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ES 2304 128 T3

DESCRIPCION

Péptidos lineales selectivos con actividad agonista de receptor de melanocortina-4 (MC4-R).
Antecedentes de la invencion

La obesidad es ampliamente reconocida como un serio problema de salud para los paises desarrollados, y ha
alcanzado la condicién de epidemia en los Estados Unidos. Se considera que mds del 50% de la poblacién de los
Estados Unidos tiene sobrepeso, con > 25% con un diagnéstico de obesidad clinica y con considerable riesgo de
enfermedades cardiacas, diabetes mellitus no insulinodependiente (NIDDM), hipertensién y ciertos canceres. Esta
epidemia representa una significativa carga sobre el sistema de cuidado de la salud, ya que se esperan costos de
tratamiento de obesidad proyectados de mas de 70 mil millones al afio, sélo en los Estados Unidos. Las estrategias
para el tratamiento de la obesidad incluyen la reduccion de la ingestion de alimentos, o el aumento del gasto de energfa.

Se ha demostrado que, cuando se inyecta en el tercer ventriculo del cerebro o de manera intraperitoneal, un andlogo
de heptapéptido ciclico de hormona estimulante de a-melanocito (¢!MSH) que tiene actividad agonista de receptor de
melanocortina-4 (MCR-4), se produce una inhibicién duradera de la ingestion de alimentos en ratones. Este efecto fue
reversible cuando se administré junto con un antagonista de MC4-R (Fan y otros, Nature (1997) 385: 165-168). Por
lo tanto, los agonistas de la actividad de NC4-R deberian ser ttiles en el tratamiento o prevencion de la obesidad.

Existen cinco receptores de melanocortina conocidos, en base a la homologia de secuencia que varia desde 35-
60% de homologia entre miembros de la familia (Cone y otros, Rec. Prog. Hormone Res. (1996) 51:287-318), pero
estos receptores difieren en sus funciones. Por ejemplo, el MC1-R es un receptor acoplado a proteina G que regula la
pigmentacién en respuesta a la aMSH, que es un potente agonista de MC1-R (Cone y otros, ibid.). El agonismo del
receptor MC1-R produce la estimulacién de los melanocitos, lo que causa eumelanina e incrementa el riesgo de cancer
de piel. El agonismo de MC1-R también puede tener efectos neuroldgicos. La estimulacién de la actividad de MC2-
R puede dar como resultado un carcinoma del tejido adrenal. Los efectos del agonismo del MC3-R y el MC5-R atin
no se conocen. Todos los receptores de melanocortina responden a la clase de hormonas peptidicas de hormonas esti-
mulantes de melanocitos (MSH). Estos péptidos derivan de proopiomelanocortina (POMC), una prohormona de 131
aminodcidos que es procesada en tres clases de hormonas; las melanocortinas (@, 8y ), hormona adrenocorticotropi-
na (ACTH) y varias endorfinas (por ejemplo, lipotropona) (Cone y otros, ibid.). Debido a sus diferentes funciones, el
agonismo simultdneo de las actividades de multiples receptores de melanocortina tiene el potencial de causar efectos
colaterales indeseados. Por lo tanto, es deseable que un agonista de MC4-R sea mds selectivo para el MC4-R que para
uno o mds de los otros receptores de melanocortina.

Haskell-Luevano y otros (Peptides (1996) 17(6); 995-1002) describen péptidos que contienen el tripéptido (D)Phe-
Arg-Trp, y exhiben actividad melanotrépica (oscurecimiento de la piel) en el bioensayo de piel de rana (Rana pipiens).
Haskell-Luevano y otros (ibid.) no describen ningtin compuesto de férmula I, I o III descritos a continuacién.

Maria A. Bednarek et al. (Biochemical and Biophysical Research Communications 261, 209-213 (1999) describe
andlogos de MTII, derivados de lactama de a-melanotropina, que es agonista del melanocortin-4-receptor humano.

Roger A. H. adan et al. (European Journal of Pharmacology 378 (1999) 249-258 describe ligandos receptores de
melanocortina que son agonistas receptores de melanocortina MC,.

Sumario de la invencion

Esta invencion se relaciona con compuestos que comprenden la siguiente estructura (S1):

O

RT— (NH) /Lk\

n

n (81)

en donde R', R®, R7, R®, m, n, A y B son como se definen en a) a d), y en donde el compuesto se selecciona entre el
grupo que consiste de
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a) un compuesto de la férmula:

O
24 )J\
Ri—(NH),; N
H
X
NH
HN NH, l

en donde
m es0061;
n es061;
R! es un alquilo lineal o ramificado insustituido que tiene desde 1 a 8 d&tomos de carbono; alquilo lineal o ramificado

que tiene desde 1 a 8 atomos de carbono monosustituido con fenilo o carboxilo; fenilo no sustituido; o fenilo
monosustituido con fldor, cloro o alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 4 4tomos de carbono;

€S

N
1N
S N
A e
0 T
, R ' ~

en donde R?, R? y R* son independientemente hidrégeno o un alcoxi lineal o ramificado que tiene desde 1 a 4 4tomos
de carbono, en donde cuando R? es alcoxi, R* y R* son ambos hidrégeno;

R9

Rll
R6

R7

es hidrégeno, alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 3 carbonos, alcoxi lineal o ramificado que tiene
desde 1 a 3 carbonos, o fenoxi no sustituido;

es ciclohexilo, cicloheptilo o un alquilo ramificado que tiene desde 3 a 8 4tomos de carbono;

es hidrégeno o metilo;

€S

C
(1) O \
N ’ '\///

H
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Y es

_CH2_, -CH,CH,-, o —CH—CH3,

y R®  es hidrégeno o metilo; o

CHz~— | oo Uk | ,\7
,/’f:J ! s (: ) 0
C

~

Cl N

Y es

////
Y R?® es hidrégeno;

b) un compuesto de la férmula:

O R R?
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R
en donde
m es001;
n es061;
R! es un alquilo lineal o ramificado no sustituido que tiene desde 1 a 8 atomos de carbono; alquilo lineal o rami-

ficado que tiene desde 1 as 8 4tomos de carbono monosustituido con fenilo o carboxilo; fenilo no sustituido; o
fenilo monosustituido con fltior, cloro o alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 4 &tomos de carbono;

R?, R? y R* son independientemente hidrégeno, un alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 4 4tomos de carbono;
hidroxi, un alcoxi lineal o ramificado que tiene desde 1 a 4 dtomos de carbono; o cloro, en donde cuando R? es
alquilo, hidroxi, alcoxi o cloro, R* y R* son ambos hidrégeno;

R® es hidrégeno o metilo;
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R?  es
~— \/ BN
4 T
N N
H O
Y es
l
-CH,-, -CH,CH,-, o -CH-CH;,

y R®  es hidrégeno o metilo; o

Y es

Y R® es hidrégeno;

¢) un compuesto de la férmula:

0
R (Nt-f)n{”u\ N

en donde
m es0061;
n es0061;

/(\) no Qe \
9 T oy / |
- N\/.Jj\N_ LN=Y ‘(.,NHQ
H : i
rLiG O )
’;'ﬂ
R10 NH
HNT SNH, I
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R! es un alquilo lineal o ramificado no sustituido que tiene desde 4 a 8 dtomos de carbono; alquilo lineal o rami-
ficado que tiene desde 1 a 8 d&tomos de carbono monosustituido con fenilo o carboxilo; o fenilo insustituido; o
fenilo monosustituido con fltior, cloro o alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 4 4tomos de carbono;
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Y es
l
—CHz— —CH2CH2“, O _CH_CH3,
y R®  es hidrégeno o metilo; o
Y es
CH
CH; | ~C ° N
/ 1] /C N
C
CTN
s

y R®  es hidrégeno;

R!  es hidrégeno, halo, alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 3 dtomos de carbono, alcoxi lineal o ramifi-
cado que tiene desde 1 a 3 dtomos de carbono, o -NR'?R" en donde R'? y R"® son cada uno independientemente
un alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 3 carbonos, o juntos son -(CH,),- en donde g es 3,4 6 5; y
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d) un compuesto de la férmula:
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en donde
R! es alquilo lineal o ramificado insustituido que tiene desde 4 a 8 4tomos de carbono;
RS es hidrégeno o metilo;
R®  es hidrégeno o metilo:
) €s2,364yR"es
O
@) NH
a
}‘iN NF'Z 3y
opes4yR"es
l\rH
H,N N
opes3yR"es
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Esta invencién proporciona un compuesto de la férmula:

,L
pd
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z
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NH

~.

HNT UNH, '

En compuestos de férmula I, mes 0 6 1, nes 0 6 1, R es un alquilo lineal o ramificado no sustituido que tiene
desde 1 a 8 4&tomos de carbono; alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 8 dtomos de carbono monosustituido
con fenilo o carboxilo, fenilo insustituido; o fenilo monosustituido con fldor, cloro o alquilo lineal o ramificado que
tiene desde 1 a 4 atomos de carbono, X es

H
-39

R R Rt
R

R?, R® y R* son independientemente hidrégeno o un alcoxi lineal o ramificado que tiene desde 1 a 4 dtomos de
carbono, en donde cuando R? es alcoxi, R* y R* son ambos hidrégeno, R® es hidrégeno, alquilo lineal o ramificado
que tiene desde 1 a 3 carbonos, alcoxi lineal o ramificado que tiene desde 1 a 3 carbonos, o fenoxi insustituido, R'! es
ciclohexilo, cicloheptilo, o un alquilo ramificado que tiene desde 3 a 8 d4tomos de carbono, R es hidrégeno o metilo,
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yR®
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es hidrégeno o metilo; o
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Y es
CH
- ~ 2
CH; | C 3 0
/ ' /C ’
C
10 Cl/ ~
=

yR® es hidrégeno

15
Esta invencién proporciona un compuesto de la férmula:

20 P
O )\\\/) R’
8
- 0 R
:H ( |
N—Y N H,

0
B R (NH) H\NV(”\ N
H>< N/\,T/ N
O
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~
H
O R°®
30 X
, n
N
nto NH
]

35
—
HN" SN H,
40 En los compuestos de formula I, mes 06 1, nes 06 1, R! es un alquilo lineal o ramificado no sustituido que tiene
desde 4 a 8 4&tomos de carbono; alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 8 d&tomos de carbono monosustituido
con fenilo o carboxilo; fenilo insustituido, o fenilo monosustituido con fldor, cloro o alquilo lineal o ramificado que
tiene desde 1 a 4 4tomos de carbono, R7 es
45
C ~. R ./C PN
= N ~ d N \
SSRGS OIERENG§
50 N~ 7 P> _ = e
H
55y es
I
60 —CHz", —CH2CH2", O *CH—CH3

y R®  es hidrégeno o metilo; o
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y s
CH; ~C o, X
| o _c . °
C/C\
| =

y R®  es hidrégeno,

R'  es hidrégeno, halo, alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 3 4tomos de carbono, alcoxi lineal o ramifi-
cado que tiene desde 1 a 3 dtomos de carbono, o -NR'?R" en donde R'? y R"? son cada uno independientemente
un alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 3 carbonos, o juntos son -(CH,),- en donde q es 3,4 6 5.

Esta invencién proporciona un compuesto de la férmula:
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En los compuestos de férmula III, R! es alquilo lineal o ramificado insustituido que tiene desde 4 a 8 dtomos de

=z

O

NH

carbono, R® es hidrégeno o metilo, R® es hidrégeno o metilo, pes 2,3 64y R* es

opesd4yR"es

O

C

0N

HN

NH

NH

10

|
v “NH,

*

~8

>~
R
II\J/\[rNHZ
O
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opes3yR"es
NH

C
& hm,

Los compuestos de las férmulas I, II y III, asi como también Penta-Adpc-(D)-Phe-Arg-Trp-Gly-NH, y Penta-Ape-
(D)-Phe-Arg-Trp-Gly-NH, son agonistas del MC4-R. Se sabe que los agonistas de la actividad de MC4-R causan la
reduccion de la ingestién de alimentos en un modelo de ratén de obesidad humana. Por lo tanto, los compuestos de
férmula I son ttiles en el tratamiento o prevencién de la obesidad.

Todos los compuestos de las formula I, IT y III ejemplificados a continuacion, asi como también Penta-Adpc-(D)-
Phe-Arg-Trp-Gly-NH, y Penta-Ape-(D)-Phe-Arg-Trp-Gly-NH, fueron evaluados para determinar actividad agonista
de MC4-R y actividad agonista de MCI1-R en el ensayo in vitro que se describe a continuacién en el Ejemplo de
Actividad Biolégica A. Todos los compuestos evaluados tuvieron un EC50 para actividad agonista de MC4-R inferior
a 500 nM, y todos exhibieron por lo menos una actividad agonista de MC4-R 10 veces mayor que la actividad agonista
de MC1-R. Como contraste, el compuesto Bu-His-(D)-Phe-Arg-Trp-Gly-NH, (Ejemplo 30) exhibi6 actividad agonista
de MCI1-R mayor que la actividad agonista de MC4-R.

Descripcion detallada de la invencion
Nomenclatura y abreviaciones

La nomenclatura utilizada para definir los péptidos es la que se utiliza tipicamente en el arte, en donde el grupo
amino en el término N aparece a la izquierda y el grupo carboxilo en el término C aparece a la derecha. Por aminoécidos
naturales se entiende uno de los amino4cidos naturales que se encuentran en proteinas es decir, Gly, Ala, Val, Leu Ile,
Ser, Thr, Lys, Arg, Asp, Asn, Glu, Gln, Cys, Met, Phe, Tyr, Pro, Trp y His. Cuando el aminodcido tiene formas
isoméricas, la que se representa es la forma L del aminoacido, a menos que se indique explicitamente de otra forma.

Se usan las siguientes abreviaturas o simbolos para representar los aminodcidos, grupos protectores, solventes,
reactivos y otros.

Simbolo Significado

B-Ala beta-Alanina

(2)-Nal (2)-Naftilalanina

Atc dcido 2-Aminotetralina-2-carboxilico

5-BrAtc dcido 5-Bromo-2-aminotetralina-2-carboxilico
5-ClAtc dcido 5-cloro-2-aminotetralina-2-carboxilico
5-MeOAtc dcido 5-Metoxi-2-aminotetralina-2-carboxilico
5-EtOAtc dcido 5-Etoxi-2-aminotetralina-2-carboxilico
5-iPrOAt dcido 5-Isopropoxi-2-aminotetralina-2-carboxilico
5-MeAtc dcido 5-Metil-2-aminotetralina-2-carboxilico
5-EtAtc dcido 5-Etil-2-aminotetralina-2-carboxilico
5-iPrAtc dcido 5-Isopropil-2-aminotetralina-2-carboxilico
5-DmaAtc dcido 5-Dimetilamino-2-aminotetralina-2-carboxi-lico
Sar Sarcosina (N-metilglicina)

Cit Citrulina

11
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Apc
4-HOApc
4-MeOApc
3-MeOApc
4-EtOApc
4-iPrOApc
4-MeApc
4-ClApc
Appc
2-MeAppc
2-iProAppc
3-MeAppc
3-MeOAppc
4-MeAppc
4-ClAppc
4-PhOAppc
Achce

Adpc

Ape

Abc
3-Amb
4-Amb

2-Aba

Penta
Fmoc
Pmc
CH,(Cl,
CH;CN
DMF
DIPEA
TFA

HOBT
DIC
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4cido 1-Amino-4-fenilciclohexano-1-carboxilico

acido 1-Amino-4-(4-hidroxifenil)ciclohexano-1-carboxilico
acido 1-Amino-4-(4-metoxifenil)ciclohexano-1-car-boxilico
acido 1-Amino-4-(4-metoxifenil)ciclohexano-1-car-boxilico
acido 1-Amino-4-(4-etoxifenil)ciclohexano-1-carboxilico
acido 1-Amino-4-(4-isopropoxifenil)ciclohexano-1-carboxilico
acido 1-Amino-4-(4-metilifenil)ciclohexano-1-car-boxilico
acido 1-Amino-4-(4-clorofenil)ciclohexano-1-carboxilico
4cido 4-Amino-1-fenilpiperidina-4-carboxilico

acido 4-Amino-1-(2-metilfenil)piperidina-4-carboxilico
4cido 4-Amino-1-(2-isopropoxifenil)piperidina-4-carboxilico
acido 4-Amino-1-(3-metilfenil)piperidina-4-carboxilico
4cido 4-Amino-1-(3-metoxifenil)piperidina-4-carboxilico
acido 4-Amino-1-(4-metilfenil)piperidina-4-carboxilico
4cido 4-Amino-1-(4-clorofenil)piperidina-4-carboxilico
4cido 4-Amino-1-(4-fenoxifenil)piperidina-4-carboxilico
4cido 1-Amino-4-ciclohexilciclohexano-1-carboxi-lico
4cido 1-amino-4-difenilciclohexano-1-carboxilico

4cido 1-Amino-4-fenilciclohex-3-eno-1-carboxilico
4cido-1-Amino-4-ter-butilciclohexano-1-carboxilico

4cido 3-Aminometil-benzoico

4cido 4-Aminometil-benzoico

4cido 2-Aminobenzoico

Butilo

Pentilo

9-Fluorenilmetoxicarbonilo
2,2,5,7,8-Pentametilcroman-6-sulfonilo

Cloruro de metileno

Acetonitrilo

Dimetilformamida

N,N-Diisopropiletilamina

Acido Trifluoroacético

N-Hidroxibenzotriazol

N,N’-diisopropilcarbodiimida

12
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BOP Benzotriazol-1-iloxi-tris-(dimetilamino)fosfonio Hexafluorofosfato
PyBroP Bromo-tris-pirrolidino-fosfonio hexafluorofosfato

HBTU 2-(1H-Benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio Hexafluorofosfato
FAB-EM Espectrometria de masa de bombardeo atémico veloz

ES-EM Espectrometria de masa de electrospray

NBSC Cloruro de 2-nitrobencenosulfonilo

DEAD N,N-dietilazodicarboxilato

Ph Fenilo

La exposicién del aminodcido sustituido, entre paréntesis, indica andlogos de la secuencia peptidica. La derivati-
zacion del grupo amino N-terminal se indica a la izquierda de la sustitucién N-terminal, separada por un guién. Es
decir, por ejemplo, Ac-His-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH, indica un péptido que tiene una secuencia de aminodacidos en la
cual un grupo acetilo ha sido sustituido con hidrégeno en el término N. Los sufijos “-OH” y “-H,” luego del guién o
del paréntesis se refieren a las formas de 4cido libre y amida del polipéptido, respectivamente.

