la sintesis de intermedios
20 aciclicos de compuestos de férmula I. ‘

Los compuestos de la presente invencién se sintetizan #e
acuerdo con el procedimiento general ilustrado en los Esque-
mas I, IT y III (en los que PG es un grupo protector apropiéf
do). En todos los esquemas presentados a continuacién, D!

25 tiene la misma definicién que D pero es de 2 a 5 4tomos mas
corto. ’

i

§
Cuando la invencidén cubre compuestos de férmula I en la

que A es una amida N-sustituida, vinil-ACCA o homo—alil—ACC%
(R') es acoplado a una amina apropiada antes del acoplamiento
30 con P2. Tal acoplamiento serd facilmente reconocido por losa
expertos en la técnica. Como reconocerédn los expertos en la!
técnica, tal amida (A) no esta protegida sino que lleva cual-E
quier sustituyente relevante R’ como se definid antes. :
La reaccién de cierre de anillo (macrociclizacién) |
35 1lleva a cabo por metdtesis de olefina (Esquema I) o bien,

cuando el enlazador contiene un &tomo de nitrégeno, por ami-

se i
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!
nacion reductora (Esquema II) o por formacién de enlace pep-
tidico (Esquema III).

Los detalles de estos procedlmlentos se
presentan a continuacién.

l

5 A. Macrociclizacidén mediante metatesis de olefina
§
Esquema I i
_PGor R? 2 :
/PGorR
B
)J OH — o L N A
/
PG 0
[
" N\ \ R3 COOH
(P1) \\T/
15 A' = 4cido carboxilico protegido o amida o'
N-sustituida.
n=20246 2 (P3)/
R? R?
o” g

Q

20 ()Y "
R3 """l D "l',

ib la k \,\
25 D = saturado

D = insaturado
Esquema I:

1

Hay varias formas por las que puede llevarse a cabo 1&

!
secuencia de acoplamiento, que pueden ser facilmente recono-
30 ]

cidas por los expertos en la técnica. Partiendo de 4- (S)ﬂ
hidroxiprolina, el sustituyente en el 4-hidroxi puede ser in-

corporado mediante una reaccién de Mitsunobu
cribe en Mitsunobu, Synthesis 1981
Tet. Lett. 1994, 36,

{como se des;

enero, 1-28; Rano et al.'
3779-3792; Krchnak et al. Tet. Lett..

35 1995, 36, 6193-6196) antes o después de la macrociclizacién

Alternativamente el conjunto puede hacerse con la prolina 4-
(R)-hidroxi-sustituida requerida, como se describe en 1los
procedimientos generales de los documentos WO 00/09543 y WO
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00/09558 (véase més adelante para ejemplos especificos de
estos fragmentos). z

Etapas A, B, C: Brevemente, los restos P1, P2 y P3 pueden ser
unidos por técnicas de acoplamiento de péptidos bien conoc1—

das y descritas de un modo general en los documentos! WO
00/09543 y WO 00/09558. '

l
Etapa D: La formacién del macrociclo puede llevarse a cabo

mediante una metédtesis de olefina usando un catalizador basa-
do en Ru tal como el publicado por Miller, S.J.; Blackwell,
H.E.; Grubbs, R.H. J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 9606—96‘114
(a); Kingsbury, J.S.; Harrity, J.P.A.; Bonitatebus, P.J.;
Hoveyda, A.H.; J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 791-799 (b)) y
Huang, J.; Stevens, E.D.; Nolan, S.P.; Petersen, J.L.; J. Am.

Chem. Soc. 1999, 121, 2674-2678 (c). Se reconocera tamblgn
que también pueden usarse para esta reaccidén catallzadores
que contienen otros metales de transicién tales como Mo. |

|
T o R éf ?32} '

|
)
u ‘Ru—{ T, : I
CI/iI’Cy a1 H a” ?u~ ‘

. PCy, PCy,
@ (&) , () .
Catalizador de Grubb Catalizador de Horeday Catalizador de Nolan
Etapa E: Opcionalmente, el doble enlace se reduce por metodos
de hidrogenacioén esténdar bien conocidos en la técnica. Cuan~

do A' es un &cido carboxilico protegido, también se le des+
protege apropiadamente. |

B. Macrociclizacién mediante aminacién reductora

|
(parﬁ
enlazadores que contienen N).

|

Cuando el enlazador contiene un &tomo de nitrégeno, 1la

. i s . i
macrociclizacién se logra por aminacién reductora como se

1
muestra en el Esquema II para obtener inhibidores de estruc-
tura general II.
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Esquema II

\O\:J

P{P—\NHCbz [ k}’A\NHCbZ

A' = 4cido carboxilico protegido o amida N-sustituida
n=1a}5
m=1a$}

Etapa A: La hidroboracién del doble enlace segun el proceda—
miento de Brown (H.C. Brown y B.C. Subba Rao, J. Am. Chem
Soc. 1959, 81, 6434-6437) seguida por la oxidacién del al—
cohol resultante (por ejemplo mediante el peryodinato de
Dess-Martin, J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 7277-7287) propo;—
ciona el correspondiente aldehido. !
Etapa B: La hidrogenacién en presencia de acido conduce a la
eliminacién del grupo protector de amino seguida por macroc%—
clizacién mediante aminacién reductora. |
La unidad P3 usada en esta sintesis se obtiene facilmen-
te a partir de una variedad de aminodcidos tales como llSlna,
ornitina, glutamina (después de una reaccién de Hofmann: Ber
1881, 14, 2725) y otros; estas modificaciones de sintesis son
métodos bien conocidos en la técnica.: |
Etapa C: Opcionalmente, la amina secundaria en el enlazadof
D (formada después de la etapa D) es alquilada con haluros d%
alquilo o acetilada con cloruros de &cido de arilo o alquilo
usando metodologias bien conocidas en la técnica para obtener
inhibidores de estructura general II. Cuando A' es un acido
carboxilico protegido, también se le desprotege apropiadamenJ
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te.
C.

1
i

Macrociclizacién mediante formacidén de lactama

}
Alternativamente, se entiende que estos compuestos, ma-
crociclicos con estructura general I y II pueden ser sintéti-

i
S zados por otros caminos. Por ejemplo, Pl y P3 pueden ser pri-
mero conectados al enlazador D, después acoplados a P2, y la
|
reaccion de macrociclizacién puede ser una formacién de lac-
tama de dos formas posibles, como serad reconocido por’los
expertos en la técnica, y como se muestra en el Esquema ;II
10 Esquema III |
|
!
& OH ‘
PG—N =g Oﬁ |
] |
"”'_D. 3 .,,[,"
[, ‘(izm/’ R ™ \NHCbz
15 \ (P3)
Pz !
(P1) |
i
A': acido carboxilico protegido o amlda‘N—
sustituida
20 n=202¢42 !
m=1a7 j
- x
¢ |
N
OPG R? E
""'D A
R? N opg N »
st D {
j
:
30

35 Sintesis de Pl

La sintesis de inhibidores con estructura general I y IT

; . I
requiere los mismos fragmentos Pl:

|
a) vinil ACCA, cuya sintesis y resolucién se describen en los

27
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b) homoalil ACCA (Ejemplo 1, compuesto 1f).

)
»
}
i
|
J
documentos WO 00/09543 y WO 00/09558, o i
|
Sintesis de P2 !

|
Algunos de los fragmentos de P2 usados para la sintesis

de compuestos de férmula I se describen en los documento% WO
00/09543 y WO 00/09558.

|
Otros fragmentos de P2 se sintetizan como sigue: l

., Sintesis del derivado 2-"Het"-4-hidroxi-7- metOV1qu1no—
leina. )

(1) Planteamiento a partir del correspondiente ac1do
"Het" carboxilico IVb.

1
|
!
|
|
!

Esquema IV
R™ NH. 2 H O

2 R N 21
OGRS e
| . Z !
o |
OH
IVa IVb Ve !
i

ivd

La sintesis se lleva a cabo de acuerdo con un procedi-
miento modificado descrito en Li et al. J. Med. Chen. 1994
34 (3400-3407. El1 producto intermedio IVa en el que R = OMe
(Ejemplo 7, compuesto 7b) se prepara como se describe en
Brown et al. J. Med. Chem. 1989, 32, 807-826.. E
Etapa A: El producto intermedio IVa es acoplado con &acidos
carboxilicos heterociclicos IVb bajo condiciones basicas coﬂ

POCl; para activar el grupo carboxilato. Se usan dlversos

acidos carboxilicos con la estructura general IVb para la
preparacién de inhibidores; estos son disponibles comer01al—
mente o bien se sintetizan como se indica en los esquemas V

VI y VII, o se sintetizan individualmente usando metodo&

descritos en los ejemplos especificos. ’

}
Etapa B: El cierre del anillo, seguido por deshidratacidn, se;

consigue bajo condiciones b&sicas para obtener quinoleinas de
estructura general IVd.

{(i.a). Sintesis de 4cidos "Het" carboxilicos de

\
}
!
!
)
)
i
j
i
§

I

70
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férmula general IVb

]
}
1
|
|
Sintesis de derivados 2-(sustituido)-
amino-4-carboxi-aminotiazol (Vc) l

Se usa el procedimiento modificado descrito por Berqlk—

Ve

5 hina et al. Chem. Heterocycl. Compd. (Traduc. inglesa) 1991,

4, 427-433. :
Esquema V ,
HN—R? ‘
i i ’( HB ll

= .

10 JJ\ calor S r

HNT NH + Ho B ~ |
bes i |
|
Va Vb f

Sepreparandiversosécidos2—alquilaminotiazolil—4—c4r—
15 Dboxilicos, compuestos de estructura general Vc, usando iLa
metodologia general de sintesis sefialada en el EsquemaiV
usando tioureas (Va) con diferentes sustituyentes de alquiho
(R*: grupo alquilo) y 4cido 3-bromopiruvico. Este tipo %e
reaccién de condensacién en bien conocido en la técnica
Alternativamente, el fragmento P2 que contiene los derivadés
de Z2-amino-sustituido-tiazol son sintetizados a partir del
correspondiente derivado 2-carboxilo como se muestra en el
esquema VI de acuerdo con el procedimiento de Unangst, P.C.
Connor, D.T. J. Heterocyc. Chem. 29, 5, 1992

20

,.1097-1100. ;

25 Esquema VI
HN(R*) !
N= ‘
21 21 S |
R N\ COOH R hk =
I
30 ¢ 7 ;
\‘\/o \‘(O 1
(Vla) (Vib) 1
]

Ejemplos de este procedimiento se describen en los
35 documentos WO 00/09543 y WO 00/09558. |

i

f
Sintesis de derivados 2-carboxi-4-aminotiazol
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sustituido VIId.

Se preparan diversos &acidos 4-aquiltiazol—Z—carbo%ili—

COS, compuestos estructura general VIId, usando la metodolo-
gia de sintesis general que se sedal a en el Esquema VII.

Esquema VII

!
!
V
| R
!

\p

Vlld

10

Viia Vilb Vile

!
El procedimiento descrito por Janusz et al. J. Med.

Chem. 1998, 41, 3515-3529 se usa con modificaciones comd se

describen a continuacién: se hace reaccionar tlooxamato de

etilo (VIIa) con diferentes P-bromocetonas de estructura ge-

neral VIIb (R* = grupo alquilo) para formar acidos tlaZO%ll
carboxilicos de estructura general VIId. Este tipo de reac-
cién de condensacién es bien conocido en la técnica |

|
(sustituidq)—

15

Sintesis de derivado 2-carboxi-
imidazol (VIIIb)

20

3

Se preparan diversos 4cidos alquilimidazolil-2- carbox1-
licos, compuestos de estructura general VIIIb, usando la me-
todologia general de sintesis sefialada en el Esquema VIII1

Esquema VIII

)
25 R2%® t
. N .
Raw _ 1
N !
N —_—— OH
=/ |
o
|
30 Villa Viiib i
. . |
Se usd el procedimiento descrito por Baird et al. J.
Amer. Chem. Soc. 1996, 118, 6141-6146: se desprotoniza un
alquil imidazol con una base fuerte (p. ej. n-Buli) y despues
se hace reaccionar con CO, para formar el acido carbox1llco
35

VIIIb. Este tipo de reaccién de condensacién es bien conocidd
en la técnica.

é

|
f
|
)
i
)
)
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I
b. Sintesis de 4-hidroxi-7-metoxi-2-(imidazolil o pirazo-
lil)quinoleinas. l
Las 4-hidroxi-7-R* quinoleinas gue tienen un resto &mi-

dazolilo o pirazolilo en C2 se preparan generalmente usando
la metodologia sefialada en el Esquema IX.

!

Esquema IX |

R Ng -C! . R Ny R ;
J J

OBn OBn !

I8 IXb "

R¥? = derivados de imidazol o pirazol B ‘
Y

R N R22 ],

Z l
OH l‘
IXc |

La sintesis del producto intermedio clave (en el que R2!
= OMe) 4-benciloxi-2-cloro-7-metoxiquinoleina IXa, se descfl—

be con detalle en el Ejemplo 6 (compuesto 6e). }

Etapa A: A temperaturas elevadas, pueden usarse diversos
imidazoles, imidazoles sustituidos con alquilo, pirazoles'o
pirazoles sustituidos con alquilo para desplazar el resto 21—

cloro del compuesto IXa dando compuestos de estructura gene—

ral IXb. s

Etapa B: Al eliminar el grupo protector de bencilo del resto
4-hidroxi de la quinoleina por métodos de hidrogenacién eé—

tandar, se obtienen derivados de quinoleina de estructura
general IXc.

i
Sintesis de P3.

|

Se sintetizan diversos fragmentos P3 que contienen lh
prolongacién del enlazador D apropiada para macroc1cllzac1on
por metatesis de olefina. En general las unidades P3 que con=

r
tienen una olefina terminal para metdtesis se sintetizan si+

!

23
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guiendo los esquemas generales que se muestran a continuécién
(Esquemas X, XI y XII).

Sintesis de enlazadores en la Clase A. |
Esta sintesis general se usa para preparar enlazadores

5 que estan basados en todo carbono (sin heteroadtomos) (Esquema
X) . 1
Esquema X
; o |
o}

oAl coon N | !l

“ag = 1. N

A o
10 T sl\w/ {
" m=1ab5 !
R* = H o alquilo !
xb |
l
15 o 0 |
: R* R* ’J( !
- - N 2 m N l
. N, ‘L\\J,O BocHN 6J\\v/° |
8 ¥ c l
|
20 Xe Xd :
. 8 |
o] R ’
- =~ ™ OH
NHBoc !
Xe ]
25

. . . C o
La sintesis se realiza de acuerdo con el procedimiento

de Evans et al. J. Am. Chem. Soc. 1990, 112, 4011-4030. ]

Los acidos carboxilicos de partida (Xa) son disponibles
comercialmente o se preparan por procedimientos conocidos de
la bibliografia, familiares para los expertos en la técnica.

30 Etapa A: El &4cido carboxilico Xa se activa con cloruro he
pivaloilo y después se hace reaccionar con el anién del aux%—
liar quiral de Evans 4(S)-4-(fenilmetil)~2-oxazolidinona 8=
guiendo una quimica bien conocida (revisién: D.J. Ager et
al., Aldrichimica Acta 1997, 30, 3-11, y referencias conteni-

35

das en la misma) para obtener compuestos de estructura gené—
1
ral Xb.
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Etapa B: La a-azidacioén estereoselectiva con triazilazida de
un enolato de imida quiral tal como el que se formaria a éar—
tir de compuestos con estructura general Xb en presencié de
una base como KHMDS, es también bien conocida en la técnica
(Revisidén: D.J. Ager et al., Aldrichimica Acta 1997, 30) 3-
11, y referencias contenidas en la misma). i
Etapa C: La reduccién de la a-azida, catalizada por SnCl,,
seguida por la proteccién de la amina formada como su carba-
mato de t-butilo da productos intermedios de estructura gene-
ral Xc. Estas reacciones son también bien conocidas en' la
técnica. :
Etapa D: Finalmente, el auxiliar quiral es hidrolizado b?jo
condiciones basicas, tales como las de una mezcla de H,0, con
LiOH, para producir los enlazadores de tipo amionoacido]de
estructura general Xe. |

Alternativamente, se sintetizan restos P3 que tienen!la
misma estructura general siguiendo el procedimiento descr;to

por M.J. Burk et al. J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 657-663
ilustrado en el esquema XI. Estos compuestos variaban en lel

numero de unidades de metileno (-CH,-) a lo largo del enla-
zador (m =

1 a 5) y la sustitucidén de grupos alquilo en %U

pero no contenian ningun heterocdtomo. i
Esquema XI

COOE A COOEt |

- f
. _HOOC™ “NHAc
T Xib

EtOOC NHAc
Xl a

}

|

R4 R4 NHAc !

| : ,

M%fo B W COOEt r
Xid

=1- 4.
m=1-5, R*=H o alkyl IQ

3J”
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R, NHBoc |
W fle WHAc
o m COGH D. //\7$ﬁ//7<//i\
-~ = - coo&zt‘t
’ |
Xe Xie ‘
!

Etapa A: El compuesto monodcido XIb se prepara a partir de 2-
acetamidomalonato de dietilo disponible comercialmente por
hidrdélisis de ésteres estadndar bajo condiciones basicas!

Etapa B: La condensacién del tipo de Knoevenagel entre un'al-
dehido de estructura general XIc y compuesto XIb en preseAcia
de una base, tal como piridina, y anhidrido acético, conéuce
a la formacién del producto intermedio de enamida XId'que
tiene la estereoquimica Z alrededor del doble enlace reéién
formado, como se muestra. 1

Etapa C: La hidrogenacién catalitica regioselectivi y
enantioselectiva del producto intermedio de enamida XId ﬂara
dar el producto intermedio de aminoacido XIe se realhza
usando el método de Burk. |

Etapa D: El nitrégeno del derivado acetamido XIe es desphés
di-protegido con la adicién de un sustituyente de carbam?to
de t-butilo antes de que el grupo acetato asi como el ésFer
etilico, sean hidrolizados bajo condiciones basicas estén@ar
para obtener restos P3 de la estructura general XIf. ;
)
\

Sintesis de enlazadores en la Clase B.
Estructura general de los enlazadores en la Clase B

NHBoc . |

o X=06S5
R, R R, = H 6 CH, l

|
Esta sintesis general se usa para preparar enlazadores
que contienen oxigeno o azufre.

|
|
|
|
|

?
1
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Esquema XII

0 X/“\fé |
CO,CH
R 2 A RN B . COOH ’i
R -
R® NHBoc R HBee & X=0o si
Xita il NHR, i
Xlte
i
C !
o Q
-
O’s\o b )—C
R‘):\(mzc“’ — a CO,CH, E. )\(co ,CH, — )_\,/CO C'l"a
:2 =1
A" NHBoc A" Nrgoc NHBoc NEBoe: §
Xitd Xile X1t Xlig |
R' = H & CH, %
R® = H o CH, pero no ambos R' = R?= CH,

Etapa A: Aminoidcidos adecuadamente protegidos, tales cémo
éster metilico de Boc-(L)-serina, éster metilico de Boc-(ﬂ)—
treonina o éster metilico de Boc-(L)-alotreonina, son alqui-
lados con yoduro de alilo en presencia de Ag,0 para dar el
éster metilico XIIb.

Etapa B:

\
La hidrolisis del éter metilico bajo condiciones

basicas estdndar da los enlazadores de tipo éter de estructd—

ra general XIIc (X=0). 1

Etapa C: El andlogo de azufre se prepara a partir del mlsmo
aminodcido de partida XIIa (apropiadamente protegido como
antes) y su grupo hidroxilo es convertido en un buen grupb
1abil (tal como el intermedio de tosilato XIId) usando una
metodologia estadndar bien conocida en la técnica. |

3

Etapa D: El resto tosilo fue subsiguientemente desplazado con
el anidén de tioacetato, lo que lleva a la formacién del pro%
ducto intermedio de tioéster XIIe por inversién del centrq
quiral en el carbono B. |

Etapa E: La hidrdélisis del resto tioéster bajo cond1c1one§
basicas suaves da el tiol libre XIIf. *
Etapa F: La alquilacién del resto tiol se consigue fécilmentei
bajo condiciones bisicas con yoduro de alilo. '
Etapa G: Finalmente, el andlogo de sulfuro XIIc (X=S) se ob-|

!
i
|

37
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tiene después de la hidrélisis del éster metilico usando pro-
cedimientos estandar. |
Sintesis del fragmento R3: i
Los ejemplos de sintesis de fragmentos en los que R’ es
NH-R’! se describen en el documento WO 00/09543. l
$
EJEMPLOS |

La presente invencién se ilustra con méas detalle median—
te los siguientes ejemplos no limitantes. Otras formas eépe—
cificas de sintesis o resolucibén pueden encontrarse enjlos
documentos WO 00/094543 y WO 00/09558. ,

Las temperaturas se indican en grados Celsius. Los por-
centajes de las soluciones expresan una relacién de pesp a
volumen, y las relaciones de las soluciones expresan pna
relacién de volumen a volumen, a menos que se indique oFra
cosa. Los espectros de resonancia nuclear magnética (NMR)
fueron obtenidos en un espectrémetro Bruker de 400 MHz; ;os
desplazamientos quimicos (8) se expresan en partes por mil;én
y se refieren al disolvente deuterado interno, a menos que; se
indique otra cosa. Los espectros de NMR de todos los compues-
tos finales (inhibidores) se obtuvieron en DMSO-d, de su sal
de TFA a menos que se indique otra cosa. La cromatografiaéen
columna rapida se llevd a cabo sobre gel de silice (Sioz)ide
acuerdo con la técnica de cromatografia rapida de Still (Wﬁc.
Still et al., J. Org. Chem., 1978), 43, 2913). Las abreviatp—
ras usadas en los ejemplos incluyen Bn: bencilo; Boc: terc-
butiloxicarbonilo (Me,COC(0)]; BSA: albumina de suero bovinP;
Cbz: Benciloxicarbonilo; CHAPS: 3-[(3-colamidopropil)-dime-
tilamonio]-1l-propanosulfonato; DBU: 1, 8-diazabiciclo[5.4.0]-
undec-7-eno; CH,CH,=DCM cloruro de metileno; DEAD: dietilazg—
dicarboxilato; DIAD: diisopropilazodicarboxilato; DIPEA: d%—
isopropiletilamina; DMAP: dimetilaminopiridina; DCC: l,?—
diciclohexilcarbodiimida; DME: 1,2-dimetoxietano; DMF: dime-
tilformamida; DMSO: dimetilsulféxido; DTT: titiotreitol’o
treo-1, 4-dimercapto-2, 3-butanodiol; DPPA: difenilfosforii—



i,
R N

iyl !
|
etilo;

- azida; EDTA:
4 - EtOH: etanol; EtOAc: acetato de etilo; Et,0: dietil-éter;

acido etilendiaminatetraacético; Et:

ESMS: espectrometria de masas por electropulverizacién; HATU:

hexafluorofosfato de O—(7-azabenzotriazol—l—il)-l,1,3,3-

S tetrametiluronio; HPLC: cromatografia de liquidos de élto
rendimiento; MS: espectrometria de masas; MALDI-TOF: Matrix
Assisted Laser Disorption Ionization-Time of Flight; éAB:

- bombardeo con atomos répidos; LAH: hidruro de aluminio y‘li—
tio; Me: metilo; MeOH: metanol; MES: &cido 2—[N—morfoliﬁo]—
10

etanosulfénico; NaHDMS: bis(trimetilsilil)amida sédica; NMM:
N-metilmorfolina; NMMO: 6xido de N-metilmorfolina; NMP: N-me-
tilpirrolidina; Pr: propilo; Succ: 3-carboxipropanoilo; PNA:

|
4-nitrofenilamino o p-nitroanilida; TBAF: fluoruro de tetra-

n-butilamonio; TBME: terc-butil-metil-éter; tBuOK: terc-

15 butédxido potdsico; TBTU: tetrafluoroborato de 2—(1H-benéo-
triazol—l—il)—l,1,3,3—tetrametiluronio;TCEP:hidroclorurqde
tris(2-carboxietil) fosfina; TFA: &cido trifluoroacético; THEF:
tetrahidrofurano; TIS: triisopropilsilano; TLC: cromatograﬁia

en capa fina; TMSE: trimetilsililetilo; Tris/HCl: hidrocloru-

20 ro de tris(hidroximetil)aminometano.

RESTOS P1

EJEMPLO 1.
25

i
|
!
y
|
|
v
Sintesis de carboxilato de t—butil(lR,ZR)/(lS,Zs)—l—amino—?-
homoalilciclopropilo (if): !
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A, A una suspensién de cloruro de benciltrietilamonio (5,08

g, 22,3 mmoles) en solucién acuosa de NaOH al 50% (50 mL),;se
afladieron sucesivamente 1,2-dibromo-5-hexeno (lb, 8,10 g,

33,46 mmoles) y malonato de di-t-butilo (la, 4,82 g, 22130

mmoles). La mezcla se agitd vigorosamente a temperatura am-

; , . ; !
biente durante 16 horas, después se diluyd con H,0 y se ex-—

trajo con CH,Cl, (3 x 50 mL). La capa orgéanica se siguid 1a—

vando con H,0 (2 x 50 mL) y salmuera/H,0 (2/1,2 x 50 mL)

secod sobre MgSO, y se evapord

. El residuo crudo se puriffcé
mediante cromatografia rapida en columna sobre gel de silicp,
usando 3 a 5% de EtOAc en hexano como eluyente, para obtener
el compuesto lc con un 38% de rendimiento (2,48 g). :
'H NMR (CDC1l;, 400 MHz): & 1,19 (bd, J=7,9 Hz, 2H)

; 1,25-1,33
(m, 1H); 1,46 (s, 9H); 1,48 (s, 9H); 1,47-1,60 (m, 1H); 1,75-

1,82 (m, 1H), 2,14-2,22 (m, 2H),; 4,93-5,50 (m, 2H); 4,96
(dm, J = 10,2 Hz, 1H), 5,18 (dm, J = 17,2 Hz, 1H).
m/z 297 (M+H)*.

B.

ES(+)P{S

i
A una suspensién de t-butéxido potasico (5,75 g, 51,2F
mmoles) en dietil-éter anhidro (150 mL) a 0°C, se afadid H,0
(203 pL, 11,27 mmoles) y la mezcla de reaccién se agitd a 0°c

durante 10 minutos. Se afiadié una solucién etérea de compues%
to 1lc (2,48 g en 10 mL de dietil-éter, 10,25 mmoles) y la

mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante 5 horas. La

o
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mezcla se diluyd con H,0 enfriada con hielo y se extrajo con
dietil-éter (3 x 200 mL). La capa acuosa se acidificéd E pH
3,5-4 con acido citrico acuoso al 10% enfriado con hielozy se
re-extrajo con EtOAc (3 x 200 mL). La capa de EtOAc se ;avé
con H,0 (2 x 100 mL) y con salmuera (100 mL), se secd sbbre
MgSO, y se evapord para dar el compuesto 1d con un rendimien—

to del 85% basado en la cantidad de material de partidalre—

cuperado. 1

'H NMR (CDCl,, 400 MHz): & 1,51 (s, 9H); 1,64-1,68 (m, ]l‘H);
l,68-1,75 (m, 1H), 1,77-1,88 (m, 1H); 1,96-2,01 (m, 1H);
2,03-2,22 (m, 3H), 5,01 (dm, J = 6,4 Hz, 1H), 5,03 (dm, b =
14,9 Hz, 1H), 5,72-5,83 (m, 1H). |

ES(+)MS m/z 241 (M+H)". §

C. A una solucién del 4cido 1d en benceno anhidro (1,14 g
en 25 mL de benceno, 4,74 mmoles) se afiadié Et;N (800 pmL,
5,68 mmoles), seguido por la adiciédén de difenilfosforil—azida
(1,13 mL, 5,21 mmoles) y la mezcla se calentd a reflujo Au—
rante 3,5 horas. Subsiguientemente se afiadiéd trimetilsi%i—
letanol (1,36 mL, 9,48 mmoles) y se siguid agitando a reflujo
durante 4 horas mads. Después se enfrid la mezcla a temperath—
ra ambiente, se evapord hasta la mitad de su volumen orig?—
nal, se diluyd con dietil-éter (30 mL) y se lavd con soluci?n
acuosa de NaHCO; al 5% (2 x 30 mL) y salmuera (50 mL), se
secO sobre MgS0O4 y se evapord. El aceite residual se cromato-
grafidé sobre gel de silice usando EtOAc al 10% en hexano co@o

eluyente para obtener el compuesto le puro con un rendimienﬁo
del 88% (1,49 qg). '

'H NMR (CDCl,, 400 MHz): & 0,03 (s, OH); 0,91-0,99 (m, 2H); -

1,18-1,29 (m, 2H); 1,45 (bs, 11H); 1,56-1,72 (m, 2H); 2,02%
2,18 (m, 2H); 4,12 (t, J = 8,3 Hz, 2H); 4,93 (dm, J = 10,?
Hz, 1H); 4,98 (dm, J = 17,2 Hz, 1H); 5,07 (bs, 1H), 5,71-5,83
(m, 1H). 1
D. A una solucién del derivado de ciclopropilo le (1,19 g;
3,35 mmoles, en 30 mL de THF), se afiadié t-Bu,NF (6,7 mL d%
IM en THF, 6,7 mmoles) y la mezcla se agitd primero a tempe-

|
ratura ambiente durante 16 h y a continuacién se calentd a

|
!

Yr
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i
reflujo durante 15 min. El disolvente fue evaporado cui@ado—
samente a baja presién (debido a la alta volatilidad d? la
amina libre 1f, se ha de tener cuidado durante la evaporatién

del disolvente). El residuo crudo se redisolvid en EtOAcC (100

S mL) y se lavd con H,0 (2 x 50 mL) y con salmuera (50 mL); se
secé sobre MgSO, v el disolvente se evapord de nuevo con cui-
dado. El producto crudo 1f (como mezcla de dos enantioémeros
1f’ y 1£f”) se usd para acoplamiento con los derivadod de
prolina P2 sin mds purificacién. El aislamiento del fragme%to

10

|
P1P2 que tiene la estereoquimica deseada en Pl se logré Fé—

cilmente en esta etapa usando cromatografia répida (ejemplo
21, fragmento 21b).

}

}

|

!

RESTOS P2 :

15 EJEMPLO 2. ‘,
|

i

Sintesis de Boc—4(R)—[(7—metoxi-4—quinoleinil)oxi]proliha
!
(2¢) . ;
v
20 CH,O Ny CHSO@ }’
Z \
OH o ‘,
2b H :
o

!
Boc CO,CH, )‘1 ]
25 2a

!
1
¥
!
(0]

Se prepard 4-hidroxi-7-metoxiquinoleina (2b) de acuerd
con el método descrito por Chun, M.W.; Olmstead, K.K.; Choiﬂ

30 Y.S.; Lee, C.0.; Lee, C.-K.; Kim, J.H.; Lee, J. Bioorg. Médﬂ
Chem. Lett. 1997, 7, 789. Una solucién de compuesto 2b (1,88
g, 10,73 mmoles) y DEAD (3,4 mL, 21,46 mmoles) en THF anhidro:
se afiadidé a una solucién agitada de cis-hidroxiprolina prote—%
gida 2a (2,63 g, 10,73 mmoles) y trifenilfosfina (5,63 g,i
35 21,46 mmoles) en THF anhidro (160 mL) a 0°C bajo N,. Se dejé'

!
calentar la mezcla de reaccién a temperatura ambiente y se |
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L
agitdé durante 14 h. Después el THF se evapord y se ais%o el
producto puro 2c después de cromatografia en columna rapida

: usando MeOH al 5% en EtOAc como eluyente, con un rendimiénto

| del 35% (1,5 gq). |

5 H NMR (CDCl,, 400 MHz): & 1,44 (s, 9H); 1,65 (bs, 1H); 2;34-
2,43 (m, 1H); 2,63-2,76 (m, 1H); 3,78 (s, 3H); 3,75-3,85 y

3,89-3,99 (2m, 1H, 2 rotameros); 3,95 (s, 3H), 4,51 y 4,60

l
1H); 7,12-7,18 (dd, J = 8,9 y 2,2 Hz, 1H); 7,36 (d, J =12,6
10 Hz, 1H); 8,03 (bd, J = 9,2 Hz, 1H): 8,65 ‘

(bd, J = 5,1 Hz,
i 1H) . i
!
1
EJEMPLO 3. !
' }
ks *
15 Sintesis de 2-etoxi-4-hidroxi-7-metoxi-quinoleina (3c). i
i
} | | |
\[:::[:NHz A 0 N.__OEt o) OEt !
A o |
COOMe COOMe 7 }
3a OH v
20 3b 3c ‘

!
La sintesis de metil-p-metoxiantranilato 3a se hizo como
se describe en Katz et al. J. Org. Chem. 1953, 18, 1380-1400.

)
La sintesis general para el derivado de quinoleina es
una modificacién del procedimiento de Baccar et al., Indian

25 Journal of Chemistry, 1995, Sat. B, 330-332. 1
A. Se disolvidé metil-p-metoxiantranilato 3a (3,069 g, 16,96
mmoles) en trietilortoacetato (4,7 mL, 25,4 mmoles), y des%

pués se afladié una solucién de HC1l anhidro (4N/dioxano, 50

pL, 0,6 mmoles). La mezcla resultante se calentd a reflujé
30 durante 19 horas. Después se evaporaron las sustancias vola+

tiles bajo vacio para dar el producto 3b (4,92 g, aceitq
dmbar, rendimiento cuantitativo) que se usé tal cual para el
siguiente paso.

B. A una solucién del sustrato 3b (supuestos 16,96 mmoles):

en THF (34 mL) a -78°C bajo nitrégeno, se afadié LiHMDS (1M/|
THF, 22 mL, 1,3 eq.)

35

i
. Al poco de la adicidén, se retird el ba-,

b
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| flo a baja temperatura y la mezcla se dejdé agitando a temgera—
: ’ tura ambiente durante 1 hora, al cabo de la cual se afiadid
otra porcién de LiHMDS (16 mL). La mezcla resultante se abité
hasta la desaparicién completa del material de partid% (1
hora) por TLC (EtOAc al 100%, R, imidato = 0,7; R, producto
= 0,2). Después se afiadié HCl (4N/dioxano, 10 mL) y la mezcla
se concentrd bajo vacio. La pasta resultante se tritur& en
una mezcla de EtOAc (10 mL) y solucién acuosa de NaH,PO, élM,

10 mL) y después se sometid a ultrasonidos. Se formd un pre-

10 cipitado abundante,

se recogi6 por filtracién, se lavd con
agua y se secé para dar el producto deseado 3c en forma de un
s6lido color beige (3,177 g, 84% de rendimiento para las 2
etapas, mas del 99% de pureza por HPLC). :
'H NMR (400 MHz, DMSO-d): & (ppm)7,88 (d, J = 8,9 Hz, 1H);
15 6,98 (br s, 1H), 6,89 (br d, J = 8,6 Hz, 1H); 5,94 (br s,
1H); 4,30 (br s, 2H), 3,84 (s, 3H); 1,34 (t, J = 7,0 Hz, 3H).

EJEMPLO 4.
i
i
20 Sintesis de 4-hidroxi-7-metoxi-2-(3-metil-1,2,4-oxadiazol-5-
il) -quinoleina (4d).
|

1
!