El término “alquilo”, a menos que se defina de otra forma, se refiere a hidrocarburos saturados con 1 a 8 4&tomos de
carbono. Los grupos alquilo pueden ser lineales, tales como por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, n-butilo, o n-pentilo,
o pueden ser también ramificados, tales como, por ejemplo, i-propilo o t-butilo. El término “inferior”, por ejemplo, en
“alquilo inferior”, se refiere a grupos que tienen 1 a 6 dtomos de carbono.

Descripcion detallada de los compuestos

En los compuestos de férmula I, generalmente se prefiere que R® y R® sean ambos hidrégeno, n sea 1 y R7 sea ya sea
la primera o la segunda de las subestructuras que se muestran anteriormente. Son ademads preferidos los compuestos
de las formulas IA, IB o IC, como se muestran a continuacion.

Los compuestos de férmula IA se representan de la siguiente manera:

H

I}“
!
=
£
/——~O
O
PO E@

Thhtes

H

En el compuesto de férmula IA, m es 0 6 1. R es un alquilo lineal o ramificado insustituido que tiene desde 1 a 8
atomos de carbono; alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 8 dtomos de carbono monosustituido con fenilo o
carboxilo; fenilo insustituido; o fenilo monosustituido con fldor, cloro o alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1
a 4 dtomos de carbono. R?, R* y R* son independientemente hidrégeno; un alquilo lineal o ramificado que tiene desde

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2304 128 T3

1 a 4 atomos de carbono, hidroxi, un alcoxi lineal o ramificado que tiene desde 1 a 4 4tomos de carbono; o cloro, en
donde cuando R? es alquilo, hidroxi, alcoxi o cloro, R? y R* son ambos hidrégeno, R® es hidrégeno o metilo, R7 es

YO, O

l
-CHz~, -CHCH,-, o —CH-CHs

Y es

y R®  es hidrégeno o metilo; o

Y es
C _C
H, N o C, N
~C =

R®  es hidrégeno.

En los compuestos de férmula IA, R7 puede ser una cadena lateral de triptéfano o un grupo 1- 6 2-naftilo. En
compuestos de férmula IA en los cuales R es una cadena lateral de tript6fano, es decir,

S
iN - i\f//
H

n puede ser 0 6 1. Ejemplos de dichos compuestos en los cuales n es 0 incluyen Penta-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-NH, y
Penta-Apc-(D)Phe-Arg-N-metil Trp-NH,. En los compuestos de férmula TA en los cuales R” es una cadena lateral de
triptéfano y n es 1. Y puede ser un grupo alquilo lineal o ramificado seleccionado entre metileno, etileno o metileno
metil-sustituido, es decir.

—CHZ— ’ CH2CH2_ ;, O

|
~CH-CH3

o una de las porciones que contienen arilo expuestas anteriormente. En los compuestos de férmula IA en los cuales
R’ es una cadena lateral de triptéfano y n es 1, Y es metileno, etileno o metileno metilsustituido, m puede ser 0 6 1.
Ejemplos de dichos compuestos en los cuales m es 1 incluyen Bu-carbanoil-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,, Bu-carba-
moil-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-Ala-NH, y Bu-carbamoil-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-8-Ala-NH,. En los compuestos de férmula
IA en los cuales R7 es una cadena lateral de tript6fano, n es 1. Y es metileno, etileno o metileno metil-sustituido o m
es 0, el anillo fenilo del grupo Apc puede ser o bien insustituido (es decir, R%, R? y R* son hidrégeno) o sustituido. En
dichos compuestos en los cuales el anillo fenilo del grupo Apc es insustituido, R! puede ser, por ejemplo, un alquilo
lineal insustituido tal como en los compuestos Penta-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,, Penta-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-Sar-
NH,, Penta-Apc-(D)Phe-Arg-N-metil-Trp-Gly-NH,, Bu-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-Ala-NH, o Bu-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-
B-Ala-NH,; o fenilo insustituido tal como en los compuestos Fenilacetil-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,, Fenilacetil-
Apc-(D)Phe-Arg-Trp-Ala-NH,, o fenilacetil-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-Ala-NH,. En dichos compuestos en los cuales el
anillo fenilo del grupo Apc es sustituido, un patrén de sustitucion preferido es en donde R? es alquilo, hidroxi, alcoxi o
cloro (con mas preferencia R* es hidroxi o alcoxi) y R? y R* son hidrégeno. Ejemplos incluyen Penta-4-ClApc-(D)Phe-
Arg-Trp-Gly-NH,, Penta-4-MeApc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,, Penta-4-OHApc-(D)-Phe-Arg-Trp-Gly-NH,, Penta-4-
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MeOApc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,, Penta-4-EtOApc-(D) Phe-Arg-Trp-Gly-NH, y Penta-4-iPrOApc-(D)Phe-Arg-
Trp-Gly-NH,. Otro patrén de sustitucién preferido es en donde R* es alcoxi, R* es hidrégeno y R* es hidrégeno,
por ejemplo, en el compuesto Penta-3-MeOApc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,. En los compuestos de férmula IA en los
cuales R7 es una cadena lateral de triptéfanoy nes 1,e Y es

m puede ser 0 6 1. Ejemplos de dichos compuestos en los cuales m es 1 incluyen Bu-carbamoil-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-
2-Aba-NH, y Bu-carbamoil-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-3-Amb-NH,. Ejemplos de dichos compuestos en los cuales m es 0
incluyen Bu-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-2-Aba-NH,, Fenilacetil-Apc-(D)Phe-Arg-Trp -2-Aba-NH,, Bu-Apc-(D)Phe-Arg-
Trp-3-Amb-NH,, Fenilacetil-Apc -(D)Phe-Arg-Trp-3-Amb-NH,, Bu-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-4-Amb-NH, y Fenilacetil-
Apc-(D)Phe-Arg-Trp-4-Amb-NH,.

En los compuestos de férmula IA en los cuales R7 es 2-naftilo, es decir,

CTN ~

l

N

se prefiere que R?, R? y R* sean hidrégeno. Ejemplos de dichos compuestos incluyen Penta-Apc-(D)Phe-Arg-N-metil
(2)Nal-NH, y Bu-Carbamoil-Apc-(D)Phe-Arg-(2)Nal-Gly-NH,. En los compuestos de férmula IA en los cuales R’
es 2-naftilo, se prefiere que n sea 1 y m sea 0. En los compuestos de férmula IA en los cuales R” es 2-naftilo, n es
1 ymesO0,eY es metileno, etileno o metileno metil-sustituido, R' puede ser, por ejemplo, un alquilo lineal insus-
tituido. Ejemplos de dichos compuestos incluyen Penta-Apc-(D)Phe-Arg-(2)Nal-Gly-NH,, Bu-Apc-(D)Phe-Arg-(2)
Nal-Gly-NH,, Ac-Apc-(D)Phe-Arg-(2)Nal-Gly-NH,, Penta-Apc-(D)Phe-Arg-N-metil(2)Nal-Gly-NH,, Bu-Apc-(D)
Phe-Arg-(2)Nal-Ala-NH, y Bu-Apc-(D)Phe-Arg-(2)Nal-beta-Ala-NH,. Alternativamente, R' puede ser, por ejemplo,
fenilo insustituido, o alquilo sustituido con fenilo o carboxilo. Ejemplos de dichos compuestos incluyen Benzoil-Apc-
(D)Phe-Arg-(2)Nal-Gly-NH,, 3-carboxilpropanoil-Apc-(D)Phe-Arg-(2)Nal-Gly-NH, y 3-carboxilpropanoil-Apc-(D)
Phe-Arg-(2)Nal-Gly-NH,. En los compuestos de férmula IA en los cuales R7 es 2 naftilo,nes 1 ymes 0,e Y es

CHZ\@ |

se prefiere que R! sea alquilo inferior no sustituido. Ejemplos de dichos compuestos incluyen Bu-Apc-(D)Phe-Arg-(2)
Nal-3-Amb-NH,, Bu-Apc-(D)Phe-Arg-(2)Nal-2-Abb-NH, y Bu-Apc-(D)Phe-Arg-(2)-Nal-4-Amb-NH,.

Los compuestos de férmula IB se representan de la siguiente manera:

BY
TZ
=
yd
Tz
T
/
yd
I
N

R
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En los compuestos de férmula IB, R es un alquilo lineal o ramificado no sustituido que tiene desde 1 a 8 dtomos

ap

de carbono, R7 es

R!! es ciclohexilo, o un alquilo ramificado que tiene desde 3 a 8 dtomos de carbono. Y es metileno, es decir, -CH,-.
Ejemplos de compuestos de férmula IB incluyen Penta-Abc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH, y Penta-Achc-(D)Phe-Arg-

Trp-Gly-NH,.

ES 2304 128 T3

N
H

\/

Los compuestos de férmula IC se representan de la siguiente manera:

A

R!

En los compuestos de férmula IC, R! es un alquilo lineal o ramificado no sustituido que tiene desde 1 a 8 dtomos

de carbono, R es

y es

0
N

H N

IEYLR

-

O

/Y

H

Y

N
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CH,CH,-, ~CH-CH;
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R® es hidrégeno, un alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 3 4tomos de carbono, un alcoxi lineal o ramifi-
cado que tiene desde 1 a 3 d4tomos de carbono, fltor, cloro o fenoxi no sustituido.

Ejemplos de compuestos de férmula IC en los cuales R® es hidrégeno incluyen Penta-Appc-(D)Phe-Arg-Trp-
Gly-NH, y Penta-Appc-(D)Phe-Arg-(2)Nal-Gly-NH,. Ejemplos de compuestos de férmula IC en los cuales R® es un
alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 3 4tomos de carbono incluyen Penta-2-MeAppc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-
NH,, Penta-2-iPrAppc-(D) Phe-Arg-Trp-Gly-NH,, Penta-3-MeAppc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH, y Penta-4-MeAppc-
(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,. Ejemplos de compuestos de férmula IC en los cuales R es un alcoxi lineal o ramificado
que tiene desde 1 a 3 dtomos de carbono, o fenoxi insustituido, incluyen Penta-3-MeOAppc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-
NH, y Penta-4-PhOAppc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,. Ejemplos de compuestos de férmula IC en los cuales R® es cloro
incluyen Penta-4-ClAppc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,.

En los compuestos de férmula IT generalmente se prefiere que R y R® sean hidrégeno, R puede ser, por ejemplo,
una cadena lateral de triptéfano, es decir,

0 2-naftilo. Cuando R es una cadena lateral de triptéfano, generalmente se prefiere que n sea 1. Entre los compuestos
de férmula II en los cuales R® y R® son hidrégeno; R7 es una cadena lateral de triptéfano y n es 1, se incluyen com-
puestos en los cuales Y es -CH,- y m es 0. Ejemplos de dichos compuestos en los cuales R' es hidrégeno o un alquilo
lineal o ramificado que tiene desde 1 a 3 dtomos de carbono incluyen Bu-Atc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,, Penta-5-
Me-(D,L)Atc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,, Penta-5-Et-(D,L)Atc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH, y Penta-5-iPr-(D,L)Atc-(D)
Phe-Arg-Trp-Gly-NH,. Ejemplos de dichos compuestos en los cuales R'® es halo incluyen Penta-5-Br-(D,L)Atc-(D)
Phe-Arg-Trp-Gly-NH,, Penta-5-Br-Atc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH, y Penta-5-CI-(D,L)Atc-(D) Phe-Arg-Trp-Gly-NH,.
Ejemplos de dichos compuestos en los cuales R'° es un alcoxi lineal o ramificado que tiene desde 1 a 3 dtomos de car-
bono incluyen Penta-5-MeO-(D,L)Atc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,, Penta-5-EtO-(D,L)Atc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,
y Penta-5-iPrO-(D,L)Atc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,. Ejemplos de dichos compuestos en los cuales R es -NR'?R',
en donde R'"? y R" son cada uno metilo, incluyen Penta-5-DmaAtc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,.

Entre los compuestos de férmula II en los cuales R® y R® son hidrogeno; R’ es una cadena lateral de triptéfano y n
es 1, se incluyen compuestos en los cuales Y es

y R'® es halo. Ejemplos de dichos compuestos incluyen Bu-(D,L)-5-BrAtc-(D)Phe-Arg-Trp-2-Aba-NH,, Bu-carba-
moil-(D,L)-5-BrAtc-(D)Phe-Arg-Trp-2-Aba-NH, y Fenilacetil-(D,L)-5-Br-Atc-(D)Phe-Arg-Trp-2-Aba-NH,.

En los compuestos de férmula II en los cuales R y R® son hidrégeno; R es 2-naftilo, es decir,

N

generalmente se prefiere que R'® sea halo. Ejemplos de dichos compuestos incluyen Penta-(D,L)-5-BrAtc-(D)Phe-
Arg-(2)Nal-Gly-NH,, 3-carboxilpropanoil-(D,L)-5-BrAtc-(D)Phe-Arg -(2)Nal-Gly-NH,, Fenilacetil-(D,L)-5-BrAtc-
(D)Phe-Arg-(2)Nal -Gly-NH, y Bu-(D,L)-5-BrAtc-(D)Phe-Arg-(2)Nal-2-Aba-NH,.

Ejemplos de compuestos de férmula III incluye Bu-Apc-(D)Phe-FenilhomoArg-Trp-Gly-NH,, Penta-Apc-(D)Phe-
Cit-Trp-Gly-NH,, Penta-Adpc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH, y Penta-Ape-(D) Phe-Arg-Trp-Gly-NH,.
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Los compuestos preferidos como se describen anterior-mente son aquellos descritos individualmente en los ejem-
plos.

Los compuestos especialmente preferidos como se describen anteriormente son aquellos seleccionados entre el
grupo que consiste de

Penta-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,,
Penta-4-MeOApc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,,
Penta-4-EtOApc-(D)Phe-Arg-Gly-NH,,
Bu-Apc-(D)Phe-Arg-(2)Nal-beta-Ala-NH,,
Penta-Apc-(D)Phe-Cit-Trp-Gly-NH,,
Penta-Abc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,,
Penta-Achc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,,
Penta-5-BrAtc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,,
Penta-Appc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH, y
Penta-4-MeAppc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,.

Los compuestos como se describen anteriormente son utiles para el tratamiento y/o profilaxis de enfermedades que
estdn asociadas con el receptor de melanocortina-4, tales como la obesidad. En consecuencia, la presente invencion se
refiere a una composicién farmacéutica que comprende un compuesto como se describe anteriormente y un portador
y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable. La presente invencién ademads se refiere a compuestos como se describen
anteriormente, para el uso como sustancias activas terapéuticas, en particular como sustancias activas terapéuticas
para el tratamiento y/o profilaxis de enfermedades que estdn asociadas con el receptor de melanocortina-4, tales como
la obesidad. Otra realizacién preferida de la presente invencién es un método para el tratamiento y/o profilaxis de
enfermedades que estdn asociadas con el receptor de melanocortina-4 tales como la obesidad, cuyo método comprende
administrar un compuesto como se define anteriormente a un ser humano o a un animal. La invencién también se
refiere al uso de compuestos como se describen anteriormente para el tratamiento y/o profilaxis de enfermedades
que estdn asociadas con el receptor de melanocortina-4, tales como la obesidad. El uso de los compuestos como se
definen anteriormente para la preparacion de medicamentos para el tratamiento y/o profilaxis de enfermedades que
estan asociadas con el receptor de melanocortina-4, tales como la obesidad es otra realizacion preferida de la presente
invencién. Dichos medicamentos comprenden un compuesto como se describe anteriormente.

Sintesis Quimica

Los compuestos de esta invencién se pueden sintetizar con facilidad por cualquier procedimiento convencional
conocido para la formacién de una unién peptidica entre aminodcidos. Dichos procedimientos convencionales inclu-
yen, por ejemplo, cualquier procedimiento de fase de solucién que permita una condensacion entre el grupo amino
alfa libre de un aminodcido o residuo del mismo que tiene su grupo carboxilo u otros grupos reactivos protegidos, y
el grupo carboxilo primario libre de otro aminodcido o residuo del mismo que tiene su grupo amino u otros grupos
reactivos protegidos.

La sintesis de estos compuestos se puede llevar a cabo por un procedimiento por el cual cada aminodcido en la
secuencia deseada se agrega uno por vez, en sucesion a otro aminodcido o residuo del mismo, o por un procedimiento
por el cual primero se sintetizan de manera convencional fragmentos peptidicos con la secuencia de aminodcidos
deseada, y luego se condensan para proporcionar el péptido deseado.

Dichos procedimientos convencionales para la sintesis de los nuevos compuestos de la presente invencion inclu-
yen, por ejemplo, cualquier método de sintesis peptidica de fase sélida. En dicho método la sintesis de los nuevos
compuestos se puede llevar a acabo incorporando en forma secuencial los residuos de amino4cidos deseados uno por
vez, en la cadena peptidica en crecimiento, de acuerdo con los principios generales de métodos de fase sélida [Merri-
field, R. B., J. Amer. Chem. Soc. 1963, 85, 2149-2154; Barany y otros, The Peptides, Analysis, Synthesis and Biology,
Vol. 2, Gross, E. y Meienhofer, J., Eds. Academic Press 1-284 (1980)].

Es comun en la sintesis quimica de péptidos, la proteccién de grupos de cadena lateral reactivos de las varias
porciones de aminodcidos, con grupos protectores adecuados, lo que evitard que se produzca una reaccién quimica
en el sitio hasta que el grupo protector sea separado finalmente. Habitualmente también es comun la proteccién del
grupo amino alfa de un aminodcido o fragmento, mientras que la entidad reacciona en el grupo carboxilo, seguido
de la separacion selectiva del grupo protector de amino alfa, y permitiendo que una reaccién subsiguiente tenga lugar
en ese sitio. Mientras que a continuacién se mencionan grupos protectores especificos con respecto al método de
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sintesis de fase sélida, deberia observare que cada aminodcido puede ser protegido por cualquier grupo protector
convencionalmente utilizado para el respectivos aminodcido en sintesis de fase de solucién.

Por ejemplo, los grupos amino alfa pueden ser protegidos por un grupo protector adecuado seleccionado entre
grupos protectores del tipo uretano aromadtico, tales como benciloxicarbonilo (Z) y benciloxicarbonilo sustituido, tal
como p-clorobenciloxicarbonilo, p-nitrobenciloxi-carbonilo, p-bromobenciloxicarbonilo, p-bifenil-isopropoxi-carbo-
nilo, 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) y p-metoxi-benciloxicarbonilo (Moz); grupos protectores del tipo uretano
alifético, tales como t-butoxicarbonilo (Boc), diisopropilmetoxicarbonilo, isopropoxicarbonilo y aliloxi-carbonilo. En
la presente, Fmoc es el mas preferido para la protecciéon de amino alfa.

Los grupos guanidino pueden ser protegidos por un grupo protector adecuado seleccionado entre nitro, p-toluen-
sulfonilo (Tos), Z, pentametilcromanosulfonilo (Pmc), ada-mantiloxicarbonilo y Boc. Pmc es el mds preferido para
arginina (Arg).

En los ejemplos, todos los solventes, isopropanol (iPrOH), cloruro de metileno (CH,Cl,), dimetilformamida (DMF)
y N-metilpirrolidinona (NMP) se obtuvieron de Fisher o Burdick and Jackson, y se usaron sin destilacién adicional.
El 4cido trifluoroacético se obtuvo de Halocarbon o Fluka, y se usé sin purificacion adicional. Diisopropilcarbodii-
mida (DIC) y diisopropiletilamina (DIPEA) se obtuvieron de Fluka o Aldrich, y se usaron sin purificacién adicional.
Hidroxibenzotriazol (HOBT), dimetilsulfuro (DMS) y 1,2-etanoditiol (EDT) se obtuvieron de Sigma Chemical Co., y
se usaron sin purificacién adicional. Los aminodcidos protegidos en general fueron de la configuracion L, y se obtu-
vieron comercialmente de Bachem, Advanced ChemTech, o Neosystem. La pureza de estos reactivos fue confirmada
por cromatografia de capa delgada, RMN y punto de fusién, antes del uso. Resina de benzhidrilamina (BHA) fue un
copolimero de estireno -1% divinilbenceno (red 100-200 6 200-400) obtenida de Bachem o Advanced Chemtech. El
contenido de nitrégeno total de estas resinas en general fue entre 0,3-1,2 meq/g.

La cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) se condujo en un aparato LDC, que consistia de bombas
Constametric I y III, un programador de solvente Gradient Master y mezcladora, y un detector de UV de longitud de
onda variable Spectromonitor III. HPLC analitica se efectué en modo de fase inversa, usando columnas Vydac Cg
(0,4 x 30 cm). Las separaciones de HPLC preparativa se hicieron en columnas Vydac (2 x 25 cm).

Los péptidos se prepararon usando sintesis de fase sélida siguiendo los principios y método general descrito por
Merrifield, [J. Amer. Chem. Soc., 1963, 85, 2149], si bien podria usarse otra sintesis quimica equivalente conocida en el
arte, como se menciona anteriormente. La sintesis de fase sélida se comienza desde el extremo C-terminal del péptido,
acoplando un aminoécido alfa protegido a una resina adecuada. Dicho material inicial puede prepararse adjuntando
un aminodcido alfa-amino-protegido por medio de una unién de éster a una resina alcohdlica de p-benciloxibencilo
(Wang), o por medio de un enlace de amida entre un Conector Fmoc, tal como acido p-[(R,S)-a-[1-(9H-fluoren-9-il)-
metoxiformamido]-2,4-dimetiloxibencil]-fenoxi-acético (conector Rink) a una resina de benzhidrilamina (BHA). La
preparacion de la resina de hidroximetilo es bien conocida en el arte. Los soportes de Fmoc-Conector-BHA resina se
encuentran comercialmente disponibles, y se usan generalmente cuando el péptido deseado que se estd sintetizando
tiene una amida insustituida en el término C.

En general, los aminoédcidos o miméticos se acoplan sobre la Fmoc-Conector-BHA resina usando la forma prote-
gida con Fmoc de aminodcido o mimético, con 2-5 equivalentes de aminodcido y un reactivo de acoplado adecuado.
Luego de los acoplamientos, la resina puede ser lavada y secada bajo vacio. La carga del aminoacido sobre la resina
puede ser determinada por andlisis de aminoacidos de una alicuota de resina Fmoc-aminoécido, o por medio de la
determinacién de los grupos Fmoc por andlisis de UV. Cualquier grupo amino no reaccionado puede ser cubierto,
haciendo reaccionar la resina con anhidrido acético y diisopropiletilamina en cloruro de metileno.

Las resinas son llevadas a través de varios ciclos repetitivos para agregar aminoacidos en forma secuencial. Los
grupos protectores Fmoc de amino alfa son separados bajo condiciones bésicas. Se puede usar piperidina, piperazina
o morfolina (20-40% v/v) en DMF para este propdsito. Con preferencia se utiliza piperidina al 40% en DMF.

Luego de la separacién del grupo protector de amino alfa, los aminoacidos protegidos subsiguientes son acoplados
por etapas, en el orden deseado, para obtener una resina peptidica protegida, intermediaria. Los reactivos activantes
utilizados para acoplar los aminoécidos en la sintesis de fase sélida de los péptidos son bien conocidos en el arte.
Por ejemplo, los reactivos apropiados para dichas sintesis son benzotriazol-1-iloxi-tri-(dimetilamino)fosfonio hexa-
fluorofosfato (BOP), Bromo-tris-pirrolidino-fosfonio hexa-fluorofosfato (PyBroP), 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametiluronio hexafluorofosfato (HBTU) y diisopropil-carbodiimida (DIC). Aqui son preferidos HBTU y DIC. Se
pueden utilizar otros agentes activantes, como lo describen Barany y Merrifield [The Peptides, Vol. 2, J. Meienhofer,
ed., Academic Press, 1979, pdginas 1-284]. Varios reactivos, tales como 1-hidroxibenzotriazol(HOBT), N-hidroxi-
succinimida (HOSu) y 3,4-dihidro-3-hidroxi-4-oxo-1,2,3-benzotriazina (HOOBT) pueden agregarse a las mezclas de
acoplamiento, para optimizar los ciclos sintéticos. Aqui se prefiere HOBT.

El protocolo para un ciclo sintético tipico es el siguiente:
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Protocolo 1

Paso Reactivo Tiempo

1 DMF 2 x 30 seg
2 piperidina 40%/DMF 1 min

3 piperidina 40%/DMF 15 min

4 DMF 2 x 30 seg
5 iPrOH 2 x 30 seg
6 DMF 3 x 30 seg
7 acoplamiento 60 min-18 horas
8 DMF 2 x 30 seg
9 iPrOH 1 x 30 seg
10 DMF 1 x 30 seg
11 CH,C1, 2 x 30 seg

Los solventes para todos los lavados y acoplamientos se midieron a voltimenes de 10-20 ml/g resina. Las reacciones
de acoplamiento durante toda la sintesis fueron monitoreadas por el test de ninhidrina de Kaiser, para determinar el
alcance de terminacion [Kaiser y otros, Anal. Biochem. 1970, 34, 595-598]. Se observo lenta cinética de reaccion para
Fmoc-Arg(Pmc) y para acoplamientos a aminas secundarias por 4cidos estéricamente impedidos. Cualquier reaccion
de acoplamiento incompleta fue o bien acoplada nuevamente con aminodcido activado preparado recientemente, o
cubierta por medio del tratamiento de la resina peptidica con anhidrido acético, como se describe anteriormente. Las
resinas peptidicas completamente ensambladas se secaron al vacio durante varias horas.

Para cada compuesto, los grupos bloqueantes se eliminaron, y el péptido se disocié de la resina por el siguiente
procedimiento. Generalmente, las resinas peptidicas se trataron con 100 ul de etanoditiol, 100 ul de dimetilsulfuro,
300 wd de anisol y 9,5 ml de 4cido trifluoroacético, por gramo de resina, a temperatura ambiente durante 120 minutos.
La resina se separa por filtracion y los filtrados se precipitan en éter etilico helado. Los precipitados son centrifugados
y la capa de éter se decanta. El residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugd nuevamente. Los
productos crudos se secan bajo vacio.

Purificacion de preparaciones peptidicas crudas

La purificacién de los péptidos crudos se llevé a cabo por HPLC preparativa. Los péptidos se aplicaron a las colum-
nas en un volumen minimo ya sea de AcOH/H,0, o TFA 0,1%/H,0. La elusion de gradiente se inicié generalmente
a 10% tamp6n B, 10%-60% B en 90 minutos (tampén A: TFA 0,1%/H,0O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) a un indice
de flujo de 8 ml/min. La detecciéon de UV se hizo a 280 nm. Las fracciones se recolectaron a intervalos de 1,0-2,5
minutos, y se inspeccionaron por HPLC analitica. Las fracciones que se consideraron de alta pureza se reunieron y se
liofilizaron.

La pureza de los productos finales se chequeé por HPLC analitica en una columna de fase inversa, como se esta-
blece anteriormente. Se juzgd que la pureza de todos los productos era aproximadamente 96-99%. Todos los productos
finales también se sometieron a espectrometria de masa de bombardeo atémico veloz (FAB-EM) o a espectrometria de
masa de electrospray (ES-EM). Todos los productos rindieron los iones M+H progenitores esperados dentro de limites
aceptables.

Utilizando las técnicas que se describen anteriormente, los compuestos de esta invencién pueden ser sintetizados
de acuerdo con los siguientes esquemas de reaccion.
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9 .
R” es como se define anteriormente.

Los péptidos sintéticos de la presente invencidn se preparan usando metodologia de sintesis peptidica de fase soli-
da convencional, discutida en la seccién previa. Cada ciclo consiste de dos procedimientos: la disociacién inicial del
grupo protector Fmoc del nitrégeno terminal en la cadena ligada a la resina, seguido de acilacién de la funcién amina
con un aminoécido protegido con Fmoc. El ciclo generalmente se lleva a cabo de acuerdo con los procedimientos
en forma de pasos que se representan en el Protocolo 1. La desproteccion se efectiia usando una base orgdnica, por
ejemplo, piperazina, morfolina o piperidina, con preferencia piperidina en un solvente inerte adecuado, por ejemplo,
N,N-dimetilformamida (DMF) o N-metilpirrolidona (NMP). La reaccién de acoplamiento se puede llevar a cabo por
una de las muchas condiciones desarrolladas para la formacién de enlace de amida, por ejemplo, O-benzotriazol-1-il
N,N,N’,N’-tetrametiluronio hexafluorofosfato (HBTU) en presencia de una base orgénica, por ejemplo, diisopropile-
tilamina (DIPEA) en un solvente inerte, por ejemplo, DMF. Alternativamente, en el presente caso, el grupo amida se
puede formar usando una carbodiimida, por ejemplo, diisopropilcarbodiimida (DIC) junto con un agente activante tal
como 1-hidroxibenzotriazol (HOBT) en un solvente inerte adecuado tal como DMEF.

En el Esquema A, en el primer ciclo, la Fmoc-Conector-BHA Resina representada por la estructura 1 es desprote-
gida y condensada con aminodcidos Fmoc de estructura 2, para dar los compuestos ligados a resina de estructura 3. Un
segundo ciclo incorpora los aminodcidos Fmoc 4, para dar los compuestos de estructura 5 (n = 1). Los compuestos de
estructura 5 en los cuales n = 0 se preparan eliminando el primer ciclo, y acoplando aminodcidos Fmoc de estructura
4 directamente a la Fmoc-Conector-BHA Resina desprotegida. En el tercer ciclo, el tratamiento del péptido ligado a
resina suministra los intermediarios de estructura 6a donde R® representa hidrégeno. Los intermedios de estructura 6b
donde R representa metilo se sintetizan como se muestra en el Esquema C. Los compuestos de estructura 6a, prepa-
rados tratando los compuestos de estructura 5 como se describe en los pasos 1-5 del Protocolo 1, se hacen reaccionar
con un cloruro de arilsulfonilo, con preferencia, cloruro de 2-nitrobencenosulfonilo. La reaccién se lleva a cabo en
presencia de un aceptor de protén, por ejemplo, piridina, trietilamina (TEA) o DIPEA, con preferencia DIPEA, en un
solvente inerte adecuado, con preferencia DMF. La N-metilacién del grupo sulfonamida formado en los compuestos
ligados a resina lavanda de estructura 19, se efectia bajo condiciones de Mitsunobu. Asi, las sulfonamidas de es-
tructura 19 se hacen reaccionar con metanol en presencia de dietil azodicarboxilato (DEAD) y trifenilfosfina, usando
metanol como solvente. Luego de que la reaccién se completa, la N-metilsulfonamida ligada a resina de estructura
20 se lava para liberarse de reactivos residuales y subproductos. El residuo de 2-nitrobencenosulfonilo es separado
haciendo reaccionar 20 con 2-mercaptoetanol y la base orgdnica fuerte 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno (DBU) en
un solvente adecuado, con preferencia DMF, para dar el intermedio ligado a resina de estructura 6b. El tercer ciclo se
completa acoplando compuestos ya sea de estructura 6a o 6b con Fmoc-Arg(Pmc)-OH (7), para dar los compuestos
ligados a resina de estructura 8. Se llevan a cabo dos ciclos adicionales (Esquema B) en los péptidos de estructura 8,
donde el aminoacido Fmoc-(D)-Phe-OH (9), seguido por cualquiera de los dos aminoacidos derivados de estructura
10 u 11, son incorporados en forma secuencial en el péptido ligado a resina, para dar los polipéptidos ligados a resina
de las estructuras 12y 13.

La remocién del Fmoc de los polipéptidos ligados a resina 12 se lleva a cabo por medio del tratamiento de 12 con
piperidina en DMF, para dar los compuestos de estructura 14, usando las condiciones de reaccién representadas en los
Pasos 1-5 del Protocolo 1. El polipéptido luego es N-cubierto por medio de la reaccién con un agente acilante, para
formar las amidas ligadas a resina de estructura 15, o por reaccién con un isocianato para formar ureas de estructura
16 (Esquema D). La acilacion se lleva a cabo bajo una variedad de métodos bien conocidos para una persona experta
en el arte. Entre los métodos utilizados se encuentran:
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(1) reaccién de los compuestos de estructura 14 con un dcido carboxilico R'-CO,H en un solvente adecuado, tal
como DMF, en presencia de HBTU y una base orgénica, con preferencia DIPEA y

(ii) reaccién de los compuestos de estructura 14 con un cloruro de dcido carboxilico R!-COCI en un solvente ade-
cuado, tal como diclorometano, en presencia de una base orgdnica, tal como piridina, TEA y DIPEA, con preferencia
DIPEA y

(iii) reaccién de los compuestos de estructura 14 con un anhidrido de 4cido carboxilico (R'-CO,CO-R! en un
solvente adecuado, tal como diclorometano o DMF, en presencia de una base organica, con preferencia DIPEA.

La reaccién de los compuestos de estructura 14 con un isocianato R'-NCO se lleva a cabo en un solvente adecuado,
tal como diclorometano o DMF, en presencia de una base organica, con preferencia DIPEA.

Cuando se completan las reacciones de acilacién y formacién de urea, los productos ligados a resina 15y 16
son lavados para liberarse de reactivos residuales y subproductos. Usando las mismas condiciones, los polipéptidos
ligados a resina de estructura 13 son convertidos en los compuestos N-acilados de estructura 17, y en las ureas de
estructura 18 (Esquema E). En el Esquema F, la secuencia se lleva a cabo como en el Esquema A, excepto que
Fmoc-Glu(alil)-OH (21) se incorpora en el polipéptido ligado a resina, en lugar de Fmoc-Arg(Pmc)-PH (7), para dar
los polipéptidos N-cubiertos ligados a resina de estructura 22. El grupo alilo es separado por tratamiento de 22 con
hidruro de tributilestafio, cloruro de paladio y trifenilfosfina en un solvente inerte, por ejemplo, DMF, para dar el
polipéptido ligado a resina de estructura 23. El acoplamiento de 23 con Boc-guanidina proporcioné los compuestos
ligados a resina de acilguanidina de estructura 24. La reaccién se puede llevar a cabo usando métodos de reaccién de
formacién de amida estandares, por ejemplo, en presencia de HBTU y una base orgéanica, con preferencia DIPEA, en
un solvente adecuado, tal como DMF.

En el Esquema G, la secuencia se lleva a cabo como en el Esquema A, excepto que Fmoc-FenilhomoArg-OH (25)
o Fmoc-citrulina (26) se incorpora en el polipéptido ligado a resina, en lugar de Fmoc-Arg(Pmc)-OH (7), para dar los
polipéptidos N-cubiertos ligados a resina de las estructuras 27 y 28, respectivamente.