5

}

l y

i

C@N\j ooyttt

i

s -_ :

P 1

25 . )
)

i

i

OH OMEM
4a

B.
30 | : ﬁ»— ~N
° NS N c. o N \N\:

N
Z — P
OH
4d 4c OMEM
35 A. A una solucién de 2-carbometoxi-4-hidroxi-7-metoxiquino
leina 4a

i
!
i
|
}
i
i
!
i
)
1
!
i
f
-1
i

(cuya preparacién se describe en los documentos WO

i
)
!
1
}
|
1
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:v
00/09543 y WO 00/09558 (1 g, 4,29 mmoles) en DMF (10 mL) bajo
nitrégeno, se afadid NaH (60% en aceite mineral, 190 mg) 4,98
mmoles). La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente
durante 1 hora, después se afiadié gota a gota cloruro de MEM
(0,455 mL, 4,98 mmoles) y la mezcla resultante se agitd a
temperatura ambiente durante 19,5 horas mas. La mezcla dé re-
accién se diluyd con EtOAc (100 mL), se lavé con H,0 (5d nL)
y con salmuera (50 mL), se secd con MgSO, y se concentrd bajo
vacio para dar el material de reaccién aislado crudo (1,37
g). Este fue purificado mediante cromatografia en columna
radpida para dar el producto 4b (1,04 g, rendimiento 75%X en
forma de un aceite incoloro. ‘
B. A una mezcla de tamiz molecular de 4 A recién activado
(500 mg) y acetamidoxima (248 mg, 3,35 mmoles) se afiadid THF
(3 mL) . La mezcla resultante se agitd durante 15 minutos béjo
nitrdégeno a temperatura ambiente, y después se afladié NaH kal
60% en aceite mineral, 124 mg, 3,24 mmoles) en porciones.‘La
suspensiodn resultante se agitd a temperatura ambiente durante
1 hora, y después se afiadid éster 4b (500 mg, 1,56 mmoles)aen
solucidén en THF (5 mL). La mezcla resultante se calentd a r%—
flujo durante 1 hora, después se filtrd sobre celite, acla-
rando EtOAc (3 porciones de 20 ml) y se concentrd bajo vacib.
La mezcla cruda resultante se purificéd mediante cromatografia
en columna rapida (100% EtOAc) para dar el producto 4c (352
mg, 65% de rendimiento) en forma de un sélido blanco. !
€. Al éter MEM 4c (170 g, 0,493 mmoles) en THF (4 mlL) SF
aniadidé HCl acuoso (1IN, 1 mL). La mezcla resultante se agité
a temperatura ambiente durante 1 hora, y después se diluyé
con solucién acuosa de NaH,PO, (1M, 50 mL). E1 sélido formado
se filtrd, se triturd con EtOAc, se filtrd y se secd para daﬁ
el producto deseado (4d) (90 mg, 71% de rendimiento) en forma
de sélido blanco. MS (ES+) 258 (M+1), (ES-) 256 (M-1). 1
'H NMR (400 MHz, DMSO-d): & (ppm) 8,03 (d, J = 9,2 Hz, 1H);
7,38 (d, J = 2,2 Hz, 1H); 7,06 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 6,85 (br
s, 1H); 3,88 (s, 3H); 2,64 (s, 3H). |
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EJEMPLO 5 |
]

v
Sintesis de 4-hidroxi-7-metoxi-2-(5-metil-1,3,4~-oxadiazol-2~
il) -quinoleina (5e).

5 |
N.__COOMe N.__CONHNH, 'i
N N !
|
|
OMEM OMEM \
10 }
. _
. |
!
{ |
| Y | & ;
-~ 7/
15 9 N SN ] o Ny~ Nag, - OF ,\
/ e / H ‘l
|
OR OMEM “
5¢ R=MEM !
5dR=H b ‘)
9
20 |
1
A. Al sustrato 4b (465 mg, 1,45 mmoles) en etanol (5 mL) se
aiadié hidrazina anhidra (57 pL, 1,8 mmoles). La solucién re-
sultante se calentdé a reflujo durante 4 h, después se cop—
centrd bajo vacio para dar el producto 5a (704 mg, rendimien-
25 to en crudo cuantitativo) en forma de un sbélido amarillo, que
se usbé en la etapa siguiente tal cual. 1
B.

El compuesto 5a (supuestos 1,45 mmoles) en trietil ortde
acetato (5 mL) se calentd a 100-110°C bajo nitrégeno: La mez~-
1

cla resultante se diluyd después con EtOAc (100 mL), se lavd

|
con solucién acuosa saturada de NaHCO, (50 mL) y con salmuera
(50 mL),

30

i
se secd con MgSO,, se concentrd bajo vacio y se pu+

rificé mediante cromatografia en columna réapida (EtOAc a%
100%) .

El compuesto 5b (359 mg, 61% de rendimiento para loé
dos pasos) se obtuvo en forma de un aceite amarillo. MS (ES+)
35 392 (m+l), (ES-) 390 (m-1). j

!
C. El compuesto 5b (333 mg, 0,852 mmoles) se calentd a:




45 ;
140°C en alto vacio durante 8,5 h, y se purificé mediante

cromatografia en columna répida (100% de EtOAc) para dar una
mezcla de 5b (116 mg, 35%, R, 0,5) y compuesto 5c (13b ng,
72% de rendimiento corregido, R; 0,3). A una solucién ep THF

5 (4 mL) de compuesto 5¢c (138 mg, 0,4 mmoles) se afiadid solu-
cién acuosa de HC1l (1IN, 1 mL) y la mezcla resultante se ?gité
hasta final (30 minutos). El THF fue evaporado bajo vacio y
se afiadi6é NaH,PO, (1M, 2 mL). La suspensién resultante sé so-
metid a ultrasonidos y se filtrd, y el sb6lido se secd en'alto

10

vacio para dar el producto deseado 5d (75 mg, 73% de réndi-

miento) en forma de sélido beige. MS (ES+) 258
256 (m-1). |
‘H NMR (400 MHz, DMSO-d): & 8,03 (d, J = 9,2 Hz, 1H); "7,39
(d, J =2,2 Hz, 1H); 7,06 (br d, J = 8,6 Hz, 1H); 6,85 (br s,
15 1H); 3,88 (s, 3H); 2,64 (s, 3H).

(m+1), ‘}ES")

|

EJEMPLO 6.

!
|
!
1
|
|
Sintesis de 4-benciloxi-2- (cloro) -7-metoxiquinoleina (6é

).
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A.

Meta-anisidina disponible comercialmente (25 g, 0,20 mb—

les) en dioxano (80 mL) se enfridé a 0°C y se afladié HCl

anhidro (4N/dioxano, 75 mL, 0,30 moles). Después se aﬁadié

Et,0 (500 mL) y se mantuvo la agitacién durante 1 hora. Des-
!
pués se filtrd el sélido beige y se secéd bajo vacio para dar

la sal 6a (31,88 g,

35

98% de rendimiento). !

|
!
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'
B. A esta sal se afladi6 etil-cianoacetato (21,3 mL, q,20
moles) y la mezcla, en un matraz equipado con cabeza de Qes—
tilacidén y un matraz colector, se calentd a 280—300°C.KE1

etanol producido se recogid para controlar la evolucién de}la

5 reaccién. A los 9 mL de etanol recogido (cantidad teér;ca

10

15

20

25

30

e

11,7 mL), se dejé de calentar, se enfrié la mezcla de reac-
cidén a temperatura ambiente, se diluyd con agua (200 mL)-
EtOAc (200 mL) y después se agitd y se afiadid solucién acudsa
de NaH,PO, (300 mL). Después de una agitacién adicional durah—
te 1 h, filtracién y secado, se obtuvo 6b (19,06 g, 84,5% de
pureza, aprox. 50% de rendimiento) en forma de un sélido amé—
rillo, y se us6 tal cual en la siquiente reaccién. :

C. El compuesto 6b (11,0 g, 57,8 mmoles) en DMF (100 mL)ha
0°C se afiadié a NaH (60% en aceite mineral, 2,78 g, 11546
mmoles) . Después se retird el bafio de hielo y la mezcla se
agitd a temperatura ambiente durante 1 h, después se aﬁadib
bromuro de bencilo (7,6 mL, 63,6 mmoles) y la mezcla dé
reaccidén se agité durante 16 horas. Después se diluyd la
solucidén con EtOAc (220 mL)-hexano (220 mL) y el sélido
formado se filtrd, se triturd con soluciédn acuosa saturada d¢
NaHCO; (110 mL), se lavdé con agua, hexano-EtOAc (relacién
1:1, 100 mL) y se secd bajo vacio elevado. El producto 6c
(5,6 g, 91% de pureza, 35% de rendimiento) se obtuvo entonces
en forma de un sélido amarillo. Al compuesto 6c (2,67 g, 9,52
mmoles) en acido acético (21 mL) se afiadié nitrito de iso-'
amilo (3,8 mL, 28,6 mmoles) y la mezcla resultante se agitéi
a temperatura ambiente y se controld mediante HPLC. Se afiadié!
mas nitrito de iso-amilo (1,3 mL, 9,52 mmoles) al cabo de 21

horas, y la mezcla se dejdé agitando durante 90 horas (HPLC '

81% de producto, 3% de sustrato). Se afiadi6é agua (100 mL) a
la suspensién resultante, que después se filtré. E1 sdlido

marrén recogido se secd bajo vacio elevado dando el producto

ed (2,35 g, 92% de pureza, 72% de rendimiento).

D. Al compuesto 6d (1,5 g, 4,39 mmoles) se afiadid oxicloru-
ro de fésforo (13 mL, 141 mmoles) y la mezcla resultante se
calenté a reflujo durante 1 hora y después se diluyd con

i
i

i

i
I
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EtOAc (150 mL) y se apagd a 0°C lentamente con solucién a?uo—
sa de NaOH (1IN, 150 mL) a pH 9. Las dos capas se separaron y
la capa organica se secé con MgSO, y se concentrd bajo vécio
para dar un sélido de color marrén que se purificéd media%te
cromatografia en columna rapida (15% EtOAc/Hexano). El pro-
ducto 6e (819 mg, pureza > del 99%, 62% de rendimiento) fue
obtenido en forma de un sélido amarillo. 1
'H NMR (400 MHz, CDCl,): & 8,07 (d, J = 9,2 Hz, 1H); 7,50-7,40
(m, 5H); 7,29 (d, § = 2,5 Hz, 1H); 7,12 (dd, J =19,2, 2,5 Hz,
10 1H); 6,73 (s, 1H); 5,26 (s, 2H), 3,92 (s, 3H). ‘

EJEMPLO 7.

i
I

Sintesis de 4—hidroxi-2-(1—imidazolil)-7—metoxiquinolei?a
15 (7b); 4—hidroxi-2-(4—metil-1-imidazolil)—7—metoxiquinoleir‘,1a

(7d) ; 4-hidroxi-T7-metoxi-2-(l-pirazolil)quinoleina (7f);y 4’—
hidroxi-2-(3-metil-1-pirazolil)-7-metoxiquinoleina (7h).

!

f

1

}
1
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1

El compuesto 6e (423 mg, 1,41 mmoles) e imidazol (40q
mg, 5,88 mmoles) se calentaron a 110°C durante 20 h. Despuési
25

se diluyé la mezcla con EtOAc y se lavd con agua y salmuera, '
se secd con MgSO,, se concentrd bajo presidén reducida para’
dar el compuesto 7a (422 mg, 96% de pureza, 90% de rendimien-

to) en forma de un s6lido amarillo. El compuesto 7a (319 mg,i

0,963 mmoles) con Pd (5%/C, 64 mg) en una mezcla de etanol (5
30 mL) y THF (5 mL)

fue purgado y puesto bajo una atmdésfera de
hidrégeno. Después de 7,5 h de agitacién a temperatura am-
biente, la mezcla de reaccidn se filtré,

mg, 97,7% de pureza,

en forma de sdélido
35 amarillo. MS

(ES+) 242 (m+1), (ES-) 240 (m-1).
'H NMR (400 MHz, DMSO-d): & 8,51 (s, 1H); 8,03 (d, J

8;9

se aclar6é con una !
mezcla de cloroformo-metanol y se concentrd para dar 7b (130

56% de rendimiento)

JO
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|

Hz, 1H); 7,93 (s, 1H), 7,23 (d, J = 1,9 Hz, 1H); 7,15 i(s,
|

1H); 7,12 (dd, J = 9,2, 2,2 Hz, 1H); 6,92 (br s, 1H); 3,91

(s, 3H). L
B. El compuesto 6e (251 mg, 0,837 mmoles) y 4—metilimida}ol
(344 mg, 4,19 mmoles) se calentaron a 110°C durante ZOﬁh.
Después se diluyé la mezcla con EtOAc, se lavd con agua y
salmuera, se sec6 con MgSO, y se concentré bajo presién redu—
cida para dar un producto en crudo que contenia una mezcla
10:1 de isémero 4-metil y 5-metil-imidazolilo respectivamen-
te. El principal isémero deseado 1llc, un sdélido blanco (166
mg, 99% de pureza, 57% de rendimiento) fue separado de uﬁa
segunda fraccién mads polar (76 mg, 23% de rendimiento) q@e
contiene una mezcla de isémero 4-metil y 5—metil—imidazoli%o
mediante cromatografia en columna rapida (100% de EtOAc). gl
compuesto 7c¢ (163 mg, 0,472 mmoles) con Pd (5%/C, 33 mg) en
una mezcla de etanol (2,4 mL) y THF (5 mL) fue purgado ly
puesto bajo una atmésfera de hidrébgeno. Después de 18 h dé
agitacidén a temperatura ambiente, la mezcla de reaccién sé
filtrd, se aclard con una mezcla de cloroformo-metanol y se
concentrd para dar 7d (118 mg, 99% de pureza, 98% de rendi%
miento) en forma de un sélido blanco.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d): & 8,42 (br s, 1H); 8,01 (d, J =9
Hz, 1H); 7,64 (br s, 1H), 7,21 (br s, 1H); 7,10 (d, J g,
Hz, 1H); 6,89 (br s, 1H); 3,90 (s, 3H); 2,20 (s, 3H). |
€- El compuesto 6e (184 mg, 0,614 mmoles) y pirazol (209
ng, 3,07 mmoles) se calentaron a 110°C durante 17 h. Después:
se diluyd la mezcla con EtOAc, se lavd con solucidn acuosa de

’

o N

NaOH (1N) y salmuera, se secdé con MgSO, y se concentrd bajo
presién reducida para dar un producto en crudo que fue puri-
ficado mediante cromatografia en columna rapida (2:1 hexano-
EtOAc) para dar 7e (103 mg, 50% de rendimiento) en forma de
s6lido amarillo pélido. El1 compuesto 7e (103 mng, 0,311 |
mmoles) con Pd (5%/C, 20 mg) en una mezcla de etanol (2 mL) 2
y THF (2 mL) fue purgado y puesto bajo una atmésfera de :
hidrégeno. Después de 5,5 h de agitacibén a temperatura am-

biente, la mezcla de reaccién se filtrd, se aclard con una
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!
mezcla de cloroformo-metanol y se concentrd para dar 7f! (77

ng, 99% de pureza, 99% de rendimiento) en forma de un s6lido
}

amarillo. MS (ES+) 242 (m+1l), (ES-) 240 (m-1). !

'H NMR (400 MHz, DMSO-d): & 8,72 (d, J

= 2,5 Hz, 1H); é,3l
(s, 1H); 8,00 (d, J = 8,9 Hz, 1H); 7,83 (br s, 1H); 7,43 i(br
s, 1H); 7,24 (br s, 1H);
s, 1H); 3,90 (s, 3H).

D.

5
7,10 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 6,59 (br

Se calentaron compuesto 6ée (217 mg, 0,724 mmoles) y'4-
metilpirazol (594 mg, 7,24 mmoles) a 110°C durante 23 h. .La
10 mezcla, mostrando una mezcla 1:1 de compuesto desbencilado!?h
y compuesto bencilado 7g, fue después diluida con EtOAc (2-3
nl) y filtrada para dar el producto desbencilado 7h puro (111
mg, 95% de pureza, 54% de rendimiento) en forma de séli@o
blanco. ;
15 'H NMR (400 MHz, DMSO-d): & 8,58 (d, J = 2,6 Hz, 1H); 7,98
(d, § =9,2 Hz, 1H); 7,25 (br s, 1H); 7,20 (s, 1H); 7,04 (br
d, J=9,2, 1H); 6,38 (s, 1H); 3,89 (s, 3H); 2,30 (s, 3H)..

EJEMPLO 8.
20

Sintesis de 4—hidroxi—7—metoxi-2-[4-(2-isopropilaminotiazo%
lil) ]-quinoleina (8f).

1
!

Nota: [Se prepararon diversos sustituyentes de 2—alquilamino{
tiazolilo usando el mismo esquema de sintesis en los que el

25 compuesto 8b fue reemplazado por otras alquil tioureas].

1

i

i
_0O, : NH, A O NH, ,‘

HN/< ;
3 o) /4 ]
B N= HBr ‘
- s
HN )Ni*‘ HO Br ——  HO S5

0 o)

8b 8c
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A, El protocolo usado para la conversién de m-anisidina én
8a fue idéntico al descrito en la bibliografia: F.J. Brown et
al. J. Med. Chem. 1989, 32, 807-826. Sin embargo, el procedi-
miento de purificacién fue modificado para evitar la purifi—
cacién por cromatografia. La fase de EtOAc que contiene el
producto deseado fue tratada con una mezcla de MgSo,, carbdn
y 5% p/p (basado en la masa esperada) de gel de silice. Des-
pués de filtrar por celite, el producto fue triturado cob

i
éter. El compuesto 8a se obtuvo como un s6lido marrén palido
con pureza superior al 99%

(confirmada por HPLC). ,
B.

Una suspensién de isopropil tiourea (8b, 3,55 g, 30 mmo-~
les) y &cido 3-bromopiruvico (8c, 5 g, 1 eq.) en dioxano (300
nL, 0,1 M) se calenté a 80°C. Al alcanzar los 80°C, la solu-

cién se volvid transparente y poco después el producto pre{
cipitd como un sbélido blanco. Después de 2 horas de calenta—;
miento, la solucién se enfrié a temperatura ambiente vy el)
precipitado blanco se filtrd para obtener el compuesto 8d con,
alta pureza (mayor que el 98%, confirmada por NMR) y 94% de.
rendimiento (7,51 g).

C.

i

Una mezcla del &cido carboxilico 8d (4,85 g, 18,2 mmo-'
les) y el derivado de anilina 8a (3 g,

1 eq.) En piridina'’
(150 mL, 0,12 M)

(al enfriar, la solu- |

1
i

fue enfriada a -30°C

33
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cidén transparente se volvié parcialmente una suspensiép).
Después se afiadié lentamente oxicloruro de fésforo (3,56 @l,
2,1 eq.) durante un periodo de 5 min. La mezcla de reacc%én
se agitdé a -30°C durante 1 h, se retird el bafio y se d?jé
calentar la mezcla de reaccién a la temperatura ambiente.
Después de 1,5 h, la mezcla de reaccién se vertid en hieio,
-se ajustd el pH en 11 con solucién acuosa de NaOH 3N, se éx—
trajo con CH,Cl,, se secd sobre MgSO,, se filtré y se concen-
trd bajo vacio. El sélido de color beige se purificéd después
mediante cromatografia rapida (45% de EtOAc en hexano) para
dar el compuesto 8e en forma de un sbélido amarillo palido con
un 73% de rendimiento (6,07 g). ;
D. Se calenté a reflujo una solucién de t-BuOK (2,42 é,
21,6 mmoles) en t-BuOH anhidro (40 mL, 0,14 M, destilado én
Mg metdlico). Se afadié el compuesto 8e (1,8 g, 5,4 mmole%)
en porciones durante 5 minutos y la solucidén de color rojp
oscuro formada se agité a reflujo durante 20 minutos méas (l?
terminacidén de la reaccidén se controld mediante HPLC). La
mezcla se enfridé a temperatura ambiente y se afiadidé HC1l (4 ﬁ
en dioxano, 1,5 eq.). Después se concentrd la mezcla bajé
vacio con el fin de asegurar que todo el HCl y el dioxand
eran eliminados, el producto se redisolvid dos veces en CHgClé
y se secd bajo vacio para obtener finalmente la sal de HCIL
del compuesto 8f en forma de un sbélido de color beige (1,62
g, 93% de pureza por HPLC). Después se vertidé el producto en:
un tampén de fosfato (NaH,PO, 1N, pH aprox. 4,5), y se traté’
con ultrasonidos. El1 s6lido beige formado se filtrd y se secél

bajo vacio para dar el compuesto 8f (1,38 g, 81% de rendi-:

miento) en forma de sélido beige (91% de pureza por HPLC).
'H NMR (400 MHz, DMSO): & 8,27 (s, 1lH), 8,12 (d, 1H, 0 = 9,2
Hz); 7,97 (br s, 1H); 7,94 (s, 1H); 7,43 (s, 1H); 7,24 (dd,
1, J = 9,2, 2,2 Hz); 3,97 (m, 1H); 3,94 (s, 3H); 1,24 (d,
2H, 0 = 6,4 Hz). '

EJEMPLO 9.
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Sintesis de 4-hidroxi-7—metoxi-2-[2-(4-isopropiltiazoli})]-
quinoleina (9f).

!

1
\
Nota: Se prepararon diversos sustituyentes de 2—(4—alqu}l)—

tiazolilo usando el mismo esquema de sintesis en el que el
5 compuesto 9b era reemplazado por otras a-bromocetonas.

o ;
S (0] A N
OEt % Br m—————— 74
H,N EtO /
0 S
9a gb 9¢c

¥
1

i

lO ’l

[ . |

o) i

15 N‘7/k :

/ |

|

) x

” !

)

2_

1

20 ;

}

!

}

|

|

t

25 ’,

A, A una solucién de 3-metil-butan-2-ona (8 g, 93 mmolesn
en

MeOH (100 mL) a -30°C se afiadié gota a gota Br, (4,79 mL,
93 mmoles, 1 eq.) durante un periodo de 45 minutos. La mezcla
resultante se agité después a temperatura ambiente durante 90;
30 minutos. Se afiadié pentano y la solucién se lavd con solucién)
| acuosa de NaHCO, al 5%, se filtrd y se concentrd bajo vacio.i
El aceite amarillo crudo resultante, compuesto 9b, se usd sin;

mas purificacién. Una solucidén de tiooxamato de etilo (9a,1
1,8 g, 13,5 mmoles) y derivado de bromocetona Sb (13,5

mmoles) se agitd a 70°C durante 15 h. La mezcla se concentrd

f
después bajo vacio y a continuacién se purificd mediante cro-

28
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. 5. %
matografia en columna répida, usando EtOAc al 15% en hexano

como eluyente, para obtener el compuesto 9c (740 mg, 28% de
rendimiento). ‘

¥

B. Una solucién de compuesto 9¢c (700 mg, 3,5 mmoles), en
THF/MeOH/H,0 (relacién 3:1:1, 13 mL) fue tratada con LiOH;H,0
(148 mg, 3,5 mmoles, 1 eq.) a temperatura ambiente duranf@ 5
h. Después se ajustd el pH a 6 con HCl1l 0,1IN y la mezclaise
concentrdé a sequedad bajo vacio para obtener el acido 13d,
que se usd directamente en la siguiente etapa sin méas pufi—
ficacién.

C. Una solucidn de 4-metoxi-2-amino-acetofenona (intermedio
8a, 570 mg, 3,45 mmoles) y derivado de &cido carboxilico '9d
(590 mg, 3,45 mmoles, 1 eq.) en piridina (30 mL), se enfrid
a -20°C. Después se afladié POCl, (0,35 mL, 3,379 mmoles, 1,1
eq.) gota a gota durante un periodo de 5 minutos. La solucién
resultante se agitd a -10°C durante 2 h. La reaccidén se apaéé
con la adicién de H,0 y la mezcla se concentrd bajo vacio. él
residuo se vertid en una solucidén acuosa saturada de NaHCO,
y se extrajo con EtOAc. La capa organica se secd sobre MgSo,
anhidro, se filtré y se concentré bajo vacio. El producto
crudo fue purificado mediante cromatografia en columna répidé
usando EtOAc al 25% en hexano como eluyente, para dar e;

compuesto 9e en forma de sélido blanco (740 mg, 67% de
rendimiento) . '

D. Se anadié t-BuOK (518 mg, 2,1 eq.) a una suspensiodn dé

compuesto 9e (700 mg, 2,2 moles) en t-BuOH anhidro (11 nl) ..
La mezcla resultante se calenté a 75°C durante 7,5 h, despuéé
se enfridé la solucidén a temperatura ambiente y se acidificé:
mediante la adicién de HCl (HCL 4N en dioxano, 2,5 mL). La|
mezcla se concentr6 bajo vacio y el residuo obtenido se ver-)
tidé en una solucidén de NaH,PO, 1IN y se filtrd. Después se tri-:
turd el material sélido con una pequefia cantidad de EtOAc, se;
filtrd y se secd bajo vacio para obtener compuesto 9f como un |
s6lido de color beige p&lido (270 mg, 41% de rendimiento). |
‘H NMR (400 MHz, DMSO-d;): & 8,0 (br s, 1H), 7,60 (br s, 1H);

7,51 (br s, 1H); 7,43 (br s, 1H); 7,29 (br s, 1H); 7,14 (br
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s, 1H); 6,95 (br a, 1H); 3,90 (s, 3H); 3,15 (m, 1H); 1,33 (d
J=5,4 Hz, 6H). |

14

EJEMPLO 10.

!
Sintesis de 4—hidroxi-2—(1-metil—2—imidazolil)-7-metoxiquino—
leina (10d).

/0\@":

1

i
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Una solucién de N-metilimidazol 10a (5 g, 61 mmoles) e#
100 mL de THF se enfri6 a -78°C. Se afiadié solucién de n-BuLi

(24,4 ml de una solucién 2,5M/Et,0, 1 eq.) gota a gota duran+
25 te 15 minutos. La mezcla resultante se agitd durante 90 minu-

A.

tos a -78°C, después se vertid en porciones sobre CO, sélidq
eén exceso. La mezcla heterogénea se agitd 2 h y se dejd que
alcanzase la temperatura ambiente. Se afiadié HCl 1N hasta pH

S5 y la capa acuosa se separd y se liofilizé. El residuo asi,

!

30 obtenido se extrajo con EtOAc (para eliminar las sales), se!
!

secOd (Na,S0,), se filtrd y se concentrd bajo presién reducida.

Se obtuvieron 6,2 g (80% de rendimiento) de un sélido blanco’j
10b.

B. Una solucién de 4-metoxi-2-amino-acetofenona 8a (394 mg,
35 2,39 mmoles) y el derivado de acido carboxilico 10b (301 mg,
1l eq.) en piridina (10 ml)

}
i
se enfrié a -20°C. Después se
{
1

>
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1
!

arladié gota a gota POCl, (244 ul, 1,1 eq.) durante 5 minu&os.
La solucidén resultante se agitd a -10°C durante 2,5 h. Des-

pués se afiadid agua y la mezcla se concentrd bajo presidn|re-

ducida. El residuo se vertidé en una solucidédn saturada de

NaHCO, y se extrajo con EtOAc. La fase organica se éecé
(MgS0O,), se filtrd y se concentrd bajo presidn reducida.iEl
producto se purificé mediante cromatografia usando gelide
silice (25% de EtOAc/Hex) dando 530 mg (81% de rendimiento)

de un s6lido de color amarillo palido 10c.

Cs Se afiadié t-BuOK (431 g, 2,1 eq.) a una suspensién del

sustrato 10c (500 mg, 1,8 mmoles) en 8 ml de t-BuOH. Despﬁés
se calentd la mezcla resultante a 75°C durante 7 h. Se dejoé

que la solucién llegase a la temperatura ambiente durante la

noche y se anadieron 2,5 ml de HC1l (4N/dioxano). La mezcla Ee

concentrd bajo presidén reducida y el residuo obtenido se d;-
luydé con EtOAc. Se afiadié NaOH 1N hasta que se obtuvo un ﬁH
de 7. La fase orgéanica se separé y se secd (MgSO,), se fii—
trd, y se concentrd bajo presidén reducida para dar 145 mg ée
10 d (31% de rendimiento) en forma de un sélido de color

beige palido. 'H NMR (400 MHz, DMSO-d;): & 7,99 (d, J = 8,9

Hz, 1H); 7,49 (s, 1H); 7,37 (s, 1H); 7,18 (s, 1H); 6,92 (dL

J = 8,9 Hz, 1H); 6,31 (s, 1H), 3,87 (s, 3H); 3,84 (s, 3H).:

EJEMPLO 11.

t
1
1
!
!
1
b

Sintesis de 4-hidroxi-2-(l-pirrolil)-7-metoxiquinoleina

Una solucidén del sustrato lla

(11b) . ;
OH !

MeO~_-O~__OMe OH ‘

X : U/i : m |

\" L A * I ~ !

0 N” NH, o N Q :

11a . - ;

11b ;

* }

{

A. ,

(obtenido a partir del
compuesto 6c después de hidrogenolisis del grupo bencilo con

Pd/C al 5% en etanol-THF) (1 g, 5,25 mmoles) y 2,5-dimetoxi-
1

tetrahidrofurano (0,68 ml, 1 eqg.) en &cido acético glacial se

X7
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calentdé a reflujo durante 4,5 h y se dejé que alcanzase la

temperatura ambiente. Después se concentré la mezcla ?ajo

presién reducida. El residuo se diluydé con metanol y se afa-

dié solucién acuosa de NaOH 1N hasta alcanzar el pH 7. El

S producto se purificé mediante cromatografia usando geﬂ de
silice (3% de MeOH/CH,Cl,, el residuo estaba pre-adsorbido
sobre gel de silice). Se obtuvieron 140 mg (13% de rendimien-
to) de 1lb en forma de sdélido blanco. \

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & 7,98 (d, J = 9,2 Hz, 1H); 7,64
10 (s, 2H); 7,18 (d, J = 2,5 Hz, 1H); 7,50 (br d, J = 17,9 ﬁz,
1H); 6,88 (br s, 1H); 6,32 (s, 2H); 3,90 (s, 3H). |

|
|

|

EJEMPLO 12. “

!
15 Sintesis de 4—hidroxi-7—metoxi-2—(6-metil—2-piridil)quinol%i—

na (124d). !
: |
0 \ |
H,N ga J
o |
——— —— }
N/ 0 N/ Cl N/ N ,
o) o) o ?
12a 12b 12¢ 1 _0 |
C i
25 '
| 7\ ’
O N\ \N )
| P :
OH '
12d |
30 A.

Se calentaron a reflujo &cido 6-metilpicolinico 12a (4li
ng, 3,0 mmoles) y SOCl, (0,520 mL, 7,2 mmoles, 2,4 eq.) eﬁ
benceno (5 mL) durante 2 h. El disolvente y el SO, en exceso
se eliminaron de la mezcla de reaccién bajo vacio, y el resiJ
duo se triturd con pentano. El material sélido formado se se-'

paré por filtracién y el filtrado se concentrd para dar el
cloruro de &cido 12b (500 mg, 2,6 mmoles).

32

!
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B. A una solucidén del cloruro de &cido 12b crudo en CH,Cl,
(5 mL) a 0°C se afiadieron una solucién de la anilina 8a M344
mg, 2,08 mmoles), DIPEA (1,45 mL, 8,35 mmoles) y DMAP (61 mg,
0,5 mmoles) en CH,Cl, (10 mL). La mezcla de reaccién se agitd
a temperatura ambiente durante 16 h. Los componentes voléti—
les se eliminaron bajo vacio, el residuo se disolvié en E?OAC
y la solucién se lavd con solucidén de NaHCO, al 5% (2x), H,0
y salmuera. La capa orgdnica se secd después sobre MgSO, y se
concentrd bajo vacio. La mezcla se purificé mediante cromato-
grafia en columna rdpida, usando EtOAc/hexano (1:2) como ﬁlu—
yente para obtener la amida 12c¢ (4390 mg, 82%).
C. A una suspensién de amida 12c (490 mg, 1,71 mmoles)len
t-BuCH (10 mL), se afiadié t-BuOK (410 mg, 3,34 mmoles) ﬂ la
mezcla se agitdé a 75°C durante 6 h y después a temperathra
ambiente durante 30 minutos. La mezcla se vertid entonhes
sobre tampén de fosfato (175 mL, pH = 7) y se agité durahte
30 minutos. El sbélido se trituré dos veces con acetatol!de
etilo. La fase orgdnica se lavd con salmuera, se secd sobre
MgSO, y se concentrd bajo vacio. El sdélido obtenido fue t%i—
turado con EtOAc para dar el derivado de quinoleina 12d (%63
mg, 58%). 'H NMR (CDCl,,400 MHz): & 2,68 (s, 3H); 3,94 gs,
3H); 6,85-6.88 (2d, J = 8,68 y 9,5 Hz, 2H); 6,94 (dd, J = %,9
y 2,2 Hz, 1H); 7,27 (dd, J = 6,7 y 1,9 Hz, 1H); 7,73-7,79 Qm,

2H); 8,28 (d, J = 8,9 Hz, 1H); 10,3 (br s, 1H). ,

!
EJEMPLO 13.

|
Sintesis de 4-hidroxi-7-metoxi-2-(5-metoxi-2-piridil)quino-
leina (13d). !

|

|

i
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i
1

13d OH

A. ‘A una solucidn de compuesto 13a (623 mg, 3,73 mmoles)!|en
MeOH, se afiadidé NaOH (2M, 4,70 mL) y la mezcla de reaccién|se
agitd a temperatura ambiente durante 2 h. Después se acidifi-
co6 la solucidén con HCl (6N, 2,2 mL) y se concentrd para obte-

ner el compuesto 13b, que se usd en la siguiente etapa sin
purificar. ‘
B. A una solucién del compuesto crudo 13b (aprox. 3,73 mio—
les) en piridina (25 mL) se afiadié la anilina 8a (500 ﬁg,
3,03 mmoles) y la solucién se enfrid a -25°C antes de aﬁaéir
POCl;, (0,35 mL, 3,73 moles). La mezcla de reaccidén se agitd
a -10°C durante 1 h y después a 0°C durante 2 h. Después |se
vertid la mezcla sobre H,0 y se extrajo con EtOAc (2-3x). ias
capas organicas reunidas se lavaron con NaHCO, al 5% y sél—
muera, se secaron sobre MgSO, y se concentraron bajo vacjio.
El material crudo fue purificado mediante cromatografia?en
columna rapida usando EtOAc/hexano (1:2) como eluyente, péra
dar la amida 13c (617 mg, 55%).

C. A una suspensién de la amida 13c (617 mg, 2,05 mmoles)
en t-BuOH anhidro (10 mL), se afiadié t-BuOK (490 mg, 4ﬁ11
mmoles) y la mezcla se agitd a 75°C durante 6 h y después a
temperatura ambiente durante 16 horas. La mezcla de reaccién
se verti0 en tampén de fosfato (175 mL, pH = 7) y se agitd

6/
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durante 30 minutos. El material sélido formado se filtré yise
triturdé con EtOAc para dar el derivado de quinoleina 13d (£SO
mg, 43%). 'H NMR (DMSO, 400 MHz): & 3,86 (s, 3H); 3,94 (s,
3H); 6,72 (b s, 1H); 6,91 (dd, J = 8,9 y 1,9 Hz, 1H): 7)54
(d, 3 =19, 1H); 7,60 (dd, J = 8,9 y 2,9 Hz, 1H); 7,97 {(d,
J=8,9 Hz, 1H); 8,21 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 8,48 (d, J =1

Hz, 1H).

EJEMPLO 14. :
|
Sintesis de 4-hidroxi-7-metoxi-2-(oxazol-5-il)quinoleina
(l4c) .

o o]
~ N 0o N o)

P - Z

OMEM OMEM

4b 14a

l B

| N\ oL

P

OMEM

14c

A, El derivado de quinoleina protegido 4b del Ejemplo:4
(3,8 mg, 11,8 mmoles) se disolvidé en CH,Cl, (60 mL) y se Jn—
frié a -78°C antes de afiadir hidruro de diisobutil—alumiqio
(7,9 mL, 1 eq., 1,5M en tolueno) muy lentamente a lo largo}de
15 minutos. Después de agitar durante 80 min., se afiadid una
cantidad adicional de DIBAL (5,5 mL, 0,7 eq., 1,5 M en tolue-
no) . Después de agitar a -78°C durante 2 h mas, la reaccidn
fue apagada cuidadosamente con metanol (4 mL) a -78°C y dés—
pués se vertidé en una solucién acuosa de sal de Rochelle
(tartrato de Na-K 1N). La pasta espesa se agitd con CH,C1,
(300 mL) durante 2 h hasta quedar clara. Se separaron las

fases y la fase organica se secd (MgSO,), se filtrdé y se

6l
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concentré para dar un sbélido blanco. La purificacién mediante
cromatografia répida (Si0,, malla 230-400) con EtOAc al SP%/
hexano dio el aldehido 14a en forma de un sdélido blanco (?,5
g, 73%). i

B. A una suspensidén agitada de K,CO; (48 mg, 0,34 mmoles)
en MeOH (7 nlL) se afladidé toluenosulfonilmetil-isocianuro (66
ng, 0,34 mmoles). La mezcla de reaccidén se calentd a 45°é y
se afiadidé aldehido 14a (0,10 g, 0,34 mmoles). La mezcla!de
reaccién se calentd a 80°C durante 16 h y después se concén—
tré a sequedad bajo vacio. La purificacién se realizd me-
diante cromatografia rdpida (Si0O,, malla 230-400) para dariel
oxazol deseado 14b (0,089 g, 80%). MS: 331,0 (M+H)".
C. La hidroxiquinoleina protegida MEM 1l4b se disolvid jen
THF (3 mL) y se tratdé con HC1 acuoso (1IN, 1 mL). La mezclalde
reaccién se agitd durante 30 minutos a temperatura ambiente
antes de ser concentrada a sequedad bajo vacio. El residuojse

tratdé con tampdn de fosfato (3 mL, solucidén 1IN, pH 4,5) yise
agitd antes de filtrar el producto, se lavdé con agua destiia—
da y se secé durante la noche bajo vacio elevado (60°C, '16
h). La hidroxiquinoleina deseada 14c se obtuvo en forma de jun
s6lido de color canela (0,065 g, 100%). MS: 242,9 (MtH)".
IH NMR (DMSO-d¢): & 8,65 (s, 1H); 8,02 (bs, 1H); 7,97 (d, J
= 8,9 Hz, 1H); 7,19 (s, 1H); 6,39 (d, Jd = 7,9 Hz, 1H): 6h42

(b s, 1H); 3,87 (s, 3H); ES (+) MS: m/z 242,9 (M+H)".

RESTOS ENLAZADORES DE PEPTIDOS (P3)
EJEMPLO 15.

Sintesis de acido (2S)-N-Boc-amino-non-8-enoico (15qg).
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COOEt Dioxan? = ;\laOH (1N) COOEt

EtOOC” ~NHAc A, HOOC” “NHAc
(15a) (15b)

(S.S)-E2-DUPHOS (1/500)

EOH
A Z V% D 4 COOE!

Z
>99% ee (GC)
g | NalO, '
| HO £ | 1) BOC,O, DMAP, THF
2) LIiOH, H,0
P OH H
P :
(15¢0) COOH
OH (15q9)
A. A una solucidén de 2-acetamidomalonato de dietilo 15a

disponible comercialmente (100 g, 0,46 moles) en dioxano (éOO
mL) se afiadidé solucidén acuosa de hidréxido sddico (1 M, 1 éq.
460 mL) gota a gota durante 30 a 45 minutos. La mezcla e~
sultante se dejé agitando durante 16,5 h y luego se evapdré
el dioxano bajo vacio, la solucidén acuosa se extrajo con tres
porciones de 300 mL de acetato de etilo y se acidificé a pH
1 con HCl concentrado. Esta solucién se deijd cristalizar len
un bafio de hielo fundente. Después de aparecer algunos cris-
tales, la mezcla se sometidé a ultrasonidos .y aparecid un
abundante precipitado. La filtracién y el secado bajo Vacﬁo
dieron el compuesto 15b (62,52 g, 72% de rendimiento) en
forma de un sélido blanco. ‘

B. A una emulsién agitada magnéticamente de 7-octeno-1,32-
diol 15¢ (25 g, 0,173 moles) comercialmente disponible y %g)
(100 mL), en un matraz de fondo redondo de 1 L, se afiadié una
solucién acuosa de peryodato sédico (40,7 g, 0,190 moles, 1ll
eq., en 475 mL de H,0) durante un periodo de 20 minutos (li-
geramente exotérmica). La mezcla resultante se agité a tempé—
ratura ambiente durante 1 h mds (la terminacién de la reaé-
cidén se confirma mediante TLC). Después se decantd la mezcia
en un embudo de separacién y la capa acuosa se separd de la
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capa organica. La solucién acuosa se saturd con NaCl,. se

decantd y se separd de la fraccién organica una vez més. Las
dos fracciones organicas se reunieron, se secaron stre
sulfato sédico y se filtraron sobre un tapdén de algoddn u

una pipeta pasteur) para dar el compuesto 15d (15, 135‘

aceite incoloro, 78% de rendimiento). La solucidén acuosa se
extrajo con CH,Cl,, se secdé con MgSO, anhidro y se concentrd
bajo vacio (sin calentamiento, heptanal p. eb. 153°C) pgra
obtener una cantidad adicional de compuesto 15 d (1,967|q,
aceite incoloro, 10% de rendimiento). Rendimiento total 88%.
C. A 2-acetamidomalonato de etilo sdélido 15b (7,57 g, |40
mmoles) se afnadidé 6-heptenal 15d (4,48 g, 40 mmoles) en so-

lucién en piridiha (32 mL, 10 eq.) durante 1 minuto. La solu-
cién resultante se enfrid en un bafio a 10°C y se afiadid an;i—
drido acético (12 mL, 3,2 eq.) durante 4 minutos. La solucidén
de color naranja resultante se agitd durante 3 h a temperatu-
ra ambiente, y se afiadié otra porcién de 2-acetamidomalonato
de etilo 15b (2,27 g). La mezcla resultante se agitd a temﬁe—
ratura ambiente durante 11 h m&s. Después se afiadid hielo k60
mL) y la solucién se agitdé durante 1,5 h, después la mezcla
se diluyé con 250 mL de agua y se extrajo con dos porciones
de éter. La solucidén etérea se lavd con HC1l 1IN y solucién
saturada de NaHCO,, se secd con Na,SO,, se concentrd y se
purificd mediante cromatografia rapida (EtOAc 40%/hexano) éa—
ra dar el compuesto 15e (4,8 g, 50% de rendimiento) en foﬁma
de un aceite amarillo palido. -
D. A una solucidn desgasificada (burbujeo de argdn duraQte
30 minutos) de 2-acetamido-2,8-nonadienocato de Z-etilo 15e
(8,38 g, 35 mmoles) en etanol seco (70 mL) se afadid (S,é)—
Et-DUPHOS Rh(COD)OTf (51 mg, S/C=496). La mezcla se puso bajo
2,1 atmésferas de hidrégeno (después de 4 ciclos de vacio-H,)
y se agitdé en un agitador Parr durante 2 h. La mezcla re-
sultante se evapord a sequedad para obtener el compuesto cru-
do 15f, que se usd en la subsiguiente etapa sin purificaﬂ.

E. A una solucién de 2-acetamido-8-nonenocato de (S)-etilo
crudo 15f (7,3 g, 30,3 mmoles) en THF (100 mL), se afiadierion

L~

&/
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Boc,0 (13,2 g, 2 eq.) y DMAP (740 mg, 0,2 eq.), y la mezﬁla
de reaccién se calenté a reflujo durante 2,5 h. Subsiguien&e—
mente, la mayoria del disolvente THF fue evaporado, se dilpyé
la mezcla cruda con CH,Cl, y se lavd con HC1l 1IN con el fiﬁ«de
eliminar el DMAP. La capa organica se extrajo mas intensam?n—
te con solucién acuosa saturada de NaHCO,, se secd con Nag;so4
anhidro y se concentré bajo vacio. El producto se diluyd des-
pués con THF (50 mL) y agua (30 mL), se afladié LiOH-H,0O (2}54
g, 2 eq.) y la mezcla resultante se agitd a temperatura am-
biente durante 25 h (la terminacién de la hidrélisis se cbn—
firmbé mediante TLC). La mezcla de reaccién se concentré béjo
vacio para eliminar la mayor parte del disolvente THF y?se
diluybé con CH,Cl,. La solucién resultante se lavd con HCL ﬂN,
se secd con Na,SO, anhidro y se concentrd bajo vacio. P?ra
eliminar impurezas menores y el Boc,0 en exceso, el produpto
crudo fue purificado mediante cromatografia réapida (usandé un
gradiente de disolvente de 100% de hexano - 100% de EtOAc'bo—
mo eluyente). El compuesto del titulo 15 g se obtuvo con bna
elevada pureza en forma de aceite amarillo p&lido (5,82§g,
71% de rendimiento). 'H NMR (DMSO, 400 MHz): & 7,01 (d, U =
8 Hz, 1H); 5,79 (tdd, Jt = 6,7 Hz, Jd = 17,0, 10,2 Hz, 1H),
5,00 (md, Jd = 17,0 Hz, 1H); 4,93 (md, Jd = 10,2 Hz, 1H);
3,83 (m, 1H); 2,00 (q, J = 6,9 Hz, 2H); 1,65-1,5 (m, 2H);
1,38 (s, 9H); 1,35-1,21 (m, 6H). !

EJEMPLO 15A.

1

Sintesis alternativa de acido (28)—N—Boc—amino—non—8—enoipo.

Br

15h 15i

- ;
s e A Bl e ko RS RS A St
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o]

N,
) e
15k 15j &
lD' <E::>
o} !
: N o E. OH
BocHN k/ BocHN

A\
N

151
; 159

A, A una suspensidén agitada de tiras de Mg cortadas fina-

O

mente (0,55 g, 22,5 mmoles) en THF seco (30 mL) que contiene
dibromoetano (0,1 mL), se afiadidé gota a gota 8-bromo-1l-octeno
(15h, 2,52 mL, 15 mmoles) a lo largo de un periodo de 15 [in
(la reaccidén es ligeramente exotérmica). Después de 30 mip.,
la mezcla se calentd a 38°C durante 1 h y después se enfrid
a -78°C antes de afiadirla mediante una cénula sobre una can-
tidad en exceso de CO, sélido. La mezcla se diluydé con die-
til-éter (100 mL) y la solucidn se lavd con salmuera (2 x 50
mL), se secd sobre MgSO, y se evapord: Se obtuvo un aceite
crudo que se purificod mediante cromatografia en gel de silhce
usando EtOAc al 15% en hexanos como eluyente para dar el com-
puesto 151 con un 62% de rendimiento (1,44 g).

'H NMR (CDC1l,, 400 MHz): 81,31-1,42 (m, 6H); 1,60-1,69 (m,
2H):; 2,02-2,09 (m, 2H); 2,35 (t, J = 8,3 Hz, 2H); 4,99 (dm,
J =10,0 Hz, 1H); 5,04 (dm, J = 17,0 Hz, 1H); 5,75-5,86 {(m,
1H) . ,
B. A una solucién vigorosamente agitada del acido carbo#i—
lico 151 (1,36 g, 8,7 mmoles) en THF anhidro (70 mL) a —785C,

&7
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se afadieron Et;N recién destilado (1,6 mL; 11,3 mmoleﬁ) Y
cloruro de pivaloilo (1,18 mL, 9,58 mmoles) mediante una%je—
ringa bajo condiciones anhidras. La mezcla se agitd a -%8°C
La
mezcla se enfrié de nuevo a -78°C y después se transfirié me-

durante 15 minutos y después a 0°C durante 45 minutos.

diante una céanula a una solucién anhidra de sal de litio de
4(S)~-4~-(fenilmetil)-2-oxazolidinona en THF a -78°C; la sal de
litio del reactivo de oxazolidinona habia sido preparada pre-
viamente mediante la adicién lenta de n-BulLi (2,00 M en hexa-
nos, 7,85 mL, 15,7 mmoles) a una solucién en THF (20 mLﬁ de
la oxazolidinona (2,78 g, 15,7 mmoles) en THF a -78°C.

La mezcla de reaccién se agité a -78°C durante 15 minu-
tos y después a temperatura ambiente durante 1,5 h. Final@en—
te, fue apagada con una solucién acuosa de bisulfato sédico
(100 mL de 1M) el THF se evapord a los 3/4 de su voldmen
inicial. El residuo se extrajo con EtOAc (2 x 150 mL) vy |las
capas organicas mezcladas se lavaron con solucidén de NaI;ICO3
al 5% (3 x 50 mL) y salmuera (2 x 50 mL), se secaron sobre
MgSO, vy se evaporaron. El aceite crudo resultante se cromato-
grafidé en gel de silice usando EtOAc al 15% en hexanos para
obtener el compuesto 15j con un 68% de rendimiento (1,88 (g).
'H NMR (CDC1l,, 400 MHz): & 1,35-1,47 (m, 6H); 1,67-1,74 '(m,
2H); 2,02-2,09 (m, 2H); 2,65 (dd, J = 13,4 y 9,9 Hz, 1lH);
2,84-3,02 (m, 2H); 3,31 (dd, J =13,4 vy 3,2 Hz, 1H); 4,13-4,22
(m, 2H); 4,62-4,71 (m, 1H); 4,93 (d, J = 10,2, 1H); 5,00 (dd,
J=17,2 y 1,6 Hz, 1H); 5,75-5,84 (m, 1H); 7,18-7,38 (m, SH).
é. A una solucién agitada de KHMDS (0,8 M THF, 22 mL, 17,5
mmoles) en THF seco (50 mL) a -78°C se afiadié por medio] de

una cénula una solucidén del derivado de &cido j (3,25! g,
10,30 mmoles) en THF seco (40 mL) a -78°C. La mezcla se agitd
a -78°C durante 45 minutos. A esta mezcla se afadié una so-
lucién de trizilazida (3,67 g, 11,85 moles) en THF seco “40
mL) a -78°C. La mezcla se agitdé a -78°C durante 3 minutos y
después se apagd con acido acético (5 mL). Subsiguientemente,
se agitd a temperatura ambiente durante 1 h y 45 minutos y
finalmente a 40°C durante 15 minutos. La mayor parte del THF

1




10

15

20

25

30

K

67 |

|

se evapor6. El residuo se recogidé en EtOAc (100 mL) y lalso-
lucién orgénica se lavd con H,0 (50 mL), NaHCO, al 5% (3 x 50
mL) y salmuera (50 mL), se secd con MgSO, y se evapord. El
aceite obtenido se cromatografidé sobre gel de silice usando
hexano/CH,Cl, (1/1) como eluyente para dar el compuesto 15k
(2,47 g, rendimiento 67%). |

'H NMR (CDCl,, 400 MHz): & 1,32-1,45 (m, 6H); 1,45-1,6 (m,
6H); 1,75-1,88 (2, 2H, rotémeros); 2,01-2,11 (m, 2H); 2,82-
2,87 (m, 1H); 3,33 (dd, J = 13,5y 3,2 Hz, 1H); 4,10-4,28 (m,
2H); 4,62-4,72 (m, 1H); 4,90-5,05 (m, 3H); 5,73-5,88 (m, 1H);
7,17-7,38 (m, SH).
D. A una solucién agitada de SnCl, anhidro (2,61 g, 13,8

mmoles) en MeOH anhidro (80 mL), se anadidé mediante cénpla
una solucién de la azida 15k (2,45 g, 6,9 mmoles) a 0°C' en
MeOH anhidro (20 mL). La mezcla se agitd a temperatura am-
biente durante 4 h. El MeOH fue evaporado y el material es-
pumoso obtenido se recogid en dioxano/H,0 (100 puL/20 uL) y‘se
tratdé con Boc,0 (3,0 g, 13,8 mmoles) y NaHCO;, (2,89 g, 34,5
mmoles) (el pH se ajusta en 8 con mas NaHCO, si es necesario)
y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 16'h.
Parte del dioxano se evapord (aprox. 50%) y el residuo|se
extrajo dos veces con EtOAc. La solucién orgénica se lavd con
salmuera (2 x 50 mL), se secd y se evapord. El1 residuo
obtenido fue cromatografiado sobre gel de silice usando 20-
25% de EtOAc en hexano como eluyente para dar el compuesto
151 (1,75 g, rendimiento 60%). : f
'H NMR (CDCl,, 400 MHz): & 1,27-1,53 (m, 6H); 1,46 (s, 9H);
1,80 (m, 1H); 2,00-2,08 (m, 1H); 2,80 (t, J = 12,1 Hz, 1%);
3,34 (d, 14,3 Hz, 1H); 4,17-4,23 (m, 2H); 4,60-4,66 (m, l%);
4,93 (d, J = 10,2 Hz, 1H); 5,05 (dd, J =17,2 y 1,9 Hz, l%);
5,13 (bs, 1H):; 5,38-5,43 (m, 1H); 5,74-5,84 (m, 1H); 7,22—
7,36 (m, S5H).

E. A una solucidén agitada a 90°C del derivado N-Boc 151
(1,74 g, 4,04 mmoles) en THF/H,0 (75 mL/15 mlL), se afiadieron
H,0, (30% v/p, 2,05 mL, 16,2 mmoles) y LiOH.H,0 (0,34 g, 8,1
mmoles) y la solucién se agitd a 0°C durante 1 hora. La reac-

|
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cién fue apagada con Na,S0, (2,24 g en H,0, 15 mL, 17,8 %mo-
les). El pH se ajustd en 4-5 con solucidn acuosa de écidoici—
trico al 10% y la mezcla se diluybé con EtOAc. La frac?ién
acuosa se extrajo una vez mas con EtOAc y la solucidn orga-
nica se lavd dos veces con salmuera, se secd y se evaporéi El
residuo se sometié a cromatografia sobre gel de silice usdndo
20% de hexano en EtOAc como eluyente, para dar el acido dar-
boxilico libre 15g (0,76 g, rendimiento 70%). Este compuesto
era idéntico en todos sus aspectos al obtenido en el Eje%plo

EJEMPLO 16

Sintesis del éster metilico del acido (ZS)—N-Boc-amino—S-o?o-
non-8-enoico. |

. a

J éocHN CO,CH,
» Mg ongON \:/ :
BocHN\/COZCH:4 16b 2 __;\/
- . CoO—~
— & ]
COH A |
16a 16¢c ?
1 3 |
!
BocHN__CO,CH, t
P |
16d : ?

Esta sintesis se basa en la metodologia de T. Tsuda Lt
al., J. Am. Chem. Soc., 1980, 102, 6381-6384.

A, A una solucidén bien agitada del éster monoalilico del
dcido malénico (1,50 g, 10,4 mmoles) en THF seco bajo N, (?O
mL) a -78°C, se afladié gota a gota n-BuMg (0, 9M/hexano, 5,8
mL, 5,2 mmoles) durante un periodo de 5 minutos. La suspeﬁ-
sidén pesada se agitd después a temperatura ambiente durante
1 hora y se evaporé a sequedad (vacio liberado bajo N,). ia
sal sbélida de Mg 16b fue secada bajo vacio durante 1 hora.

|
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El derivado de acido glutémico l6a se mezcld primero!con
1,1'—carbdnil—diimidazol (1,65 g, 10,21 mmoles) en THF aﬁhi—
dro, y la mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante 1
hora para activar el resto acido libre. Subsiguientemente, el
resto de acido glutamico activado fue canulado en una s&lu—
cién de la sal de Mg 16b y la mezcla de reaccidn obtenida se
agitd temperatura ambiente durante 16 horas. Después se;di-
luyd con EtOAc y la solucién orgénica fue lavada con HC1l 0, 5N
enfriado en hielo, se tratdé con salmuera, se secd y se eva-
pord. El residuo obtenido fue cromatografiado sobre gell de
silice usando 35-40% de EtOAc en hexano como eluyente para
dar el compuesto l6c (1,85 g, rendimiento 53%). ‘

'H NMR (CDCl,, 400 MHz) & 1,44 (s, 9H); 1,85-1,95 (m, 1&);
2,12-2,22 (m, 1H); 2,58-2,74 (m, 2H); 3,48 (s, 2H); 4,24-4}34
(m, 1H); 4,52 (dm, J = 5,7 Hz, 2H); 5,09 (m, 1H); 5,25 (?m,
J =10,2 Hz, 1H); 5,34 (dm, J = 17,2 Hz, 1H); 5,91 (m, 1H).

B. A una solucién bien agitada de tetraquis(trifenilf$s~
fina) Pd(0) (0,116 g, 5% en moles, 0,1 mmoles) en DMF secoi(7
mL) se aflade (mediante jeringuilla y bajo atmésfera de N,) el
diéster 16¢c (0,687 g, 2 mmoles) en DMF seco (3 mL). La mezéla
se agitd a temperatura ambiente durante 3,5 horas. La DMF ﬁue
evaporada bajo presién reducida y el residuo se diluyd con
EtOAc (20 mL). La solucidén en EtOAc se lavd con HC1l 0, 5N en-
friado con hielo (5 mL), y con salmuera (10 mL), se secd y!se
evapord. El residuo fue cromatografiado sobre gel de silﬂce
usando 15-20% de EtOAc en hexano como eluyente para dar]el
compuesto 16d (0,253 g, rendimiento 42%).
'H NMR (CDCl,, 400 MHz) & 1,44 (s, 9H); 1,84-1,94 (m, 1H1:);
2,08-2,22 (m, 1H); 2,33 {(dd, 0 = 14,0 y 7,3 Hz, 2H); 2,4&—
2,55 (m, 4H); 3,74 (s, 3H); 4,28 (bm, 1H); 4,92 (dm, J = 10,2
Hz, 1H); 5,03 (dm, J = 17,2 Hz, 1H); 5,00-5,10 (m, 1H); 5,74-
5,85 (m, 1H). |

i
EJEMPLO 17.
Sintesis de acido (ZS,SR)—N—Boc—2-amino—5—metil-non—8—enoi£o

|

|
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(L7£) . |

0OsO,

NMMO
ABCC N”Ac t-BUOH/MH Olacetone NHA"
CoEt coa

F. | NalO,
THF/H,0

2) Boc,O
CH3 )D:AC’AP _— . 1) PhPCHB
m * PhCHﬁHF J/\(/\
Z
17t CO,Et G. céet
A,B,C,D. (R)-(+)-Citronelal 17a disponible comercialmente

fue convertido primero en el derivado de aminoacido 17b
siguiendo las mismas etapas de sintesis que las descritas

anteriormente en el Ejemplo 15 para la conversién de aldehﬁdo

15d en el producto intermedio de aminodcido 15f.

E. El compuesto 17b (0,675 g, 5,6 mmoles) se disolvid!
una mezcla de t-BuOH/acetona/H,0 (1:1:1, 18 mL) y se puso| en

en

un bafio de hielo (0°C). Se afiadieron consecutivamente NMMO
(0,789 g, 6,74 mmoles, 1,2 eq.) y 0sO, (2,5% p/p en t—BubH,
0,7 mL, 0,067 mmoles, 0,012 eqg.) y la mezcla de reaccién, se
agitd a temperatura ambiente durante 4 horas. La mayor parte
de la acetona se elimind por evaporacién bajo vacio y desp?és
se extrajo la mezcla con EtOAc. La capa organica se lavd mas
con H,0 y salmuera, se secd sobre MgSO, anhidro y se evapéré
a sequedad. El diol 17c se obtuvo con alta pureza después‘de
cromatografia en columna rapida usando 1% de EtOH en EtOAc
como eluyente, con un 77% de rendimiento (0,575 g).

F. A una solucién de diol (0,575 g, 1,73 mmoles) en THF/?J)
(1:1, 20 mL) a 0°C, se afiadié NaIO, (0,48 g, 2,25 mmoles, 1,3
eq.) v la mezcla de reaccidén se agitd a temperatura ambie%te
durante 3,5 horas. La mayor parte del disolvente de THF fue
subsiguientemente eliminado por evaporacién bajo vacio y la
mezcla restante se extrajo con EtOAc (2x100 mL). Las capas
organicas combinadas se lavaron mds con solucidén acuosa de
dcido citrico al 5% (2x20 mL), solucidén acuosa de NaHCO, al

{
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5% (20 mL) y con salmuera (2x50 mL), y después la solucié% en
EtOAc se secdé bajo MgSO, anhidro y se evapord a sequedad bajo
vacio. El producto intermedio de aldehido 17d (0,47 g de éro—
ducto crudo) fue usado en la etapa siguiente sin més purifi—
cacién. :

G. A una solucién de Ph;PCH;Br (925 mg, 2,6 mmoles), en
tolueno anhidro (15 mL), se afiadié KHMDS (0,5 M en tolueno,
5,2 mL, 2,6 mmoles) y la suspensién amarilla formada se agitd
a temperatura ambiente durante 30 minutos bajo N,. Despuéé de
ese periodo, la suspensién fue primero enfriada a O°CA se
afiadié una solucién del aldehido 174 (0,47 g, 1,73 mmoies,
disuelto en 15 mL de THF anhidro) mediante una jeringa, y se
dejoé calentar la mezcla a temperatura ambiente. Despuéﬁ de
agitar a temperatura ambiente durante 1 hora, la mayor parte
del THF se elimindé por evaporacién bajo vacio, se afadid a la
mezcla EtOAc (100 mL), y la capa orgadnica se lavd con H,0{(30
mL), solucién acuosa de NaHCO, al 5% (30 mL) y salmuera (30
mL) . La solucién en EtOAc se secd después sobre MgSO, athdro
y se evapord a sequedad bajo vacio. El compuesto puro 1l7e fue
aislado después de purificacién por cromatografia en columna
rdpida sobre gel de silice usando hexano:EtOAc (3:2) Aomo
eluyente, con un rendimiento del 63% (0,29 g) para lasIdos
Ultimas etapas. ‘

La hidrélisis del éster etilico y el intercambio jsi-

multédneo del grupo protector de N-acetilo por un Boc en el
intermedio 17e para obtener el compuesto 17f se llevd a cabo
usando el mismo procedimiento que se indicd para la conver-
sién de compuesto 15f en 15g (17f£, 310 mg, cuantitativo)L

'H NMR (CDCl,, 400 MHz) & 0,88 (d, J = 6,4 Hz, 3H); 1,18—1’i,28
(m, 2H); 1,35-1,48 (m, 3H); 1,45 (s, 9H); 1,64-1,74 (m, 1?);
1,81-1,89 (m, 1H); 1,94-2,12 (m, 2H); 4,28 (bd, J = ~3,2 Hz,
1H); 4,93 (dm, J = 11,1 Hz, 1H); 5,00 (dm, J = 16,8 Hz, 1H);
5,74-5,84 (m, 1H). |

EJEMPLO 18.
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Sintesis de N-Boc-0-alil-(L)-treonina (18d).

OH o o o
NHBoc NHBoc NHBoc NHBoc
18a 18b 18¢c 18d .
A. Se disolvié parcialmente Boc-(L)-treonina 18a (5001mg,

2,28 mmoles) en CH,Cl,/MeOH (8 mL/0,5 mL respectivamenté) a
0°C. Se afiadié lentamente una solucién de diazometano en die-
til-éter hasta que persistid el color amarillo, indicando la
presencia de diazometano en exceso. Al evaporar los disol%en—

tes, se obtuvo éster metilico 18b crudo en forma de aceite
blanco turbio (0,534 g). 1

B. El producto intermedio 18b (311 mg, 1,33 mmoles) se!di-
solvid después en dietil-éter anhidro (8 mL), se afadidé Ag,0
(341 mg, 1,47 mmoles) y tamices moleculares de 4A recién lac-
tivados (1 g). Finalmente se afiadidé yoduro de alilo (134 LL,
1,47 mmoles) al matraz de reaccidén, y la mezcla se agitb a
reflujo. Se afladieron dos porciones mas de yoduro de al?lo
(45 pL, 0,50 mmoles, cada vez) después de un periodo de 29 s
y 30 h, y se siguidé agitando durante un total de 36 horas.
después la mezcla se filtrd a través de celite y se purifico
mediante cromatografia en columna radpida sobre gel de siliée,
usando EtOAc/hexano (1:4) como eluyente, para dar 73 mg (27%
de rendimiento) de compuesto 18c como un aceite transparenﬁe.
'H NMR (CDCl,, 400 MHz) & 1,21 (d, J = 6,0 Hz, 3H); 1,45 (;s,
9H); 3,75 (s, 3H); 3,82-3,87 (m, 1H); 3,99-4,07 (m, 2H); 4,29
(dd, 3 =9,5y 2,5 Hz, 1H); 5,14 (dm, J = 10,5 Hz, 1lH); 5,?1
(dm, J = 17,2 Hz, 1H); 5,75-5,84 (m, 1lH). :

C. El compuesto éster 18c (99 mg, 0,362 mmoles) se disolvid
en una mezcla de THF/MeOH/H,0 (2:1:1,4 mL) y se afiadié
LiOH.H,0 (61 mg, 1,45 mmoles). La solucidn se agitd a tempé—
ratura ambiente durante 2 h y después se acidificé con HCl 1IN
a pH aprox. 3 antes de eliminar los disolventes bajo vaci?.
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El aceite resultante, compuesto 18d, se usdé tal cual para la

sintesis de inhibidores macrociclicos.

t
EJEMPLO 19. \‘
|

Sintesis de acido (2S,3S) -N-Boc-2~amino-3 (mercaptoalil)buta-
noico (19e). ‘

(0]
BocH i
oc N\/COZH 1) CH,N, BOCHN\/COZCHS /U\ BOCHN\/COZCHS ’
: 2) TsCl, Py i S K I
HO/\ A o/:\ —_— Yy C/:\ P '
CHa o CH3 S !
19a s B |

X ’
i\ 1%b 19¢c
° l
1) 0.2 M NaOH, 1.5 h

c 2) allyt iodide i

l

N~COH  0aMNaoH, 24n  BocHN  _cO,cH, !

BocHN
2 -——— g
HJC/\ D ch/\

S—q\;__ S

e = o =

A, El compuesto 19a (9,1 mmoles) se disolvid en piridiﬁa (5
mL) y la solucién se enfrié a 0°C en un bafio de hielo( se
afladidé cloruro de tosilo (2,3 g, 11,8 mmoles, 1,3 eq.) eq pe-
quenias porciones, y la mezcla de reaccidn se agitd a tempera-
tura ambiente durante 24 h. Después de ese periodo, la mekcla
de reaccién se repartid entre dietil-éter (300 mL) y H,0 klOO
mL). La capa etérea se siguidé lavando con HCl1l 0,2 N (6%100
mL) y salmuera (100 mL), se secd sobre MgSoO, anhidrod se
filtrd y se concentrd a sequedad bajo vacio. La purificacién
del material crudo mediante cromatografia en columna réﬁida
usando hexano/EtOAc (gradiente de relacidén 8:2 a 7:3) éomo
eluyente, condujo al aislamiento de derivado de tosilo{l9b
con un 85% de rendimiento (3,05 g). ’

B. A una solucidén de producto intermedio 19b (775 mg} 2
mmoles) en DMF anhidro (2,5 mL) se afiadid tioacetato potésﬁco
(365 mg, 3,2 mmoles, 1,6 eqg.) y la mezcla de reaccién! se
agitd a temperatura ambiente durante 24 h. La mayor parteide
la DMF fue después evaporada bajo vacio y la mezcla que q?e—

?
?

1
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daba se reparti6é entre EtOAc y H,0. La capa acuosa se reex-
trajo con EtOAc, las capas organicas combinadas se la%aron
con salmuera, se secaron sobre MgSO, anhidro y se evapofaron
a sequedad. La purificacidén del material crudo mediante|cro-
matografia en columna rapida usando hexano/EtOAc (reldcién
4:1) como eluyente, condujo al aislamiento del compuestd 1 Sig
con un rendimiento del 80% (465 mg).

e A una solucién de tioéster 19c (465 mg) en HQO/EtOH1(re—
lacién 3:5, 8 mL), se afiadié una solucidn acuosa de NaOH 0,2
M (2,4 mL) y la mezcla se agitdé a temperatura ambienteidu—
rante 1,5 h. Después se afiadibé yoduro de alilo (0,292 mL,: 3,2
mmoles, 2 eq.) y se siguié agitando a temperatura ambiénte
durante 30 minutos m&s. La mezcla de reaccidn se concentrd a
la mitad de su volumen original y después se extrajo}con
EtOAc. La capa acuosa se acidificdé a pH aprox. 3 con jHCI
acuoso 0,5N frio y se re-extrajo con EtOAc. Las capas orga-
nicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sqbre
MgSO, anhidro y se evaporaron a sequedad bajo vacio. La mez-
cla de reaccién en crudo contenia al menos cuatro productps;
todos los productos fueron aislados después de cromatografia
en columna rapida sobre gel de silice, usando hexano/EtbAc
(gradiente de relacidén 9:1 a 3:1). La estructura del compuées-
to menos polar (TLC R,=0,68 en hex/EtOAc 4:1) correspondi% a
la del producto deseado 19d (83 mg, 18% de rendimiento). !

'H NMR (CDCl,, 400 MHz): & 1,24 (d, J = 7,0 Hz, 3H); 1,46 (s,

i

9H); 3,13-3,19 (m, 2H); 3,24-3,29 (m, 1H); 3,77 (s, 3H); 4,50
(dd, J = 8,6 y 3,8 Hz, 1H); 5,12 (d, J = 12,4 Hz, 1H); 5.15
(dd, J = 18,4 y 1,3 Hz); 5,22 (bd, J = 7,6 Hz, 1H); 5,75~5,85
(m, 1H). \

D. Una solucién del éster metilico 19d (83 mg, 0,287 mmg—
les) en MeOH/H,0 (3:1,4 mL) se mezcldé con solucidén acuosa de
NaOH (0,2N, 1,3 mL, 0,26 mmoles) durante 24 h a temperatu#a
ambiente y durante 1 h a 40°C. La mezcla de reaccién fue aci-
dificada con HCl acuoso frio (HCl 0,5 N, a 0°C, pH=4-5), él
MeOH se elimind bajo vacio y la mezcla acuosa restante se ex-
trajo con EtOAc. La solucidén orgdnica se secd sobre MgSO4:y
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se evapord a sequedad para obtener el compuesto 19e. El com-
puesto 19e se usd para la sintesis final de inhibidoreF sin
mas purificacidén posterior. |

5 EJEMPLO 20. '@
Sintesis de &cido (S)-N-Boc-2-amino-3-metil-3-(l-mercapto-4-
butenil)butanoico (20c). !

SH S > !