Como se muestra en el Esquema H, la disociacién de los grupos protectores remanentes en los polipéptidos N-
cubiertos 15-18, 24, 27 y 28 y la disociacién concomitante de los péptidos del soporte sélido se lleva a cabo usando
un 4cido organico fuerte, con preferencia 4cido trifluoroacético, opcionalmente en presencia de un solvente inerte tal
como diclorometano y un vestigio (1%) de agua. La reaccién se lleva a cabo convenientemente con o sin la presencia
de uno o més depuradores de carbocationes, por ejemplo, etanoditiol, dimetil sulfuro, trietilsilano y anisol. La solucién
de disociacién de polipéptidos se filtra para liberarse del soporte s6lido, luego se diluye con un solvente adecuado, con
preferencia éter dietilico. Los polipéptidos sélidos de las estructuras 29-25 producidos de esta manera son purificados
por cromatografia de fase inversa, sobre una columna C18 preparativa. Si fuera conveniente, en aquellos casos donde
un Fmoc-aminodcido racémico 11 es secuenciado en el polipéptido, los estereoisémeros individuales son separados
durante el procedimiento de purificacion. Los aminoacidos Fmoc 2, 4, 7, 9, 21, 25 y 26, asi como también los agen-
tes acilantes e isocianatos utilizados para N-cubrir a los polipéptidos, son compuestos conocidos que se encuentran
comercialmente disponibles.

Los aminoédcidos Fmoc 10 y 11 se preparan como se describe en la presente por los métodos que son bien co-
nocidos para aquellos expertos en la practica de la quimica organica. En el Esquema I, se representa la preparacién
de aminoécidos Fmoc a partir de cetonas ciclicas. Las 4-fenilciclohexanonas de férmula 36 son convertidas en hi-
dantoinas de férmula 37, por tratamiento con carbonato de amonio y cianuro de potasio. La reaccién se lleva a cabo
convenientemente en una mezcla de etanol acuosa, a una temperatura de desde 50°C a 90°C, con preferencia entre
80°C y 90°C. La hidrdlisis directa de las hidantoinas a los aminodcidos de estructura 38 requiere un prolongado trata-
miento con base fuerte, por ejemplo, con solucién de hidréxido de sodio 6 N o con hidréxido de bario, a temperatura
de reflujo. Alternativamente, los compuestos de estructura 37 se pueden convertir en los derivados bis-Boc de estruc-
tura 39. La reaccidn se lleva a cabo usando dicarbonato de ter-butilo [(Boc),0] en un solvente inerte, con preferencia
tetrahidrofurano (THF), en presencia de una base de amina orgdnica, con preferencia TEA y un catalizador, 4-di-
metilaminopiridina (DMAP), a una temperatura de desde cero grado hasta temperatura ambiente, con preferencia a
temperatura ambiente. Las hidantoinas bis-Boc de estructura 39 son facilmente convertidas en los aminodcidos de
estructura 38. La reaccién se efectia usando hidréxido de sodio 1 N en un solvente inerte, con preferencia dimeto-
xietano (DME) a desde cero grado a 50°C, con preferencia a aproximadamente temperatura ambiente. La proteccién
de la funcionalidad amino con un grupo Fmoc en un compuesto de estructura 38 se lleva a cabo bajo una variedad de
condiciones de reaccién, para dar 40. La reaccion se puede efectuar convenientemente por tratamiento de una solu-
ci6én del aminoécido 38 en una mezcla de THF o dioxano, con preferencia dioxano y carbonato de sodio acuoso con
9-fluorenilmetoxicloroformiato (FmocCl), a una temperatura de desde cero grado hasta temperatura ambiente, con
preferencia a temperatura ambiente. Alternativamente, se agrega N-(9-fluorenilmetoxicarboniloxi)succinimida (Fmo-
c¢OSu) a una solucién del aminodcido 38 en acetonitrilo acuoso que contiene una base de amina terciaria organica, con
preferencia TEA. La reaccion se hace a desde cero grado hasta temperatura ambiente, con preferencia a temperatura
ambiente. En otra variacién del procedimiento, DME se evapora de la mezcla de hidrélisis en la conversién de 39 a
38, y lareaccion se ajusta a ~ pH 11. La solucién resultante de la sal sédica de 38 luego se trata in situ con FmocOSu
o FmocCl en dioxano, a una temperatura desde cero grado hasta temperatura ambiente, con preferencia a temperatura
ambiente.
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De la misma manera, las tetralonas 41, las N-aril-4-cetopiperidinas 42 y los derivados de ciclohexanona 43 y 44
son convertidos en los correspondientes aminodcidos Fmoc de las estructura 11 y 45-47.

Los compuestos de la estructura 40 donde R? representa un alcoxi inferior lineal o ramificado y R* y R* son hidr6-
geno, como en la estructura de subgénero 49, se puede preparar por 0-alquilacién del compuesto de la estructura 48
(Esquema J). Cuando R'® representa una porcién alquilo inferior no ramificada, la alquilacion se lleva a cabo usando
un haluro de alquilo primario de estructura R'®X, en presencia de un carbonato metélico alcalino, por ejemplo, carbo-
nato de sodio o potasio. El haluro de alquilo puede ser un derivado de cloro, bromo o yodo, con preferencia un yoduro
de alquilo (X =1). La reaccién se puede llevar a cabo convenientemente en un solvente inerte que promueva reacciones
de desplazamiento de Sn2, por ejemplo acetona, 2-butanona o N,N-dimetilformamida, con preferencia acetona, a una
temperatura de desde temperatura ambiente hasta la temperatura de reflujo de la solucién, con preferencia a la tem-
peratura de reflujo. Cuando R'S representa un grupo alquilo inferior ramificado, por ejemplo 2-propilo, la alquilacién
se lleva a cabo usando un haluro de alquilo secundario de estructura R!*X, en presencia de un carbonato metélico
alcalino, por ejemplo, carbonato de potasio. El haluro de alquilo secundario con preferencia es un yoduro de alquilo
secundario, por ejemplo, 2-yodopropano (X = I). La reaccién se puede llevar a cabo convenientemente en un solvente
inerte, con preferencia, N,N-dimetilformamida, a una temperatura de desde temperatura ambiente a la temperatura de
reflujo de la solucidn, con preferencia a aproximadamente 100°C.

Los compuestos de estructura 40 se pueden preparar por los métodos que son bien conocidos por el experto en
la prictica de la quimica orgdnica. Como se representa en el Esquema K, el tratamiento de los haluros de arilo de
estructura 50 (X’ representa bromo o yodo) con un reactivo metélico de alquilo, con preferencia t-butil litio, produce
una reaccion de transmetalacion para proporcionar el correspondiente aril litio de estructura 51. La reaccion se lleva a
cabo convenientemente a -78°C, por medio de la adicién de una solucién del alquil litio a una solucién de compuestos
de estructura 50 en un solvente anhidro inerte, tal como éter dietilico o tetrahidrofurano, con preferencia tetrahidrofu-
rano. El aril litio de estructura 51 luego se hace reaccionar in sifu con una solucién del monocetal de ciclohexano-1m4-
diona (52) en un solvente inerte adecuado, por ejemplo, tetrahidrofurano, mientras que la temperatura de la reaccién
se mantiene por debajo de -60°C, con preferencia a aproximadamente -78°C, para dar los carbinoles de estructura 53.
Los compuestos de estructura 54 se obtienen por medio de la deshidratacion de los carbinoles de estructura 53. La
reaccion se lleva a cabo convenientemente usando un catalizador de dcido orgdnico fuerte, con preferencia, acido p-
toluensulfénico, en un solvente inerte, por ejemplo, benceno o tolueno, con preferencia benceno, a la temperatura de
reflujo del solvente. El agua formada se elimina de la mezcla de reaccién por medio de un aparato Dean Stark, para
permitir que la reaccion continde hasta la terminacién. Los compuestos de estructura 55 se producen por hidrogena-
cién de las olefinas de estructura 54. La reaccion se lleva a cabo convenientemente usando un catalizador de metal
noble, por ejemplo, paladio sobre carbén, en una atmdsfera de hidrégeno en un solvente inerte, por ejemplo, etanol o
acetato de etilo. La hidrogenacién habitualmente se lleva a cabo a temperatura ambiente y 40 psi (2,7 bar) de hidroge-
no; sin embargo, si el anillo arilo en la estructura 54 contiene un grupo inclinado a la hidrogenolisis, por ejemplo, si
R?, R? 0 R* representan cloro, la presién de reaccién se mantiene a aproximadamente 5 psi (0,3 bar). Los compuestos
de estructura 55 también se pueden obtener directamente de los carbinoles de estructura 53, por eliminacién reductora
del grupo hidroxilo. En esta reaccién, una solucién del compuesto de estructura 53 (R* = R* = H y R* = OMe) en
un solvente inerte, por ejemplo, diclorometano, se trata con un acido Lewis, tal como eterato de trifluoruro de boro y
un agente reductor, por ejemplo trietilsilano, a una temperatura de desde cero grado hasta temperatura ambiente. La
remocién del grupo protector de cetal en los compuestos de estructura 55 proporciona la cetona de férmula 40. La
reaccion se lleva convenientemente a cabo en acetona o 2-butanona, con preferencia acetona, bajo catélisis dcida, por
ejemplo, 4cido clorhidrico 4 N o 4cido p-toluensulfénico, a desde temperatura ambiente a la temperatura de reflujo de
la mezcla de reaccidn, con preferencia a la temperatura de reflujo.

Las 5-sustituido-beta-tetralonas de estructura 41 son compuestos generalmente conocidos, o si no son conocidos,
se pueden preparar por métodos que son bien conocidos para una persona experta en el campo de la quimica orgéanica.
En el presente caso, los compuestos de la estructura 41 se preparan por dos métodos representados en los Esquemas L
y M.

Como se muestra en el Esquema L, un 4cido hidrocindmico 2-sustituido de estructura 56 (R'® = bromo, cloro o
un grupo alquilo lineal o ramificado de desde 1 a 3 carbonos) es convertido en el correspondiente cloruro de acido
carboxilico de estructura 57. Esta conversion se puede llevar a cabo por varios métodos, por ejemplo, por tratamiento
del 4cido hidrocindmico con cloruro de oxalilo, opcionalmente en presencia de una cantidad catalitica de N,N-dime-
tilformamida, en un solvente inerte, tal como benceno o diclorometano, con preferencia diclorometano. La reaccién
puede ser llevada a cabo convenientemente a una temperatura de desde cero grado hasta temperatura ambiente, con
preferencia a temperatura ambiente. Alternativamente, el compuesto de estructura 56 se hace reaccionar con un reac-
tivo formador de cloruro de acilo, tal como cloruro de sulfurilo, en un solvente inerte, por ejemplo, benceno o tolueno,
con preferencia tolueno, a una temperatura entre temperatura ambiente a la temperatura de reflujo de la solucién, con
preferencia a la temperatura de reflujo.

La diazocetona de estructura 58 se prepara por tratamiento del asi formado haluro de acilo de estructura 57 en
un solvente inerte, por ejemplo, diclorometano, con un exceso de una solucién etérea recientemente preparada de
diazometano. La combinacion de reactivos se lleva a cabo convenientemente a temperatura de bafio de hielo, y la
reaccion luego se deja proceder a una temperatura de desde cero grado hasta temperatura ambiente, con preferencia a
temperatura ambiente. La ciclizacidn de la diazocetona de estructura 58 para suministrar la tetralona de estructura 41
se promueve por dinero de rodio (II) acetato en un solvente inerte, por ejemplo, diclorometano. La reaccién se lleva
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a cabo normalmente a desde temperatura ambiente hasta la temperatura de reflujo de la solucién, con preferencia a la
temperatura de reflujo.

Los compuestos de estructura 41 en donde R!° representa un grupo alcoxi inferior lineal o ramificado o un susti-
tuyente de dialquilamino, se preparan como se muestra en el Esquema M. Los compuestos de estructura 60 (R'> =
una porcidn alquilo inferior no ramificada) se preparan por per-O-alquilacién del naftalenodiol de estructura 59 con
un bromuro o yoduro de alquilo primario, con preferencia un yoduro, en presencia de una base tal como un carbonato
metélico alcalino, por ejemplo, carbonato de sodio o potasio. La reaccion se puede llevar a cabo en un solvente inerte,
con preferencia N,N-dimetilformamida, a una temperatura de desde temperatura ambiente a 100°C, con preferencia
a 35°C. Los compuestos de estructura 63 (R™" representa un alquilo inferior ramificado) se preparan en dos pasos, a
partir de la 2-tetralona de estructura 61. La tetralona de estructura 61 se somete a deshidrogenacion en presencia de
un catalizador de metal noble, tal como metal paladio (10% sobre carbén) en un solvente de alta ebullicién adecuado,
tal como p-cimeno, para suministrar el compuesto aromatizado de estructura 62. El naftol de estructura 62 luego es 0-
alquilado con un yoduro de alquilo secundario, en presencia de una base tal como un carbonato metélico alcalino, con
preferencia carbonato de cesio, para suministrar el compuesto de estructura 62. La reaccién se puede llevar a cabo con-
venientemente en un solvente inerte, con preferencia N,N-dimetilformamida, a una temperatura de desde temperatura
ambiente a 100°C, con preferencia a aproximadamente 40°C. El compuesto de estructura 65 se prepara por alquilacién
de 5-amino-2-naftol (64) con yoduro de metilo, en presencia de una base tal como un carbonato metalico alcalino,
con preferencia carbonato de potasio. La reaccion se puede llevar a cabo en un solvente inerte, por ejemplo, acetona
o 2-butanona, con preferencia acetona, a una temperatura entre temperatura ambiente y la temperatura de reflujo de la
solucién, con preferencia a la temperatura de reflujo.

Las tetralonas de las estructuras 41 son producidas por reduccién de los compuestos de las estructuras 60, 63 y 65
bajo condiciones metdlicas de disolucion, seguido de la hidrélisis catalizada dcida de los enol éteres intermedios. La
transformacion se lleva a cabo convenientemente por medio de la adicién en forma de porciones de un exceso grande
de un metal alcalino, tal como sodio o potasio, con preferencia sodio, a una solucién en ebullicion del sustrato en
un alcohol inferior, con preferencia alcohol hasta que el material inicial se consume. Las tetralonas de las estructuras
41 se obtienen por medio del tratamiento de una solucién de los enol éteres intermedios aislados con un catalizador
acido fuerte, con preferencia acido p-toluensulfénico. La hidrdlisis se puede llevar a cabo convenientemente en una
mezcla de un alcohol inferior, con preferencia etanol, y agua, a una temperatura de entre temperatura ambiente y la
temperatura de reflujo de la solucién, con preferencia a la temperatura de reflujo.

Los compuestos de estructura 68 se pueden preparar por reacciones que son conocidas per se. Por ejemplo, se
pueden preparar por acoplamiento de una amina secundaria de estructura 66 con un yoduro o bromuro de arilo, con
preferencia un yoduro de arilo de estructura 67 (Esquema N). La reaccion de acoplamiento es catalizada por un ca-
talizador de metal noble con preferencia tri(dibencilidenoacetona)-dipaladio, en presencia de un ligando de fosfina
quelante, con preferencia tri-o-tolilfosfina y una base de alcéxido obstaculizada tal como ter-butéxido de sodio. La
reaccion se lleva a cabo convenientemente en una atmosfera inerte, usando un solvente anhidro tal como dioxano o
tolueno, con preferencia dioxano, a una temperatura de 60°C a la temperatura de reflujo, con preferencia a 90°C. Los
compuestos de estructura 56 y 66 son compuestos generalmente conocidos, y se pueden obtener de fuentes comercia-
les. La separacién del grupo protector de carbonilo en el compuesto 67, para suministrar los compuestos de estructura
42 se puede llevar a cabo por una variedad de métodos bien conocidos en el campo de la quimica organica. Por ejem-
plo, la desproteccion se puede lograr por medio del tratamiento de una solucién de compuesto 68 en una cetona de
ebullicién baja, tal como acetona o 2-butanona, con una solucién de 4dcido mineral acuosa, por ejemplo, 4cido clorhi-
drico 6 N. La reaccién se puede efectuar a una temperatura entre temperatura ambiente y la temperatura de reflujo de
la mezcla, con preferencia a la temperatura de reflujo.

Los derivados de ciclohexanona de las estructuras 63 son compuestos comercialmente disponibles, y la 4,4-dife-
nilciclohexanona (64) se prepara por medio de procedimientos publicados.

La invencién ademas se refiere a un proceso para la preparacién de compuestos como se describen anteriormente,
cuyo proceso comprende disociar un compuesto como se describe anteriormente, que estd ligado a un soporte sélido,
de dicho soporte sélido, con un 4cido. Dichos procesos se describen anteriormente, por ejemplo, en el esquema H, y
ademads son bien conocidos para la persona experta en el arte, por ejemplo, también de la literatura citada en esta me-
moria descriptiva. Con preferencia, el dcido con el cual se efectia la disociacién mencionada anteriormente, es acido
trifluoroacético. La disociacion se puede llevar a cabo en un solvente, tal como por ejemplo, diclorometano, con un
trazo opcional (aproximadamente 1%) de agua. La disociacién se puede llevar a cabo con un depurador tal como, por
ejemplo, etanoditiol, dimetil sulfuro, trietilsilano o anisol. Los soportes s6lidos adecuados son bien conocidos por la
persona experta en el arte, por ejemplo, por literatura citada en esta memoria descriptiva, y también son comercialmen-
te disponibles. La preparacién de compuestos como se definen anteriormente, que estdn ligados a un soporte sélido, se
describe, por ejemplo, en los esquemas anteriores y en los ejemplos. Los grupos protectores pueden ser separados, por
ejemplo, un grupo Pmc de un grupo guanidino, al mismo tiempo durante la disociacién mencionada anteriormente.
La invencion ademas se refiere a compuestos como se definen anteriormente, cuando son fabricados por un proceso
como se define anteriormente.

Los compuestos como se describen anteriormente se pueden usar como medicamentos, por ejemplo, en forma
de preparaciones farmacéuticas para administracién enteral, parenteral o tpica. Se pueden administrar, por ejemplo,
en forma peroral, por ejemplo, en forma de tabletas, tabletas revestidas, grageas, cdpsulas de gelatina dura y blanda,
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soluciones, emulsiones o suspensiones, en forma rectal, por ejemplo, en forma de supositorios, en forma parenteral,
por ejemplo, en forma de soluciones en inyeccion o soluciones de infusion, o en forma tdpica, por ejemplo, en forma
de ungiientos, cremas o aceites.