HOE N O A ' — 3 '
- 4 10 H,C e HC™T N COH CHN, CO,CH;
- NH, 1) CsOH: - H,C”: =3
v ) CsOHH,0 e 47 ; ,
% DMF/DMSO 3¢ NHBoc <———ugH HC  NHBoc
20a NN 20b 20¢ !
2) Boc,0 . :
}
13 + 2 . £3 . !

15 A. Se disolvid N-penicilamina 20a (448 mg, 3 mmoles) en

DMF/DMSO (relacidén 5:1, 6 ml), se afiadieron 4—bromopen%eno
(0,46 mL, 4,5 mmoles, 1,5 eq.) y CsOH'H,0 (1,0 g, 6 mq, 2
eq.), y la mezcla de reaccidén se agitd a temperatura ambien-
te. Después de 24 h, se afiadié Boc,0 (820 mg, 3,75 mmo%es,
20 1,25 eq.) a la mezcla y se siquid agitando durante 12 h mas.
La DMF se elimind posteriormente bajo vacio, la mezcla r%s-
tante se diluy6é con HC1l acuoso 0,5N frio ajustando el pH! en
aprox. 4-5, y después se extrajo con EtOAc (2x50 mL). La c%pa
organica se lavd con salmuera (2x), se secd sobre MgSoO, an-
25 hidro y se evapord a sequedad para dar el acido carboxilico
crudo 20b. L
B. La purificacién de 20b resultd ser dificil, por lo que
el producto crudo se traté primero con diazometano para f%r—
mar el correspondiente éster metilico 20c, y después se pu-
30 rificd mediante cromatografia en columna répida, usando hex%—
no/EtOAc (9:1) como eluyente, para obtener 190 mg (20% de
rendimiento) del éster metilico 20c puro. z
'H NMR (CDCl;, 400 MHz): & 1,35 (s, 3H); 1,37 (s, 3H); 1,44
(s, 9H); 1,59-1,67 (m, 2H); 2,11-2,17 (m, 2H); 2,51-2,60 (ﬁ,
35 2H):; 3,74 (s, 3H); 4,29 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 4,98 (dm, Ji=
10,5 Hz, 1H); 5,03 (dm, J = 19 Hz,1 1H); 5,35 (bd, J = 7 Hz,
!
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1H); 5,72-5,83 (m, 1H). ’

!
C. El éster se disolvié posteriormente en THF/MeQH/HJ)

(2:2:1,5 mlL), se anadid LiOH'H,0 (50 mg, 2,0 mmoles, 2'eq.) .
y la mezcla de reaccién se agitd a 40°C durante 4 h paré hi-
f drolizar el éster 20c, para dar de nuevo el acido 205. La
mezcla de reaccién se acidificd con HCL 0, 5N a pH=4-5, e} THF -
y el MeOH se evaporaron a sequedad y la soluciédn acuosa\res—
tante se extrajo con EtOAc. La capa de EtOAc se secd sobre
g MgSO, anhidro y se evapord a sequedad para dar el comp&esto

p y . ¢ v ¢ . |
20b, que se usé en la subsiguente sintesis de 1nh1b1dore§ ma-
crociclicos sin mé&s purificacidn. 1

l
PRODUCTOS INTERMEDIOS DE DIPEPTIDO Y TRIPEPTIDO ACICLICO

10

El procedimiento general para reacciones de acoplami#nto
15

hechas en solucién, y ejemplos especificos de las mismas) se
describen en los documentos WO 00/09543 y WO 00/09558.

Estos procedimientos han sido usado para la sintesis de

|
los dipéptidos intermedios 26¢c, 30a y los tripéptidos %3a,
24a, 3la, 32,a y 33a.
20

EJEMPLO 21.

Sintesis del tripétido aciclico 2le.

P iy

O_—<OH H,N 1f

N .

Ko i
%_o @ Boc

21a

\
|
|
!
|
}
!
|
:
|
|
!
!
|
}
[
1
!

oty B sgey



E
N
o
5

10

15

20

25

30

35

17

N O !

|
CO.CH N !
0., y LH, O CO,CH
N ]
N - C. "
i _
oj NHBoc

BocHN ""IIM I

CO,H
21e 21d 21c
A. A una solucién del derivado de prolina 2la (preparédo a

partir de Boc-4(R)-hidroxiprolina disponible comercialmente
y 4-cloro-quinoleina como se describe en los documentos WO
00/05543 y WO 00/09558) (1,38 g, 3,68 mmoles) y el homo?lil
ACCA 1f crudo (aprox. 3,35 mmoles) en CH,Cl, (10 mL), se
afladieron sucesivamente NMM (1,21 mL, 10,05 mmoles) y hATU
(1,53 g, 4,02 mmoles) y la suspensidén se agitd a tempera#ura
ambiente durante 18 h. Después de ese tiempo, el disolv%nte
fue evaporado y la mezcla de reaccidn cruda se redisolvid en
EtOAc (30 mL). La solucidén se lavd con solucidn acuosg de
NaHCO; al 5% (2 x 10 mL) y salmuera (10 mL), y se secd sdbre
MgSOQ, y se evapord. El producto crudo fue purificado mediinte
cromatografia sobre gel de silice usando dietil-éter al 8% en
EtOAc como eluyente para obtener el diasteredmero del com-

!
puesto 21b con un 20% de rendimiento (no se ha determinadojla

1o !
estereoquimica absoluta). ;

'H NMR (CDCl,, 400 MHz) & 0,93 y 1,01 (t, J = 8,3 Hz, 1H,
rotameros en relacidén 3:7); 1,14-1,35 (m, 2H); 1,44 (s, 9%);
1,45 (s, 9H); 1,50-1,82 (m, 4H); 2,08-2,24 (m, 2H); 2,32 (b
s, 0,7H); 2,63 (b's, 0,75 H); 2,93 (b s, 0,75H); 3,16 (m,
0,25H); 3,77 (b's, 1,5H); 3,88 (b's, 0,5H); 4,4-4,55 (m, 1H);
4,98 (d, J = 10,2 Hz, 1H); 5,03 (dd, J = 17,2 y 1,6 Hz, 1H);
5,24 (b s, 1H); 5,75-5,88 (m, 1H); 6,57 v 6,78 (2 b s, 1H,' 2
rotameros); 7,42-7,58 (m, 3H); 7,63-7,73 (m, 2H); 8,04 (d,. J

= 8,3 Hz, 1H); 8,11 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 8,74 (d, J = 5,1,
1H). |

B. A una solucidn del dipéptido 21b (137 mg, 0,248 mmoles)
en CH,Cl, seco, se afiadidé una solucidn de HCl en dioxano (4M,
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4 mL) y la mezcla se agitd a temperatura ambiente duran?e 1,5
h. Después se evapord el disolvente y el residuo se secd bajo
) vacio elevado para dar el aminoacido libre. La mezcla se
disolvié en dietil-éter/MeOH (3 uL/2 plL) y se tratd cgn un
5 ligero exceso de diazometano disuelto en dietil-éter. De%pués
de 30 minutos, el diazometano en exceso se destruyd con la
adicién de HCl (4M en dioxano) y la mezcla se evapord a se-
quedad para obtener la sal HCl del compuesto 2lc, que se usd
en la siguiente etapa sin purificar.

10 c. A una suspensién agitada del dipéptido crudo 21c (0,23
g, 0,48 mmoles) en CH,Cl, (25 mL) se afiadid sucesivamenée el
acido (28)-N-Boc-amino-hept-6-enoico 21d (0,151 g, 0,62 hmo—
les), NMM (210 pL, 1,91 mmoles) y HATU (0,236 g, 0,62 mmoﬁes)
y la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 16 hﬁ(el

15 pH se ajustd aprox. en 8 con NNM después de 1 h en caso n?ce—
sario). El CH,Cl, se evapord, el residuo se recogidé en EtOAc
(50 mL) y la solucidn organica se lavd con solucién de NaHCO,
al 5% (2 x 20 mL) y salmuera (2 x 20 mL), se secd y se %va—
pord. E1 compuesto crudo obtenido fue cromatografiado en lgel

!
20 de silice (50 mL, EtOH al 2%/EtOAc) para dar el compuesto 2le

(0,319 g, rendimiento 46%). E
'H NMR (CDCl,, 400 MHz, rotameros en relacién 1:6) despl%za

mientos quimicos del rotédmero principal & 1,21-1,27 (m, lg);
1,36 (s, 9H); 1,45-1,81 (4m, 7H); 2,20-2,22 (m, 4H); 2,28~
25 2,37 (m, 1H); 2,90-2,99 (m, 1H); 3,66 (s, 3H); 3,94-3,98 (m,
1H); 4,29 (b d, J=09,9 Hz, 1H); 4,46-4,50 (m, 1H); 4,81 (dd,
J=28,3y 5,4 Hz, 1H); 4,92-5,06 (m, 4H); 5,16 (d, J = 8,3
Hz, 1H); 5,37 (m, 1H); 5,70-5,84 (m, 2H); 6,82 (d, J = 5,1
Hz, 1H); 7,47-7,55 (m, 2H); 7,71 (dt, J = 7,0 y 1,3 Hz, 1&);
30 8,03 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 8,17 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 8,78 (d

!

J = 5,1 Hz, 1H). '

1

14

!
PEPTIDOS MACROCICLICOS ;
\
|
35 EJEMPLO 22.
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Procedimiento general para la macrociclizacidén mediante

Py . & i
metatesis de olefina.

}
En todos los casos, el tri-péptido dieno se disolvié en

CH,Cl, a una concentracién de 0,01 M, y la solucién fue Eeso—

5 xigenada borboteando argdén (aprox. 1 h para un volumen dg 500
mL) . Se anade una solucién de catalizador (5-30% en mole$ di-
suelto en una pequefia cantidad de CH,CI, desgasificado)!y la
mezcla de reaccién se somete a reflujo hasta que todo e% ma-
terial de partida se convirtidé en el producto o los propuc—

10 tos, segun se observa por TLC y HPLC. Las mezclas de reacciédn
crudas fueron concentradas a continuacidén casi a sequedgd y

se filtraron a través de una corta almohadilla de gel de
silice, eluyendo primero con CH,Cl, para eliminar la méyor
parte del catalizador, y después con EtOAc para eluir tédos
los productos macrociclicos (la mayor parte del tiempo éomo
un unico diasteredémero). El producto o los productos crddos

de cada reaccién se analizan mediante HPLC quiral en %na
columna CHIRALCEL OJ-R

KR

(adquirida de Chiral Technologies
Inc., 0,46 ¢ x 15 cm) usando una mezcla de disolvenFes

20 isocratica de 70% de H,0 + 0,06% de TFA - 30% de CG,CN + 0,?6%

de TFA a 205 nm. El producto macrociclico principal fue

]
caracterizado totalmente por los datos de 'H, COSY, TOCS% y

ROESY NMR con el fin de confirmar su estructura y estereoqui-
mica.

!
!
25 !
EJEMPLO 23.

Sintesis del intermedio macrociclico (23b).
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Una solucién de dieno 23a (4,0 g, 7,88 mmoles) en [CH.CI,

seco (800 mL, Aldrich, anhidro) fue desoxigenada burbujeando

i Ar durante 2 h. Después se afiadié catalizador de Hoveyd% (262
mg, 0,434 mmoles, 5,5% en moles) en forma sd6lida, y la m%zcla

de reaccidn se calent6 a reflujo bajo un balén de Ar. De%pués

de 28 h, la solucién de color rojo-naranja se evaporéﬁpara

dar un sélido amorfo y después se purificod mediante cromato
grafia en columna rapida sobre gel de silice. El sistema!ini—
cial de disolventes fue 10% de EtOAc en CH,CI,

. Una vez e%uido
10 el catalizador de la columna,

el disolvente se cambid! por
Y EtOAc puro. La elucién del catalizador de la columna selevi—
‘ dencid por su color. El producto macrociclico 23b fue aislado
en forma de espuma incolora que se redisolvié en CH,Cl,/hekano
(aprox. 1:2). La evaporacién del disolvente proporcioné un
15 polvo blanco (3,362 g, 89% de rendimiento).
'H NMR (CDCl,, 400 MHz): & 1,20-1,50 (m, 6H); 1,43 (s, 9H);
1,53 (dd, 0 = 9,5 y 5,4 Hz, 1H); 1,61-1,70 (m, 1H); 1476—
1,90(m, 2H); 2,05-2,26 (m, 4H); 2,45 (d, J = 14,3, 1H); 3,67
(s, 3H); 3,71 (d, J = 11,1, 1H); 3,90 (dd, J = 11,1 y 4,3 He,
20 1H); 4,43-4,53 (m, 2H); 4,76 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 4,86 (btd
J =9,8 Hz, 1H); 5,20-5,23 (m, 2H); 5,57 (dt, J = 7,0 vy ?,8
Hz, 1H); 7,32 (b s, 1H). ' 1

i
EJEMPLO 24. | 2
25 2
Sintesis del intermedio macrociclico (24b). !
0 0 _ |
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Una solucién de dieno 24a (2,76 g, 3,82 mmoles) en CH,Cl
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anhidro (600 mL, anhidro) fue desoxigenada burbujeando Ar
durante 1,5 h. Se afiadié mediante una cé&nula una solucién de
catalizador de Hoveyda (117 mg, 0,19 mmoles, 0,05 e&.) en
CH,Cl, anhidro y desgasificado (8 mL), y la mezcla de re%ccién
se agité a reflujo bajo un baldén de Ar. Después de 20 h, la
mezcla de reaccidén estaba completa aproximadamente altSO%,
momento en el cual se afiadié una segunda porcidn de cataliza—
dor (117 mg), y se siguid agitando durante 16 h mas. Después
se concentrd la solucidén a aproximadamente 100 mL, se aplicd

a la parte superior de una almohadilla de gel de silice (6 x |

10 cm) y el catalizador se recuperé primero eluyendo con
CH,Cl,. E1l compuesto 24b se retir6 por lavado de la almohadi-
l1la de silice con MeOH al 3% en EtOAc y se volvid a purifi-
car mediante cromatografia en columna rapida usando EtOAé/he—
xano (2:1) para obtener un 70% de rendimiento de un sélido
blanco con un ligero tono oliva (1,85 g, 94% de pureza}por
HPLC) .

'H NMR (CDCl,, 400 MHz): & 8,69 (s, 1H); 8,13 (d, J = 9,2{Hz,
1H); 7,50-7,44 (m, 2H); 7,17 (dd, J = 9,2, 2,2 Hz, 1H); 7,04
(d, J = 6,4 Hz, 1H); 5,60-5,56 (m, 1H); 5,52 (dd, J = 9,2 Hz,
1H); 5,25 (dd, 0 = 9,2 Hz, 1H); 4,59 (d, J = 11 Hz, 1lH); %,44
(dd, § = 9,2 Hz, 1H); 4,05-3,98 (m, 1H); 3,94 (s, 3H); 3{92
(s, 3H); 3,89-3,82 (m, 1H); 3,55 (s, 3H); 2,64-2,53 (m, lﬁ);
2,46 (d, § = 7,3 Hz, 1H); 2,40-2,31 (m, 1lH); 2,21 (dd, U=
8,9 Hz, 1H); 1,78-1,65 (m, 2H); 1,55 (dd, J = 4,8 Hz, 1lH);
1,485 (dd, J = 4,8 Hz, 1H); 1,41-1,30 (m, 7H); 1,16 (s, 9H).
MS; es*: 795,4 (M+H)'. |

}

|

EJEMPLO 25. ‘
!

Sintesis de los compuestos 202 y 203 (Tabla 2).
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compuesto 202 \

A, El compuesto de dieno 2le (0,130 g, 0,205 mmolesﬁ fue
ciclizado usando cantidades cataliticas de dicloruro de'bis-
(triciclohexilfosfina)bencilideno rutenio IV (catalizadér de
Grubb, supra) (52 mg, 0,064 mmoles) en CH,Cl, (60 mL) bajo
reflujo durante 2 h, para dar, después de cromatografi% en
gel de silice (50 mL, 3% de EtOH/EtOAc), el compuesto! 25a
(60,1 mg, rendimiento 48%). . a

'H NMR (CDCl;, 400 MHz): & 1,22-1,30 (m, 2H); 1,35 (s, 9H);
1,44-2,35 (m, 13H); 3,07-3,14 y 3,16-3,24 (2m, 1H, rotém%ros
en relacidn 1:2); 3,69 (s, 3H); 3,96-4,04 (m, 1H); 4,42-4,50
(m, 1H); 4,95-5,04 (m, 1H); 5,05-5,15 (m, 1H); 5,20-5,30}(m,
1H); 5,55-5,65 (m, 1H); 6,75-6,79 (2d, J = 5,4 Hz, |1H,
rotdmeros en relacién 1:3); 7,36 (s, 1H); 7,46-7,50 (m, fH);
8,03 (d, § = 8,3 Hz, 1H); 8,13 y 8,17 (2d, J =8,0 Hz, t_\lH,
rotédmeros en relacién 1:3); 8,77 (d, J = 5,1 Hz, 1H). i

B. El resto éster del compuesto macrociclico 25a (0,0156‘g,
0,026 mmoles) se hidrolizé con LiOH-H,0 (8,7 mg, 0,206 mio-
les) en THF/MeOH/H,0 (4 mL/2 mL/2 mL). El producto crudo fue

purificado mediante HPLC en fase inversa Cl18 en una columna

(
!
!

|
|

|

S Y - | |
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Whatman (Partisil 10,0DS3) 50/2,4 cm usando un gradiehte de
disolvente de 5% de CH;CN acuoso a 100% de CH,CN, para o?tener
el compuesto puro 202 en forma de sélido blanco amorfo;(ll,8
ng) .
'H NMR (DMSO, 400 MHz): & 1,12 (s, 9H); 1,20-1,24 (m, 2H);
1,32-1,40 (m, 3H); 1,58-1,62 (m, 2H); 1,68-1,78 (mq 3H) ;
1,95-2,02 (m, 1H); 2,08-2,18 (m, 2H); 2,41-2,59 (m, 2H);
3,97-4,00 (bd, J = 9,8 Hz, 2H); 4,47 (t, J = 8,6 Hz, 1H)
4,58 (d, J = 11,8 Hz, 1H); 5,22-5,29 (m, 1H); 5,46—5,%4 (m,
1H); 5,66 (s, 1H); 7,12 (d, J =6,0 Hz, 1H); 7,49 (d, J;= 3,5
Hz, 1H); 7,68 (dd, J = 7,3 Hz, 1H); 7,98 (dd, J = 7,0 Hz,
1H); 8,08 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 8,21 (s, 1H); 8,35 (d, J = 8,3
Hz, 1H); 9,08 (d, J = 5 Hz, 1lH). |
C: El compuesto macrociclico 25a (20 mg, 0,033 mmoles) en

’

CH,Cl, seco (1 mL) se agitd en presencia de HCl 4M/diox%no (5

mL) durante 1 h. La mezcla se evapord y se secd cuidadosamen-

te. El residuo se redisolvid en CH,Cl,/DMF (3 mL/l mL)|y se

traté con NMM (14,5 pL, 0,132 mmoles) y anhidrido acético

(7,0 nL, 0,073 mmoles) y se agitd a temperatura ambiente
durante 14 h. La mezcla se evapord y se secd en alto vacio.
El residuo se disolvié después en una mezcla de THF/MeOH/H,0
(4 mL/ 2 mL/2 mL) y se agitd durante la noche con LiOH-2H,0
(11 mg, 0,264 mmoles). El residuo aislado después de acigifi—

car a pH = 3 con HCl 1N enfriado en hielo fue purificado .

mediante HPLC en fase uinversa Cl8 usando un gradiente de
disolvente de 0-40% de CH,CN acuoso (0,06% de TFA) con el fin
de aislar el compuesto puro 203 como un sélido blanco aTorfo
(12 mg) .

'H NMR (tampén de Na,PO, 50 mM, pH=6,0, 600 MHz): & 1,22%1,27

(m, 2H); 1,38-1,43 (m, 2H); 1,58-1,64 (m, 2H); 1,67-1,76 (m,
2H); 1,77-1,84 (m, 1H); 1,92-1,99 (m, 1H); 2,22-2,08 (m, 1H);
2,12-2,27 (m, 1H); 2,22-2,27 (m, 1H); 2,60-2,67 (m, 1H, | Pro-
p'); 2,83-2,89 (m, 1H, Pro-P); 4,32 (dd, J = 12,1 y 3,5 Hz,
1H, Pro-8'); 4,41 (dd, J = 12,1 y 7,3 Hz, 1H); 4,56 (b'd, J
= 8,0 Hz, 1H, Pro-8); 4,62 (dd, J = 8,9 Hz, 1H, Pro-a); 5,40-
5,46 (m, 1H); 5,55-5,61 (m, 1H); 5,73 (b s, 1H, Pro-y);|7,41

o
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(d, § = 6,3 Hz, 1H); 7,64 (b s, 1H, Acc-NH); 7,80 (dd, J =
7,9 Hz, 1H); 8,03 (dd, J = 8,0, 1H); 8,07 (d, J = 9!*:5 Hz,
) 1H); 8.16 (d, J = 7 Hz, 1H, AcNH); 8,36 (d, J = 8,3 Hz, 1H);
8,90 (d, J = 6,0 Hz, 1H). |
5 !
EJEMPLO 26. ?
;
Sintesis del compuesto 508 (Tabla 5). |
10 .. CH,0 Ny
OH A 4 OoH P . !
ozg o DCH0,CCH), O S : o
o ——— st HCb =
BocHN \/(NH,‘, %;b;:} o, BocHN \-ictz gl(N . ~OMe
: 26a 26b H X
P )
37 ]_5
CH,0 O CH,0
O p
20 BH S(CH“
26b + 26¢ —-HATU OMe ) N—f OMe
DIPEA NaOH, H, o o X
BocHN \__NHCbz BocHN” \_nHcez o
26d , 26e
25 - -Martin
D[ Podastion
CH,0
CH,0 Ng O CH,0 Ny O O 2
O F O Z
30 = 1)Aczo E ol
N BINEA ()\/ £"OMe H,, Pd(OH)z Oi
o H
.‘..(/N 2) LioH '{ o COH BocHN” \__nHebi °
BocHN o BocHN : ’
cpd #508 H,C 2ot
35 A. Una solucién de L-glutamina protegida con Boc 26a |(4,93

g, 20 mmoles) y diacetato de yodobenceno (7,73 g, 24 mmoles,

;
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1,2 eq.) en EtOAc/CH,CN/H,0 (2:2:1; 60 mL) se agitdé a 16°C
durante 1 h y a 20°C durante 3 h. La mezcla de reaccidén se
diluyé después con H,0 (20 mL), los disolventes EtOAc y CH,CN
se eliminaron bajo vacio, y la mezcla acuosa restante ge ex-
trajo con dietil-éter (3 x 50 mL) y EtOAc (50 mL) con él fin
de eliminar la mayor parte de las impurezas. La capa acuosa
(que contenia el producto intermedio de amina) se concentrd
después a sequedad, el material restante se redisol%ié‘en
Na,C0; al 10% (30 mL), se enfribé a 0°C en un bafio de hielo y
se afiadid lentamente una solucién de cloroformiato de b§ncilo
(3,3 mL, 20,4 mmoles, 1,02 eq.), dioxano (40 mL) (aper. 10
minutos). La mezcla de reaccidén se agitdé a 0°C durante|l h y
a temperatura ambiente durante 2 h. Después se dilqyé la
mezcla con H,0 (50 mL), se extrajo con dietil-éter; frio
(aprox. 5°C) (3 x 50 mL), se acidificd con HCl 4M a pH|= 3-4
y se extrajo con EtOAc (3 x 50 mL). Las capas orgénicas

reunidas se secaron sobre MgSO, anhidro y se evapora&on a
sequedad bajo vacio. El material crudo se purificd me‘iante
cromatografia en columna répida, usando EtOAc/hexand/AcOH
(7:2,9:0,1) para obtener el compuesto 26b con un 4%% de
rendimiento global (3,04 g).

B. El producto intermedio de dipéptido 26c (250 mg,, 0,41

mmoles), compuesto 26b (171 mg, 0,49 mmoles, 1,2 eq.) % HATU
(185 mg, 0,49 mmoles, 1,2 eq.) se disolvieron en CH,Cl, (6 mL)
y se anadidé DIPEA (0,29 mL, 1,62 mmoles, 4 eq.). La mezcla de
reaccién se agitd a temperatura ambiente durante 14 h,' des-
pués se evapord bajo vacio el CH,Cl, y el material crudo se
redisolvié en EtOAc. La solucién en EtOAc se lavd con
solucién acuosa de NaHCO, al 5% y con salmuera, se secd Fobre
MgSO, anhidro y se evapordé a sequedad. El compuesto 26d fue
obtenido después de purificar el material crudo mediante
cromatografia en columna répida, usando EtOAc/hexano k4:l)
como eluyente, con un 98% de rendimiento (338 mg). |

C. Una solucién de compuesto 26d (335 mg, 0,394 mmoles) en
THF (5 mL) se enfrié a 0°C y se afiadié una solucién de BH, en
sulfuro de dimetilo (0,12 nL de solucién 10M, 1,2 mmol?s, 3

1

§F—
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eq.). La mezcla de reaccién se dejd calentar a tempeiatura
ambiente y se agitdé durante 1 h. Después se enfrid de! nuevo
a 0°C antes de afiadir lentamente una solucién acuosa de NaOH
(0,8 mL de solucién 2,5 M, 1,97 mmoles, 5 eq.) a lo la%go de

un periodo de 15 minutos, sequido por la adicién lenta

(aprox. 15 minutos) de una solucién acuosa de H,0, (0,8 mL de
una solucidén 8,8 M, 6,9 mmoles, 17,5 eq.). La mezéla de
reaccibén se dejdé calentar a temperatura ambiente y se‘agité
durante 1 h. Después de ese tiempo, la mezcla de reaccidn se
acidificé a pH aprox. 4 con el fin de apagar el BH, en, exce-
so, después se afnadidé solucidn acuosa de NaHCO, para ajustar
el pH en aprox. 9-10, se elimind el THF bajo vacio, y el
material crudo se repartid entre H,0 y EtOAc. La capa acuopsa
se volvidé a extraer con EtOAc, las capas orgdnicas reunidas
se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSO, anhidré y se
evaporaron a sequedad bajo vacio. El material crudo se}puri—
ficd mediante cromatografia en columna rapida usando QtOAc/
hexano/NH,0OH (8:2:0,5) como eluyente, para obtener compuesto
puro 26e con un rendimiento del 57% (192 mg).

D. A una solucién de compuesto 26e en CH,Cl, (8 mi) se
afiadi6é peryodinato de Dess-Martin (195 mg, 97%, 0,33 mﬁoles,
1,5 eq.) y la mezcla de reaccién se agitd a temperatura
ambiente durante 1,5 h, La reaccidén se apagd aﬁadiendo}solu—
cién acuosa de Na,S5,0, (3 mL de solucién al 5%), después se
aiadi6é solucién acuosa saturada de NaHCO, (5 mL) y la mpzcla

gy

se agitd a temperatura ambiente durante 15 minutos. Finalmen-

te, la mezcla de reaccién cruda se extrajo con EtOAc, la capa
organica se lavdé con solucién acuosa de NaHCO, al 5% yisal—
muera, se sec6d sobre MgSO, anhidro y se evapord bajo vacio
para dar 188 mg de aldehido 28f que se usd en la siguiente
etapa sin mas purificacién. |

E. Una solucién de compuesto 26f (188 mg, 0,22 mmoles),
CH;CO,H (38 pL) y Pd(OH), (25 mg) en etanol (5 mL) se agité a
temperatura ambiente bajo H, a presién atmosférica durante 16
h. Después de ese periodo se afiadieron al matraz mis H, gas,
Pd(OH), (180 mg) y CH,CO,H (154 ulL) y se siguié agitandé du-

[
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-rante 24 h mds. Después se filtr6é la mezcla y el disoivente

se evapord a sequedad, y el producto macrociclico cr?do se

purificé mediante cromatografia en columna répida usando

CHC1,/MeOH/AcOH (10:2:1) para obtener el compuesto 26g Eon un
rendimiento de aprox. 30% (48 mg).

DIPEA
(27 pL, 0,155 mmoles, 5 eqg.) y anhidrido acético (8W7 nL,
0,093 mmoles, 3 eq.) en CH,Cl, (5 mL) se agitd a temperatura
ambiente durante 16 h. El CH,Cl, se elimindé después bajo va-
cio, se afiadié una mezcla de THF/MeOH/H,0 (2:2:1,5 ﬁL) y
LiOH-2H,0 (13 mg, 0,31 mmoles, 10 eq.), y se dejdé que t#viese
lugar la reaccién de hidrdlisis durante 68 h a tempeﬁatura

F. Una mezcla de compuesto 26g (22 mg, 0,031 mmoles),

ambiente y 2 h a 50°C. Después se acidificé la mezcga de
reaccién (pH aprox. 4) y se purificoé mediante HPLC en fase
inversa para obtener el compuesto final 508 (aprox. 6 ng,
aprox. 26% de rendimiento para las 2 uUltimas etapas).

'H NMR (DMSO, 400 MHz) de 508 (mezcla de rotameros confifmada
por datos de COSY, TOCSY y ROESY NMR): & 1,18 (s, 9H): 9,09—
1,85 (m solap., 11H); 1,95 (s, 3H); 2,30 (m, 1H); 2,63 (m,
1H); 3,18-4,14 (m solap., 6H); 3,96 (s, 3H); 4,44 (m,!1H);
4,62 y 4,69 (2d, J = 11,8 Hz, 1H, rotémeros); 5,82 (b s,| 1H);
7,20 (m, 2H); 7,53 (b's, 1H); 7,67 (b s, 4H); 8,19 (b s, 3H);
8,61 (s, 1H).

EJEMPLO 27.

?
Sintesis del producto intermedio macrociclico saturado (27a).

|
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OH
o gfzwn o) 1
~
BocHN—j-: L_\S\Ek © ’
Z
23b A. EOAc |
: OH OH
H,, Rh 5%/alumina Q{
o} H
N N
BxHN—Zj %
% O
27a 27b
B.
OH
LR i
O/
BocHN—.,, I
|
— 27a 27¢ *
A. El producto intermedio macrociclico insaturado 23b’(3,50

g, 7,30 mmoles) se disolvid en EtOAc (30 mL) y se aﬁaqieron
700 mg (20% p/p) de Rh al 5% sobre allmina. La mezcla se
agitdé bajo gas H, a presidén atmosférica y a temper%tura
ambiente durante 1,5 h. Después de ese tiempo, el andlisis
por HPLC confirmé la completa conversidén del material de par-
tida en dos productos, el producto deseado 27a y un progucto
minoritario (8% de la masa total) que fue identificadd méas
tarde como el compuesto 27b formado a partir de la apeftura
del anillo de ciclopropano. La mezcla de reaccidén se filtrd
y se concentrd para dar unsbélido de color verde claro (3,47
g) . E1l s6lido se evapord conjuntamente dos veces con Etoh pa-

en la etapa siguiente). La separacién de compuesto 27a del
27b por cromatografia mostrd ser muy dificil, por lo qde se
idedé un método alternativo basado en las velocidades rqlati

vas de hidrélisis de sus correspondientes restos éster me-
tilico. !

‘ra eliminar todo el EtOAc (la presencia de EtOAc interfiere
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B. La mezcla cruda de compuestos 27a y 27b (3,47 |g) se

disolvié en THF:MeOH (1:1,20 mlL), se afiadié una so;ucién

acuosa de LiOH-OH (24 mg en 5 mL de H,0, 8% eq.) y la ?ezcla

de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 16 h (la

hidr6lisis completa del producto secundario 27b para dar su
acido correspondiente 27c¢ fue confirmada por HPLC). La mezcla
de reaccién se concentrd bajo vacio para eliminar la mayor
parte del THF y el MeOH y se repartid entre H,0 (100 mL) vy
EtOAc (300 mL). La capa orgédnica se lavd con NaOH 0,5 N (3 x
100 mL), salmuera (100 mL), solucién acuosa de acido citrico
al 10% (2 x 100 mL), y salmuera (100 mL), se secd sobre MgSoO,
anhidro, se filtré y se concentrdé a sequedad. El producto
deseado 27a se obtuvo con una pureza elevada (mayor dél 90%
por HPLC) en forma de una espuma de color verde claro|y con
un 93% de rendimiento global (3,28 g) para las dos etépas.
'H NMR (CDCl,;, 400 MHz): & 1,1-1,38 (m, 13H); 1,42 (s, 9H);
1,51-1,57 (m, 1H); 1,63-1,67 (dd, J = 8,0 y 5,1 Hz, 1H);
1,81-1,87 (m, 1H); 1,92-1,99 (m, 1H); 2,02-2,08 (m, 1H); 2,62
(d, J = 14 Hz, 1H); 3,4 (d, J = 8,3, 1H); 3,65 (s, 3H)% 4,01
(dd, d=10,8 yv 4,1 Hz, 1H); 4,42-4,48 (m, 1H):; 4,51-4,55 (m,
1H); 4,87 (d, J=8,6 Hz, 1H); 5,14 (d, J = 8,6 Hz, 1H)} 7,97
(br s, 1H). :

i
EJEMPLO 28.

Sintesis del compuesto n° 741 (Tabla 7).

IN\ N H

7 1) DIAD (2 eq.),
- Ph.P (2 eq),
8 2) LioH

cpd # 741
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El derivado de quinoleina 8f fue unido al comPuesto
macrociclico preformado 23b mediante una reaccién de Mitsuno-

bu. El derivado de quinoleina 8f (30 mg, 0,095 mmol(ies) se

disolvi6é en THF y después se afladieron el macrociclo 23b

(45,6 mg, 1 eq.) y PPhy; (49,8 mg, 2 eq.). La mezcla resultan-
te se enfrié a 0°C. Después se afladibé gota a gota DIAD (37,4
pL, 2 eq.). La solucién se agité durante 1 hora a}O°C y
después se agitdé durante la noche a temperatura amb;ente.
Después se diluydé la mezcla con EtOAc (15 mL), se lavd con
una solucién saturada de NaHCO, (15 mL) vy despué§ con
salmuera. La solucién se secé con MgSO,, se filtrdé y se
concentré bajo vacio. Se obtuvieron 202 mg de un ;ceite
amarillo. El producto se purificé mediante cromatografia
rapida sobre gel de silice (100% de EtOAc). El pré)ducto
contenia aun subproductos de DIAD después de la purificécién.
El producto resultante que se obtuvo contenia 55% p/p del
producto deseado, por lo que el rendimiento se declard el
62%.

El producto intermedio de éster (46 mg, 0,06 mmoles) se
disolvidé en una mezcla de THF/MeOH/H,0 (relacién 2:1i:1, 2
mL), se afiadié LiOH-H,0 (20 mg, 0,48 mmoles) y la solucidn se

agitdé a temperatura ambiente. Después de un periodo de|l6 h,
el analisis de la mezcla de reaccién por HPLC indicd que la
hidrbélisis era completa. Los disolventes orgé&nicos s% eli-
minaron bajo vacio y el material crudo resultante disuelto en
DMSO se purific6é mediante HPLC en fase inversa C18 para dar
el inhibidor puro 741. |

'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢): & 8,67 (s, 1H); 8,29-8,14 (m, 2H);
8,08-7,97 (m, 1H); 7,91-7,78 (m, 1H); 7,74'(s, 1H) ; 7,31;7,20

(m, 1H); 7,10 (4, J = 5,7 Hz, 1H); 5,82-5,71 (m, 1H); 5,58~

5,47 (m, 1H); 5,32-5,23 (m, 1H); 4,74-4,64 (m, 1H); 4,55-4,47
(m, 2H); 4,23-4,06 (m, 1H); 4,04-3,94 (m, 1H); 3,97 (s, 3H);
3,92-3,85 (m, 1H); 2,70-2,55 (m, 2H):; 2,53-2,36 (m,| 2H);
2,20-2,09 (m, 1H); 1,80-1,62 (m, 2H); 1,56-1,43 (m, 2H);
1,42-1,29 (m, 6H); 1,27 (d, J = 3,2 Hz, 3H); 1,25 (d, J= 2,9

Hz, 3H); 1,12 (s, 9H).
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MS: 763,1 (M+1), 761,1 (M-1).

EJEMPLO 29.

Sintesis de compuesto 205 (Tabla 2).

CO,CH,

0., H
N .
N - 5
oj o) ,
",

BocHN

(25a) comp . 705

A una solucién del compuesto macrociclico 25a (2:1 ng, :
0,035 mmoles) en t-butanol/H,0) (1,5 mL/1,5 mL) a 09C, se
afladié una solucién de 0s0O, en t-butanol (0,36 mL de 35% p/v,?
0,035 mmoles) y la mezcla se agité a temperatura amlf)iente'
durante 1 h. La mezcla se diluydé con EtOAc (20 mLﬂ y la

solucidén organica se lavé con NaHCO, al 5% (2 x lO%mL) y
salmuera (2 x 10 mL), se secd y se evapord a sequedéd. El
compuesto crudo se recogié en THF/MeOH/H,0 (3 mL/1,5 éL/l,S'
ml) y se agitd en presencia de LiOH'H,0 (13 mg, 0,28 nuﬁoles);
durante 16 h. La mezcla se acidificdé a pH 4 con HCﬁ 0, 5N
enfriado con hielo, se evaporé y se purificéd mediante HéLC en
fase inversa C18 usando un gradiente de disolvente @e Hgi
(0,06% de TFA) a 40% de CH,CN acuoso (0,06% de TFA). El diol
syn 205 fue aislado con alta pureza en forma de un %élidob

blanco amorfo. i
|

Compuesto n° 205: 'H NMR (DMSO, 400 MHz): & 1,01 (s, 9H);:
1,06-1,30 (m, 9H); 1,48-1,68 (m, 3H); 1,78-1,88 (m, 1H); 2,2-
2,5 (2m, 2H); 3,78-3,82 (m, 1H); 3,86-3,90 (m, 1H); 4,39 (t,
J =8,9 Hz, 1H); 4,61 (d, J = 11,4 Hz, 1H); 5,60 (b g, 1H,
Pro-y); 7,03 (d, J = 6,0 Hz, 1H); 7,40 (b s, 1H); 7,58-7,62
(m, 1H); 7,87-7,91 (m, 1H); 8,00 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 8,24

o H
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(d, J = 8,6 Hz, 1H); 8,60 (s, 1H); 8,99 (b s, 1H).
EMS (modo de ionizacidén negativa): m/z 625 (M-H)".

EJEMPLO 30.

Sintesis de los compuestos 214 y 218 (Tabla 2).

!
BOcHN__ CO,CH, N |

+ @
7O A. 0. CO,CH
oo, 0 ,IE>\"/NH ?
Y, N e l/ l
l o} 9 :
30a 16d BocHN” ™ 20 |
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A. - Una solucién del éster ceto-nonenoato 16d (0,180 g,20,6
mmoles) en MeOH/H,0 (5 mL/2 mL) se agitd a temperatura am-
biente en presencia de LiOH-H,0 (50 mg, 1,2 mmoles) durante
1 h. La solucién se acidificé a pH 6 con HC1l 0,5N enfr%ado
con hielo y se evaporé la mayor parte del MeOH. Después se
disolvié el residuo en EtOAc (30 mL) y la solucién se lavéd
con HCl1 0,5N enfriado con hielo (10 mnL), se tratd icon
salmuera (10 mL), se secd y se evapord. Después se redisolvid
el residuo crudo en CH,Cl, (10 mL) y se hizo reaccionar con
el fragmento P1-P2 30a (0,337 g, 0,6 mmoles) en presenciagde
HATU (233 mg, 0,612 mmoles) y DIPEA (420 pL, 2,4 mmoles) du-
rante un periodo de 16 h a temperatura ambiente. La mezclalde
reaccién se cromatografidé sobre gel de silice usando EtOAc/
hexano (1/1) como eluyente para aislar el compuesto puro 30b
(0,370 g, 83% de rendimiento, pureza superior al 95% por
HPLC) . |

'H NMR (CDCl,, 400 MHz): & 1,41 (s, 9H); 1,58-1,62 (m, 1H);
1,58-1,62 (m, 1H); 1,73-1,77 (m, 1H); 1,86-1,91 (m, 1H); 2*16
(dd, J = 17,8 y 8,6 Hz, 1H); 2,26 - 2,43 (2m, 2H); 2,46-2,58
(m, 2H); 2,64-2,81 (m, 1H); 2,85-2,92 y 2,95-3,03 (2m, 1';{,
rotdmeros en relacién 1:3); 3,67 (s, 3H); 3,95 (s, 3H); 4,10-
4,18 (m, 1H); 4,20-4,30 (m, 1H); 4,40-4,55 (m, 1H); 4,80—4,?8
(m, 1H); 4,92-5,10 (m, 2H); 5,14 (dd, J=10,2 y 1,6 Hz, 1H);
5,24-5,38 (m, 4H); 5,42-5,54 (m, 1H); 5,68-5,86 (m, 2H);
7,04-7,14 (m, 2H); 7,42-7,64 (m, 5H); 7,92-8,12 (m, 3H). !

B. El dieno 30b (0,370 g, 0,49 mmoles) fue ciclizado en
presencia del catalizador bis(triciclohexilfosfina) bencilﬂ—
deno rutenio IV dicloruro (0,125 mg, 0,15 mmoles) en CHZCJZ.2
(destilado en CaH, y desgasificado con argén durante 30 minu-
tos) durante un periodo de 2 h a reflujo. El compuesto se
obtuvo en forma de una mezcla de estereoisémeros (30c y 30@
en relacién 1:1) después de cromatografia en columna rapida
en gel de silice usando EtOAc/hexano (3/1) con un rendimienté
del 35% (0,124 g). |
'H NMR de la mezcla de 30c y 30d (CDCl,, 400 MHz): & 1,44 (s,

4H); 1,37 (s, 4H); 1,60 (m, 2H); 1,83 (m, 0,5H); 2,01 (m%

)
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1H); 2,09 (m, 1H); 2,42 (m, S5H); 2,73 (m, 2H); 3,26 (m,
0,5H); 3,69 (s, 1,5H); 3,76 (s, 1,5H); 3,96 (3, 3H); 4,10| (m,
1H); 4,24 (m, 0,5H); 4,10 (m, 0,5H); 4,58 (m, 1H); 4,73} (m,
1H); 4,89 (m, 0,5H); 4,97 (m, 05H); 5,30 (m, 0,5H), 5,44 (m,
2H); 5,64 (m, 1H); 7,1-7,0 (m, 3H); 7,47 (m, 4H); 8,08-798
(m, 3H). E
C,D. Se 1levd a cabo la hidrélisis de los ésteres metilfcos
30c y 30d (24 mg, 0,033 mmoles) en THF/MeOH/H,0 (1 mL/b,S
mL/0,5 mL) con LiOH-H,0 (11 mg, 0,246 mmoles) durante un %e—
riodo de 16 h a temperatura ambiente. Al cabo de ese tiemﬁo,
la mezcla de reaccién se acidificé a pH 4-5 y se cromatogra
fi6 en una columna de HPLC de fase inversa Cl8 usandoiun
gradiente de disolvente de H,0 (0,06% de TFA) a solucién
acuosa al 50% de CH,CN (0,06% de TFA). Los compuestos deséa—
dos 214 y 218 fueron aislados de la mezcla de los dos cdm—
puestos con alta pureza (94% de pureza por HPLC) con un 1?%
de rendimiento (3 mg). |
Compuesto 214: 'H NMR (DMSO, 400 MHz): & 1,15 (s, 9H); l,4é—
1,54 (m, 2H); 1,65-1,74 (m, 1H); 1,77-1,85 (m, 1H); 2,12-2,25
(m, 4H); 2,27-2,34 (m, 1H); 2,61-2,68 (m, 1H); 2,87 (b t,iJ
= 11,5 Hz, 1H); 3,92 (dd, J =9,2 y 1,5 Hz, 1H, Pro-68); 3,97
(s, 3H, -OCH,); 4,14-4,20 (m, 1H); 4,52 (t, J = 7,8 Hz, 1H,
Pro-a); 4,66 (d, J = 11,8, 1H, Pro-8); 5,45 (t, J = 9,9 HZ,
1H); 5,51-5,58 (m, 1H); 5,82 (b s, 1H, Pro-y); 7,09 (d, J %
6,0 Hz, 1H, BocNH); 7,26 (b's, 1H); 7,53 (s, 1H); 7,67 (b s
3H); 8,16 (d, J = 2 Hz, 1H); 8,18 (s, 1H); 8,83 (s, 1H, ACCA-
NH) . ;
Compuesto 218: 'H NMR (DMSO, 400 MHz): & 1,06-1,10 (m, 1H);
1,18 (s, 9H); 1,52-1,55 (m, 1H); 1,62-1,80 (m, 1H); 2,10-2,68
(solap., 9H); 3,90 (b d, J = 8,3 Hz, 1H); 3,96 (s, 3H, OCH,)
4,20-4,27 (m, 1H); 4,58-4,63 (m, 1H, Pro-8); 4,66 (dd, J %
8,3 Hz, 1H, Pro-a); 4,88 (dd, J = 10,2 Hz, 1H); 5,18-5,26 (m,’
1H); 5,73-5,79 (m, 1H, Pro-y); 7,01 (d, J = 6,4 Hz, 1H); 7,23
(b s, 1H); 7,50 (b s, 1H); 7,66 (b s, 3H); 8,20 (b s, 2H);|
8,53 (s, 1H).
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EJEMPLO 31.

?
Sintesis del compuesto 209 (Tabla 2).

w
!

}

I

q

t

compuesto 209 31c t
!

i
A. El dieno 3la (249 mg, 0,330 mmoles) se disolvié en 30 ﬁL
de CH,Cl, anhidro y la solucién fue desgasificada con argén
durante 15 minutos. El catalizador dicloruro de bls(tr1c1—

clohexilfosfina) bencilideno rutenio IV (82 mg, 0,100 mmoles)

se disolvidé en 3 mL de CH,Cl, anhidro y desgasificado, y ge

ariadié a la solucién de dieno. La mezcla de reaccién se caL
lenté a reflujo durante 2 h bajo N,. La solucién se concentré

y se purificé mediante cromatografia en columna rapida para

obtener el compuesto 31b en forma de im sélido de color pardo
con un rendimiento del 71%

(171 mg) .
'H NMR (CDCl1,, 400 MHz): & 1,22-1,44 (m, 10H); 1,42 (s, 9H)A
1,66-1,74 (m, 1H); 1,87-1,97 (m, 2H); 2,13-2,28 (m, 3H)ﬂ

2,32-2,39 (m, 1H); 3,08-3,16 (m, 1H)

; 3,41 (s, 3H); 4,07-4,22
(m, 3H); 4,28-4,34 (m, 1H)

!
; 4,58-4,64 (m, 1H); 4,95~-4,99 (m,.

|
%

!

)

[

)

!

(

l
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1H); 5,22-5,29 (m, 2H); 5,38-5,43 (m, 1H); 5,48-5,56 (m, (1H);
7,00-7,12 (m, 3H); 7,43-7,55 (m, 4H); 7.97-8,11 (m, 3H),
ES(+) MS: m/z 727,4 (M+H)". l
B. El compuesto 31b (0,117 mmoles) se agitd en una soluLién
de HC1 (1 mL de solucién 4N en dioxano) durante 30 minut&s %
se concentrd a sequedad. El sélido se recogid en CH,Cl, (2'mL)
y se afladieron sucesivamente Et,N (82 uL, 0,585 mmoles) y t-
butil-isocianato (35 mg, 0,351 mmoles). Después de agitér a
temperatuta ambiente durante 20 h, la mezcla se concentrd a
sequedad y el compuesto crudo 3lc se usd en la etapa deghi—
dr6élisis final sin mas purificacién. %
D. El compuesto 3lc (85 mg, 0,117 mmoles) se disolvié| en
THF/MeOH/H,0 (2 mL/l mL(l mL), se afadié LiOH'H,0 (39 ng,
0,936 mmoles), y la solucién se agitd durante 20 h a tempera—
tura ambiente. Después de ese tiempo, se afiadid acido acético
(1 mL) y la solucién se concentrd para eliminar el MeOH y|el
THF. El compuesto puro 209 fue aislado después de purificar
elproducto crudo mediante HPLC en fase inversa C18 (35 ﬁg,
aprox. 31% de rendimiento).
'H NMR (DMSO, 400 MHz): & 1,04 (s, 9H); 1,15-1,24 (m, 2H);
1,30-1,40 (m, SH); 1,44-1,51 (m, 2H); 1,54-1,68 (m, L1H);
1,75-1,88 (m, 1H); 2,18 (dd, J = 17,2 y 8,5 Hz, 1H); 2,3&—
2,45 (m, 1H, Pro-f); 2,54-2,62 (m, 1H); 2,65-2,68 (m, 1H,
Pro-B); 3,91 (dd, J = 11,1 vy 3,5, 1H, Pro-8); 3,96 (s, 3H,!-
OCH,); 4,17-4,23 (m, 1H); 4,47 (dd, J = 8,6, 1H, Pro-a); 4,67
(b d, J=7,9 He, 1H, Pro-8); 5,30 (dd, J = 9,5 Hz, 1H); 5,52
(bdd, J =19 y 8,3, 1H); 5,68 (s, 1H); 5,78 (b s, 1lH, Pro-
Y); 5,94 (b's, 1H); 7,21 (b's, 1H); 7,51 (b s, 1H), 7,66 (b
s, 4H); 8,19 (s, 2H); 8,40 (d, J = 7 Hz, 1lH); 8,61 (s, 1H,
ACCA-NH) .

ES(+) MS: m/z 698,3 (M+H)"*.

EJEMPLO 32.

Sintesis de los compuestos n° 404 y n° 407 (Tabla 4).



B

\
o}
P

=
) l
. ’ r
A 07/N N L
BocHN e ,/ o o ]‘
!
3 32b }
| |
l
9 |
/0 0 N\ /O N\ O B l’
15 - O ~ | '
? c ?
0 -—
° N N 9 N N
B HN*7/ s 7/ ” |
OCHNIr ',,O fo) BocHN#- V 0 o :
S § N }
20 ‘
t
cpd #407 cpd #404 !
|
A. El dieno 32a (84 mg, 0,11 mmoles) se disolvié en CH,CI,
anhidro (11 mL) y la solucién se desgasificé durante dn
periodo de 15 minutos con una circulacién de argén. El
25

catalizador de dicloruro de bis(triciclohexilfosfina) bencﬂ—
lideno rutenio IV (19 mg, 0,023 mmoles) se disolvid primerb
en 1 mL de CH,Cl, y después se pasd al matraz de reaccidn
mediante una cénula. La mezcla de reaccién se agitd duranté

2 h a reflujo. Después se eliminé el disolvente bajo vacio §

30 la mezcla de reaccién se purificé mediante cromatografia en
columna réapida en gel de silice, usando EtOAc/hexano (1:1i
como eluyente, para dar el compuesto macrociclico 32b en
forma de un aceite amarillo (33 mg, 41% de rendimiento). |
B. El producto intermedio éster 32b (33 mg, 0,045 mmolesﬁ

38

se disolvid en una mezcla de THF/MeOH/H,0 (relacién 2:1:1, 2
mL), se afdadié LiOH-H,0 (8 mg, 0,18 mmoles) y la solucién se:

}
!
i
!
i
»
{
i.
!
!
|
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agité a temperatura ambiente. Después de un periodo de 16 h,
el andlisis de la mezcla de reaccién mediante HPLC indicq que

la hidrélisis era incompleta. Entonces se afiadié una cantidad

adicional de LiOH-'H,0 (4 mg, 0,09 mmoles) y la solucidén se

agitd a temperatura ambiente durante un tiempo total de 36 h.
Finalmente, la solucidn se acidificd con una pequefia alicﬁota
de acido acético, los disolventes orgadnicos se eliminaron
bajo vacio y el material crudo que quedaba se purificéime—
diante HPLC en fase inversa Cl8 para dar inhibidor 404 pqro.
'H NMR (DMSO, 400 MHz): & 1,21 (d, J = 6 Hz, 3H, Me); %,36
(s, 9H, Boc); 1,1-1,4 (3m, 3H); 1,66 (m, 1H); 1,80 (m, IF);
2,10 (m, 2H); 2,57 (m, 2H); 3,90 (m, 4H); 4,47 (b d, J = 1?,7
Hz, 1H); 4,58 (b d, J = 7,3 Hz, 1H); 4,66 (dd, J = 8,0 ﬁz,
1H); 5,57 (m, 1H); 5,66 (m, 1H); 5,83 (b s, 1H); 6,18 (bd% J
= 6,9 Hz, 1H); 7,25 (b d, J = 7,3 Hz, 1H); 7,56 (b s, 1H) ;

H
7,70 (m, 4H); 8,22 (b d, J = 2,9 Hz, 2H); 8,29 (bs, J=9

, 2
Hz, 1H).
c. Se disolvidé inhibidor 404 (15 mg, 0,021 mmoles)

jen
etanol (2 ml) y se anadié Pd al 10%/C (2 mg). La mezcla;

se
agité bajo hidrégeno a temperatura ambiente durante 16 P.

Después de filtrar, la mezcla se purificdé mediante HPLC en
fase inversa Cl8 para dar el inhibidor 407 en forma de ﬁn
s6lido blanco (10 mg, 66% de rendimiento). g

'H NMR (DMSO, 400 MHz): & 1,04 (m, 1H); 1,17 (d, J = 6,0 Hz,
3H); 1,35 (s, 9H); 1,25-1,75 (m, 12H); 2,32-2,45 (m, 1H);
3,40-3,50 (m, 2H); 3,74-3,83 (m, 1H); 3,85-3,93 (m, 1H); 3,97
(s, 3H); 4,27-4,36 (dd, J = 21,1 vy 8,6 Hz, 1H); 4,54 (dd, 'J
= 7,95y 7,95 Hz, 1H); 5,64 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 5,82 (br s,
1H); 7,27-7,33 (m, 1H); 7,53-7,57 (b s, 1H); 7,60-7,74 (m,
4H); 8,13-8,27 (m, 3H); 8,30-8,35 (br s, 1H). !

f

EJEMPLO 33.

|

|

|

I

Sintesis del compuesto n° 824 (Tabla 8). {
|

I

!
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|
0,55 mmoles) se disolvidé én

|
CH,Cl, (100 mL) y la solucién fue desgasificada cuidadosamente

antes de afiadir una muestra de catalizador de Hoveyda (17 mé,
0,028 mmoles, 0,05 eq.).

A. El compuesto 33a (aprox.

Después se agitdé la solucién bajo
reflujo durante 5 h. La mezcla de reaccién se concentrd vy ée
purificé mediante cromatografia en columna rapida, usando &n
gradiente de disolvente de CH,Cl,/EtOAc (relacién de 3:2 ?
2:3), para dar el compuesto 33b con un 72% de rendimiento
(194 mg).

B.

f
A una solucién de compuesto 33b (70 mg, 0,142 mmoles))

4
se anadieron lentamente a lo largo de un periodo de 20 minu

L

!
tos 2-etoxi-4-hidroxi-7-metoxiquinoleina 3c (63 mg, 0,284
mmoles, 2 eq.) y Ph;P (186 mg, 0,71 mmoles, 5 eq.) en THF an-
hidro (15 mL) a 0°C, y DIAD (140 uL, 0,71 mmoles, 5 eq.). La"

mezcla de reaccién se dejdé calentar a temperatura ambiente y

!
!

/Of
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se agitd a esa temperatura durante 2,5 h. Subsiguientemeﬁte,
el THF fue evaporado bajo vacio y el producto crudo se pﬁri—
ficO mediante cromatografia en columna réapida, usando un
gradiente de disolvente de hexano/EtOAc (relacién de 7:3 a
5 1:1). El compuesto puro fue aislado con un rendimiento del
73% (72 mg).
C. El compuesto 33c (72 mg, 0,104 mmoles) se mezcld con
CH,Cl, (5 mL) y HCl1 4M en dioxano (5 mL), y la mezcla se dejoé
agitando a temperatura ambiente durante 1,5 h para segmentar
10 el grupo protector Boc y obtener la sal de HCl del compuegto
intermedio 33d. La mezcla de reaccién cruda se evapord a

sequedad bajo vacio, se secod bajo vacio para asegurar la eli-
minacién de todo el HCl y se usdé en la etapa siguiente qin
purificar.

15 D. A una solucién de ciclopentanol (29 pL, 0,32 mmoles) en
THEF (10 mL), se afiadidé gota a gota una solucién de fosgeno %n
tolueno (1,93 M, 274 pL, 0,528 mmoles) y la mezcla se agitd
a temperatura ambiente durante 2 h para formar el reactiéo
cloroformiato de ciclopentilo. Después de ese periodo, ée

20 elimindé aproximadamente la mitad del disolvente por evapor%—
cidn bajo vacio, la solucién de color amarillo claro restantk
se diluyé mediante la adicién de CH,Cl, (5 mL) y se volvid ?
concentrar a la mitad de su volumen original, con el fin d?
asequrar la eliminacién de todo el fosgeno en exceso. L%

25 anterior solucién del reactivo de cloroformiato de ciclopen-+
tilo se diluyé mds con THF (10 mL), se enfrié a 0°C y se
afiadié al compuesto sélido 33d (0,104 mmoles) a 0°C. Se
afiadié Et,N (75 pL, 0,534 mmoles, 5,2 eqg.) a la mezcla dé
reaccién y se siguié agitando a 0°C durante 1,5 h. Los disol—?

30 ventes se eliminaron bajo vacio y el material crudo se pu-,
rificé6 mediante cromatografia en columna rapida usando;
EtOAc/Hexano (1:1) como eluyente, para obtener el compuestoa
33e con rendimiento casi cuantitativo (75 ng) . '
E. La hidrolisis del éster metilico se logrd haciendo?

35 reaccionar el compuesto 33e (75 mg, 0,11 mmoles) con LiOH-Hg);
(35 mg, 0,84 mmoles, 8 eq.) en una mezcla de disolventes de '
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7,5 mL) a 50°C durante 2‘5 h.
la mezcla se acidificd a pH - 4,5
y los disolventes se evaporaron a sequedad bajo vacio

THF/MeOH/H,0 (relacién 2:2:1,

Al terminar la hidroélisis,

El
|
producto crudo se purificd mediante HPLC preparativa en fase

inversa C18, usando un gradiente de disolvente de H,0 a solu-
cidén acuosa de CH,CN al 58% (con 0,06% de TFA), para obténer
el inhibidor n° 824 en forma de un sélido amorfo de color
blanco (45 mg, 65% de rendimiento).

'H NMR de la sal Na' del n° 824 (DMSO, 400 MHz): & 0,88(d, J
= 6,7 Hz, 3H); 0,95-1,70 (resonancias solapadas, 17H); 1&37
(t, J = 7 Hz, 3H); 2,00-2,10 (m, 1H); 2,10-2,33 (m, 3H);
2,38-2,44 (m, 1H); 3,80-3,85 (m, 1H); 3,85 (s, 3H); 4,02—4%08
(m, 1H); 4,42 (q, J = 7 Hz, 2H), 4,35-4,44 (m, 1H); 4,50 gd,
J =10,8 Hz, 1H); 4,63 (b d, lH); 5,28 (dd, J = 9,5 Hz, 13);
5,38 (b's, 1H); 5,42-5,49 (m, 1H); 6,37 (s, 1H); 6,87 (ddﬁ Jd
=8,%9y 2,2 Hz, 1H); 7,07 (d, T = 2,2 Hz, 1H); 7,28 (d, J =
7,0 Hz, 1H); 7,90 (d, J = 8,9 Hz, 1H); 8,57 (s, 1H).

EJEMPLO 34.

Sintesis del compuesto n° 812 (Tabla 8).
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A. A una solucién del compuesto intermedio macrociclico 23b

(13,05 g, 27,2 mmoles, 1,0 eq.), Ph,P (14,28 g, 54,4 mmoles,
2,0

eq.) y 2-carboximetoxi-4-hidroxi-7-metoxiquinoleina !
(documentos WO 00/09543 y WO 00/09558)

35 1,05 eq.) en THF (450 mL) a 0°C,
54,6 mmoles, 2,0 eq.)

&—o

Q

o

...ZS:O
]

(6,67 g, 28,6 mmoles,
se afiadié DIAD (10,75 mL,
gota a gota durante un periodo de 15
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minutos. Después se retird el bafio de hielo y la mezcla de
reaccidén se agitd a temperatuta ambiente durante 3 h. Desbués
de la conversién completa del material de partida en los pro-
ductos, el disolvente se evapord bajo vacio, la mezcla %es—
tante se diluyd con EtOAc, se lavd con solucidn acuosa s%tu—
rada de NaHCO, (2x) y salmuera (lx), y la capa orgénic% se
secd sobre MgSO, anhidro, se filtré y se evapord a sequedad.
Se obtuvo el compuesto puro 34a después de cromatografia|ra-
pida; la columna se eluyé primero con hexano/EtOAc (50:50),
sequido por CHC1l,/EtOAc (95:5) para eliminar los subproductos
Ph;PO y DIAD, y la elucidén de la impurezas se controld me-
diante TLC. Finalmente, el producto 34a deseado se eluyéide
la columna con CHCL,/EtOAc (70:30). Normalmente, la etapaﬁde
cromatografia hubo de repetirse 2-3 veces antes de poder ser
aislado el compuesto 34a con pureza elevada en forma deiun
sblido blanco con un rendimiento global del 68% (12,8 |gq,
99,5% de pureza por HPLC).

B. A una solucidn del producto intermedio 34a protegido con
Boc (1,567 g) en CH,Cl, (15 mL), se afiadié HCl 4N en diox%no
(12 mL) y la mezcla de reaccidén se agitd a temperatura am-
biente durante 1 h (en caso de formarse un gel espeso en m%—
dio del periodo de reaccién, se afiaden 10 mL mas de CH;HQ?.
Al terminar la desproteccién, los disolventes se evaporaron
a sequedad para obtener un sélido amarillo y un materiél
similar a una pasta. La mezcla se redisolvidé en MeOH aprox%—
madamente al 5% en CH,Cl, y se volvid a evaporar a sequedad
bajo vacio para obtener el compuesto 34b en forma de u{n
s6lido amarillo, que se usdé en la etapa siguiente sin m%s
purificacién. *
C. A una solucién de ciclopentanol (614 pL, 6,76 mmoles) eh
THF (15 mL), se afiadidé gota a gota una solucién de fosgeno e?
tolueno (1,93 M, 5,96 mL, 11,502 mmoles) y la mezcla se agitd
a temperatura ambiente durante 2 h para formar el reactivé
cloroformiato de ciclopentilo (z). Al cabo de ese tiempo, s%
eliminé aproximadamente la mitad del disolvente mediante eva-
poracién bajo vacio, la solucién de color amarillo claro
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restante se diluyd mediante la adicidén de CH,Cl, (5 mL)iy se
concentrd a la mitad de su volumen original para asegur%r la
eliminacién de todo el fosgeno en exceso. La anterior solu-
cién de reactivo de cloroformiato de ciclopentilo se diluyd
mas con THF (15 mL) y se afiadié a la sal amina-2HC1 34br La
mezcla se enfrié a 0°C en un bafio de hielo, el pH se ajustd
a aproximadamente 8,5-9 mediante la adicién de Et,N (aﬁaaido
gota a gota) y la mezcla de reaccidén se agitd a 0°C durante
1 h. Después de ese periodo, la mezcla se diluydé con EtOAc,
se lavdé con agua (1lx), solucidn saturada de NaHCO, (2x),;}50
(2x) y salmuera (lx). La capa organica se secd sobre MgSO,
anhidro, se filtrd y se evapord bajo vacio para obtener:una
espuma de color amarillo-ambar. El compuesto 34c se obtuvé en
forma de una espuma blanca después de purificar mediante cro-
matografia en columna rapida (usando un gradiente de disbl—
vente de 30% de hexano a 20% hexano en EtOAc como eluyenFe)
con 80% de rendimiento (1,27 g) y una pureza superior al 93%.

D. El éster dimetilico 34c (1,17 g) se disolvid en #na
mezcla de THF/MeOH/H,0 (20 mL; relacién 2:1:1) y se afadid
una solucidén acuosa de NaOH (1,8 mL, 1IN, 1 eq.). La mezcla}de

reaccién se agitd a temperatura ambiente durante 1 h antes!de
ser evaporada a sequedad, para obtener la sal sédica 34d1en
forma de sb6lido blanco (aprox. 1,66 mmoles). E1 compuesto i4d
fue usado en la etapa siguiente sin purificar. ?

E. La sal sdédica cruda 34d (1, 66 mmoles) se disolvid en TﬁF
(17 mL), se afiadié Et;N, y la mezcla se enfrié a 0°C en Pn
bafio de hielo. Se afiadié gota a gota cloroformiato de isobu-
tilo (322 pL, 2,5 mmoles) y la mezcla se agitd a 0°C duran%e
75 minutos. Después de ese periodo se afiadié diazometano (15
mL) y se siguié agitando a 0°C durante 30 minutos y después
a temperatura ambiente durante 1 h mds. La mayor parte d%l
disolvente se evapord a sequedad bajo vacio, la mezcla res-
tante se diluyé con EtOAc, se lavd con solucidn saturada de
NaHCO, (2x), H,0 (2x) y salmuera (1x), se secd sobre MgSO, an-
hidro, se filtré y se evapord a sequedad para obtener el com;
puesto 34e en forma de una espuma de color amarillo claro

/06
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(1,2 g, aprox. 1,66 mmoles). El producto intermedio dia%oce-
tona 34e se usé en la etapa siguiente sin purificar. |

F. La diazocetona 34e (1,2 g, 1,66 mmoles) disuelta eA THF
(17 mL) se enfrié a 0°C en un bafio de hielo. Se afadié gota
a gota una solucidén acuosa de HBr (48%, 1,24 mL) y la mezcla
de reaccidén se agité a 0°C durante lh. Después se diluyb la
mezcla con EtOAc, se lavd con solucién saturada de NaHCO,
(2%x), H,0 (2x) y salmuera (1lx), la capa orgénica se secd!so-
bre MgSO, anhidro, se filtré y se evapord a sequedad para!ob-
tener el producto intermedio de B-bromocetona 34f en form? de
una espuma de color amarillo claro (aprox. 1,657 mmoles) .
G. A una solucién de la bromocetona 34f (600 mg, 0}779
mmoles) en isopropanol (5 mL), se afiadidé tiourea (1l8img,
1,55 mmoles) y la mezcla de reaccién se puso en un baﬁofde
aceite precalentado a 75°C en el que se dej6 agitando durante
1 h. Después se eliminé bajo vacio el isopropanol, y el pro-
ducto se disolvid en EtOAc (100 mL). La solucidén se lavd con
solucién saturada de NaHCO, y salmuera, la capa orgénica!se
secod sobre Na,SO, anhidro, se filtrd y se evapord para dartel
producto crudo 34g (522 mg) en forma de un sélido de color

pardo-rojizo. Este material se usé en la etapa final sin mas
purificacién. |

H. El éster metilico crudo 34g (122 mg, 0,163 mmoles)gse
disolvié en una solucién de THF/MeOH/H,0 (relacién 2:1:1,[4
mL) y se saponificéd usando LiOH -H,0 (89 mg, 214 mmoles). ;a
reaccién de hidrdlisis se llevd a cabo durante un periodo de
12-15 h a temperatura ambiente. Después se eliminaron 1los
disolventes bajo vacio y el producto crudo se purifico
mediante HPLC C18 de fase inversa usando un gradiente de
disolvente de 10% de CH,CN en H,0 a 100% de CH,CN, para dar el
inhibidor de proteasa del HCV n° 812 en forma de un sélido de
color amarillo (24 mg, 20% de rendimiento global para ﬁa
conversién del producto intermedio 34f en el inhibidor n°
812) . |
‘H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 68,63 (s, 1H); 8,26-8,15 (m, 2H);
7,79 (b's, 1H); 7,72 (b's, 1H); 7,50 (b s, 2H); 7,33-7,25 (m,

Vo
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2H); 5,77 (b's, 1H); 5,52 (dd, J = 8,3 Hz, 1H); 5,27 (ddL J
= 9,2 Hz, 1H); 4,64 (d, J = 10,8 Hz, 1H); 4,50 (dd, J = 8,3
Hz, 1H); 4,39-4,31 (m, 1H); 4,08-3,99 (m, 2H); 3,94 (s, 3@);
3,87 (d, J = 9,5 Hz, 2H); 2,65-2,53 (m, 2H); 2,46-2,36 Wm,
2H), 2,20-2,12 (dd, J = 8,6 Hz, 1H); 1,80-1,64 (m, 2H); 1,63-

1,06 (m, 14H). MS;es': 733,2 (M+H)*, es™: 731,2 (M-H)". |

EJEMPLO 34A. i
!
Usando el mismo procedimiento que se describe en‘ ed
ejemplo 34, pero haciendo reaccionar la bromocetona 34f ‘con

N-metiltiourea disponible comercialmente se obtuvo el n° 811
(Tabla 8). |

pd

N
14
\

CH,0

1
P
[
l

i

'H NMR (400 MHz, DMSO-d.): & 8,63 (s, 1H); 8,20 (s, 1H); 8,18
(s, 1H); 8,12-7,93 (m, 1H); 7,88-7,69 (m, 2H); 7,32-7,24 |(m,
2H); 5,82-5,75 (m, 1H); 5,52 (ddd, J = 8,1 Hz, 1H); 5,28 (dd,
J = 9,9 Hz, 1H); 4,67-4,61 (m, 1H); 4,51 (dd, J = 8,8 Hz,
1H); 4,44-4,37 (m, 1H); 4,08-4,00 (m, 1H); 3,96 (s, 3H); %,89
(m, 1H); 3,04 (d, J = 4,1 Hz, 3H); 2,65-2,37 (m, 3H); 2,16
(m, 1H); 1,77-1,65 (m, 2H); 1,63-1,11 (m, 17H). MS; es*:
747,2 (M+H)*, es™: 745,3 (M-H)". |

|
|

Usando el mismo procedimiento que se describe en el
ejemplo 34, pero haciendo reaccionar la bromocetona 34f |con

EJEMPLO 34B.

yof
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N-etiltiourea disponible comercialmente se obtuvo el n® 810
(Tabla 8).
S
- | =N
CH,0 I Ny N>“‘ﬁ
5 S
Q
o -

10

'H NMR (400 MHz, DMSO-d.): & 8,63 (b s, 1H); 8,27 (b s, 1H);

8,20 (d, J = 9,0 Hz, 1H); 8,13-8,07 (m, 1H); 7,86 (b s, 1H);

& 7,78 (s, 1H); 7,33-7,25 (n, 2H); 5,81 (b's, 1H); 5,54 (dd, J
5 15 = 8,8 Hz, 1H); 5,28 (dd, J = 9,7 Hz, 1H); 4,65 (d, J = 12,4
Hz, 1H); 4,51 (dd, J = 8,8 Hz, 1H); 4,38 (b s, 1H); 4,03| (m,
1H); 3,97 (s, 3H); 3,92-3,87 (m, 1H); 3,54-3,46 (m, 2H);
2,68-2,65 (m, 2H); 2,47-2,38 (m, 1H); 2,15 (dd, J = 8, 6| Hz,
1H); 1,78-1,65 (m, 2H); 1,60-1,12 (m, 17H); 1,25 (t, J = 7,3

20 Hz, 3H). MS; es': 783,2 (M+Na)*, es™: 761,3 (M+H)".

EJEMPLO 34C.