La produccién de las preparaciones farmacéuticas se puede efectuar en una manera que serd conocida para cual-
quier persona experta en el arte, dando a los compuestos como se describen anteriormente, opcionalmente en combi-
nacién con otras sustancias de valor terapéutico, una forma de administracién galénica junto con materiales portadores
s6lidos o liquidos, terapéuticamente compatibles, inertes no toxicos, adecuados, y si fuera deseado, adyuvantes farma-
céuticos habituales.

Los materiales portadores adecuados no son sélo materiales portadores inorgdnicos, sino también materiales por-
tadores organicos. Asi, por ejemplo, se pueden usar lactosa, almidén de maiz o derivados del mismo, talco, acido
estedrico o sus sales, como materiales portadores para tabletas, tabletas revestidas, grageas y cdpsulas de gelatina
dura. Los materiales portadores adecuados para las cdpsulas de gelatina blanda son, por ejemplo, aceites vegetales,
ceras, grasas y polioles liquidos y semisélidos (de acuerdo con la naturaleza del ingrediente activo, sin embargo, no se
requieren portadores en el caso de las capsulas de gelatina blanda). Los materiales portadores adecuados para la pro-
duccién de soluciones y jarabes son, por ejemplo, agua, polioles, sacarosa, aziicar invertido y similares. Los materiales
portadores adecuados para las soluciones de inyeccién son, por ejemplo, agua, alcoholes, polioles, glicerol y aceites
vegetales. Los materiales portadores adecuados para supositorios son, por ejemplo, aceites naturales o endurecidos,
ceras, grasas y polioles liquidos o semiliquidos. Los materiales portadores adecuados para las preparaciones tépicas
son glicéricos, glicéridos sintéticos y semisintéticos, aceites hidrogenados, ceras liquidas, parafinas liquidas, alcoholes
grasos liquidos, esteroles, polietilenglicoles y derivados de celulosa.

Los estabilizantes, preservantes, agentes humectantes y emulsionantes, agentes para mejorar la consistencia, agen-
tes para mejorar el sabor, sales para variar la presién osmética, sustancias amortiguadoras, solubilizantes, colorantes
y agentes enmascarantes y antioxidantes habituales se tienen en consideracién como adyuvantes farmacéuticos.

La dosificacion de los compuestos como se describen anteriormente puede variar dentro de amplios limites, de
acuerdo con la enfermedad a ser controlada, la edad y la condicién individual del paciente, y el modo de administra-
cién, y naturalmente, serd adaptada a los requerimientos individuales en cada caso particular. Para pacientes adultos, se
tiene en consideracién una dosificacion diaria de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 1.000 mg, especialmente
aproximadamente 10 mg a aproximadamente 500 mg. De acuerdo con la dosificacién, es conveniente administrar la
dosificacién diaria en varias unidades de dosificacion.

Las preparaciones farmacéuticas convenientemente contienen aproximadamente 1-500 mg, con preferencia 5-200
mg de un compuesto como se describe anteriormente.

Esta invencion se comprenderda mejor con referencia a los siguientes ejemplos, que ilustran pero no limitan la
invencién que se describe en la presente.
Ejemplo 1
Preparacion de dcido Fmoc-1-amino-4-fenilciclohexano-1-carboxilico (Fmoc-Apc-OH)

Paso 1

H
KCN' (N‘l,‘)?COg N\ O
OO e (O,
EtOH/MH,0 — % _NH

I/

8)

A una solucién de 4-fenilciclohexanona (10,0 g, 57,5 mmol) en etanol (100 ml) y agua (33 ml) en una botella
de presion de vidrio, se agregaron carbonato de amonio (33 g, 344 mmol, 6 equiv.) y cianuro de potasio (5,6 g, 86,2
mmol, 1,5 equiv.). La mezcla se calenté a 80-90°C durante 24 horas. La mezcla de reaccién enfriada se agregd a agua
helada (400 ml) y se agité vigorosamente durante 30 minutos. El precipitado resultante se filtr por succidn, se lavé
a fondo con agua y se secd, para producir la hidantoina como un sélido blanco (14,0 g, 100% rendimiento). '"H RMN
(DMSO-dy): 8,63 (s, 1H), 7,23-7,36 (m, 4), 7,15 (m, 1), 2,50 (m, 1H), 2,10 (m, 1H), 1,85 (d, 1H) y 1,55-1,80 (m, 6H).
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Paso 2

H
o NH
N\(/ NaOt, 11,0 @—Q 2
®O7]/?1H To,H

0}

La hidantoina (10,0 g) se suspendié en NaOH acuoso (6N, 350 ml) y se calent6 a 130°C durante 2-3 dias. Al com-
pletarse la hidrélisis, la mezcla de reaccién se neutralizé con HCI conc. a levemente acidico (pH ~6). La suspensién
resultante se filtrd, se lavé con agua y se seco, para dar 4dcido 1-amino-4-fenilciclohexano carboxilico (APC) como un
sdlido blanco (25 g, > 100% rendimiento, contaminado con sal inorgdnica) el que usé directamente para el siguiente
paso. Una pequefia porcién del producto crudo se purificé en HPLC. '"H RMN (DMSO-dy): 7,23-7,35 (m, 2), 7,10-
7,19 (m, 3H), 2,45 (m, 1H), 1,92-2,18 (m, 3H), 1,56-1,78 (m, 4H) y 1,20 (m, 1H); LREM (electrospray) m/e 220
M + 1)*, Calc. para C;3H;NO,, 219.

Paso 3

- . “,
Co,H 410xano,H,0 — COo,H

El APC crudo del dltimo paso (25 g) se traté con Fmoc-Cl (13,2 g, 1,25 equiv.) en dioxano (300 ml) y Na,CO;
al 10% acuoso (150 ml) y se agité vigorosamente durante la noche. La mezcla de reaccidn se concentrd para separar
el dioxano, se neutraliz6é con HCI 6N a levemente acidico (pH 5-6) y se extrajo con EtOAc. Los extractos organicos
combinados se lavaron con salmuera y se secaron sobre Na,SO,. La separacion del solvente proporcioné el producto
crudo, el que luego fue purificado en cromatografia instantanea (hexano/EtOAc a CH,Cl,/MeOH), para dar Fmoc-
cis-APC puro (18,2 g, 72% rendimiento total para dos pasos) y Fmoc-trans-APC (2,1 g, 8%). La estructura de cis
Fmoc-APC fue confirmada por andlisis de rayos X de cristales individuales de su derivado. Fmoc-cis-APC, '"H RMN
(CD;0D): 7,79 (d, 2H), 7,37 (t, 2), 7,24-7,32 (m, 4), 7,14-7,23 (m, 3), 4,37 (d, 2H), 4,24 (t, 1H), 2,55 (m, 1H), 2,28
(m, 2H), 1,84-1,96 (m, 2H) y 1,64-1,73 (m, 4H).

Ejemplo 2
Preparacion de dcido Fmoc-1-amino-4-(4-metoxifenil)ciclo-hexano-1-carboxilico (Fmoc-4-MeOApc-OH)

Paso 1

Mel, N\C,\QCO:; ¢

acetona, rTeflujo

Una solucién de 4-(4-hidroxifenil)ciclohexanona (5,0 g, 26,3 mmol) en acetona (100 ml) se traté con K,CO; (14,5
g, 105 mmol, 4 equiv.) y yodometano (4,9 ml, 11,2 g, 78,6 mmol, 3 equiv.). la reaccién se calenté a 65°C durante la
noche. Luego de que se elimind el solvente, el residuo se traté con H,O y se extrajo con EtOAc. Los extractos organicos
se combinaron y se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na,SO, y se concentraron al vacio, para proporcionar la
4-(4-metoxifenil)ciclohexanona espectroscépicamente pura (5,34 g, 100%), "H RMN (CDCls) 7,16 (dt, 2H), 6,87 (dt,
2H), 3,78 (s, 3H), 2,99 (tt, 1H), 2,47-2,53 (m, 4H), 2,20 (m, 2H) y 1,84-1,98 (m, 2H); EM (electrospray) m/e, 205
M + 1)*, Calc. para C3H;50,, 204.

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2304 128 T3

Paso 2

H O

KGN, (NH¢),CO4 N\[//
EtOH/H,0 7]/N
o)

A una solucién de la cetona (3,86 g, 18,9 mmol) en etanol (50 ml) y agua (15 ml) en una botella de presién de
vidrio, se agregaron carbonato de amonio (14,5 g, 151 mmol, 8 equiv.) y cianuro de potasio (2,0 g, 30,7 mmol, 1,6
equiv.). La mezcla se calent6 a 80-90°C durante 24 horas. La mezcla de reaccion enfriada se agregé a agua helada (300
ml) y se agit6é vigorosamente durante 30 minutos. El precipitado resultante se filtré por succidn, se lavé a fondo con
agua y se seco, para producir la hidantofna como un sélido blanco (4,75 g, 91% rendimiento). EM (Electrospray) m/e
273 (M-H), Calc. para C;sHsN,0;, 274.

Paso 3

H Bo

C
N O N0
o OO o OO
/8 ({// ‘Boo

0)

A una suspension de la hidantoina (18,7 g, 68,25 mmol) en THF seco (450 ml) se agregaron di-ter-butil dicarbonato
(37,2 g, 170,5 mmol, 2,5 equiv.),trietilamina (10,5 ml, 7,59 g, 75,0 mmol, 1,1 equiv.) y DMAP (460 mg, 3,65 mmol)
en sucesion. Aproximadamente 15 minutos luego de la adicién, la reaccién se torné una solucién amarilla clara, y
se agit6 durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se concentré bajo presiéon reducida, para
rendir un sélido que luego fue tomado en EtOAc (800 ml), lavado con HCI 1 N (3 x 50 ml), Na,CO; acuoso saturado
(2 x 50 ml) y salmuera (2 x 50 ml), secado sobre Na,SO, anhidro y concentrado bajo presién reducida. El producto
amarillo claro crudo se purificé a través de cromatografia instantdnea (hexano/EtOAc, 90/10 — 70/30), para dar la
bis-Boc hidantoina pura como un sélido blanco (27,6 g, 87%). 'H RMN (CDCl;): 7,28 (dt, 2H), 6,88 (dt, 2H), 3,79
(s, 3H), 2,14-2,24 (m, 2H), 1,59 (s, 9H) y 1,38 (s, 9H); EM (electrospray) m/e 538 (M + MeCN + Na)*, Calc. Para
C25H34N207, 474

Paso 4
Boc
N (0] NHFmoc
7fN\BOC CO,H
O

La bis-Boc hidantoina (15,08 g, 31,78 mmol) se disolvié en DME (500 ml), para dar una solucién clara. A esta
solucién se agregé NaOH 1 N (290 ml, 290 mmol) y la reaccién se agité durante la noche a temperatura ambiente,
proporcionando una mezcla levemente turbia. HPLC mostr6 la finalizacién de la reaccién. La mezcla de reaccion se
concentré bajo presion reducida para separar DME y se extrajo con Et,O. Sin purificacién, la capa acuosa resultante
que contenia dcido 1-amino-4-(4-metoxifenil)-ciclohexano carboxilico (4-MeOAPC) se traté con HCl 6N para ajustar
el pH a 11-12. A esta solucién (~ 300 ml) se agregaron DME (300 ml) y una solucién de Fmoc-OSu (16,7 g, 49,42
mmol) en DME (200 ml) y la reaccién se agité durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se
concentrd bajo presion reducida para remover DME, se acidificé con HCI 3 N, se extrajo con EtOAc. Los extractos
orgdnicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na,SO, anhidro y se concentraron. El producto crudo
se purificé a través de cromatografia instantdnea (CH,Cl,/MeOH, 98/2 — 90/10), para dar el producto puro Fmoc-4-
MeOAPC como un sélido blanco (12,4 g, 83% rendimiento a partir de la bis-Boc hidantoina). "H RMN (DSO-d: 7,88
(d, 2H), 7,76 (d, 2H), 7,40 (t, 2H), 7,30 (t, 2H), 7,11 (d, 2H), 6,85 (d, 2H), 3,71 (s, 3H); EM (electrospray) m/e 470
(M-H), Calc. Para C,0HyNOs, 471.
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Ejemplo 3

Preparacion de dcido Fmoc-1-amino-4-(4-etoxifenil)ciclo-hexano-1-carboxilico (Fmoc-4-EtOApc-OH)

oo = -

Una solucién de 4-(4-hidroxifenil)ciclohexanona (5,0 g, 26,3 mmol) en acetona (100 ml) se traté con K,CO; (14,5
g, 105 mmol, 4 equiv.) y yodoetano (10,5 ml, 20,5 g, 131 mmol, 5 equiv.). La reaccion se calenté a 65°C durante la
noche. Luego de que se elimind el solvente, el residuo se traté con H,O y se extrajo con EtOAc. Los extractos organicos
se combinaron y se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na,SO, y se concentraron al vacio, para proporcionar la 4-
(4-etoxifenil)ciclohexanona espectroscépicamente pura (5,74 g, 100%). '"H RMN (CDCl;) 7,15 (dt, 2H), 6,86 (dt, 2H),
4,02 (q, 2H), 2,99 (tt, 1H), 2,46-2,54 (m, 4H), 2,16-2,24 (m, 2H) 1,83-2,00 (m, 2H) y 1,41 (t, 3H); EM (electrospray)
m/e, 219 M + 1)*, Calc. para C;,H50,, 218.

Paso 1

Paso 2

N

A una solucién de la cetona (4,15 g, 19,01 mmol) en etanol (50 ml) y agua (15 ml) en una botella de presién de
vidrio, se agregaron carbonato de amonio (14,5 g, 1,51 mmol, 8 equiv.) y cianuro de potasio (2,05 g, 31,42 mmol, 1,6
equiv.). La mezcla se calent6 a 80-90°C durante 19 horas. La mezcla de reaccion enfriada se agregé a agua helada (300
ml) y se agité vigorosamente durante 30 minutos. El precipitado resultante se filtr6 por succion, se lavé completamente
con agua y se seco, para producir la hidantoina como un sélido blanco (5,17 g, 94% rendimiento). EM (electrospray)
m/e 287 (M-H), Calc. para C,sH,N,05, 288.

Paso 3

H o Boc o
N N

Boc
~ (47/ .

A una suspension de la hidantoina (4,22 g, 14,65 mmol) en THF seco (100 ml) se agregaron di-ter-butil dicarbonato
(7,98 g, 36,60 mmol, 2,5 equiv.), trietilamina (2,3 ml, 1,63 g, 16,11 mmol, 1,1 equiv-) y DMAP (89,4 mg, 0,73 mmol)
en sucesion. Aproximadamente 15 minutos después de la adicidn, la reaccién se tornd una solucién amarilla clara,
y se agité durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se concentrd bajo presion reducida, para
rendir un sélido que luego fue tomado en EtOAc (300 ml), lavado con HCI 1 N (3 x 20 ml), Na,CO; acuoso saturado
(2 x 20 ml) y salmuera (2 x 20 ml), secado sobre Na,SO, anhidro y concentrado bajo presién reducida. El producto
amarillo claro crudo se purificé a través de cromatografia instantdnea (hexano/EtOAc, 90/10 — 70/30), para dar la
bis-Boc hidantoina pura como un sélido blanco (7,01 g, 98%). '"H RMN (CDCl,): 7,27 (dt, 2H), 6,87 (dt, 2H), 4,02 (q,
2H), 1,59 (s, 9H), 1,43 (t, 3H) y 1,38 (s, 9H); EM (electrospray) m/e 999 (2M + Na)*, Calc. Para C,sH3xsN,0O-, 488.

N

Ox
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Paso 4

Boc
: NHFmoc

O
N
/I~ "Boc CO.H

0]

La bis-Boc hidantoina (6,58 g, 13,46 mmol) se disolvié en DME (200 ml), para dar una solucién clara. A esta
solucién se agregé NaOH 1 N (121 ml, 121 mmol) y la reaccién se agité durante la noche a temperatura ambiente,
proporcionando una mezcla levemente turbia. HPLC mostr6 la finalizacién de la reaccién. La mezcla de reaccion se
concentrd bajo presion reducida para separar DME y se extrajo con Et,O. Sin purificacion, la capa acuosa resultante
que contenia dcido 1-amino-4-(4-etoxi-enil)ciclohexano carboxilico (4-EtOAPC) se traté con HCI 6N para ajustar el
pH a 11-12. A esta solucién (~ 130 ml) se agregaron DME (100 ml) y una solucién de Fmoc-OSu (6,83 g, 20,24
mmol) en DME (30 ml), y la reaccién se agit6é durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se
concentrd bajo presion reducida para remover DME, se acidificé con HCI 3 N, se extrajo con EtOAc. Los extractos
organicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na,SO, anhidro y se concentraron. El producto crudo
se purifico a través de cromatografia instantdnea (CH,Cl,/MeOH, 98/2 — 90/10), para dar el producto puro como un
sélido blanco (5,56 g, 85% rendimiento a partir de la bis-Boc hidantoina). '"H RMN (DMSO-d,): 7,88 (d, 2H), 7,74
(d, 2H), 7,40 (td, 2H), 7,30 (td, 2H), 7,11 (d, 2H), 6,84 (d, 2H), 3,97 (q, 2H) y 1,29 (t, 3H); EM (electrospray) m/e 484
(M-H), Calc. para C30H31NO5, 485.

Ejemplo 4

Preparacion de dcido Fmoc-1-amino-4-(4-hidroxifenil)ciclo-hexano-1-carboxilico (Fmoc-4-HOOApc-OH)

Paso 1
N _ o
= 7
O

A una solucién de 4-(4-hidroxifenil)ciclohexanona (2,00 g, 10,52 mmol) en etanol (30 ml) y agua (10 ml) en una
botella de presion de vidrio, se agregaron carbonato de amonio (6,17 g, 64,2 mmol, 6 equiv.) y cianuro de potasio (1,07
g, 15,8 mmol, 1,5 equiv.). La mezcla se calenté a 80-90°C durante la noche. La mezcla de reaccidn enfriada se agregd
a agua helada (200 ml) y se agit6 vigorosamente durante 30 minutos. El precipitado resultante se filtré por succion, se
lavé a fondo con agua y se secd, para producir la hidantoina como un sélido blanco (2,56 g, 94% rendimiento). EM
(electrospray) m/e 261 (M+H)*, Calc. para C,,H;sN, O3, 260.