Usando el mismo procedimiento que se describe en el
25 ejemplo 34, pero haciendo reaccionar la bromocetona 34f§con

N-isopropiltiourea disponible comercialmente se obtuvo el n°
822. T

S J\
CH / ’)‘N
g I N N H

X
=
1%
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'H NMR (400 MHz, DMSO-d,): & 8,63 (s, 1H); 8,33-8,23 (b s,
1H); 8,21 (d, Jd =9,2 Hz, 1H); 8,04 (d, J = 8,3 Hz, 1H);!7,86
(bs, 1H); 7,77 (s, 1H); 7,35-7,23 (m, 2H); 5,81 (b s,i1H);
5,52 (dd, J = 8,5 Hz, 1H); 5,27 (dd, J = 9,2 Hz, 1H);|4,51
(dd, J = 7,6 Hz, 1H); 4,37 (b s, 1H); 4,15 (b s, 1H); 4,07-
3,98 (m, 2H); 3,97 (s, 3H); 3,88 (d, J = 8,9 Hz, 1H); 2,60~
2,53 (m, 2H); 2,47-2,37 (m, 2H); 2,19-2,10 (dd, J = 9,2 Hz,
1H); 1,80-1,64 (m, 2H); 1,63-1,29 (m, 13H); 1,27 v 1,25 (2 x
d, J=6,5Hz, 6H); 1,23-1,09 (m, 2H). MS; es*: 775,0 (M+H)",
es: 772,9 (M-H)-.

EJEMPLO 34D. !

Usando el mismo procedimiento que se describe eb el
ejemplo 34, pero haciendo reaccionar la bromocetona 34f con
N-acetiltiourea disponible comercialmente se obtuvo el n°

809.
: a o 5.
CH,0 N ’N}‘QJ\
|/

O H

}

|
'H NMR (400 MHz, DMSO-d): & 8,62 (s, 1H); 8,30 (b s, 1H);
8,17 (d, J = 8,9 Hz, 1H); 7,62 (b s, 1H); 7,52 (b s, 1H);
7,28 (d, J = 6,4 Hz, 1H); 7,21 (bs, 1H); 5,63 (b s, 1H); 5,54
(dd, J = 8,1 Hz, 1H); 5,28 (dd, J = 9,5 Hz, 1H); 4,62 (d, 7
= 12,2 Hz, 1H); 4,56-4,46 (m, 2H); 4,11-4,04 (m, 1H); 3,95
(s, 3H); 3,93-3,88 (m, 1H); 2,62-2,54 (m, lH); 2,45-2,36' (m,
1H); 2,22 (s, 3H); 2,21-2,13 (m, 1H); 1,79-1,69 (m, gH);
1,65-1,30 (m, 16H); 1,26-1,12 (m, 12H). MS; es*: 775,3
(MtNa)*, es™: 773,3 (M-H)". ’
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EJEMPLO 34E. i

A una solucién agitada del producto intermedio 2—a$ino-
4-tiazolilo 34g (0,24 g, 0,32 mmoles) en CH,Cl, (5 mL) altem-
peratura ambiente se afiadié DIPEA (0,55 mL, 3,18 mmoles, 10
eq.) y cloroformato de metilo (0,13 mL, 1,6 mmoles, 5 & .} «
La mezcla de reaccidén se agitd durante 6,5 h antes d% ser
concentrada bajo vacio. El material aislado crudo se hidroli-
z6 después para dar el 4cido carboxilico deseado como se des-
cribe en el Ejemplo 34 para dar el compuesto n° 818.

s ji |
CH,0 'N\ IN%Q o~
-
9
o :
O

'H NMR (400 MHz, DMSO-d,): & 8,61 (s, 1H); 8,21-8,07 (m,IZH);
7,61-7,38 (m, 2H); 7,26 (d, J = 6,4 Hz, 1H); 7,19-7,10 (m,
1H); 5,60-5,47 (m, 2H); 5,27 (dd, J = 9,2 Hz, 1H); 4,63-4,53
(m, 1H); 4,47 (d, J = 7,9 Hz, 1H); 4,13-4,04 (m, 1H); 3,93
(s, 3H); 3,92-3,87 (m, 2H); 3,79 (s, 3H); 2,42-2,30 (m, 2H);
2,17 (dd, J = 9,2 Hz, 1H); 1,81-1,68 (m, 2H); 1,63-1,29 (m,
16H); 1,23-1,10 (m, 2H). MS; es*: 791,1 (M+H)*, es™: 789,1 (M-
H)-.

EJEMPLO 34F. ‘

Siguiendo las condiciones descritas anteriormnete eP el
ejemplo 34E, pero usando cloroformiato de isobutilo, se obtu-
vo el producto intermedio andlogo de carbamato sustituidoL El
material aislado crudo fue después hidrolizado para dar el
compuesto deseado n° 819.

7/
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s 5
CH,0 Na ,N’>_ﬁ O/\\/

= l 2

0

5 £

10

| . 'H NMR (400 MHz, DMSO-d;): & 8,62 (s, 1H); 8,47-8,27 (b s,

| ﬁ
1H); 8,18 (d, J = 8,6 Hz, 1lH); 7,69-7,60 (m, 1lH); 7,60?—7,51 :

¥

15 (m, 1H); 7,28 (d, J = 6,7 Hz, 1H); 7,28-7,19 (m, 1H); 5,70-
5,60 (m, 1H); 5,52 (dd, J = 8,3 Hz, 1H); 5,27 (dd, J = 9,8
Hz, 1H); 4,63 (d, J = 11,8 Hz, 1H); 4,53-4,44 (m, 2H); 4,10- |
3,99 (m, 1H); 4,04 (d, J = 6,7 Hz, 2H); 3,95 (s, 3H); 3,94~
3,87 (m, 1H); 2,65-2.53 (m, 1H); 2,46-2,34 (m, 1H); 2,16| (dd,

20 J =8,1 Hz, 1H); 2,03-1,91 (m, 1H); 1,79-1,09 (m, 20H);|0,95
(d, J = 6,7 Hz, 6H).MS; es’: 833,2 (M+H)', es™: 831,2 (M-H)™.

EJEMPLO 35.

25 Sintesis del compuesto n° 908.

Partiendo del derivado 27a y usando la misma quimica que :
se describidé en el ejemplo 34, se obtuvo el siguiente macro—
ciclo saturado, compuesto n°® 908 (Tabla 9). E

. ' s .

(o] OH | | J~NH

30 BocHN\)LN Om):u ; 2
? / !

0™ "NH 3

- o N/
o Q’ler?

: so \Quimica como se descr.
%5 27a en el ejemplo 34 OH
35 : o

'H NMR (400 MHz, DMSO-d.): & 8,47 (s, 1H); 8,16 (d, J = 10 Hz,
1H); 8,15-8,07 (m, 1H); 7,82-7,63 (m, 2H); 7,53-7,43 (m,§2H);

1
3
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7,33-7,22 (m, 1H); 7,13 (d, § =7 Hz, 1H); 5,77-5,65 (m,.1lH);
4,62-4,52 (m, 2H); 4,50-4,4 (m, 1H); 4,20-4,10 (m, 1H); 3,94

(s, 3H); 3,89-3,83 (m, 1H); 2,59-2,53 (m, 1H); 2,48-2,4P (m,
1H); 1,79-1,0 (m, 25H). MS; es*: 735,2 (M+H)*, es™: 733,2 (M-

H) .

EJEMPLO 35A.

Sintesis del compuesto n° 909.

Usando el mismo procedimiento que se describid en el
ejemplo 35 pero usando N-acetiltiourea disponible comercial-
mente se obtuvo el compuesto n°® 909 (Tabla 9).

s 9
CH,0 Ny ! N)‘ﬁ’lk
| =

iy S—

'H NMR (400 MHz, DMSO-d.): & 8,53-8,41 (m, 2H); 8,20 (d} J =
9,2 Hz, 1H); 7,68 (b s, 1H); 7,68 (b s, 1H); 7,27 (ddé J =
9,2 Hz, 1H); 7,15 (d, J = 6,4 Hz, 1H); 5,67 (b s, 1H); 4,65-

Oyt

4,50 (m, 3H); 4,44-4,37 (m, 1H); 4,21-4,13 (m, 1H):; 3,96 (s,
3H); 3,99-3,86 (m, 1H); 2,62-2,39 (m, 2H); 2,24 (s, 3H);
1,78-1,67 (m, 3H); 1,67-1,01 (m, 22H) .MS; es*: 798,0 (M+Na)*,
es’: 777,0 (M+H)*.

EJEMPLO 35B.

Sintesis del compuesto n° 910. i

Usando el mismo procedimiento que se describid én el
ejemplo 35 pero usando N-etiltiourea disponible comercialmen—
te se obtuvo el compuesto n°® 910 (Tabla 9). |

/2
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/"y

'H NMR (400 MHz, DMSO-d): & 8,47 (s, 1H); 8,29 (bs, 1H); 8,20

(d, J, 9,2 Hz, 1H); 8,09 (b s, 1H); 7,87 (s, 1H); 7,77 (s,
1H); 7,32 (dd, J = 9,2 Hz, 1H); 7,14 (dd, J =6,7 Hz, |1H);
5,78 (b s, 1H); 4,58 (dd, J = 8,1 Hz, 2H); 4,43 (b s, 1H);
3,97 (s, 3H); 3,87 (d, J = 8,9 Hz, 1H); 3,55-3,46 (m, |2H);
2,63-2,53 (m, 1H); 2,47-2,41 (m, 1H); 1,78-1,00 (m, ?SH);

1,25 (¢, § = 7,3 Hz, 3H). MS; es*: 763,1 (M+H)*, es™: 761,1

(M-H)".

i

EJEMPLO 35c. ]

Sintesis del compuesto n° 911.

Usando el mismo procedimiento que se describid en el -

ejemplo 35 pero usando N-isopropiltiourea disponible se .

obtuvo el compuesto n°® 911 (Tabla 9).

s J\ :

CH,0 N M >N ;
O |

=

0 2

i
:
?
;
i

'H NMR (400 MHz, DMSO-d,): & 8,47 (s, 1H); 8,29-8,19 (m, |1H);
8,19 (d, J = 9,2 Hz, 1H); 8,09-8,0 (m, 1H); 7,83 (b s, 1H);
7,74 (b's, 1H); 7,31 (d, J = 8 Hz, 1H); 7,14 (d, J = 6,4 Hz,
1H); 5,76 (b's, 1H); 4,64-4,53 (m, 2H); 4,44 (b s, 1H); 4,22-

i

:
1
¥

i
i

-
¥

:

i

i
.'n“ WA me e mey haama s

1

i
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4,09 (m, 3H); 3,97 (s, 3H); 3,87 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 2,63-

2,58 (m, 1H); 2,46-2,41 (m, 1H); 1,79-1,10 (m, 254H);
1,26 (2 xd, J = 6,5 Hz, 6H). MS; es*: 777,0 (M+H)*,| es™:

7175,0 (M-H)".

EJEMPLO 36.

Sintesis del compuesto n° 716.

N COOH

N
N P
BOCNH,, o o

1,27 y

‘H NMR (400 MHz, DMSO-d): & (ppm) 8,62 (s, lH); 8,13 (d, J g
= 9,2 Hz, 1H); 7,64-7,54 (m, 2H); 7,47 (d, J = 2,6 Hz, 1H);
7,16 (dd, J =9,2, 2,2 Hz, 1H); 7,03 (d, J = 6,0 Hz, 1H);.5,63 .
(s, 1H); 5,52 (q, J=9,9 Hz, 1H); 5,26 (t, J = 8,9 Hz,ilH);
4,62 (d, J = 11,45 Kz, 1H); 4,45 (dd, J = 9,2, 8,27 Hz, [1H);
4,02 (m, 1H); 3,93 (s, 3H); 3,7 (dd, J = 7,6, 1,0 Hz,%lH);
2,66 (s, 3H); 2,55-2,65 (m, 1H); 2,35-2,45 (m, 1H(;2,17 (q,

J = 8,6 Hz,
(s, 9H).

MS: 705 (M+1), 703 (M-1)

EJEMPLO 37.

Sintesis del compuesto n° 717.

1H); 1,65-1,75 (m, 2H); 1,5-1,35 (m, 7H); 1,15
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'H NMR (400 MHz, DMSO-d): & (ppm): 8,62 (s, 1H); 8,15 |(d, J
= 8,9 Hz, 1H); 7,62 (s, 1H); 7,49 (s, 1H); 7,19 (dd, J = 9,2,
2,2 Hz, 1H); 7,02 (d, J = 5,4 Hz, 1H); 5,64 (s, 1H); 5,52 (q,
J=09,9 Hz, 1H); 5,26 (t, J = 9,2 Hz, 1H); 4,63 (d, J ='{1,44
Hz, 1H); 4,45 (t, J = 9,2 Hz, 1H); 3,94 (s, 3H); 3,9-3,8 (m,
1H); 2,7-2,55 (m, 1H); 2,4-2,3 (m, 1H); 2,18 (q, J = 8,9 Hz,
1H); 1,75-1,65 (m, 2H); 1,5-1,2 (m, 7H); 1,14 (s, 9H).
MS: 705 (M+1), 703 (M-1)

EJEMPLO 38.

Sintesis del compuesto n° 718.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d.): & (ppm): 9,55 (s, 1H); 8,63%(8,
1H); 8,43 (s, 1H); 8,13 (d, J = 9,2 Hz, 1H); 7,66 (s, 1H);
7,46 (s, 1H); 7,32 (d, J = 2,6 Hz, 1H); 7,10-7,07 (m, 2H);
5,64-5,54 (m, 1H); 5,59-5,48 (m, 1H); 5,33-5,23 (m, 1H) ;
4,73-4,61 (m, 1H); 4,45 (dd, T = 7,5, 9,1 Hz, 1lH); 4;09—2,00

(m, 1H); 3,92 (s, 3H); 3,93-3,83 (m, 1H); 2,67-2,55 (m, ?H);
|

/16
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2,53-2,43 (m, 1H); 2,42-2,31 (m, 1H); 2,23-2,12 (m, 1H);
1,81-1,66 (m, 2H); 1,52-1,42 (m, 2H); 1,42-1,25 (m, 6H); 1,21
(s, 9H).

MS: 689,3 (M+1), 687,3 (M-1)

EJEMPLO 39.

Sintesis del compuesto n° 722.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d,): & (ppm): 9,70 (s, 1H); 8,64 (s,
1H); 8,26 (s, 1H); 8,14 (d, J = 9,2 Hz, 1lH); 7,45 (s,‘lH);
7,30 (d, § = 2,5 Hz, 1H); 7,14-7,06 (m, 2H); 5,60-5,54 (m,
1H); 5,58-5,48 (m, 1H); 5,31-5,23 (m, 1H); 4,71-4,62 (m, !1H);
4,49-4,40 (m, 1H); 4,08-3,99 (m, 1H); 3,9243,84 (m, '1H);
2,69-2,54 (m, 2H); 2,53-2,46 (m, 1H); 2,42-2,31 b, LH) 7 2,37
(s, 3H); 2,22-2,13 (m, 1H); 1,81-1,64 (m, 2H);‘1,54—1,4i (m,
2H); 1,42-1,27 (m, 6H); 1,22 (s, 9H).
MS: 703,3 (M+1), 701,3 (M-1)

EJEMPLO 40.

Sintesis del compuesto n° 733.

/Fa
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1H); 8,06 (d. J = 9,2 Hz, 1H); -7,88-7,87 (m, 1H); 7,48

1H); 7,28 (d, J=2,6 Hz, 1H); 7,05-7,00 (m, 2H); 6,64-6,63 (i
1H); 5,62-5,58 (m, 1H); 5,55-5,49 (m, 1H); 5,28.5,24 (m, 1H)
4,64-4,61 (m, 1H); 4,48-4,44 (m, 1H); 4,07-4,03 (m, 1H); 3,91
(s, 3H); 3,92-3,85 (m, 1H); 2,67-2,54. (m, 2H); 2,53-2,45 (@,
1H); 2,41-2,34 (m, 1H); 2,20-2,14 (m, 1H); 1,75-1,69 (m, 2H);
1,50-1,43 (m, 2H); 1,41-1,32 (m, 6H); 1,17 (s, 9H). %
MS: 689,3 (M+1), 687,2 (M-1) {

-

!
{
l
|
|
|
!
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S
S
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EJEMPLO 41

Sintesis del compuesto n° 703.

s/
CH,0 N '»‘ﬁ

'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢): &: 8,50 (s, 1H); 8,19 (s, 1H); 8,17

(s, 1H); 8,11-8,00 (m, 1H); 7,88-7,77 (m, 1H); 7,73 (s, 1H):

7,25 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 6,93 (d, J = 6 Hz, 1H); 5,89-5,68"
(m, 1H); 4,62 (d, J = 11 Hz,

4,16-4,07 (m, 1H); 3,96

t

1H); 4,53 (dd, J = 8,3 Hz, 1H); ,
(s, 3H); 3,88 (bd, J = 9,5 Hz, 1H);

i
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3,53-3,43 (m, 2H); 2,63-2,51 (m, 1H);

|

i

1

i

|

i

3K

1,17 (s, 9H). i
|

2,46-2,36 (m,
1,81-1,62 (m, 2H); 1,60-1,01 (m, 15H); 1,24 (t, 7,4 Hz,
MS; es®: 751,1 (M+H)*, es™: 749,1 (M-H)-.

5 |
EJEMPLO 42 \
Sintesis del compuesto n° 734. |

10 %
o “—N_ _O %

peerii |

; !

& |

15 |

20

25

30

L0
ity SN o~
'H NMR (400 MHz, DMSO-dy): & (ppm): 8,62 (s, 1H); 8,54 (s,
1H); 8,04 (d, J = 9,2 Hz, 1H); 7,70 (s, 1H); 7,43 (s, 1H);
7,24 (d, J = 2,6 Hz, 1H); 7,05-6,98 (m, 2H); 5,57-5,54 (m,
1H); 5,55-5,48 (m, 1H); 5,28-5,24 (m, 1H); 4,63-4,59 (m, 1H);
4,47-4,43 (m, 1H); 4,13-3,99 (m, 1H); 3,90 (s, 3H); 3,92-3,83

(m, 1H); 2,67-2,55 (m, 2H); 2,53-2,46 (m, 1H); 2,43-2,31 (m%

1H); 2,22-2,15 (m, 1H); 2,15 (3H); 1,75-1,70 (m
1,42 (m, 2H); 1,41-1,28

MS:703,2 (M+1), 701,3

|
1
1
i

, 2H); 1,51+
(m, 6H); 1,17 (s, 9H).
(M=1) -

EJEMPLO 43

Sintesis del compuesto n° 738.
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'H NMR (400 MHz, DMSO-d,): & (ppr): 8,64 (d, J =2,5 Hz)

10 (s, 1H); 8,04

|
; 8,62
(d, J=9,2 Hz, 1H); 7,39 i

(s, 1H); 7,24 (d; J
= 2,5 Hz, 1H); 7,04 (d, J = 6,0 Hz, 1H); 6,99 (dd, J = 2%2,
9,2 Hz, 1H); 6,43 (d, J =

2,2 Hz, 1H); 5,62-5,57 (m, 1@);
5,56-5,47 (m, 1H); 5,31-5,22 (m, 1H); 4,65-4,56 (m, 1H); 4,45

(dd, J = 7,6, 8,9 Hz, 1H); 4,07-4,00 (m, 1H); 3,90 (s, 3&);
15 3,88-3,84 (m, 1H); 2,68-2,56 (m, 2H); 2,54-2,43 (m, 1H);
2,42-2,31 (m, 1H); 2,34 (s, 3H); 2,24-2,14 (m, 1H); 1,80—1,%4
(m, 2H); 1,52-1,43 (m, 2H); 1,43-1,27 (m, 6H); 1,18 (s, 9H5.

MS:703,2 (M+1), 701,2 (M-1). |

20 EJEMPLO 44

Sintesis del compuesto n° 725.

|
}

|

f

!

!

!

}

!

{ ‘

N - |

- |
|

|

f

i

i

!

!

S |
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'H NMR (400 MHz, DMSO-d.): & (ppm): 8,62 (s, 1H);.8,10 (d, Ja
= 9,2 Hz, 1H); 7,57 (s, 1H); 7,49 (s, 1lH); 7,35 (d, J = 2,2!
Hz, 1H); 7,09-7,03 (m, 2H); 5,65-5,61 (m, 1H); 5,55-5,49 (m,?
35 1H); 5,28-5,24 (m, 1H); 4,62-4,57 (m, 1H); 4,49-4,45 (m, 1H):

4,08-4,01 (m, 1H); 3,93 (s, 3H); 3,92-3,86 (m, 1H);.3,20-3,14

/20



1,41-1,28 (m, 12H); 1,18

(s,
MS:748,2 (M+1), 746,2 (M-1).
5
EJEMPLO 45
Sintesis del compuesto n° 726
10 ~0
15

20

25

'H NMR (400 MHz, DMSO-d;): & (ppm): 8,64 (s, 1H); 8,10 (d, |J
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1

!
!
. !
(m, 1H); 2,65-2,56 (s, 1H); 2,53-2,47 (m, 1H); 2,42-2,35. (m,
1H); 2,22-2,15 (m, 1H); 1,79-1,68 (m, 2H); 1,50-1,43 (m, 2H);
9H) .

f

= 9,5 Hz, 1H); 7,83-7,76 (m, 2H); 7,60 (s, 1H); 7,44-7,42 (n

1H); 7,18-7,01 (m, 2H); 5,56-5,49 (m, 2H); 5,29-5,24 (m, lH”;

4

4,66-4,63 (m, 1H); 4,47-4,42 (m, 1H); 4,28 (s, 3H); 4,06—4,0?
(m, 2H); 3,94 (s, 3H); 3,93-3,86 (m, 1H); 2,66-2,55 (m, 2H)g
2,42-2,31 (m, 2H); 2,22-2,14 (m, 1H); 1,79-1,65 (m, 2H) ;

1,52-1,27 (m, 7H);

MS:703,2 (M+1), 701,3 (M-1).

EJEMPLO 46

Sintesis del compuesto n° 906.

1,22 (s, 9H).

1

{
!
1
]
|

f

/

/
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'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & (ppm): 8,46 (s, 1H); 8,06 (

= 9,2 Hz, 1H); 7,57 (s, 1H); 7,49 (s, 1H); 7,34 (m, 1H);

7,14-7,05 (m, 2H); 5,63-5,58 (m, 1H); 4,66-4,61 (m, %H);
4,54-4,44 (m, 2H); 4,23-4,18 (m, 1H); 3,93 (s, 3H); 3,92-3,88
(m, 1H); 3,21-3,14 (m, 1H); 2,44-2,33 (n, 1H); 1,35 (d, J =
7 Hz, 6H); 1,73-1,01 (m, 26H).

MS:762,0 (M+1), 759,9 (M-1).

EJEMPLO 47
10

Sintesis del compuesto n° 907.

A0 Ny D
Ty

:

. o]

QL j{lwr}*
o N - o
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|
!

!
!

20 'H NMR (400 MHz, DMSO-d.): & (ppm): 8,46 (s, 1H); 7,98 (d, h

= 8,9 Hz, 1H); 7,91-7,89 (m, 2H); 7,23-7,21 (m, 2H); 7,07+
7,00 (m, 2H); 6,35-6,32 (m, 2H); 5,64-5,58 (m, 1H); 4,65—4,6%
(m, 1H); 4,53-4,47 (m, 2H); 4,24-4,19 (m, 1H); 3,90 (s, 3H);

3,86-3,84 (m, 1H); 2,40-2,33 (m, 1H); 1,73-1,01

(m, 26H).
25 Ms:702,0 (M+1), 699,9

(M-1) . '

:
i
|

EJEMPLO 48. }
|
|

Ensayo fluorogénico de la proteina heterodimera NS3-NS4A de|
30 longitud completa.

§
La regién no codificadora NS2-NS5B-3' fue clonada me—:

diante RT-PCR en el vector pCR®3 (Invitrogen) usando RNA'
extraido de suero de un individuo infectado por el HCV geno-

tipo 1lb (proporcionado por el Dr. Bernard Willems, Hépital |

!
St-Luc, Montreal, Quebec, Canad4). La regién NS3-NS4A (NS3-
NS4AFL) fue después subclonada por PCR

29

en el vector de expre-
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121 :
sién de baculovirus pFastBac™ (Gibco/BRL). La secuencia del
vector incluye una regién que codifica una secuencia N—ﬁer—
minal de 28 restos que contiene una etiqueta e hexahist%di-
na. Se us6 el sistema de expresién de baculovirus Bac-to-Bac™
(Gibco/BRL) para producir el baculovirus recombinante. His-
NS3-NS4AFL se expresd infectando 10° células Sf21/mL con;el
baculovirus recombinante a una multiplicidad de infeccién de
0,1-0,2 a 27°C. Durante la expresién ocurre auténtica auto-
proteolisis para producir un complejo de proteina NS3—Né4A
covalente y estable (denominado de longitud completa “#L”
[Full Lenght]). El cultivo infectado se recolecté 48 a !64
horas después mediante centrifugacién 4°C. El sedimento ce-
lular fue homogeneizado en NaPO, 50 mM, pH 7,5, 40% de gli-
cerol (p/v), Pp-mercaptoetanol 2 mM, en presencia de un cécfel
de inhibidores de proteasa. Después se extrajo la His—NS?-
NS4AFL del lisado celular con 1,5% de NP-40, 0,5% de Tritdn
X-100, NaCl 0,5 M y un tratamiento con DNasa. Después de
ultracentrifugacién, el extracto soluble se diluyd 4 vecesiy
se unié en una columna quelante de Ni Hi-Trap Pharmacia. La
His-NS3-NS4AFL se eluyd en forma pura en mas del 90% (segdn
SDS-PAGE), usando un gradiente de imidazol de 50 a 400 mM. Qa
His-NS3-NS4AFL se almacendé a -80°C en fosfato sdédico 50 mM}
pH 7,5, 10% (p/v) de glicerol, NaCl 0,5 M, imidazol 0,25 M}
0,1% de NP-40. Se descongeld en hielo y se diluyd inmediataf

mente antes de su uso. |

La actividad de proteasa de His-NS3-NS4AFL se ensayd eﬁ
Tris-HCl 50 mM, pH 8,0, citrato sédico 0,25 M, 0,01% (p/v) de
n-dodecil-f-D-maltésido, TCEP 1 mM. Cinco (5) uM del sustrato
apagado internamente antranil-DDIVPAbu(C (C)-0]-AMY (3-NO,) TW-
OH en presencia de varias concentraciones de inhibidor fueroﬂ
incubados con 1,5 nM de His-NS3-NS4AFL durante 45 min a 23°C.§
La concentracién final de DMSO no sobrepasd de 5,25%. La re—i
accién se terminé mediante la adicién de MES 1M, pH 5,8. Lat
fluorescencia del producto N-terminal se controld en un fluo-
rémetro Perkin-Elmer LS-50B equipado con un lector de placas
de 96 pocillos (longitud de onda de excitacién: 325 nm; lon-

[22

)
t
!
!
!
|
!
}
i
i
»
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gitﬁd de onda de emisién: 423 nm). !
El % de inhibicién se calculé con la ecuacidén siguiente:

100 = [ (£1u0,,-Fluoy,.eo) / (£1U0.~£lU0y,,.co) x100] |
Se aplicd un ajuste no lineal con el modelo de Hill a
los datos de inhibicidén-concentracién, y se calculéd la éon—
centracién eficaz al 50% (ICs,) usando el software SAS (éta—
tistical Software Systems; SAS Institute, Inc. Cary, N.C}).

!
}
EJEMPLO 49. g
!
1

!
Ensayo radiométrico de la NS3 proteasa de HCV recombinante.

El sustrato usado para el ensayo radiométrico de la ﬁs3
proteasa de HCV recombinante, DDIVPC-SMSYTW, es segmentado
entre los restos cisteina y serina por la enzima. La secuen-
cia DDIVPC-SMSYTW corresponde al sitio de segmentacién natu—
ral NS5A/NSSB en el que el resto cisteina en P2 ha sustituiho
a una prolina. El sustrato peptidico DDIVPC-SMSYTW y el trg—
zador biotina-DDIVPC-SMS('?°I-Y]TW se incubaron con la NS3
proteasa recombinante en ausencia o en presencia de 1nh1b1do—
res. La separacién del sustrato de los productos se llevo'a
cabo afadiendo a la mezcla de ensayo esferas de agarosa recu—
biertas con avidina, y filtrando a continuacién. La cantldag
de producto SMS(***I~Y]TW encontrado en el filtrado (con o sin
inhibidor) permitié el cilculo del porcentaje de conversié%
del sustrato y del porcentaje de inhibicién. 4
A. Reactivos. ;
El Tris y Tris-Hcl (UltraPure) fueron obtenidos de Lifé
Technologies. El glicerol (UltraPure), MES y BSA fueron sumi-J
nistrados por Sigma®. E1 TCEP se obtuvo de Pierce, el DMSO de
Aldrich® y el NaOH de Anachemia®. |
Tampén de ensayo: Tris-HC1l 50 mM, pH 7,5, glicerol al 30%

(p/v), CHAPS al 2% (p/v), BSA 1 mg/mL, TCEP 1 mM (TCEP se:

aflade inmediatamente antes de usarlo a partir de una soluc1on,
madre 1M en agua).

Sustrato: DDIVPC-SMSYTW, 25 puM de concentracién final (desde

una solucién madre 2 mM en DMSO almacenada a -20°C para evi- .
!

!
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tar la oxidaciédn). |

Trazador: sustrato monoyodado reducido (biotina-DDIVPC-
SMS [***I-Y]TW) (aprox. 1 nM de concentracién final).

NS3 proteasa de HCV tipo 1lb, 25 nM de concentracién fﬂnal
(desde una solucidén madre en fosfato sédico 50 mM, pH 7 5,

10% de glicerol, NaCl 300 mM, DTT 5 mM, 0,01% de NP- 40).

B. Protocolo. i
El ensayo se realizd en una placa de polipropileno dei96

pocillos. Cada pocillo contenia: f
20 pL de sustrato/trazador en tampén para ensayo; }
10 pL de inhibidor en 20% de DMSO/tampén para ensayo; :
10 pL de NS3 proteasa 1b. ;
El blanco (sin inhibidor y sin enzima) y el testigo Ko
control) (sin inhibidor) fueron también preparados en la mié—

!
ma placa de ensayo.

|

La reaccidén enzimatica se inicié mediante la adicién de
la solucién de enzima y la mezcla de ensayo se incubd duranée
60 minutos a 23°C con agitacién suave. Se afiadieron vein%e
(20) pL de NaOH 0,025 N para apagar la reaccién enzimética%

Se afnadieron veinte (20) pL de esferas de agarosa recur
biertas con avidina (suministradas por Pierce®) en una plac?
de filtracién Millipore® MADP N65. La mezcla de ensayo apa—
gada se transfiri6é a la placa de filtracién y se incubd du*
rante 60 minutos a 23°C con agitacién suave. {

Las placas se filtraron usando un aparato Millipore®
MultiScreen Vaccuum Manifold Filtration, y 40 pL del flltrado
Se pasaron a una placa opaca de 96 pocillos que contenia 6@
pL de fluido de centelleo por pocillo. f

Los filtrados se sometieron a conteo en un instrumento’

Packard® TopCount usando un protocolo de 2°I durante 1 minu- .
to.

i
l

El % de inhibicién se calculd con la ecuacién siguiente: |

¥

100 - [(cuentas;,,~cuentas,,,..,)/ (cuentas,,,~cuentas,,,,.,) x100]

Se aplicé un ajuste no lineal con el modelo de Hill a los
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datos de inhibicién-concentracién, y se calculd la concen-

: : tracién eficaz al 50% (IC.,) usando el software SAS (Stati%ti—
‘ cal Software Systems; SAS Institute, Inc. Cary, N.C.). |

!

| 1

5 EJEMPLO 50. |
|

1

|

Ensayos de especificidad.
La especificidad de los compuestos se determind frent% a
diversas proteasas de serina: elastasa leucocitaria humana,
10 elastasa pancreatica bovina y a-quimotripsina pancreatica bo-
it vina y una proteasa de cisteina: catepsina B hepéatica humaha.
| En todos los casos se utilizé un protocolo de formato de p}a—
ca de 96 pocillos usando un sustrato cromogénico especifico
para cada enzima. Cada ensayo incluydé 1 h de preincubaciénide
15 enzima-inhibidor a temperatura ambiente, seguida por la adl-
cién de sustrato e hidrélisis a aprox. 30% de conversién, de~
terminada en un lector de microplacas UV Thermomax® o un lqc—
tor de placas Perkin-Elmer® LS50B de fluorescencia. Las con-
centraciones de sustrato se mantuvieron lo mis bajas posible
20 en comparacién con K, para reducir la competicién del sué—
trato. Las concentraciones de compuesto variaron de 300'a
0,06 pM, dependiendo de su potencia.

Las condiciones finales para cada ensayo fueron las si—
guientes: , z
25 Tris-HCl 50 mM pH 8, Na,S0, 0,5 M, NaCl 50 mM, EDTA 0,1 mM,
3% DMSO, 0,01% Tween-20 con §
(100 uM Succ-AAPF-pNA y 250 pM g-quimotripsinal, ({133 uM
Succ-AAA-pNA y 8 nM elastasa porcinal, [133 uM Succ—AAV—pNh
y 8 nM elastasa leucocitarial; 2
30 o '
(100 mM NaHPO, pH 6, EDTA 1 mM, DMSO al 3&, TCEP 1 mM, 0,01%
de Tween-20, Z-FR-AMC (7-amino-4-metilcumarina) 4 uM y catepi
sina B 0,5 nM (la enzima de partida fue activada en tampon
que contenia TCEP 20 mM antes de usarla)].

35 Un ejemplo representativo se resume a continuacién pari
elastasa pancredtica porcina: A una placa de 96 pocillos de'

|
!
l
!
!
!
}

}

}

f

f
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125 §
poliestireno de fondo plano (Cellwells, Corning) se aﬁédié,
usando un manipulador de liquidos Biomek (Beckman): !
40 pL de tampdén para ensayo (Tris-HCl 50 mM pH 8, Na,SO,|l M
NaCl 50 mM, EDTA 0,1 mM);
20 pL de solucién de inhibidor (Tris HCl 50 mM pH 8, NaCl 50
nM, EDTA 0,1 mM, 0,02% Tween- 20, elastasa pancredtica porslna
40 nM); vy i
20 pL de solucién de inhibidor (Tris HC1l 50 mM pH 8, NaCl 50

mM, EDTA 0,1 mM, 0,02% Tween-20, inhibidor 1,5 mM—O,3uM,%15%
v/v DMSO) .