Paso 2

H
O NH
N 2
HGW \f o “vvb& HGM
— % NH CO,H

I
o

La hidantoina (2,10 g, 8,06 mmol) se suspendié en NaOH acuoso (6N, 100 ml) y se calent6é a 130°C durante 2-
3 dias. Al finalizar la hidrdlisis, la mezcla de reaccidn se neutralizé con HCI conc. a levemente acidico (pH ~ 6).
La suspension resultante se filtrd, se lavo con agua y se secd, para dar 4cido 1-amino-4-(4-hidroxifenil)ciclohexano
carboxilico (4-HOAPC) como un sélido blanco (3,1 g > 100% rendimiento, contaminado con sal inorganica). EM
(electrospray) m/e 236 (M+H)*, Calc. para C;3H;;NO;, 235.
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Paso 3

NHFmoc
—— H

/o, “Co,H

El APC crudo del dltimo paso (3,1 g) se traté con Fmoc-Cl (2,6 g, 1,25 equiv.) en dioxano (100 ml) y Na,CO;
al 10% acuoso (50 ml) y se agité vigorosamente durante la noche. La mezcla de reaccién se concentrd para separar
dioxano, se neutraliz6 con HCl 6 N a levemente acidico (pH 5-6) y se extrajo con EtOAc. Los extractos organicos
combinados se lavaron con salmuera y se secaron sobre Na,SO,. La eliminacion del solvente proporcioné el produc-
to crudo, el cual fue purificado en cromatografia instantdnea (hexano/AtOAc a CH,Cl,/MeOH), para dar Fmoc-4-
HOAPC puro (2,76 g, 75% rendimiento total para dos pasos). '"H RMN (CD;0D): 7,78 (d, 2H), 7,72 (d, 2H), 7,38 (t,
2H), 7,30 (td, 2H), 7,04 (d, 2H), 6,72 (dt, 2H), 4,38 (d, 2H), 4,25 (t, 1H), 2,46 (m, 1H), 2,24-2,34 (m, 2H) y 1,81-1,92
(m, 6H); EM (electrospray) m/e 456 (M-H), Calc. para C,3H,;NOs, 457.

Ejemplo 5
Preparacion de dcido Fmoc-1-amino-4-(4-isopropoxifenil) ciclohexano-1-carboxilico (Fmoc-4-iPrOApc-OH)

Paso 1

Una solucidn de 4-(4-hidroxifenil)ciclohexanona (6,0 g, 31,6 mmol) en DMF (90 ml) se trat6 con K,CO; (21 g, 158
mmol, 5 equiv.) y 2-yodopropano (15 ml, 26,8 g, 158 mmol, 5 equiv.). La reaccién se calent6 a 100°C durante la noche.
Luego de que se elimind el solvente, el residuo se traté con H,O y se extrajo con EtOAc. Los extractos organicos se
combinaron y se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na,SO, y se concentraron al vacio, para proporcionar la 4-(4-
isopropoxifenil)ciclohexanona espectroscépicamente pura (7,02 g, 95%). '"H RMN (CDCl;) 7,14 (dt, 2H), 6,84 (dt,
2H), 4,3 (septeto, 1H), 2,97 (tt, 1H), 2,46-2,52 (m, 4H), 2,16-2,24 (m, 2H), 1,83-1,98 (m, 2H) y 1,33 (d, 6H).

Paso 2

. H\ 0O
SO0 OO
O

A una solucién de la cetona (5,1 g, 21,98 mmol) en etanol (90 ml) y agua (30 ml) en una botella de presion de
vidrio, se agregaron carbonato de amonio (12,6 g, 131 mmol, 6 equiv.) y cianuro de potasio (2,14 g, 32,9 mmol, 1,5
equiv.). La mezcla se calent6 a 80-90°C durante 24 horas. La mezcla de reaccion enfriada se agregd a agua helada (400
ml) y se agit6é vigorosamente durante 30 minutos. El precipitado resultante se filtré por succidn, se lavé a fondo con
agua y se secd, para producir la hidantofna como un sélido blanco (6,60 g, 99% rendimiento). 'H RMN (DMSO-dy):
10,60 (s, 1H), 8,65 (s, 1H), 7,18 (d, 2H), 6,80 (d, 2H), 4,52 (septeto, 1H), 2,43 (m, 1H), 1,85-2,15 (m, 2H), 1,56-1,80
(m, 6H) y 1,22 (d, 6H); EM (electrospray) m/e 301 (M-H), Calc. Para C,;H»,N,O3, 302.

Paso 3

Boc
H 0 '
OO OO
0)

41
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A una suspension de la hidantoina (5,8 g, 19,20 mmol) en THF seco (180 ml) se agregaron di-ter-butil dicarbonato
(10,46 g, 48,0 mmol, 2,5 equiv.), trietilamina (2,9 ml, 2,13 g, 21,12 mmol, 1,1 equiv.) y DMAP (140 mg, 1,15 mmol)
en sucesion. Aproximadamente 15 minutos luego de la adicidn, la reaccién se torné una solucién amarilla clara, y se
agité durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla de reaccidn se concentrd bajo presion reducida, para dar un
s6lido que luego fue tomado en EtOAc (600 ml), lavado con HCI 1IN (3 x 40 ml), Na,CO; acuoso saturado (2 x 40
ml) y salmuera (2 x 40 ml), secado sobre Na,SO, anhidro y concentrado bajo presion reducida. El producto amarillo
claro crudo se purifico a través de cromatografia instantanea (hexano/EtOAc, 90/10 — 80/20), para dar la bis-Boc
hidantoina pura como un sélido blanco (9,4 g, 98%). 'H RMN (CDCls): 7,27 (dt, 2H), 6,87 (dt, 2H), 4,02 (q, 2H),
2,98 (t, 1H), 2,26-2,56 (m, 4H), 2,14-2,24 (m, 2H), 1,76-1,86 (m, 2H), 1,59 (s, 9H), 1,43 (t, 3H) y 1,38 (s, 9H); EM
(electrospray) m/e 999 (2M + Na)*, Calc. para C,sH3sN,O,, 488.

Paso 4

B‘oc
_.( NYO NHFmoc
OO, <,
é’f ‘Boc CO,H

La bis-Boc hidantoina (4,34 g, 8,64 mmol) se disolvié en DME (100 ml), para dar una solucién clara. A esta
solucién se agregé NaOH 1 N (78 ml, 78 mmol) y la reaccién se agité durante la noche a temperatura ambiente,
proporcionando una mezcla bastante clara. HPLC mostré la finalizacién de la reaccién. La mezcla de reaccién se
concentrd bajo presién reducida para remover DME y se extrajo con Et,O. Sin purificacion, la capa acuosa resultante
que contenia 4dcido 1-amino-4-(4-isopropoxi-fenil)ciclohexano carboxilico (4-iPrOAPC) se traté con HCl 6N para
ajustar el pH a 11-12. A esta solucién (~ 90 ml) se agregaron DME (120 ml) y una solucién de Fmoc-OSu (3,49 g,
10,34 mmol, 1,2 equiv-) en DME (20 ml) y la reaccién se agité durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla
de reaccidn se concentrd bajo presion reducida para remover DME, se acidificé con HCI 3 N, se extrajo con EtOAc.
Los extractos organicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na,SO, anhidro y se concentraron.
El producto crudo se purificé a través de cromatografia instantdnea (hexano/EtOAc — CH,Cl,/MeOH), para dar el
producto puro como un sélido blanco (3,23 g, 75% rendimiento a partir de la bis-Boc hidantoina). '"H RMN (DMSO-
de): 7,76 (d, 2H), 7,60 (2, 2H), 7,39 (t, 2H), 7,31 (t, 2H), 7,08 (d, 2H), 6,84 (d, 2H), 4,24 (m, 1H) y 1,34 (d, 6H); EM
(electrospray) m/e 498 (M-H), Calc. para C;;H3;NOs, 499.

Ejemplo 6

Preparacion de dcido Fmoc-1-amino-4-(4-metilfenil)ciclo-hexano- 1-carboxilico (Fmoc-4-MeApc-OH)

O+ O — B3OS

A una solucién de 4-yodotolueno (10,9 g, 50,0 mmol) en THF seco (180 ml) a -78°C se agregd una solucion de
n-BuLi (1,6 M, 31,0 ml, 50 mmol) en hexano, durante 20 min. La reaccién se agité durante otros 20 min antes de
que se agregara por goteo una solucién de 1,4-ciclohexanodiona mono-etileno cetal (6,0 g, 38,46 mmol) en THF seco
(100 ml). Después de agitar durante 2 h a -78°C, la reaccién se templ6 con NH,Cl acuoso y se extrajo con EtOAc. Los
extractos orgdnicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na,SQO,, se concentraron in vacuo, para dar
el producto espectroscépicamente puro como un sélido blanco (9,34 g, 98% rendimiento). "H RMN (CDCls): 7,41 m
(m, 2H), 7,16 (d, 2H), 3,98 (m, 4H), 2,34 (s, 3H); EM (El) m/e 248 (M*), Calc. para C;sH,,N;, 248

Paso 1
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Paso 2

(XK —= L™

A una solucién el alcohol (9,10 g, 36,65 mmol) en benceno seco (200 ml) en un recipiente equipado con separador
Dean-Stark, se agreg6 acido p-toluensulfénico, monohidrato (650 mg) y la reaccion se calenté a 100°C durante 3 h. La
reaccion se enfri6 hasta ta, se diluyé con EtOAc (500 ml) y se lavé con Na,COj; acuoso (50 ml), salmuera (3 x 50 ml),
se secd sobre Na,SO, y se concentrd bajo presion reducida, para dar el producto espectroscépicamente puro (8,36 g,
199 rendimiento), el cual se usé para el proximo paso sin purificacién. EM (El) m/e 230 (M*), 190 (M-OCH,CH,0),
Calc. para C,5H,30,, Calc. para C;sH,50,, 230.

Paso 3

X e — LX)

A una solucién de la olefina (7,49 g) en EtOAc (180 ml) se agregd Pd/C (5% en peso sobre carb6n, 800 mg) y la
reaccién se hizo bajo 40 psi (2,7 bar) de hidrogeno durante 3 horas a temperatura ambiente. El catalizador se separd
por filtracién y el filtrado se concentrd, para dar el producto espectroscépicamente puro como un aceite incoloro (7,40
g, 100% rendimiento). EM (El) m/e 232 (M*), 188 (M-OCH,CH,), Calc. para C,5sH,,0,, 232.

Paso 4

(3OO oL O

Una solucién del cetal (6,90 g) en acetona (140 ml) se traté con HCI 4 N (60 ml) y se calenté a 65°C durante 4
horas. El solvente se separd y el residuo se diluy6 con EtOAc y se neutraliz6 con HC1 4 N. La fase acuosa se extrajo
con EtOAc. Los extractos orgdnicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron y se concentraron. El producto
crudo resultante se usé para el proximo paso sin purificacién (5,57 g, rendimiento cuantitativo). EM (El) m/e 188
(M*), Calc. para C3H,c0, 188.

Paso 5

H 0
N~y
e
O

A una solucién de 4-(4-metilfenil)ciclohexanona (5,32 g, 28,3 mmol) en etanol (90 ml) y agua (30 ml) en una
botella de presion de vidrio, se agregaron carbonato de amonio (16,3 g, 169,8 mmol, 6 equiv.) y cianuro de potasio
(3,68 g, 56,5 mmol, 2 equiv.). La mezcla se calenté a 80-90°C durante la noche. La mezcla de reaccién enfriada se
agregd a agua helada (400 ml) y se agité vigorosamente durante 30 minutos. El precipitado resultante se filtré por
succidn, se lavé completamente con agua y se secd, para producir la hidantoina como un sélido blanco (6,3 g, 86%
rendimiento). EM (electrospray) m/e 517 (2M+H), Calc. para C;sH;3CIN,O,, 258.
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Paso 6

B

H Joc o
O
N N
7 ﬁ/ "Boc
O

/A
o)

A una suspension de la hidantoina (5,82 g, 22,55 mmol) en THF seco (250 ml) se agregaron di-ter-butil dicarbonato
(12,3 g, 56,4 mmol, 2,5 equiv.), trietilamina (3,5 ml, 2,5 g, 24,7 mmol, 1,1 equiv.) y DMAP (275 mg, 2,25 mmol) en su-
cesion. La reaccidn se tornd una solucién amarilla clara, y se agité durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla
de reaccién se concentr6 bajo presion reducida, para rendir un sélido que luego fue tomado en EtOAc (500 ml), lavado
con HCI IN (3 x 50 ml), Na,CO; acuoso saturado (2 x 50 ml) y salmuera (2 x 50 ml), secado sobre Na,SO, anhidro
y concentrado bajo presion reducida. El producto amarillo claro crudo se purificé a través de cromatografia instan-
tanea (hexano/EtOAc, 90/10 — 70/30), para dar la bis-Boc hidantoina pura como un sélido blanco (10,03 g, 100%
rendimiento). '"H RMN (CDCl;): 7,26 (dt, 2H), 6,87 (d, 2H), 3,00 (m, 1H), 2,32 (s, 3H), 1,59 (s, 9H) y 1,37 (s, 9H).

Paso 7

N_.O NHFmoc
s e
0,

”/ Boc
0

La bis-Boc hidantoina (6,40 g, 13,97 mmol) se disolvié en DME (200 ml), para dar una solucién clara. A esta
solucién se agregé NaOH 1 N (120 ml, 120 mmol) y la reaccion se agité durante la noche a temperatura ambiente,
proporcionando una mezcla levemente turbia. HPLC mostr6 la finalizacién de la reaccién. La mezcla de reaccién se
concentrd bajo presion reducida para separar DME y se extrajo con Et,O. Sin purificacion, la capa acuosa resultante
que contenia 4cido 1-amino-4-(4-metilfenil) ciclohexano carboxilico (4-MeAPC) se traté con HCI 6N para ajustar el
pHa 11-12. A esta solucién (~ 140 ml) se agregaron DME (240 ml) y una solucién de Fmoc-OSu (5,10 g, 15,13 mmol,
1,1 equiv.) en DME (40 ml), y la reaccion se agité durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién
se concentrd bajo presion reducida para separar DME, se acidificé con HCI1 3 N, se extrajo con EtOAc. Los extractos
organicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na, SO, anhidro y se concentraron. El producto crudo
se purificd a través de cromatografia instantdnea (CH,Cl,/MeOH, 98/2 — 90/10), para dar el producto puro como un
solido blanco (4,35 g, 69% rendimiento a partir de la bis-Boc hidantoina). '"H RMN (DMSO-dy): 7,88 (d, 2H), 7,75
(d, 2H),7,24-7,43 (m, 4H), 7,02-7,14 (m, 4H), 4,25 (m, 3H), 2,24 (s, 3H).

Ejemplo 7

Preparacion de dcido Fmoc-1-amino-4-(4-clorofenil)ciclo-hexano-1-carboxilico (Fmoc-4-CIApc-OH)

o@(ij 4 m—@—sr————» [Z@g

Una solucién de 4-clorofenilbromuro (7,5 g, 39,2 mmol) en THF seco (180 ml) se enfri6 a -78°C, y se traté por
goteo con una solucién de n-BuLi (1,6 M, 25 ml, 40 mmol) en hexano, durante 20 min. La reaccion se agité durante
otros 30 min antes de que se agregara por goteo una solucién de 1,4-ciclohexanodiona mono-etileno cetal (6,0 g, 38,46
mmol) en THF seco (100 ml). Después de agitar durante 1 h a -78°C, la reaccién se templ6é con NH,Cl acuoso y se
extrajo con EtOAc. Los extractos organicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na,SO,, se con-
centraron in vacuo, para dar el producto espectroscépicamente puro como un sélido blanco (9,40 g, 91% rendimiento).
'"H RMN (CDCly): 7,45 (m, 2H), 7,31 (m, 2H), 3,99 (m, 4H), 2,02-2,20 (m, 4H), 1,75-1,82 (m, 2H), 1,66-1,73 (m,
2H), 1,54 (s, 1H); EM (El) m/e 268 (M*), 251 (M-OH), 250 (M-H,O0), Calc. para C,,H,,ClO;, 268.

Paso 1
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Paso 2

ci@@ — LXK

A una solucién del alcohol (6,78 g, 25,30 mmol) en benceno seco (120 ml) en un recipiente equipado con sifén
Dean-Stark, se agregé acido p-toluensulfénico, monohidrato (960 mg) y la reaccién se calenté a reflujo durante 3
h. La reaccién se enfrié hasta temperatura ambiente, se diluyé con EtOAc (500 ml) y se lavé con Na,CO; acuoso
(50 ml), salmuera (3 x 50 ml), se secd sobre Na,SO, y se concentrd bajo presion reducida, para dar el producto
espectroscopicamente puro (6,30 g, 100 rendimiento), el cual se usé para el préximo paso sin purificacién. EM (El)
m/e 250 (M*), 190 (M-OCH,CH,O0), Calc. para C,4H;5ClO,, 250.

Paso 3

OO0 —= XD

A una solucién de la olefina (6,11 g) en EtOAc (120 ml) se agregé Pd/C (5-% en peso sobre carbén, 600 mg) y la
reaccion se realizé bajo 5 psi (0,3 bar) de hidrégeno durante 3 horas a temperatura ambiente. El catalizador se separd
por filtracién y el filtrado se concentrd, para dar el producto espectroscépicamente puro como un aceite incoloro (6,10
g, 100% rendimiento). EM (El) m/e 252 (M*), Calc. para C,H;CIO,, 252.

X O~)re == o< )

Una solucién del cetal (5,81 g, 23,06 mmol) en acetona (200 ml) se trat6 con 4dcido p-toluensulfénico, monohidrato
(876 mg) y se calent6 a 60°C durante la noche. El solvente se elimind y el residuo se tomé en EtOAc, se lavé con solu-
cion de Na,COj; acuosa, salmuera y se concentrd, para dar el producto crudo como un aceite amarillo (5,38 g, > 100%
rendimiento). La purificacion a través de cromatografia instantdnea (hexano/EtOAc, 80/20 — 60/40) proporcioné la
cetona como un aceite amarillo claro (4,54 g, 95% rendimiento). EM (El) m/e 208 (M*), Calc. para C,,H,;CIO,, 208.

Paso 4

Paso 5

H
o_{)-@fm — cu—@»@’;\ﬁ)
o

A una solucién de 4-(4-clorofenil)ciclohexanona (4,26 g, 20,48 mmol) en etanol (90 ml) y agua (30 ml) en una
botella de presion de vidrio, se agregaron carbonato de amonio (13,8 g, 144 mmol, 7 equiv.) y cianuro de potasio (3,56
g, 54,7 mmol, 2,5 equiv.). La mezcla se calent6 a 80-90°C durante la noche. La mezcla de reaccion enfriada se agregd
a agua helada (400 ml) y se agit6 vigorosamente durante 30 minutos. El precipitado resultante se filtré por succion, se
lavé a fondo con agua y se seco, para producir la hidantoina como un sélido blanco (5,58 g, 98% rendimiento). EM
(electrospray) m/e 277 (M-H), Calc. para C,H;5CIN,0,, 278.
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Paso 6

B

H joc
O
N N
7 éf ‘Boc

8
0

A una suspension de la hidantoina (5,15 g, 18,5 mmol) en THF seco (250 ml) se agregaron di-ter-butil dicarbonato
(10,1 g, 46,3 mmol, 2,5 equiv.), trietilamina (2,8 ml, 2,07 g, 20,45 mmol, 1,1 equiv.) y DMAP (226 mg, 1,85 mmol)
en sucesion. La reaccidn se tornd una solucién amarilla clara, y se agité durante la noche a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccidn se concentrd bajo presion reducida, para dar un sélido que luego fue tomado en EtOAc (500 ml),
lavado con HC1 1 N (3 x 50 ml), Na,COj; acuoso saturado (2 x 50 ml) y salmuera (2 x 50 ml), secado sobre Na,SO,
anhidro y concentrado bajo presién reducida. El producto amarillo claro crudo se purificé a través de cromatografia
instantdnea (hexano/EtOAc, 90/10 — 70/30), para dar la bis-Boc hidantoina puro como un sélido blanco (8,05 g, 91%
rendimiento). EM (electrospray) m/e 542 (M + Ma + MeCN), Calc. para C,,H;,CIN,Oq, 478.

Paso 7

E(oc

N\fo NHFmoc
(g]/ "Boc

/a
0

La bis-Boc hidantoina (6,41 g, 13,97 mmol) se disolvi6 en DME (200 ml) para dar una solucién clara. A esta
solucidén se agregé NaOH 1 N (120 ml, 120 mmol) y la reaccién se agité durante la noche a temperatura ambiente,
proporcionando una mezcla levemente turbia. HPLC mostr6 la finalizacién de la reaccién. La mezcla de reaccién se
concentrd bajo presion reducida para separar DME y se extrajo con Et,O. Sin purificacion, la capa acuosa resultante
que contenia dcido 1-amino-4-(4-clorofenil)ciclohexano carboxilico (4-CIAPC) se traté con HCI 6N para ajustar el pH
a 11-12. A esta solucién (~ 180 ml) se agregaron DME (240 ml) y una solucién de Fmoc-OSu (5,31 g, 15,74 mmol,
1,1 equiv.) en DME (30 ml) y la reaccién se agité durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién
se concentré bajo presién reducida para separar DME, se acidific6 con HCI 3N, se extrajo con EtOAc. Los extractos
organicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na, SO, anhidro y se concentraron. El producto crudo
se purificé a través de cromatografia instantdnea (CH,Cl,/MeOH, 98/2 — 90/10), para dar el producto puro como un
solido blanco (5,04 g, 76% rendimiento a partir de la bis-Boc hidantoina). '"H RMN (DMSO-dy): 7,88 (d, 2H), 7,74
(d, 2H), 7,19-7,42 (m, 8H), 4,20-4,31 (m, 3H); EM (electrospray) m/e 484 (M-H), Calc. para C,3sH,,CINO,, 475.

Ejemplo 8
Preparacion de dcido Fmoc-1-amino-4-(3-metoxifenil)ciclo-hexano-1-carboxilico (Fmoc-3-MeOApc-OH)

Paso 1

MeQO
0 OMe
O:<:>< j -+ o O
o L
(0] OH ‘

A una solucién de 3-yodoanisol (11,7, 50,0 mmol, 1,3 equiv.) en THF seco (180 ml) a -78°C se agregé una solucién
de n-BuLi (1,6 M, 31,0 ml, 50 mmol, 1,3 equiv.) en hexano durante 25 min. La reaccién se agité durante otros 30 min,
antes de que se agregara por goteo una solucién de 1,4-ciclohexanodiona mono-etileno cetal (6,0 g, 38,46 mmol) en
THF seco (100 ml). Después de agitar durante 2 h a -78°C, la reaccién se templ6 con NH,Cl acuoso y se extrajo con
EtOAc. Los extractos orgdnicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na,SO,, se concentraron in
vacuo, para dar el producto espectroscépicamente puro como un sélido blanco (9,34 g, 98% rendimiento). '"H RMN
(CDCly): 7,26 (dd, 1H), 7,06-7,11 (m, 2H), 6,79 (dd, 1H), 3,98 (m, 4H), 3,81 (s, 3H).
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Paso 2

OMe
7\ OMe

O

C

A una solucién agitada del alcohol (5,6 g, 21,21 mmol) en CH,Cl, seco (200 ml) bajo una atmdsfera de nitrégeno
a temperatura de bafio de sal-hielo, se agregaron en sucesion trietilsilano (10,2 ml, 7,4 g, 63,63 mmol, 3 equiv.) y
trifluoruro de boro eterato (21,5 ml, 24,1 g, 169,7 mmol, 8 equiv.). La mezcla de reaccion entonces se dejé calentar
hasta temperatura ambiente, y se agité durante 3 horas antes de ser lavada con solucién de K,CO; acuosa al 10% y
H,O0, secada sobre Na,SO, y concentrada in vacuo, para dar el compuesto de desoxigenacion como un aceite (4,91 g),
el cual fue suficientemente puro para el uso directo.

O OH

Este intermediario crudo se disolvié en acetona (130 ml) y se traté con HC14 N (60 ml) y se calenté a 65°C durante
4 horas. El solvente se elimin6 bajo presion reducida y el residuo se diluy6 con EtOAc y se neutraliz6 con solucién de
NaOH 4 N. La capa acuosa se extrajo con EtOAc y los extractos orgdnicos combinados se lavaron con salmuera, se
secaron y se concentraron. El residuo resultante se purificé por cromatografia instantanea sobre gel de silice (80/20 —
60/40), para dar la cetona (3,67 g, 85% rendimiento total) como un aceite amarillo. '"H RMN (CDCl,): 7,25 (dt, 1H),
6,75-6,86 (m, 3H), 3,81 (s, 3H), 3,00 (tt, 1H); EM (El) m/e 204 (M+), Calc. para C;3H,0,, 204.

Paso 3

OMe MeO H
_ N-p?
0 %, _NH
/8
0

A una solucién de 4-(3-metoxifenil)ciclohexanona (3,10 g, 15,20 mmol) en etanol (60 ml) y agua (20 ml) en una
botella de presion de vidrio, se agregaron carbonato de amonio (8,75 g, 91,20 mmol, 6 equiv.) y cianuro de potasio
(1,98 g, 30,40 mmol, 2 equiv.). La mezcla se calenté a 80-90°C durante la noche. La mezcla de reaccién enfriada
se agregd a agua helada (300 ml) y se agité vigorosamente durante 30 minutos. El precipitado resultante se filtr6
por succién, se lavdé completamente con agua se secd, para producir la hidantoina como un sélido blanco (4,08 g,
98% rendimiento). 'RMN (DMSO-dy): 7,11 (d, 1H), 6,70-6,94 (m, 3H), 3,72 (s, 3H; EM (electrospray) m/e 316
(M+MeCN+H), Calc. para C15H13N203, 274.

Paso 4

MeO Boc
NYO

2 N
/I~ “Boc
0)

A una suspension de la hidantoina (5,29 g, 19,30 mmol) en THF seco (250 ml) se agregaron di-ter-butil dicarbonato
(10,5 g, 48,16 mmol, 2,5 equiv.) trietilamina (3,0 ml, 2,17 g, 21,52 mmol, 1,1 equiv.) y DMAP (235 mg, 1,92 mmol)
en sucesion. La reaccidn se torné una solucién amarilla clara, y se agité durante la noche a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccién se concentrd bajo presion reducida, para dar un sélido que luego fue tomado en EtOAc (500 ml),
lavado con HC1 1 N (3 x 50 ml), Na,COj; acuoso saturado (2 x 50 ml) y salmuera (2 x 50 ml), secado sobre Na,SO,
anhidro y concentrado bajo presién reducida. El producto amarillo claro crudo se purificé a través de cromatografia
instantdnea (hexano/EtOAc, 80/20 — 60/40), para dar la bis-Boc hidantoina pura como un sélido blanco (8,70 g, 95%
rendimiento). EM (electrospray) m/e 5438 (M + MeCN + Na), Calc. para CpsH3,N,O;, 474.
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Paso 5
MeO Boc MeO
N_O NHFmoc
f — * _OH
/I "Boc /8
0 O

La bis-Boc hidantoina (2,30 g, 4,84 mmol) se disolvié en DME (80 ml), para dar una solucién clara. A esta
solucién se agregé NaOH 1 N (44 ml, 44 mmol) y la reaccién se agité durante la noche a temperatura ambiente,
proporcionando una mezcla levemente turbia. HPLC mostr6 la finalizacién de la reaccién. La mezcla de reaccion se
concentrd bajo presion reducida para remover DME y se extrajo con Et,O. Sin purificacion, la capa acuosa resultante
que contenia 4cido 1-amino-4-(3-metoxifenil)ciclohexano carboxilico (3-MeOAPC) se traté con HCI 6N para ajustar
el pH a 11-12. A esta solucién (~ 40 ml) se agregaron dioxano (80 ml) y Fmoc-ClI (1,73 g, 6,76 mmol, 1,14 equiv.),
y la reaccién se agité durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla de reaccidén se concentrd bajo presion
reducida para remover DME, se neutralizé con HCI 3 N, se extrajo con EtOAc. Los extractos orgdnicos combinados
se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na,SO, anhidro y se concentraron. El producto crudo se purificé a través de
cromatografia instantdnea en gel de silice (CH,Cl,/MeOH, 98/2 — 90/10), para dar el producto puro como un sélido
blanco (1,98 g, 87% rendimiento a partir de bis-Boc hidantoina). "H RMN (DMSO-d): 7,88 (d, 2H), 7,75 (d, 2H), 7,40
(td, 2H), 7,30 (td, 2H), 7,21 (m, 1H), 6,71-6,80 (m, 3H), 3,72 (s, 3H); EN (electrospray) m/e 494 (M + Na), Calc. para
CZQHZQNOS, 471

Ejemplo 9
Preparacion de dcido Fmoc-(D,L)-5-bromo-2-aminotetralina-2-carboxilico (Fmoc-(D,L)5-Br-Atc-OH)

Paso 1

Br Br

T
—_— P l
COH =

Ci o

Una mezcla de dcido 3-(2-bromofenil)propanoico (preparado en 2 pasos a partir de 2-bromobencil bromuro, 2,0
g, 8,73 mmol), cloruro de oxalilo (1,14 ml, 13,1 mmol) y cloruro de metileno (20 ml) se enfri6 en un bafio de hielo,
y se agregé N,N-dimetilformamida (34 ul, 0,44 mmol) por goteo. La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante
3 horas. La concentracién al vacio proporcioné cloruro de 3-(2-bromofenil)propanoilo, el cual se tomé en cloruro de
metileno y se us6 en el préximo paso como un crudo.

Paso 2

Br

= S—— <
‘ Z /L ‘ ©
Cl "o

N2

Una solucién del cloruro 4cido anterior (crudo 8,73 mmol) en cloruro de metileno se agregd lentamente a una
solucién de diazometano (generado a partir de 5,70 g de 1-metil-3-nitro-1-nitrosoguanidina) en éter (40 ml) enfriado
en un bafio de hielo. La mezcla luego se calentd hasta temperatura ambiente y se agité durante la noche. La mezcla
se concentrd al vacio y se purificé por cromatografia de columna (10 — 20% acetato de etilo/hexanos), para dar 1-
diazo-4-(2-bromofenil)butan-2-ona (1,88 g, 85% en dos pasos). 'H RMN (CDCls) 6 7,50 (1H,d, fenilo), 7,24 (2H, m,
fenilo), 7,06 (1H, m, fenilo), 5,21 (1H, s amplio, diazo), 3,05 (2H, t, bencilico), 2,62 (2H, m).
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Paso 3

A una mezcla de acetato de rodio (II) dimero (15 mg, 0,68 mmol) en cloruro de metileno (120 ml) bajo reflujo se
agreg6 lentamente una solucién de 1-diazo-4-(2-bromofenil)butan-2-ona (1,74 g, 6,85 mmol) en cloruro de metileno
(30 ml). Después de que se completd la adicién, la mezcla se someti6 a reflujo durante veinte minutos mds. La mezcla
se enfri6 hasta temperatura ambiente, se agregé acido trifluoroacético (1,5 ml) y la mezcla se agitd a temperatura am-
biente durante una hora. La reaccidn se templ6 con solucion de bicarbonato de sodio saturado. Las capas se separaron
y la capa de cloruro de metileno se lavé una vez mds con solucién de bicarbonato de sodio saturado. Las capas acuosas
combinadas fueron extraidas inversamente con cloruro de metileno. Las capas organicas combinadas se secaron sobre
sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron al vacio, para dar un aceite marrén. La purificacién por cromato-
grafia de columna (10 — 15% acetato de etilo/hexanos) proporcioné 5-bromo-{-tetralona (1,18 g, 77% rendimiento)
como un aceite incoloro. '"H RMN (CDCl;) § 7,46 (1H, t, fenilo), 7,05-7,09 (2H, m, fenilo), 3,58 (2H, s, bencilico),
3,22 (2H, t, bencilico), 2,54 (2H, t).

Paso 4

Una mezcla de 5-bromo-S-tetralona (1,18 g, 5,24 mmol), cianuro de potasio (512 mg, 7,86 mmol), carbonato de
amonio (3,0 g, 31,22 mmol), etanol (25 ml) y agua (5 ml) en un recipiente de presion de pared gruesa, sellado, se
calent6 en un bafio de aceite a 80°C durante 4 dias. Después de enfriar hasta temperatura ambiente, la suspensién
blanca se volco en hielo-agua y se agité a temperatura ambiente durante un par de horas. La filtracion, seguida de
secado al aire, proporcion¢ la hidantofna (1,31 g, 85%). '"H RMN (DMSO-ds) 6 10,71 (1H, amplio, NH), 8,28 (1H,
amplio s, NH), 7,0-7,5 (3H, m, fenilo). LREM (Electrospray): C;,H;;BrN,0,, Cal. 294; observado: 293 (M-H), 295
(M-H).

Paso 5
Br Br
X
. — UL L
>:O CO,H

Una mezcla de hidantoina (1,287 g, 4,36 mmol), Ba(OH),. H,O (4,20 g, 22,2 mmol) en agua (25 ml) en un
recipiente de presion de pared gruesa, sellado, se calent6 en un bafio de aceite a 125°C durante 4 dias. La mezcla de
reaccion se enfri6 a temperatura ambiente, se acidificé a ~pH 3 usando 4cido sulfiirico 4N, mientras que se agitaba
vigorosamente. La suspension se agit6 en un bafio de agua hirviendo durante una hora, y se enfrié hasta temperatura
ambiente. La suspension blanca se filtré y los precipitados se enjuagaron con agua. El filtrado y los lavados combinados
se concentraron al vacio a ~ 20 ml. La neutralizacién con solucién de hidréxido de amonio concentrado proporcioné
precipitado blanco, el cual se filtrd, se lavé con agua y se secé al vacio durante la noche, para dar dcido 5-bromo-2-
aminotetralina-2-carboxilico racémico (893 mg, 76% rendimiento). LREM (Electrospray): C,,H;,BrNO,, calc. 269;
observado: 270 (M+H), 272 (M+H), 268 (M-H), 270 (M-H).
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Paso 6
Br Br
x IS
- oty R s P __-NHFmoc
COM CoH

Una mezcla de dcido 5-bromo-2-aminotetralina-2-carboxilico racémico (882 mg, 3,27 mmol), trietilamina (0,60
ml, 4,30 mmol), carbonato de 9-fluorenilmetil succinimidilo (Fmoc-OSu, 1,32 g, 3,91 mmol) en acetonitrilo (30 ml)
y agua (30 ml) se agit6 a temperatura ambiente durante la noche. El andlisis TLC de la reaccién al dia siguiente
indic6 la presencia de material de partida aminodcido. Se agregaron carbonato de 9-fluorenilmetil succinimidilo (0,25
g, trietilamina (0,6 ml) y acetonitrilo (5 ml), y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante otro dia. La mezcla
de reaccién se concentré al vacio para separar la mayor parte del acetonitrilo, se acidificé a pH ~3 con solucién de
acido citrico acuoso al 10%, y la emulsién blanca se extrajo dos veces con cloruro de metileno. Las capas orgénicas
combinadas se lavaron con agua, salmuera, se secaron sobre sulfato de magnesio. La filtracién y la concentracién
proporcionaron un aceite crudo, el cual fue purificado por cromatografia de columna (eluido con 2 — 5 — 10%
metanol/cloruro de metileno), para dar dcido Fmoc-5-bromo-2-aminotetralina-2-carboxilico racémico (1,09 g, 68%),
como un sélido blanco. HREM (FAB): C,sH,,BrNNaO, (M+Na) calc. 514,0630; observado: 514,0643.