’

|
. ; . . . !
Después de 60 minutos de preincubacién a temperatura am-

biente, se afiadieron a cada pocillo 20 pL de solucién de s@s-
trato (Tris-HCl1l 50 mM pH 8, Na,SO, 0,5 M, NaCl 50 mM, EDTA p,l
mM, Succ-AAA-pNA 665 uM), y la mezcla de reaccién se siglid
incubando a temperatura ambiente durante 60 minutos, al cabo

de los cuales se leyd la absorbancia en el lector de placas

UV Thermomax®. Filas de pocillos fueron asignadas para tes-

!
tigos o controles (sin inhibidor) y para blancos (sin inhi-

. . . 1
bidor y sin enzima). |

Las diluciones dobles secuenciales de la solucién de ih—
hibidor fueron realizadas por el manipulador de liquido én
una placa separada, usando Tris-HCl 50 mM pH 8, NaCl 50 mM,
EDTA 0,1 mM, 0,02 % Tween-20, 15% DMSO (v/v). Todos los demds
ensayos de especificidad se realizaron de manera similar. '

El porcentaje de inhibicién se calculd usando la féﬁ-
mula:

[l_ ( ([Ninh_UVb]ancn) / (chr'l_UVhlanco) ) ]Xloo ;

Se aplicd un ajuste no lineal con el modelo de Hill é

los datos de inhibicién-concentracién, y se calculd la con{
centracién eficaz al 50% (IC,,) usando el software SAS (Sta{

tistical Software Systems; SAS Institute, Inc. Cary, N.C.).!

EJEMPLO 51.

{20
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Ensayo de la NS3 proteasa basado en células. |
Este ensayo se hace con células Huh-7, una linea celular
humana derivada de un hepatoma, cotransfectadas con 2 cbns—
trucciones de DNA: ‘

S una (llamada NS3) que expresa parte de la poliproteina no es-
tructural del HCV fusionada con la proteina tTA a través de
un sitio de segmentacién NS5A-NS5B por el orden siguiente:
NS3-NS4A-NS4B-NSS5A- (NSS5B) tTA en donde (NSSB) representa los
6 primeros aminodcidos de NS5B. Esta poliproteina se expresa

10 bajo el control del promotor CMV, ' 1
la otra (llamada SEAP) que expresa la proteina reporter,
fosfatasa alcalina secretada (SEAP), bajo la regulacién de%un
promotor respondedor a tTA. ' ;

La primera construccién conduce a la expresién de una

15 poliproteina a partir de la cual las diferentes proteinas ma-
duras se liberan por segmentacién par la NS3 proteasa. Se
cree que las proteinas virales maduras forman un complejo en
la membrana del reticulo endoplasmidtico. La tTA es uﬂa
proteina de fusién, descrita por Gossen y Bujard (Proc. Natl.

20 Acad. Sci. USA 89 (1992): 5547-5551), que contiene un dominio
de unién de DNA y un activador transcripcional. La liberacién
de la proteina tTA requiere una segmentacién dependiente de
NS3 en el sitio de segmentacién NS5A-NS5B entre NSS5A vy ell%
misma. Esta ultima segmentacién permite que la tTA migre al

25 nucleo y transactive el gen de la SEAP. Por consiguiente, la
reduccién de la actividad proteolitica de NS3 conduce al con-
finamiento de tTA en el citoplasma y al concomitante descenso:
de la activdad de SEAP.

Para controlar actividades celulares distintas de la in-~

30 hibicién de la NS3 proteasa que son debibidas al compuesto,
se hace una co-transfeccién paralela con una construccién que .

expresa tTA sb6lo y la misma construccién reporter de forma |
que la actividad de SEAP es independiente de la NS3 proteasa.
Protocolo del ensayo: Células Huh-7, desarrolladas en CHO- |
35 SFMII (Life Technologies) + 10% de FCS (suero de ternera fe-
tal) fueron co-transfectadas con las dos construcciones de
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DNA en las proporciones siguientes: [
7 pg de NS3 + 500 ng de SEAP + 800 pL de FuGENE (Boehringer
Mannheim) por 4 x 10° células Huh-7. Después de 5 horas a

37°C, las células se lavaron, se tripsinaron y se pusieron en

5 placa (a razén de 80.000 células/pocillo) en placas de 96 po-
cillos que contenian una gama de concentraciones de los com-
puestos a ensayar. Después de un periodo de incubacién de 24
h, se midi6é la actividad de SEAP en el medio con el kit
Phospha-Light (Tropix). |

10

El andlisis del porcentaje de inhibicién de la actividad
de SEAP con respecto a la concentracién de compuesto se réa—
1iz6 con el software SAS para obtener el valor de ECsy:

i
i
1
!
‘
1
{
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TABLAS DE COMPUESTOS i

Las tablas que siguen recogen compuestos representativos
de la invencién. Se encontrd que todos los compuestos expdes—
tos en las Tablas 1 a 9 eran activos en el ensayo enzimatico
presentado en el Ejemplo 48. Un numero acompafiado por  un
asterisco (*) representa actividad enzimdtica obtenida con el
ensayo radiométrico presentado en el Ejemplo 49 con valores
de IC,, por debajo de 50 uM. En estos ensayos enzimdticos, .se
usdé la escala siguiente:

A21pM; 1 pM>B>0,1l uM; yC < 0,1 M. |

Se analizaron varios compuestos en los ensayos de especificﬁ—
dad presentados en el Ejemplo 50, y se encontré que erén
especificos para la NS3 proteasa: En general, los resultadés
de los diferentes ensayos de especificidad son los siguieﬁ—
tes: HLE > 300 pM; PPE > 300 pM; a-Chym. > 300 uM; Cat. B >
300 uM, lo que indica que estos compuestos son altamente es-
pecificos hacia la NS3 proteasa del CHV y no es de esperar
que muestren efectos secundarios graves. Ademas, algunos dé
estos compuestos fueron analizados en el ensayo basado eﬁ
células descrito en el Ejemplo 51, y se encontrd que tenian
actividad con un valor de EC,, inferior a 10 uM, lo cual es
una firme indicacién de que estos compuestos pueden atravesarx
la membrana de la célula. En particular, se han evaluado com—i
puestos de las Tablas 7, 8 y 9 en el ensayo celular y eli

resultado se ha indicado en la Ultima columna. En este ensayo .

celular, se us6é la codificacién siguiente: A > 1 pM; B < 1
M.

Las abreviaturas siguientes se usan en las tablas que siguen
a continuacién:

MS: datos espectrales de masas por electropulverizacién; m/z
MH" excepto cuando se indique de otra forma mediante un aste-
risco’ = m/z MH"; Ac; acetilo; Bn: bencilo; Boc: terc-butilo-
xicarbonilo; Ph: fenilo; Pr: propilo.
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TABLA 1

estereoisomero simple en R!

Comp. n° | doble enla- | estereoq. enlace | R* MS actividad
ce R' enzimatica
101 12,13-trans | IR, D syn resp. | fenilo 685,8 A*
amida
102 ninguno IR, D syn resp. | fenilo 6872 | C
acido
103 ninguno IR, D syn resp. | fenilo 687,2 | A*
amida

]2/
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TABLA 2

estereoisomero simple en R!

Comp. | R’ R* doble estereoq. enla- | R™ R* MS act‘:l
n° enlace ce R enz.
202 NH-Boc H 11-12 IRo1S,D H H 5937 | B "
trans syn resp. 4cido |
H
203 NIl-acetilo IT 11,12- IRo 1S,D I I 5356 | A [
trans syn resp. acido ’
|
205 NH-Boc 11-OH | ninguno | IR o 1$,D H H 6277 | B ‘l
12-OH syn resp. deido :
cis ':
206 NH-Boc -- 13,14- IR, D syn H H 593,7 { C
cis resp. acido
207 NH-Boc -- 13,14- IR, D syn OMe H 6237 | C
cis resp. 4cido
208 NH-Boc H 13,14- IR, D syn OMe fenilo 6998 | C
cis resp. acido
209 NH-C(0)- H 13,14- IR, D syn OMe fenilo 6988 | C
NH-t-Bu cis resp. acido
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|
1
Comp. | R’ R? doble estereoq. enla- | R* R”® MS  fiact.
n° enlace ce R' enz.
210 NH-Boc H 13,14- | 1S, D synresp. | OMe fenilo 699,8 | A*
cis gcido ‘
211 NH, H 13,14- IR, D syn OMe fenilo 5997 | €
cis resp. acido ‘
213 OH (un iso- | H 13,14- IR, D syn OMe H 5246 | B
mero) cis resp. dcido
214 NH-Boc 10-oxo0 13,14- IR, D syn OMe fenilo 7138 | C
cis resp. acido
215 NH-Boc H ninguno | IR, D syn OMe fenilo 7018 | C
resp. acido
217 NH-Boc 10-OH 13,14- IR, D syn OMe fenilo 7158 { C
(mezcla | cis resp. acido :
dias- !
tereo.) \
218 NH-Boc 10-o0x%0 13,14- IR, D syn OMe fenilo 7138 | C !‘
cis resp. amida |
!
|
219 NH-Ac H ninguno | IR, D syn OMe fenilo 6432 | C |
resp. dcido ;
S’\> ]
220 | NH-Boc |H 13,14- | IR, D syn oMe | I D |02 fc |
: . N 1
cis resp. amida \

/35
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TABLA 3

estereoisomero simple en R'

!
v_
Comp. | R? -D- estereoq. enlace | R* R* MS act. !
n° R! enz.[‘
301 NH- " IR 0 18. D syn H H 621,7 | B “
Boc 3 p resp. acido !
A 11 14 [!
N/ |
12 13 "
302 - 7 IR. D syn resp. | OMe Ph 671 A !
Boe (- y amida |
s 10 1 }
303 NH- 52 wm 17 B IR. D syn resp. | OMe Ph 701,3 | B!
Boc ™ \9/\0 4 amida ‘
8 15
304 NH- N\ W B IR . D synresp. | OMe Ph 7L | C
Boc S 7o " acido
12
.3 1
305 OH S/\m/o 4 | IR. D synresp. | OMe Ph 602,2 | B r
1213 acido t
!i
. 9 H
306 | NH- o IR.Dsynresp. |OMe |Ph [6732 | A* |
Boc s 10 amida l
i

13 Y
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I
Comp. | R’ -D- estereoq. enlace | R* RZ | MS act.
n° R} "enz
H !
_ 307 NH- 7 IR, D syn resp. | OMe N N C
Boc ‘. 2 A 1 /B acido .,C( \g ‘
8 10 14 \s !
12 |
C
z
o 777 |
308 NH- 2 S ~ 14 | IR, Dsynresp. | OMe OEt | 609,2 ‘,
Ac 213 cido |
TABLA 4 \
!
|
!
t
!
i
!
!
!
COOH \

enlace D-R' syn resp. al acido

14

Comp.n° |R* 9-X doble enlace | MS actividad en-
11,12 Zzimatica
401 H CH, trans 6993 | cC
402 H CH, cis 6994 | B
403 H 0 trans 7013 | C
~
404 Me 0] trans 7153 B

/3
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Comp.n° |R* 9-X doble enlace | MS actividad en-
11,12 Zimatica
405 MeJ 0] trans 715,2 C
406 H ) ninguno 703,3 C
407 Me"‘. 0 ninguno 7173 B
/ .
408 Me 0] ninguno 7173 C
1 715,2 B
409 Me/ 0O cis s
410 S trans 731,3 C
Me/
411 / S cis 7313 | A*
Me
412 9-S cis 745,3 A
8-(Me),

/36
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TABLA 5

H
N COOH
1 )
10 12 14
>, B N \g/ X, X
X 13
enlace D-R!' syn resp. al 4acido
Comp. n° 10-X 11-X 12-X MS actividad
enzimatica
501 CH, 0 CH, 7032 | C
502 CH, CH, CH, 701 C
503 CH, CH, NH 702,3 A
504 CH, CH, N(Me) 7163 | A*
505 CH, CH, N(CO)Me | 7443 |B
506 CH, CH, N(CO)Ph | 8063 |B
507 NH CH, CH, 702,3 C
508 N(CO)Me | CH, CH, 7843 | C
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TABLA 6

g

enlace D-R' syn resp. al acido

Comp. n° | R¥ R® MS actividad
enzimatica
601 N(Me), H P 7762 | C
7
\
&S
602 OH o 6752 | C
(CF,) ’
603 OMe ’ Q'\| 690,1 C
"Q\/!N

/30
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TABLA 7

Cp # X9; X% o ;c-lbble r® MS act.
" enlace ' celul.
X 13,14
701 11-O0 Cis phenyl 7013 [ A
702 CH, Cis “Yn\f 7631 | B
<—<\/s
703 H No H 7514 | B
CH, N *(NW
'<\/s
704 H CH, Cis ~ 7003 | B
L
N
705 H Cis N 7062 | B
CH, 4 ] |
S
707 |H CH, Cis 7482 | B
N\
‘—‘<\/S
708 H Ci H 7492 | B
CH, 15 . §(N\\
._<\/s

/35
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Cp # IR X;X "o |doble R MS actl.
a enlace celul.
X 13,14 ,
709 H CHZ No N\(n\fo 7652 | B |
- S |
"<\/s \
{
H 1 B !
'_<\/S ‘!
711 CH, No ~ 7022 [B |
N7 !
712 CH, Cis “OEt 6673 |B |
713 ' No N 708.1 B V
CH, - ] |
S
714 |H CH, No “OEt 669.3 | B
715 H CH2 Cis @ 688.3 | B t,
!
a i
!
716 H Cis 705.3 A ‘
C o] . i
" <1 z
|
1
717 H Cis 7052 | B 5
‘ CH2 N
t
4 ?N( }
: |
718 H CH, Cis I~ 6893 | B |
_ "
v
4 :
719 |H CH, Cis | 7142 | B !'1
N i
I P !'

VO
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Ce R4 Xg; Xm; o a;)bl;g R22 MS a(“it.
11 enlace ceallul.

X 13,14 .
720 No H 7512 ‘
CH2 | N N §(N\\\ '
4—<\/ < o} ﬁi
721 CH, No 716.3 |
N7 \
L i%
{
722 CH, Cis 703.3 "
Z N ::
) ‘

723 CH, No: @ 690.3
724 CH, No N\(H\(O 7811 | B
-—Q\/ Lo '.;
!
725 H CHL Cis 7482 | B ';
i
“(N])\ "
s ;
726 | H CH, Cis S 7032 | B ',i
)\N i
) |
727 H CH2 CiS 'CHZ'OMQ 667.3 A xI
728 |H CH, Cis Me 6373 | A !
729 |H CH, Cis N\l/n\ 7352 | B |
= 1

"‘&/S

v/
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.f
Cp # |R X;X%0 | doble | RZ MS act!
a enlace celul.
X 13,14
730 |H CH, No N\(g\(o 780.1
—~
k‘<\/s HN\
731 |H cH, Cis N\(NHz 7211
S
"<\/S a
732 H CHZ Cis (@ 705.3 A 1
A 0

/ }
—N ]
2 ;
|
738 |H cH, Cis 7032 B |
{
/ {
/ i
A |
|
-
735 H CHZ Cis N\rn - o) 749.2 B |
= |
"<\/s ",
73%6 || cH, Cis ) H\‘(o\ 7792 | B
~«T ! |
i
1
737 H Cis O 7302 | B |
~ 1
N |
{
. ]
/\J—-N ';
‘!
739 0® [cp No Ph 7152 | B |
Me \
730 06 | cx, - Ph 7153 | B :
Me ,

/&
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{
i
4 E L S
C. R x’; X doble | R” MS ’.
act.|
1 enlace celul
X 13,14 P
S |
"Q/s i
}
|
TABLA 8 |
22 !
-0 =N | R \
~ |
E
2 !
- |
|
COOH \
14 !
!
E
)
!
il
Cp # R32 R Rzz MS act. “
celul. |!
801 H H o 7612 | B '
=, Y *
o -’<\/s '
|
805 | n-Pr H OFt 6373 | A '
|
804 %/L H H o 7903 | B §
N \( }
-
805 <:L H — 700.1 |B ‘.
g «N Q '
|
806 Q/, H OFt 6632 | A ;



142

Cp # 32 R4 Rzz _
0/"
808 /L H OEt 653.2
o
" B N #° 7751 | B
CL N§,/ \(
o ]
o A |
. |
" B N 7472 | B
CL N§( ~
o ]
812 H no__NHz 7332 | B
- ~T
h y " OFt 691.3 | B
" " ) 7183 | B
O\ o ]
—
° S
" :L " B 7263 | B
o™ 7
. %/L " N#“\/ 7763 | B 5{
—
” 7 %
i
" :L " ' 760.2 | B I;
i !
O/' ‘—‘</ IH\ ‘[
S "
818 : = - _

7911 |B

!
o
{
/
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Lim
L
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|
|
Cp # R32 R4 Rzz i a-%t
ce;lul.
" CL : J\ 8332 [B |
.- H L o '
N
o NN '
D\ !
820 H - N —
N§(N\/ 4 !‘
o 4
N - : 7009 |B |
Q 2 :
o Pl |
B ; N 7754 |B |
G\ N%r \( |
o <1 ,‘
- " 7152 |B
CL (—?4/
o N |
|
. O\ 10- (R) | OFEt 693.0 |B
o Me
i
|
‘{
!!
i
1
i
|
i
e
'!
f
|
i
1!
!

78
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TABLA 9

F{22

COOH

14

32 4 22
Cp # R R Ms act.
celul.
901 : H OEt 6813 | B
O/'
902 H N 7199 | B
L ]
o S
903 EL H N 7059 | B
P :
. ]
904 H 7030 |B
Q 2
o /
505 689.0 | B
| 3
o~ »)' —
906 762.0 B
< l N
o~ /f\
.—(S
557 , ~ 7020 |B
Q. @
o /

o

/Y6
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Cp A. # 32 R4 R22 MS act.
celul.
908 CL 'H '{1?(“”2 7352 | B
O’ - -\ S A
909 <:L H 3 7770 |B
N\
| e «Q/\! \‘o(
910 Q H N 763.1
N\
o™ "&,\s(
911 O\ H A \( 777.0
o I
912 EL H n‘\/ 748.9
_ N
o~ 4’<\:Sr
913 H N 762.9
N\
l:LO/" -—<\:Sr \‘o(
914 - H R 749.0
- |
915 \ H N 751.1
| ad .—<\js( \\
916 CL 10 (R) OEt 695.2
o~ | Me
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REIVINDICACIONES
|
1% Un compuesto de férmula (I): ‘
R?! W A2 I
\ 1
- i
|
!

!
|
en la que W es CH o N, !
R*' es H, halo, alquilo C,-C¢, cicloalquilo C;-C, haloalquilo
C,-Cs, alcoxi C,;-Cq, cicloalcoxi C;-C,, hidroxi o N(R®),,

en donde cada R* es independientemente H, alquilo C,-C¢ o
cicloalguile €,~-Cg;

,
R*? es H, halo, alquilo C,-C,, cicloalquilo C,-C, haloalquilo
C,-Cq, tiocalquilo C,-C,, alcoxi C,-C4, cicloalcoxi C;-C¢, alcoxi
C,-C;-alquilo, cicloalquilo C;-C,, arilo C4, © Cy © Het,Een
donde Het es un heterociclo de cinco, seis o siete miembros,
saturado o insaturado, que contiene de uno a cuatro heterdé-
tomos elegidos entre nitrdégeno, oxigeno y azufre; estando
dichos cicloalquilo, arilo o Het sustituidos con R%, ;
en donde R* es H, halo, alquilo C,-C,, cicloalquilo C,;-Cg, al-
coxi C;-Cq, cicloalcoxi Cy-Cq, NO,, N(R®),; NH-C(0)-R*, o NH-
C(0) -NH-R®®, en donde cada R?® es independientemente H, alqu%-
lo C,-C4 o cicloalquilo C;-Cq; 3
o R** es NH-C(O)-OR* en donde R?*® es alguilo C,~C; o cicloa%—
quilo C;-Cq; i

R’ es hidroxi, NH,, o un grupo de férmula -NH-R¥, en donde R®!

es arilo C; o Cy,, heteroarilo, -C(0)-R3?, -C(0O)-NHR*, o -C(Q)~-
OR32 , :

{

I



AR

10

15

20

25

30

35

147

en donde R* es alquilo C,-C, o cicloalquilo C,-Cs; |

D es una cadena de alquileno de 5 a 10 &tomos saturada o}in-
saturada, que contiene opcionalmente uno a tres heteroétémos
independientemente elegidos entre O, S o N-R', en dond% R#!
es H, alquilo C,-C;, cicloalquilo C,-C,, o -C(0)-R* en dQnde
R* es alquilo C,-Cq, cicloalquilo C,;-C4 o arilo C; o C,p; k

R* es H o de uno a tres sustituyentes en cualquier atomo de
carbono de dicha cadena D, siendo dicho sustituyente ele@ido
independientemente entre el grupo formado por alquilo C;=Cs,
haloalquilo C,-C;, alcoxi C,-C¢, hidroxi, halo, amino, oXxo,
tio o tiocalquilo C,-Cq, |

y %

A es una amida de férmula -C(0)-NH-R® en donde R® se elige én-
tre el grupo formado por alquilo C,-C4, cicloalquilo ka%,
arilo C¢ o Cyy 0 aralquilo C,-Ce: ,

0 A es un acido carboxilico o una sal o éster del mismo.‘

|

2%. Un compuesto de férmula I segun la reivindicacgén
1%, en donde dicho resto R! se elige entre los dos dias?e—
reoisémeros distintos representados por las estructuras (1)
y (ii): :

D syn respecto a la amida (i) o D syn respecto a A (ii) [

!

3%. El compuesto de férmula (I) segun la reivindicacién
2%, en la que D estd unido syn respecto a A como se represed—
ta por la férmula (ii). %

4. El compuesto de férmula (I) segun la reivindicaciéb
1%, en donde W es N; ‘
R es H, alquilo C,-C,, alcoxi C,-C,, hidroxi, cloro o N (R®),}
en donde R” es H o alquilo C,-C; ,

i
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I
R¥ es H, tioalquilo C,-C,, alcoxi C,-C4;, fenilo o Het elegido
entre el grupo formado por: |

R*

> = 24 /N}_ 24 =\ R* (j :

“/\ES_R k<s R™ /3/ /\1 N |

3 7 ; F

(>{R24 R R* 5 Rz‘;"

10 TN NN o) Nj%\ 7L]!

VR e N v

S e & ;«< ’N;k<N/N!f,~

N RA ;

; 2.0
2

N o) %

en donde R** es H, alquilo C,-C,, NH-R?>, NH-C(0O)=-R?®; NH-C(0)-
NH-R?S,
20

1
en donde cada R*” es independientemente H, alquilo C,_~C61
!

0]
cicloalquilo C,~C,;

i
0 NH-C(0)-OR?** en donde R*® es alquilo C,-C,. :

!
H
5%. Un compuesto de férmula I segun la _reivindicacibn
25 4%, en donde R* es H o alcoxi C,;-C,.

|
El compuesto de férmula I segin la reivindicaci{)n

4%, en donde R* es alcoxi C,-C,, fenilo o Het elegido entre

el grupo formado por: !

30 ‘
!

6%.
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R24
% AN
ﬁN ;)Ni}\ﬁﬂ;/“\/N}R |

'
!
en donde R,, es H, alquilo C,-C,, NH-R? o NH-C(O)-R%; E
|

en donde cada R*” es alquilo C,-C; o cicloalquilo Cy-Ces

o NH-C(0O) -OR?* en donde R?* es como se definid en la reivindi-
cacién 42,

|
i
|
j
7%. Un compuesto de férmula I segun la reivindicac;on

62, en donde R’ es metoxi. t

l
|
8%. El compuesto de férmula I segun la reivindicacién
7%, en donde R?? es etoxi, o Het elegido entre el grépo
formado por: |
24b
R !
N

K
@—RZ‘“ 4:}#“ ﬁ ﬁ

en donde R¥* es NH-R¥ o NH-C(0)-R¥; en donde R** es alqu
CI—CG;

o R** es NH-C(O)-OR¥* en donde R? es alquilo C,-C,, y R¥®

H o alquilo C,-C,.

!
!
!
I
|
ilo
}
i
es
i
i
!

7 ’, . K] . III
9%. El compuesto de férmula I segin la reivindicacién

1%, en donde R’ es una amida de férmula NH-C(O)R*? o una ureg
de férmula NH-C(O)-NH-R¥ o0 un carbamato de férmula NH-C(O)*+

OR*¥, en donde R¥ es alquilo C,-C, o cicloalquilo C,-Cq. '

|

10%. El compuesto de férmula I sequn la reivindicaciéé
9%, en donde R’ es una urea o un carbamato, en donde R¥ es
alquilo C,-C4 o cicloalquilo C,-C.

t
1
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§
11%*. El compuesto de férmula I segin la reivindicacién

10%, en donde R’ es un carbamato y R¥ es terc-butilo, ciélo—
butilo o ciclopentilo.
1
§ 12%. El compuesto de férmula I seguin la reivindicacdién
1%, en donde D es una cadena de alquileno saturada o insétu—

rada, de 6 a 8 &tomos de carbono, que contiene opcionalmente

!
uno o dos heterodtomos elegidos independientemente entreio,
S o N-R*, en donde R‘ es H, alquilo C,-C;, 0 acilo Cz—Cwﬁ

10 |
13%. El compuesto de férmula I sequn la reivindicacién
12%, en donde D contiene opcionalmente un heterodtomo elegido
entre NH 6 N-acilo C,-C,.
|
15 14®. El compuesto segun la reivindicacién 132, en doﬁde
dicho heterodtomo se elige entre NH 6 N(Ac). |
|
15%. El compuesto segin la reivindicacién 132, en donde
dicha cadena D contiene 7 &tomos. %
20

!

i

1
16%. El compuesto segun la reivindicacién 15%, en donde
dicho heterocadtomo estd en la posicién 10 de dicha cadena D.

!
%
17%. E1 compuesto segin la reivindicacién 13%, en donde

25 dicha cadena D es saturada. l
}

18%. El compuesto de férmula I segtn la reivindicaciéb

12%, en donde D es una cadena de alquileno saturada o insatu-

rada, de 6 a 8 dtomos, que contiene opcionalmente un heteroé%
30 tomo elegido entre 0 & 8. ?
|

19%. El compuesto segun la reivindicacién 182, en donde

dicha cadena D contiene 7 atomos.

!
!

35 20%. E1 compuesto segun la reivindicacién 192, en donde
dicho heterodtomo estd en la posicién 9 de dicha cadena D.
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21*. El compuesto segun la reivindicacién 20*, en donde
dicha cadena D est& sustituida en posicién 8 con RY, en donde
R* es H o alquilo C,-C,.

22%. El compuesto segun la reivindicacién 212, en ddnde
dicho R* es H o metilo. |

|

23*. El compuesto sequn la reivindicacién 222, en donde
dicho R' es H o 8-(S)-Me. |

24%. El1 compuesto segun la reivindicacién 23*, en donde

|
dicha cadena D es saturada. |

}
25%. El compuesto segun la reivindicacién 192, en do@de
dicha cadena contiene un doble enlace en posicién 11,12.

|

26%. El1 compuesto sequn la reivindicacién 252, en doﬁde
dicho doble enlace es trans. l

1

i

27*. El compuesto de férmula I segun la reivindicacién

12%, en donde D es una cadena de alquileno todo carbono de 6
a 8 atomos, saturada o insaturada. i
}

28%. El compuesto de férmula I segun la reivindicacibn
27%, en donde D es una cadena de 7 &tomos. |

|
29%. E1 compuesto de férmula I segin la reivindicacién
28%, en donde D es saturada. l

|

|
30%. El compuesto segun la reivindicacién 29%, en donde

. . e L
dicha cadena D estd sustituida con R%, en donde R! es H, 0x%0,
hidroxi, alcoxi o alquilo. }

|

|
31%. El compuesto segun la reivindicacién 30%, en don%e
dicho R' es H o alquilo C,-C,.

i

/3



10

15

20

25

30

35

152

32%., El compuesto segun la reivindicacidén 31%, en Qonde
dicho R! es H o metilo. [

33%. El compuesto segun la reivindicacién 322, en dpnde
dicho R* es H o 10-(S)-Me. ’

i

|
34%. El compuesto de férmula I segun la reivindicacidn

28%, en donde D contiene un doble enlace.

!

35%. El compuesto de férmula I segun la reivindica?ién
34%, en donde dicho doble enlace estd en posicién l3,1ﬁ de
dicha cadena D. %

36%. El compuesto de férmula I segun la reivindicacién

{

35%, en donde dicho doble enlace es cis. ‘

37*. El compuesto segun la reivindicacién 362, en donde
dicha cadena D estd sustituida con RY en donde R! es H, o%o,
hidroxi, alcoxi C,-C; o alquilo C,-Cq. i

38%. El compuesto segun la reivindicacién 372, en donde

dicho R* es H o alquilo C,-Cq. ‘

3%8%. E1 compuesto segun la reivindicacién 38%, en donde
dicho R* es H o metilo. .

'
1

40%. El compuesto segun la reivindicacién 392, en don@e
dicho R* es H o 10-(S)-Me. }

41*. El compuesto de férmula I segun la reivindicacién
1%, en donde A es un &cido carboxilico. !
;
I

42%. Un compuesto segun la reivindicacién 12, en donde
|
W es N; ’

R’ es un grupo de férmula o -NH-C(O)-NHR® 6 -NH-C(0)-OR%®, |
en donde R* es alquilo C,~C, o cicloalquilo C,~Ce.:

- ._.._.‘r.__ S —
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D es una cadena de alquileno de 6 a 8 &tomos,
insaturada, unida a R! syn respecto a A, que contiene opcio-

nalmente uno o dos heterodtomos elegidos independientemente

entre O, S, 6 N-R" en donde R" es H o acilo C,-C,; :

R* es H, o de uno a tres sustituyentes elegidos independien—
temente entre hidroxi, o alquilo C,-C4; y ’

A es un 4cido carboxilico, o una sal o éster del mismo acep~

table farmacéuticamente. ‘

l
|

El compuesto de férmula I segin la reivindicacién
42%, en donde R* es H o metoxi; t

432,

!

R*? es alcoxi C,~C, o Het elegido entre el grupo formado ﬁor:

T
l

R240 z
"</ g2 </ } R4 | (>§ i

.
7

|
¢ NH-

C(O)-NH-R®”, en donde R®® es H, alquilo C,-C; o cicloalquilo C3
Cs:

en donde R** es H, alquilo C,-C,, NH-R?®, NH-C(O)-R%®

l
O R** es NH-C(0)-OR%*, en donde R¥* es alquilo C,-C¢ © cicloil—
quilo C,~C; E
y R** es H o alquilo C,~C,; l

R® es urea de férmula N-C(O)-NHR* o un carbamato de formula
N-C(0) -OR*, en donde R* es alquilo C,-C; o cicloalquilo C,- CM
D es una cadena de alquileno de 7 &tomos que contiene opcio-

'[
nalmente un doble enlace en posicién 11,12 o 13,14; |

conteniendo dicha cadena D opcionalmente un heterodtomo elé—
gido independientemente entre O, S, NH, N(Me) o N(Ac); y |
R* es H o alquilo C,-C,.

44%. El compuesto de férmula I segun la reivindicacié

!
l
:
|
!
n
43%, en donde R* es metoxi y R?? es etoxi o E
!

saturada o
!

/T

J/
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en donde R*** es NH-alquilo C,-C,, NH-C(0)-alquilo C,- C,, | NH-
C(0)-0O-alquilo C,-C,, o NH-C(O)-NH-alquilo Ci=Cy; }

D es una cadena C7 todo carbono, saturada o que contieneé un
doble enlace cis en posicién 13,14.

L
45%. El compuesto de férmula I segin la reivindicacﬁén

1%, elegido entre el grupo formado por todos los compuestos
!
de la Tabla 1.

'
{

46%. El compuesto de férmula I segin la reivindicacién

1%, elegido entre el grupo formado por todos los compuestos
de la Tabla 2. !

|
e A s,
}
1

47%. El compuesto de férmula I segin la reivindicacién

1%, elegido entre el grupo formado por todos los compuestbs
de la Jabla 3. ?

|
48%. El compuesto de foérmula I segin la reivindicacién

1%, elegido entre el grupo formado por todos los compuestés
de la Tabla 4.

!

< — 1

!

49%. E1 compuesto de férmula I segun la reivindicacién

1%, elegido entre el grupo formado por todos los compuestoﬁ

de la Tabla 5.
et setm,

|
50%. El compuesto de férmula I segtn la reivindicaciég

1%, elegido entre el grupo formado por todos los compuesto
de la Tabla 6.

B A

51%. El compuesto de férmula I segun la reivindicacidn
1%, elegido entre el grupo formado por todos los compuestos;

t
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de la Tabla 7.
|

1

52%. El compuesto de férmula I segun la reivindic%cién

1%, elegido entre el grupo formado por todos los compuestos
ﬁ 5 de la Tabla 8. 1
pe——— | [

!
53%*. El compuesto de férmula I segin la reivindicacién

1%, elegido entre el grupo formado por todos los compueétos

de la Tabla 9. ‘
___———-‘-__"-
10 |

|
L 54%. Un método para inhibir la replicacién del virus de
‘ la hepatitis C exponiendo el virus a una cantidad inhibidora
de NS3 proteasa viral de la hepatitis C del compuesto de for-

mula I segin la reivindicacién 1°2. l

|
15 ?

55%. Una composicién farmacéutica que comprende una cén—
tidad viralmente eficaz anti-hepatitis C de un compuestoide
férmula I segun la reivindicacién 12, o una sal o éster del
mismo aceptable farmacéuticamente, mezclada con un medio Ve—

20 hiculo o agente auxiliar aceptable farmacéuticamente.

]
t
56%. La composicién farmacéutica segun la reivindicacioén

55%, que comprende ademis un agente inmunomodulador adicio-

nal. ;

25
57*. La composicién farmacéutica segun la reivindicacién
56%, en la que dicho agente inmunomodulador se elige entre el
grupo formado por interferones «, B y §. ;

|
30 58%. La composicién farmacéutica segun la reivindicacié?

55%, que comprende ademés un agente antiviral. |
!

i

59%. La composicién farmacéutica segun la re1v1nd1cac1oﬁ
58%, en la que dicho agente antiviral se elige entre el grupo
35 fromado por ribavirina y amantadina.

t
i

s o i o e
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60%. La composicién farmacéutica segun la reivindicacién
55%, que comprende ademds otro inhibidor de proteasa del IHCV.

61%. La composicién farmacéutica segun la reivindicacién
55%, que comprende ademds un inhibidor de otras dianas en el

ciclo vital del HCV, tales como helicasa, polimerasa o meta-
loproteasa.

1
El uso de la composicién farmacéutica segin la rei-
. . . . N . |
vindicacién 55% para la preparacién de un medicamento para
1
tratar una infeccidén viral de hepatitis C en un mam1f1e$o.

622.

|

/7
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RESUMEN DE LA DESCRIPCION. |

La presente invencidn cubre compuestos macrociclicos de
férmula I activos in vitro y en ensayos celulares contrP la
- 5 NS3 proteasa del virus de la hepatitis C. i

'R22

R w
N
~

(211 1e]

10

nZ

.

|
;
R’ "'“f- |

15 R M

L{

en la que W es CH o N; R es H, halo, alquilo Cf{%i ci-
cloalquilo, haloalquilo, alcoxi C,-C¢, cicloalcoxi, hi@roxi
o N(R?)),, en donde cada R?* es independientemente H, alduilo
20 C,~C¢ o cicloalcoxi; y R* es H, halo, alquilo C,-Cs, cicloal-
quilo C;-C¢, haloalquilo C,~C,, tioalquilo C,-C,, alcoxi él—cm
cicloalcoxi C;-C4, alcoxi C,-C,-alquilo, cicloalquilo C3=Ce,
arilo C; o C;, 0 Het, en donde Het es un heterociclo de cinco,
seis o0 siete miembros, saturado o insaturado, que contiebe de
25 uno a cuatro heterodtomos elegidos entre nitrdgeno, oxigeno
y azufre; estando dichos cicloalquilo, arilo o Het sustitui-
dos con R**, en donde R?* es H, alquilo C,-C,, cicloalquilo C;-
Cs, alcoxi C,-C4, cicloalcoxi C;-C,, NO,, N(R?),; NH—C(O}-R”,
o NH-C(O)-NH-R¥, en donde cada R?» es independientemente H,
30 alquilo C;-C¢; o cicloalquilo C;-C4; o R* es NH-C{0)-OR*, en
donde R* es alquilo C,-C; o cicloalquilo C,-C; R’ es hidroxi,
NH,, o un grupo de férmula -NH-R¥, en donde R* es arilo C, o
Cio, heteroarilo, -C(0)-R%%, -C(0)-OR* o -C(0O)-NHR*®, en donde
R? es alquilo C,-C4 o cicloalquilo C,-C,; D es una cadena de
35 alquileno de 5 a 10 &tomos, saturada o insaturada, qué con-
tiene opcionalmente uno a tres heterodtomos independiente-
mente elegidos entre O, S o N-R*, en donde R es H, a@quilo
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C,-C., cicloalquilo, o -C(O)-R* en donde R‘? es alquilo C,-Cq,
cicloalquilo o arilo C4 o Cig; R* es H o de uno a tres sus?:i—
tuyentes en cualquier atomo de carbono de dicha cadena D,
siendo dicho sustituyente elegido independientemente entrei el
grupo formado por alquilo C;-C, haloalgquilo C,-C,, alcoxi Cl'—
C¢, hidroxi, halo, amino, oxo, tio o tioalquilo C,-C¢, y A es
una amida de férmula -C(0O)-NH-R’ en donde R’ se elige entre
el grupo formado por alquilo C;-C, cicloalquilo C;-Cq, arfilo
C, o Cy O aralquilo C,-Cys; o A es un acido carboxilico o iuna
sal o éster del mismo aceptable farmacoldgicamente. f

/60
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CERTIFICATION No.499
| 1
La suscrita Consul de Colombia en Montreal, Canada oV
vistos los documentos presentados por los interesados, A< 4

I
CERTIFICA: i

- Que ante la Camara de Notarios de Quebec se encuentra debidamente registrada la scﬁ'ora
_ TERESA OLEDZKA, como Notaria Piblica ante quien se autenticd la firma del s1gnatano ‘
?Z} ; del poder anexo. ‘
Que la firma v sello del Sefior Michel Poulin son los que usa y acostumbra en sus actos como
Secretario de la Camara de Notarios de Quebec.

i
i

- Que la empresa BOEHRINGER INGELHEIM (CANADA) LTD / BOEHINGER
INGELHEIM (CANADA) LTEE. existe como una sociedad de cardcter piblico y estd
constituida de acuerdo con las leyes de la Provincia de Quebec, Canada y cumple su objeto

§ social conforme a las mismas. |

1

- Que el sefior PAUL C. ANDERSON en su caracter de Vice Presidente de Investigacion y
Desarrollo de la mengcionada entidad, esta autorizado para firmar el poder anexo y su firma
fué autenticada ante la Notaria ya citada. Que el sefior Anderson es el representante legaly

que en consecuencia, con su firma compromete juridicamente a la empresa.

- Que ¢l domicilid social de la empresa BOEHRINGER INGELHEIM (CANADA) LTD/
BOEHINGER INGELHEIM (CANADA) LTEE es la ciudad de Laval, Provincia de
Quebec, Canada.

El Cénsul no asume responsabilidad por ¢l contenido de los documcﬁtos.
La presente certificacion se expide a los cinco (05) dias del mes de nowembre de mil novecieritos
noventa y siete (1997). ;

) w{ .
NCA\CNO? CRC. u;;;"\'u
4450 CONSTAR Quz v

i COINCIDE CONEL O
e rwn L0 VST W

| Pagado: Impuesto de Timbre Uss._k_
i Derechos Consulares US$_A00.~
5 TOTAL USS_A06.- g BN

1010 SHERBROOKE STREET WEST, SUITE 420, MONTREAL, Q4
TEL.: (514) 849-2929 FAX: (514) 848-4324
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CAA-27215

@a Chambre
des nctaires ~
: A' cu Québec

PROVINCE OF Q 1‘
“CANADA |
|

|
I, Michel Poulin, Secretary of the Chambre des notaires du Québec, Canada, hereinafter called the

“Chamber”, said Chamber having its Head Office in the City of Montreal, constituted under the laws of said Pr(:)vince
of Quebec, and being the sole and only Chamber of Record for all Notaries in said Province, said Chamber ﬁaving
a seal, the whole as enacted by the law 17-18 Elizabeth II, 1968, ch. 70, amended on July 6th, 1973 to conform to
the Professional Code (R.S.Q., ¢.C-26). [

DO HEREBY CERTIFY that Mtre Teresa Oledzka, notary residing at Montreal in the Jl!:dicial
District of Montreal of said Province, who signed the certificate of proof of acknowledgment on the hereto attached

instrument, was at the time of taking such proof of acknowledgment a practising Notary and Public Officer, ﬁavmg
been duly commissioned and sworn as such and his name is entered on the Roll of the Order of Notaries (?f said
e = Province of Quebec, that his jurisdiction extends over the whole of said Province of Quebec and his term of office
' is for life; that therefore he is at the date hereof a person authorized to take and certify affidavits and solemn
declarations and to take proof and acknowledgment of all deeds and other instruments, and to certify as such Notaw
both originals and copies thereof or either of them to be recorded in said Province, the whole in accordance wi;th and
as required by the said Notarial Act and the laws of said Province of Quebec.

AND moreover I have compared the signature: “Teresa Oledzka, notary” affixed to said instrument,
with that deposited in the “Register of Official Signatures of Notaries” (said Register being kept only by me and
remaining of record only in my office), and, as required by said Notarial Act and laws, such signature is the official
signature of said person and the impression of his official seal on said certificate is also genuine.

- |

THAT further in my said capacity of Secretary of the said Chamber, I am the only authonty under

the laws of said Province to issue the present certificate.

WITNESS my hand and the official seal of said Chamber at Montreal, this 17th day of October
1997.

Bt domes oo
BT

|
i
I
|
s

4 ‘gi—“‘ s ER
’.;5? LA e BOGOTA 0D LCI« L
S N M4 comia HAFO CONST S
;; 1 A el : o FOT02TATICA COINCID
A 2 HE AN PC TE\XD CIDECO
: 2 RO O Lh v STA

Membre de i Union internasionale du rnolariat [aiin

Tour de la Bourse. 800, Place-Victoria. bureau 700. case postale 162, Montregal (Qué
Téléphone : {514) 879-1733 » Télécopieur : (514) 879-19%3
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REPRESENTACION Y PODER

For patents, utility models, industrial designs,
trademarks, commerdal names, trade emblems,

slogans. ; ,/645

Para patentes, modelos de utilidad, disefios
industriales, marcas de fdbrica, nombres
conuxdaks,emxﬁaaleumscoummdaks{

REPRESENTATION AND

POWER OF ATTORNEY }

|
I (we), the undersigned/Yo (nosotros), abajo firmado (s) 1
i

BOEHRINGER INGELHEIM (CANADA), Ltd.

8f/domiciliado (s)en 2100 Cunard, Laval )

Québec, CANADA

or el presente nombramos a GERMAN CAVELIER, tpa. 832;
ONZALO PERDOMO, tpa. 831; EMILIO FERRERO, tpa.
31929; y LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555; domiciliados
en la Carrera 4% N*® 72-35, Bogot4, Colombla, er. obedecimiento a
lo dispuesto en el paragrafo 19 del Artfculo 343 del Cédigo de
Comercio, el primero como principal y los deméis como
suplentes, en su orden, como mis (nuestros) representantes en
todos los asuntos de propiedad industrial con facultad para
recibir notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
~trajudiciales. El primer representante suplente reemplazaré al
~.incipal en caso de ausencia o impedimento temporal o
definitivo de aquél. La misma regla se aplicard cuando el

‘segundo representante suplente haya de reemplazar al primero,

o el tercero al segundo. En tales casos, el representante
principal, o el primero, o segundo suplente, en su caso, o ambos,
declararan su intencién de no ejercer la representacién
mediante declaracién autenticada por Notario Publico en
Colombia, o por Notario u otro Funcionario Pdblico, o Cénsul
de Colombia, en el extranjero; y si se tratare de impedimento,
con el certificado respectivo. Si alguno de los nombrados faltare
definitivamente, el siguiente tomara su lugar. Cuando cesare la
ausencia o impedimento del representante principal, o de su
primero o segundo suplentes, en su caso, podran ejercer la
representacién, en su orden, uno u otros segin el caso,
asumiéndola por el solo hecho de ejercerla, cesando en ese
momento el ejercicio de la representacién por el primero,
segundo o tercer suplente en su caso.

Ademds, confiero (corfferimos) poder a los abogados arriba
nombrados, para obtener la proteccion de mi (nuestra)
propiedad industrial y contra la competencia desleal, a cuyo
efecto autorizo (amosg, a los dichos apoderados para que me
{nos) representen ante cualesquiera entidades o personas,
ejerzan ¢ no jurisdiccién, e?ecialmente ante las del orden
administrativo, contencioso-administrativo y judicial, asi como
los tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los
siguientes asuntos: a) Obtencién de patentes de invencidn,
modelos de utilidad y disefios industriales; el registro de marcas
de fabrica, colectivas, defensivas, de servicio, lemas comerciales,
nombres comerciales, ensefias, variedades vegetales vy
denominaciones de origen; su renovacién, traspaso, cambio de
nombre o domicilio, cancelacién voluntaria; y el registro de
licencias de uso de esos derechos; b) Las acciones de
competencia desleal, proteccién del consumidor, oposiciones u
observaciones, cancelacién administrativa y judicial, nulidad,
medidas cautelares, concesidn de licencias, la tutela, la
proteccién de secretos industriales, y en general los juicios
civiles, penales, administrativos o contencioso-administrativos
relacicnados con estos derechos; acciones y procesos que
promovamos O se nos promuevan. Y para que en todos los
asuntos arriba determinados, puedan sustituir este mandato,
transigir, conciliar, admitir los hechos del proceso, desistir,
cancelar, recibir, renunciar, y ratificar los actos de agentes
oficiosos.

Given and signed this/Dado y firmado hoy
8th day of October

in due compliance with the terms of paragraph 1st. of article 543
of the Commercial Code, do hereb apfpint GERMAN
CAVELIER, tpa. 832; GONZALO PERDOMO, tpa. 831; EMILIO
FERRERO, tpa. 31929; and LUZ CLEMENCIADE PAEZ, tpa.
23555; domiciled at Carrera 48 N® 72-35, Bogota, Colombia, the
first as principal and the others as alternates, iin the order of
their appointment, as our representatives for all industrial
property matters with faculty to receive notificationsﬂand to
appoint attorneys in and out of Court. The first alternate shall
replace the principal in case of his absence or of tempgral or
definitive impediment. The same rule will apply whea the
second alternate representative is to replace the first one, or
when the third is to replace the first or second alternates in their
turn, or both of them, second. In such cases, the principal
representative, or the first or second alternates jin their turn, or
both of them, shall state their intention Inot to act as
representatives through a declaration given before a Nota
Public in Colombia, or before a Notary or another Public Official
or a Colombian Consul abroad; and in case of impediment, the
appropriate certificate shall suffice. If any of: the appointees
were to be definitely absent, the following altérnate shall take
his place. When the absence or impediment of the principal
representative, or of the first or second alternate in their turn
ceases, the representation can be taken again in their sequence,
by the principal, the first or second alternate depending on case,
and the mere fact or its exercise will suffice. The exercise of the
representation by the first, second or third alternates in their
turn shall end at such time.

In addition, we grant a Power of Attorney ;in favor of the
above-named attorneys-at-law so that they mz(?' obtain the
protection of my (our) industrial prope nd against the
unfair competition, for which purpose 1 (we} authorize the said
attorneys to represent me (us) gefore any authorities or persons,
with or without jurisdiction, specially those administrative,
administrative contentious and judicial, as well as before
Arbitration Court, in all matters concerning the following: a)
Obtainment of patents, utility models and industrial designs;
the registration of trademarks, collective, defensive and service
marks, slogans, commercial names, trade emblems, vegetal
varieties and denominations of origin; its renewal, assignment,
change of name or domicile, voluntary cancellation; and the
registration of licenses of use of the above rights; b) Actions of
unfair competition, protection to the consumer, oppositions or
observations, administrative or Court cancellation, nullity,
infringement, granting of licenses, the 4action for writ
mandamus, the protection of trade secrets, and in general the
civil, penal, and administrative suits relating to those rights;
actions and suits institued ,,by__‘rjr}g (us) or against me (us). And
that in all the above mmatters they imay. substilgiethis Power of
Attorney, comprdise;.afnelial ’;’“ﬁ_‘ i theitacts: of the case,
desist, cancel, rPcéiveobiresigny ¢ ﬁq%,ﬁr‘aﬁ{- Quacts done by
representatives withaiit ¥pswerm, abkorneyit tLoR:

ey

in/en

" Laval, Québec, Canada

2.

Signature
Paul C. Anderson

© CAVELIER ABOGADOS Vice President, R § D

WPPODERE-3 (MINUTA N®12.1.1.2.6 USA)

irma
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CERTIFICADO NOTARIAL (INDIVIDUO)

Alos __ diasdel mes de de 19

ante mi, Notario Piblico de

comparecié(eron) personalmente

| NOTARIAL CERTIFICATE INDIVIDUAL) -
|
19

On t%ﬁs ___dayof

befmfe me, a Notary Public of

personally appeared
|

a quien(es) doy fe de conocer y me consta que es(son) la(s)
persona(s) firmante(s) del documento que precede, y quien(es)
tiene(n) capacidad legal para otorgarlo.

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

8 4o OCTUBRE 97

Hoy, de 19

compareci6(eron) ante mi

) PAUL C. ANDERSON

i
Notario Puiblico — Notaryi Public

to mie known, and kndwn to

me to be the person(s) who

executed that foregoing}document, and who has(have) legal

capacity to execute it.

!

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

19_97

| ’
On this Xﬂ( day of
ag pegared before me
Paul C. Anderfson

Dctobev

a fjuien(es) conozco personalmente y que firma(n) este documen
td en representacién de la Sociednd}’ compafifa

denominada DOEHRINGER INGELHEIM (CANADA) LTD.
BOEHRINGER INGELHEIM (CANADA) LTEE

who(in) | know personally and who(m) sig;ri‘i‘d this document as

rej_:orQSentative(sf'of the Carporat

named Boehringefr In

on/Company

gelheim (Canada, .tc

Boehringer Ingklhe

im {(Canada) Ltée

Certifico:

[ 1
1. Que he visto los siguientes documentos:*( | ) Af“ll'lCU/D-%
e \/43::00&_ %;’ogﬁ:'dad@meraaldtﬁmcf%
OHz 28, Canade, 2S5 de nov. de ’Q?Dz{f

(2) e solwcicn de lct Jun‘/ﬂLDd'{’CL_é‘g
Boehringer _énc/-«c;{/z:e/m ((07)65 ) ‘)

12de
weodon, Ontari o, lanada
6U/hr9 de 1997, !

2N C 0 o
f%)ue gmhos documentos R]ru?ban lo siguiente:
1

2
BOEHRINGER INGELHEIM (CANADA) LTD.
QQEBELNGER INGELHEIM (CANADA) LTEE

es una SociedAH/ Compafifa legalmente constitu{da y existente

CANADA

de acuerdo con las\leyes de

Ly 3 X W
C34al Id11¥s]

of Continuance,
Act, Ottawa, Cangda,
(2) Resolution of the
Boehringer Ingelheim
Burlington, Ontario,
2. That the above documehts dul}L

|
I Certiify:

1. That ] have seen the following
Cana

| Boehringer In

Iciocuments:'( 1) Articles
a Business Corp.
'Nov. 25, 1980

(Canada) Ltd.,
!Canada, Jan. 1, 19¢

prove the following:

elheim (Canada) Ltc

2.1.That Boehringer Ingelheim (Canada) Lté

is a Corporation/Company legally constituted and in existence

Canada

in accbrdance with the laws of

-

: T CE SANTAFE DE £0GO7A JHAGD CONSTAR QUE @
2.2, Que el domicilio da tivhe Soviedady Comiparita ss

2100 Cunard, Lavi

|

2.2. That the domicile of sdid Cor}goration/ Company is

B Québec, Canada

2100 CUNARD, LA mwgﬁﬁﬁéﬁfﬁeAN.p
i 16 i
ara.l

2.3. Que el objeto }
poder estin com
mencionada Socied

23. TLAat the purpose of ;urposeLz for which the present Power
of Attorney is granted afe comprised within the corporation

gurpdses set forth in{ the

orpdration/Company.

2.4. That Mr.(Messrs.) _Paul C.

charter of the mentioned

Anderson

!

esta(n) autorizado‘(s) para otorsfx/el ;%ente Poder.

Ciudad LAVAL 2
Estado  QUEBEC, CANADA
Hoy & OCTUBRE 1997

* Los documentos deben identifi .

is(are) authorized to grant|the present Power of Attorney.

GwlLaval
Stzte 'Québec, Candda

This | & M

ocr. 1997

Board of Directors

% <;§;¢w% ZZZQQEL, /Z%%%g7 /2

; I
Noteary rublic
] 1%

1137
I

grodos O1EDTEA, NOTAER
-

3-Cztnerine Ougst, Suite 403
Québzc H3B 1HY

* Documents must be idenkified with date and origin.




TRADUCCION OFICIAL No. 05.113.98 de un documento escrito en
inglés el cual para su identificacidén se sella con el sellq
l

b

del Traductor al mismo tiempo que la presente. Esta
traduccién ha sido preparada por Bernarda R. de Martinez,
Traductora Oficial debidamente reconocida por el Ministeri&

de Relaciones Exteriores y aprobada por el Ministerio de

Justicia de Colombia mediante Resolucidn No. 683 de 1991.

(Se traducen sellos vy legalizaciones que aparecen a

continuacidén de un documento escrito en inglés y espafiol poﬁ

medio del cual BOEHRINGER INGELHEIM (CANADA), Ltd., otorga
Poder a favor de GERMAN CAVELIER, GOﬁZALO PERDOMO, EMILI&
FERRERO y LUZ CLEMENCIA DE PAEZ.

Dado y firmado hoy 8 de octubre de 1997, en Laval, Québec,
Canadé: por Paul C. Anderson, Vicepresidente, Investigacién y
Desarrollo.

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD) en ingiés y espafiol referente

a la existencia legal de la sociedad BOEHRINGER INGELHEIM

Ty en Laval
RO St xrpy

(CANADA), Ltda., expedido el 8 de octubre

Québec, Canada.
(Firmado), Teresa Oledzka, Notario

(Sello notarial en tinta), Teresa Oled

e
v -
Y
g\ \\\\‘{\'

Ste-Catherine Ouest, Suite 403 Montréal, Qu¥beg H3B 1H9
Camara CAA-27215

de Notarios

de Canada

/6¥
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PROVINCIA DE QUEBEC

CANADA

Yo, Michel Poulin, Secretario de la Camara ée
Notarios de Québec, Canadd, de aqui en adelante denominada la
“Cémara”, que tiene su Oficina Principal en 1la Ciudad de
Montreal, constituida bajo 1las 1leyes de la mencionaéa
Provincia de Québec, y siendo la tUnica Camara de Registro
para todos los Notarios de dicha Provincia que tiene sellé?
de acuerdo a lo establecido por la ley 17-18 de Elizabeéh
II, 1968, modificada el 6 de julio de 1973 bajo el Cédigo

Profesional (R.S.Q., c.C-26).

POR EL PRESENTE CERTIFICO que la Dra. Teresa

rl

Oledzka, notario domiciliado en Montreal en el Distrito
Judicial de Montreal de la Provincia mencionada, quien firmé
el certificado de prueba de reconocimiento en el instrumento

adjunto al presente documento, era en el momento de recibir

Soasrewris e

dicha prueba o reconocimiento No '.u%ncmfuarrﬁ;o’a&"c':%w em%%]erClclp,

" E SANIAFE DE BOGOTA SAGG CONIIAR

% ESTA COPIA FCICSIATKA COINCIDE CON EL ORY \
@dgﬁ fOMO A via 1 ‘du nombre

1Ty
SR LA e

KRR i
urimdiccidén cubre

toda la Provincia de Québec y su ;kri do del cargo es

vitalicio; que por 1lo tanto, en 1lal\ fec del presenfe

documento es una persona autorizada para Yecibir y certificar

declaraciones juramentadas y declaracione®™ formales y para

1617




.,a
4

g,
pedvi et
-

recibir la prueba y reconocimiento de escrituras y otros
instrumentos, y para certificar como Notario tanto 1los

originales como las copias de los mismos, o cualesquiera de

ellos que se deban registrar en la Provincia mencionada,
;

1
i

todo de acuerdo con y como lo exigen la Ley Notarial y l%s

leyes de la Provincia de Québec.

Ademéds, he comparado 1la firma: “Teresa
H

!
i

L

Oledzka, notario” estampada en el instrumento, con la que se
encuentra depositada en el “Registro Oficial de Firmas de
Notarios” (el que guardo Unicamente yo Yy permanece como
constancia en mi oficina), y, como lo exigen dicha Ley
Notarial y las leyes, la firma mencionada es la firma oficial
de dicha persona y la impresién de su sello oficial que

P

aparece en el certificado es auténtico.

QUE ademds, en mi calidad de Secretario de la

Camara mencionada, de acuerdo con las leyes de dicha

Provincia, Soy la dGnica autoriz

ds bR Ed L BXpedrE ™
OF SANTARE uE BOSNTA, HAGO CONSTAR QUEF
CETACOM FOT0STAMNCA COINCIDE CONEL ORI
GRAL QUB HE TEMIO ALAVISTA

certificado.

DAN FE mi firma vy aggnﬁz&é@ﬁ‘mw

S B S oY

(Firma facsimilar), Michel Poulin

(Impreso), Dr. Michel Poulin, Secretario




27226
(Sello parcial en tinta del Consulado General de Colombia en

Montreal.)

(En espafiol), Certificacién del cargo y firma de TERESA

OLEDZKA, de la firma, sello y cargo de MICHEL POULIN, de la
existencia legal de la empresa BOEHRINGER INGELHEIM (CANADA)
y de la autoridad que tenia su Vicepresidente de
Investigacidén y Desarrollo, PAUL C. ANDERSON, para firmar el
Poder anexo. Esta certificacién fue expedida por el CONSULADO
GENERAL DE COLOMBIA EN MONTREAL, bajo el No. 499, de fecha 05
de noviembre de 1997 y firmada por Pilar Vargas Alvarez,

Consul 2Ex. Pagados Impuesto de Timbre y Derechos Consulares

F]

por valor de veintidn délares.

(Al dorso), Legalizacidén de la firma que antecede expedida
por el MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES bajo el No.

302217,/6; fecha 3 de diciembre de 1997 y firmada por el Jefe

de Legalizaciones.

05
DE SANTAFE o& S"GGM HAGO CON

EST& COPIA Fi ‘rotrmca [d
cmuou~ z e

......

CONSIAR CuE ¥
3E CONEL ORI !
d04Lansta \

Es traduccidén fiel y completa de la cua
archivos de esta oficina para su confr%%% C
remito.

Bogota, 7 de mayo de 1998

COLO 11041 803 001 8

/6

BRM.1

Bernarda R. de Martines
Graductera e :9nlerprete @{icia!
Resolucion 653 Minjusticia 199
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ABOGADOS
TELEFAX . (S71(1) 2358850 EDIFICIO SISK! CORREOC ELECTRONICO MUND:!ALICAVE
CasLes CAVELEYES CARRERA 42, No.72-35 TELEFONO (571 (1) 2120100
TELEX : 45479 BOGOTA 8, COLOMBIA i

I
i

Sefior Jefe de la
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Superintendencia de Industria y Comercio
E. S. D.

Poderdante: BCEERINGER INGELHETM (CANADA),LTT.

Poder conferido el: 08-10-97

Yo, GERMAN CAVELIER, obrando en mi calidad de apoderado
principal del poderdante arriba mencionado, atentamehte
manifiesto a Usted que sustituyo el poder que me ha sido
conferido en la persona del doctor EMILIO FERRERO, Abogado éon

Tarjeta Profesional No. 31.929, con todas las facultades que‘me
fueron conferidas.

Hago la anterior sustituciédn conforme al articulo 66 del
Cédigo, de Procedimiento Civil ya que los otros sustitutos
faltan en este momento.

Senor Jefe,

A
. GERMAN CAVELIER ,

T.P.A. No. 832
C.C. No. 2.877.924 de Bogota

EMILIO FERRERO
T.P.A. N2 31.929
C.C. No. 438.019 de Usaquén

2e-780-2

NI1.T 8 60 0413 67 3
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Industria y Comercio

NIT @ 800176089-2 SUPERINTENDEN“CH\
1 ] - ‘
RECIRO OFICIAL DE CAJA : 18,320 . IPERINNSTRIA Y COUERCIO |
FECHA : MARID 21 DE 2000 Radicacion : 00824874 Qo0RaBgy Folios: 17 '
. * % v Fecha (AMD): 2000-94-05 {7:34:12 s 1

DB :

DEPOSITANTE TIFD PABD BANCD SUCURSAL CUERTA No. PAGH Vr. FRED %
CAVELIER ARDBADOS CONSIGHACION  BANCO POPULAR  BOBOTA (30-00024-7 146752 32,225,5300.00

BEHOC 0N CEF T Ot

CANT. RENTISTICO LORCEPTD
L 50005-01-01 GSOLICITUDES t TRAMITES DE GOL. DE PATENTH DE IM . 408,060.00 '
TOTAL {  408,006.00

SOM:  SEISCIENTOS OCHD WIL PESDS

RESPONSABLE :
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o
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Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5y 10
Conmutador: 334 12 21
Fax: 281 31 25
Santa Fe de Bogota, D.C., Colombia
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Radicacion : 00624874 ° ) ! Folios: 174

Fecha {AMD): 2008-04-85 17:34:12

o o
Tramite : 002 PATENTES D | REGISTRO/ 4l1 msssmmer-c 0
Dependencia: 2620 DIVISION IE NIEVAS CREACIONES BN LA

PATENTE DE INVENCION | MODELO DE UTILIDAD [ |

« Nombre e identiicacion del Solicitante

[]

o Nombre e identificacion del Inventor []

« Titulo 0 nombre de la Invencion [1]

o Descripcion []

: e Reivindicaciones 1]
¢ Resumen [ ]
o Comprobante de Pago [1]

COMPLETA] | INCOMPLETA [ ]

475
RE_QUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE 11 ‘
\
t
i
|
‘I
t
i
b
i
3
{Y
{
i
]t
DISENO INDUSTRIAL {1 |

o Nombre e identificacion del peticionario

[]
o Nombre e identificacion del inventor o disefiador [}
o Indicacion del género de productos para los cuales debe utilizarse [] tg
¢ Representacion grafica []
o Comprobante de pago [ 1]

COMPLETA[ ]

s

Firma Responsable

INCOMPLETA [ ]

Carrera 13 No. 27-00 Piso 5y 10
Conmutador: 33412 21-2.3.4
Fax: 281 31 25 e-nmuail; info@sic.gov.co
Santa Fe de Bogotd B.C. -Colombia



™ SUPERINTENDENCIA

* DE INDUSTRIA
Y COMERCIO -
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES - ﬁ\
PRIMER EXAMEN DE FORMA o N ol
R

EXPEDIENTE 00-024874

Practicado el examen juridico de acuerdo con lo establecido en el art. 21 de la Decision
344 se determiné que esta solicitud de Patente de Invencion: |

SI[x] NO[ ] NO APLICABLE [ ] Presentd los poderes necesarios en
forma comrecta (Decision 344, art. 14-a).

Si{x] NO[ 1] NO APLICABLE[ ] Acredito, en forma cormrecta, la
existencia y representacion de la persona juridica solicitante
(art. 14-c de la Decisién 344; literal g) del art. 4 del Decreto
117/94).

NO[ ] NO APLICABLE [ ] Presentd, en forma correcta el
comprobante de pago por la tasa de presentacion establecida
(art. 13-f de la Decision 344 y la Resolucién 02 del 4 de enero
del 2000 ).

NOI[ 1] EXTEMPORANEAMENTE [ ] Reivindico prioridad, dentro del
plazo y de acuerdo con lo previsto en el Articulo 4 del
Convenio de Paris.

NO[x] NO APLICABLE [ ] Presentd copia, certificada su
conformidad por la Administracion que recibi6 la solicitud de la
cual reivindica prioridad, al momento de radicar la solicitud
nacional.

NO[x] NO APLICABLE [ ] Presentd la traduccion del capitulo
reivindicatorio de la solicitud de la cual se reivindica prioridad
(Art. 4, D-3 Convenio de Paris; Concepto: 5 de enero de 1999
S.I.C).

NO[x] CUMPLE LOS REQUISITOS JURIDICOS

copié certificada su conformidad por la Administracion que recibié la sollcltud de la cual
reivindica prioridad, en cualquier momento dentro del plazo de tres (3) meses,
contados a partir de la fecha de depdsito de la solicitud posterior. La omisién de esta
formalidad implicara la perdida del derecho de prioridad.

En consecuencia, se conceptiia que esta solicitud:

Sl{ | NO[x ] Seajustaalos aspectos FORMALES indicados en la Decisién
- 344 y por tanto,

Sl [] NO[x ] Se recomienda PUBLICAR el extracto correspondiente.
Santafé de Bogotéa, D.C.,6 de abril del 2000.

EXAMINADOR JURIDICO: Cédigo 202002

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5°y 10°
Conmutador 334 1221-2-3-4
Fax 281 3125
Santafé de Bogota, D.C. - Colombia
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Concepto Técnico no_395 Clasificacién Internacional de Patentes A4/ 3 X/ & [ B'D/D

|
t
1

Practicado el examen de acuerdo a lo establecido en el Art. 21 de la Decisién 344 se determin qué esta
solicitud de Patente de Invencién:

1

e
SIK] NO[] Contiene la identificacion correcta del inventor (Art.8, Art.13-a). ‘,
1
SI[{] NO[] Contiene la identificacion correcta del solicitante (Articulo 13-a). \!
SI] NO[] Contiene el resumen con el objeto y finalidad de la invencién en forma correcta |
(Art.13-¢). E
!
SIX] NO[] Contiene el titulo o nombre de la invencién en forma correcta (Art.13-b). \
I
SIK NO[] Contiene la descripcion clara y completa de la invencion (Art.13-c). '}
SIK] NO[] Contiene Jos dibujos correctos (Art.14-c junto con el literal d) del Art. 4.del Dto.
117 del 94). : !
SIK NO[] Contiene las unidades de medida en el sistema exigido (Art.14-c junto con el f
Decreto 3464 del 26 de diciembre de 1980). i
SI[] NO [N Contiene una o mas reivindicaciones, en forma correcta, que precisen la materia .
para la cual se solicita la proteccion mediante la patente (Art.13-d). ‘1
SI Dd NO[] Contiene el extracto de acuerdo con el literal ¢) del articulo 4 del Dto. 117 /94, il
SI[] NO M Contiene el arte final del dibujo caracteristico de acuerdo con el literal c) del ‘.‘
articulo 4 y el articulo 27 del Dto. 117 /94. !
1
SIY] NO[] Contiene la tarjeta del Archivo Tematico [formato P-104] en forma correcta {
(Art.14-c junto con el literal b) del articulo 4 del Dto. 117 /94). 3
SI D(] NO[] Contiene la tarjeta del Archivo de Propietarios [formato P-105] en forma correcta
(Art.14-c junto con el literal b) del articulo 4 del Dto. 117 /94).
SI{] NO[Y

CUMPLE LOS REQUISITOS TECNICOS

OBSERVACIONES Y OTROS: SI[X NO[] ver hoja(s) anexa(s)
Santa Fe de Bogot4, D.C., Sunio i3 /OD

EXAMINADOR TECNICO
Codigo 202010




DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
19 EXAMEN DE FORMA

'CONCEPTO TECNICON® §95

EXPEDIENTE N° 0-24874 IPC A61K 38/00

Debe tenerse en cuenta que en el capitulo reivindicatorio no debe hacerse referencia al capitulo
descriptivo. Por este motivo, las reivindicaciones 45 a 53 deben corregirse de forma tal que en ellas
se establezca claramente los compuestos a los que se hace referencia en cada reivindicacion

Debe tenerse en cuenta que el uso como tal no es patentable en Colombia. Por este motivo, la

reivindicacion 62 debe modificarse de forma tal que no se reivindique el uso de la composicion
farmacéutica de la invencion, sino la composicién como tal.

Al corregir las reivindicaciones, debe anexarse'un nuevo capitulo reivindicatorio

Adjuntar el arte final de la figura caracteristica (formula ) en tamafio 6 cm X 6 cmy 12 cm X 12 ¢m

Santa Fe de Bogota D.C., 13 de junio de 2000

Examinador Técnico de Patentes
Q.F. Cdd. 202010

5
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LA JEFE DE LA DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
DISPONE

ARTICULO PRIMERO: Reconocer personeria al doctor Emilio Ferrero, como apoderado
del solicitante, en los términos y para los efectos del poder conferido

ARTICULO SEGUNDO: Conforme lo establece el articulo 22 de la Decision 344 de la
Comisién del Acuerdo de Cartagena, requiérese al solicitante, para que dentro del plazo
~ de treinta (30) dias habiles siguientes a la fecha de notificacion del auto, presente
lf;espuesta a las observaciones o complemente los antecedentes senalados en el examen
~ de forma.

ARTICULO TERCERO: Notificar por estado el presente auto, advirtiendo que contra el no
procede recurso alguno en la via gubernativa.

NOTIFIQUESE Y CUMPLASE 04
Dado en Santafé de Bogota D.C., a los V4 JUL 2000

LA JEFE DE LA DIVISION-DE NUEVAS CREACIONES,

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL

NOTIFICADO POR ESTADO

Santafé de Bogota D.C.,’ (0 ) L MOtiﬁcado por anotacion en estado de esta misma
fecha. '

VENCIMIENTO NOTIFICACION ESTADO
SOLICITO PRORROGA TERMINO S NO

VENCIMIENTO TERMINO PRORROGA

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5°y 10°
Conmutador 334 1221-2-34
Fax 281 3125
Santafé de Bogota, D.C. - Colombia