Ejemplo 10
Preparacion de dcido Fmoc-(D,L)-5-cloro-2-aminotetralina-2-carboxilico (Fmoc-(D,L)5-ClAtc-OH)

Paso 1

a Cl

NS
CO,H a” o

Una mezcla de 4cido 3-(2-clorofenil)propanoico (5,0 g, 27,1 mmol), cloruro de tionilo (10,9 ml, 149 mmol) y to-
Iueno (75 ml) se someti6 a reflujo durante dos horas. La concentracién al vacio proporcioné cloruro de 3-(2-clorofenil)
propanoilo, el cual se tom6 en cloruro de metileno y se us6 en el préximo paso sin otra purificacion.

N, — O,

N,

Paso 2

@]

Una solucién del cloruro 4cido anterior (crudo, 27,1 mmol) en cloruro de metileno se agregé lentamente a una
solucién de diazometano (generado a partir de 17,8 g de 1-metil-3-nitro-1-nitrosoguanidina) en éter (120 ml) enfriado
en un bafio de hielo. La mezcla luego se calentd hasta temperatura ambiente y se agité durante la noche. La mezcla
se concentrd al vacio, para dar 1-diazo-4-(2-clorofenil)butan-2-ona (5,87 g, >100% en dos pasos) como un aceite
amarillo brillante. El compuesto se usé en el siguiente paso sin otra purificacién. '"H RMN (CDCl;) 6 7,05-7,32 (4H,
m, fenilo), 5,13 (1H, amplio s, diazo), 3,00 (2H, t, bencilico), 2,57 (2H, m).

Paso 3
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A una mezcla de acetato de rodio (II) dimero (60 mg, 0,27 mmol) en cloruro de metileno (400 ml) bajo reflujo
se agregd lentamente una solucién de 1-diazo-4-(2-bromofenil)butan-2-ona cruda (5,87 g, 27,1 mmol tedrico) en
cloruro de metileno (50 ml). Después de que se completd la adicidén, la mezcla se reflujé durante veinte minutos
extra. La mezcla se enfrié hasta temperatura ambiente, se agregé 4cido trifluoroacético (6,0 ml) y la mezcla se agit6
a temperatura ambiente durante dos horas. La reaccién se templé con solucién de bicarbonato de sodio saturado.
Las capas se separaron y la capa de cloruro de metileno se lavé una vez mds con solucién de bicarbonato de sodio
saturado. Las capas acuosas combinadas fueron extraidas inversamente con cloruro de metileno. Las capas orgdnicas
combinadas se secaron sobre sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron al vacio, para dar un aceite pardo.
La purificacién por cromatograffa de columna (10 — 15% acetato de etilo/hexanos) proporcioné 5-cloro-g-tetralona
(3,32 g, 68% rendimiento para los pasos a) a ¢) como un aceite marrén claro. '"H RMN (CDCls) 6 7,30 (1H, m, fenilo),
7,15 (1H, t, fenilo), 7,05 (1H, d, fenilo), 3,60 (2H, s, bencilico), 3,22 (2H, t, bencilico), 2,56 (2H, t).

Paso 4
ct i
e J\\\'w} AN
AL,

Una mezcla de 5-cloro-g-tetralona (880 mg, 4,87 mmol), cianuro de potasio (500 mg, 7,67 mmol), carbonato de
amonio (2,85 g, 29,7 mmol), etanol (24 ml) y agua (6 ml) en un recipiente de presion de pared gruesa, sellado, se
calent6 en un bafio de aceite a 80°C durante 66 horas. Después de enfriar hasta temperatura ambiente, la suspensién
se volco en hielo-agua y se agitd a temperatura ambiente durante un par de horas. La filtracién, seguida de secado al
aire, proporcioné hidantoina (0,92 g, 75%) como un sélido beige claro. '"H EMN (DMSO-d) 6 10,70 (1H, amplio,
NH), 8,25 (1H, amplio s, NH), 7,0-7,3 (3H, m, fenilo). LREM (Electrospray): C;,H;;CIN,O,, calc. 250; observado:
249 (M-H), 251 (M-H).

Paso 5

Ci

~
-3 —~

Cl
I ™~
SN
" —— | \( _M,
- e
/ }:0 T ~
) COLH
< ™M
o H

Una mezcla de hidantoina (880 mg, 3,51 mmol), Ba(OH),. H,O (3,40 g, 18,0 mmol) en agua (50 ml, demasiado
diluida) en un recipiente de presion de pared gruesa, sellado, se calent6 en un bafio de aceite a 125°C durante 2 dias.
La mezcla de reaccidn se enfrié hasta temperatura ambiente, se acidificé a ~pH usando 4cido sulftirico 4N, mientras
que se agitaba vigorosamente. La suspension se agitd en un bafio de agua hirviendo durante dos horas, y se enfrié
hasta temperatura ambiente. La suspension blanca se filtr6 y los precipitados se enjuagaron con agua. El filtrado y
los lavados combinados se concentraron al vacio a ~50 ml. La neutralizaciéon con solucién de hidréxido de amonio
concentrado proporciond precipitado blanco, el cual se filtrd, se lavé con agua y se secé al vacio durante la noche,
para dar 4cido 5-cloro-2-aminotetralina-2-carboxilico racémico (788 mg, 99% rendimiento). LREM (Electrospray):
C,;H,CINO,, calc. 225; observado: 226 (M+H), 228 (M+H), 224 (M-H), 226 (M-H).

Paso 6
: ¢
A S
. JEESNT— E \l /Ml»lrmoc
P : N

CoM CORH

Una mezcla de acido 5-cloro-2-aminotetralina-2-carboxilico racémico (402 mg, 1,78 mmol), trietilamina (0,38
mg, 2,73 mmol), carbonato de 9-fluorenilmetil succinimidilo (Fmoc-OSu, 904 mg, 2,68 mmol) en acetonitrilo (20 ml)
y agua (20 ml) se agité a temperatura ambiente durante dos dias. El andlisis TLC de la reaccién luego de dos dias
indicé la presencia de material inicial aminodcido. Se agregaron carbonato de 9-fluorenilmetil succinimidilo (0,12 g) y
trietilamina (0,1 ml), y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante otro dia. La mezcla de reaccion se concentrd
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al vacio para remover la mayor parte del acetonitrilo, se acidificé a pH ~3 con solucién de 4cido citrico acuoso al
10%, y la emulsién blanca se extrajo tres veces con acetato de etilo. Las capas orgdnicas combinadas se lavaron con
agua, salmuera, se secaron sobre sulfato de magnesio. La filtracién y la concentracidn proporcionaron un aceite crudo,
el cual fue purificado por cromatografia de columna (eluido con 3 — 6 — 8% metanol/cloruro de metileno), para dar
acido Fmoc-5-cloro-2-aminotetralina-2-carboxilico racémico (540 mg, 68%), como un sélido blanco. HREM (El):
C,H,,CINO,(M) calc. 447,1237; observado: 447,1234.

Ejemplo 11
Preparacion de dcido Fmoc-(D,L)-5-metoxi-2-aminotetralina-2-carboxilico (Fmoc-(D,L)-5-MeOAtc-OH)

Paso 1

~

0 - O
N, T Nt
AN : N l

COH COH

Una mezcla de dcido 5-metoxi-2-aminotetralina-2-carboxilico racémico (preparado de acuerdo con Obrecht, D. y
otros, Helv. Chim. Acta. 1992, 75, 1666) (802 mg, 3,62 mmol), trietilamina (0,62 ml, 4,45 mmol), carbonato de 9-
fluorenilmetil succinimidilo (Fmoc-OSu, 1,47 g, 4,36 mmol) en acetonitrilo (25 ml) y agua (25 ml) se agit6 a tempe-
ratura ambiente durante 30 horas. El andlisis TLC de la reaccién indic6 la presencia de material inicial aminoécido.
Se agregaron carbonato de 9-fluorenilmetil succinimidilo (370 mg) y trietilamina (0,6 ml), y la mezcla se agité a tem-
peratura ambiente durante otras 24 horas. La mezcla de reaccion se concentr6 al vacio para separar la mayor parte del
acetonitrilo, se acidific6 a pH ~3 con solucién de 4cido citrico acuoso al 10%, y la emulsién blanca se extrajo tres
veces con acetato de etilo. Las capas organicas combinadas se lavaron con agua, salmuera, se secaron sobre sulfato
de magnesio. La filtracién y la concentracién proporcionaron un aceite crudo, el cual fue purificado por cromatografia
de columna (eluido con 1 — 3 —5 — 10% metanol/cloruro de metileno), para dar dcido Fmoc-5-metoxi-2-amino-
tetralina-2-carboxilico racémico (1,14 g, 71% rendimiento), como un sélido blanquecino. HREM (FAB): C,;H,sNOs
(M+H) calc. 444,1812; observado: 444,1814.

Ejemplo 12
Preparacion de dcido Fmoc-(D,L)-5-etoxi-2-aminotetralina-2-carboxilico (Fmoc-(D,L)-5-EtOAc-OH)

Paso 1

L

OH o

N
. , N
o -

OH

Una mezcla de 1,6-dihidroxinaftaleno (5,02 g, 31,3 mmol), carbonato de potasio anhidro (52,0 g, 376 mmol), N,N-
dimetilformamida (50 ml) y yodoetano (15 ml, 188 mmol) se agité en un bafio de aceite a 35°C durante 24 horas. La
mezcla de reaccidn se filtré y el residuo sélido se enjuagd completamente con éter etilico. El filtrado y los lavados se
combinaron y se concentraron al vacio, para separar la mayor parte de los solventes. El residuo pardo se fraccioné entre
agua y éter, y las capas se separaron. La capa de éter se lavé con agua. Las capas acuosas combinadas fueron extraidas
de nuevo con éter. Los extractos de éter se combinaron, se lavaron con salmuera y se secaron sobre sulfato de magnesio.
La filtracién y la concentracién proporcionaron un sélido pardo crudo (6,74 g, 99% rendimiento). La recristalizacién
del producto crudo a partir de metanol caliente proporciond 1,6-dietoxinaftaleno (4,36 g, 64% rendimiento, primer
cultivo) como un sélido pardo claro. '"H RMN (CDCIl;) 6 8,20 (1H, d, fenilo), 7,06-7,36 (4H, m, fenilo), 6,66 (1H, dd,
fenilo), 4,10-4,23 (4H, 2 juegos de q, 2 CH,), 1,45-1,56 (6H, 2 juegos de t, 2 CHj;).
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Paso 2

L L.

(6]

N

(/K/]O - o K_/,J\)\)

A una solucién en reflujo de 1,6-dietoxinaftaleno (4,15 g, 19,2 mmol) en etanol absoluto (100 ml) se agregaron
cuidadosamente trozos de metal sédico (6,8 g, 296 mmol) por espacio de 60 minutos. La mezcla se reflujé durante
otros 90 minutos. TLC indicd la presencia de material inicial no reaccionado. Se agregd metal sédico extra (1,0 g, 43,5
mmol) y la mezcla de reaccién se someti6 a reflujo durante otros 60 minutos. La reaccion se enfri6 hasta temperatura
ambiente, se calent6 con agua y se acidificé con acido clorhidrico concentrado. La mezcla se concentré al vacio para
separar la mayor parte del etanol. La mezcla acuosa se extrajo tres veces con éter. Las capas orgdnicas combinadas
se lavaron con agua y se secaron sobre sulfato de sodio. La filtracién y la concentracién proporcionaron un sélido
pardo, el cual se disolvié en 1:1 etanol/agua (200 ml), luego se agregd 4cido p-toluensulfénico (400 mg). La mezcla
se someti6 a reflujo durante 210 minutos. Se agregd acido p-toluensulfénico extra (100 mg), y la mezcla se sometié a
reflujo durante otros 60 minutos. Después de enfriar hasta temperatura ambiente, la mayor parte del etanol se separd
bajo presion reducida. La mezcla acuosa se extrajo tres veces con éter y las capas orgdnicas combinadas se lavaron
con agua, solucién de cloruro de sodio saturado y se secaron sobre sulfato de sodio. La filtracién y la concentracién
proporcionaron un aceite pardo, el cual fue purificado por cromatografia de columna (7% acetato de etilo/hexanos),
para dar 5-etoxi-S-tetralona (2,43 g, 67% rendimiento) como un aceite amarillo claro. 'H RMN (CDCl;) 6 7,15 (1H,
t, fenilo), 6,76 (1H, d, fenilo), 6,72 (1H, d, fenilo), 4,05 (2H, q, CH,), 3,56 (2H, s, bencilico), 3,10 (2H, t, bencilico),
2,53 (2H, t), 1,44 (3H, t, CHa).

Paso 3

Una mezcla de 5-etoxi-g-tetralona (2,23 g, 11,7 mmol), cianuro de potasio (1,20 g, 1,84 mmol), carbonato de
amonio (6,75 g, 70,2 mmol), etanol (80 ml) y agua (20 ml) en un recipiente de presioén de pared gruesa, sellado, se
calent6 en un bafio de aceite a 80°C durante 3 dias. Después de enfriar hasta temperatura ambiente, la suspension se
volcé en hielo-agua y se agit6 a temperatura ambiente durante un par de horas. La filtracién, seguida de secado al aire,
proporcioné hidantoina (2,69 g, 88%) como un sélido beige. '"H RMN (DMSO-ds) 6 10,65 (1H, amplio s, NH), 8,22
(1H, amplio s, NH), 7,06 (1H, t, fenilo), 6,75 (1H, d, fenilo), 6,65 (1H, d, fenilo), 3,98 (2H, q, CH,), 1,32 (3H, t, CH3;).
LREM (Electrospray): C;,H;(N,O;, calc. 259; observado: 258 (M-H).

Paso 4

§
o

COH
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Una mezcla de hidantoina (2,57 g, 9,87 mmol), Ba(OH),. H,O (9,40 g, 49,6 mmol) en agua (200 ml, demasiado
diluida) en un recipiente de presién de pared gruesa, sellado, se calenté en un bafio de aceite a 105°C durante 39
horas. Se agregé Ba(OH), H,O extra (9,40 g, 49,6 mmol), y la mezcla se calentd en un bafio de aceite a 125°C durante
21 horas adicionales. La mezcla de reaccién se enfrié hasta temperatura ambiente, se acidificé a ~pH 3 usando 4cido
sulfurico 4N, mientras que se agitaba vigorosamente. La suspension se agité en un bafio de agua hirviendo durante una
hora, y se enfrié hasta temperatura ambiente. La suspension blanca se filtré y los precipitados se enjuagaron con agua.
El filtrado y los lavados combinados se concentraron al vacio a ~75 ml. La neutralizacién con solucién de hidréxido
de amonio concentrado proporciond precipitado blanco, el cual se filtrd, se lavé con agua y se secé al aire, para dar
acido 5-etoxi-2-aminotetralina-2-carboxilico racémico (2,34 g, rendimiento cuantitativo) como un sé6lido color beige
claro. LREM (Electrospray): C;;H;7NOs, calc. 235; observado: 236 (M+H), 234 (M-H).

Paso 5

S N
l ML > | A4 Mo

COLH CO,Ht

AN

Una mezcla de 4cido 5-etoxi-2-aminotetralina-2-carboxilico racémico (2,22 g, 9,44 mmol), trietilamina (2,00 ml,
14,3 mmol), carbonato de 9-fluorenilmetil succinimidilo (Fmoc-OSu, 4,81 g, 14,3 mmol) en acetonitrilo (75 ml) y agua
(75 ml) se agit6 a temperatura ambiente durante dos dias. El andlisis TLC de la reaccién indicé la presencia de material
de partida aminodacido. Se agregaron carbonato de 9-fluorenilmetil succinimidilo (645 mg) y trietilamina (1,0 ml), y la
mezcla se agité a temperatura ambiente durante otro dia. La mezcla de reaccidn se concentré al vacio para separar la
mayor parte del acetonitrilo, se acidific6 a pH ~3 con solucién de 4cido citrico acuoso al 10%, y la emulsioén blanca
se extrajo tres veces con acetato de etilo. Las capas orgdnicas combinadas se lavaron con agua, salmuera, se secaron
sobre sulfato de magnesio. La filtracién y la concentracion proporcionaron un aceite crudo, el cual fue purificado por
cromatografia de columna (eluido con 3 — 5 — 10% metanol/cloruro de metileno), para dar dcido Fmoc-5-etoxi-2-
aminotetralina-2-carboxilico racémico (4,66 g. > rendimiento cuantitativo), como un sélido blanco. HREM (FAB):
C,3sHx3sNOs (M+H) calc. 458,1967; observado: 458,1985.

Ejemplo 13

Preparacion de dcido Fmoc-(D,L)-5-isopropoxi-2-amino-tetralina-2-carboxilico (Fmoc-(D,L)-5-iPrOAtc-OH)

OH
— |
N

OCH, QCH,

Paso 1

Una mezcla de 6-metoxi- 1-tetralona (5,07 g, 28,8 mmol), Pd/C al 10% (3,53 g, 3,32 mmol) en p-cimeno seco (250
ml) se calent6 a reflujo bajo argén durante 38 horas. La mezcla de reaccion se enfrié hasta temperatura ambiente, se
filtré sobre celite y el residuo se enjuagd por completo con p-cimeno. El filtrado y los lavados fueron combinados
y extraidos dos veces con solucién de hidréxido de sodio 1 N (2 x 70 ml). Los extractos acuosos combinados se
acidificaron con 4cido clorhidrico 6N a pH ~3, y fueron extraidos tres veces con éter. Las capas orgdnicas combinadas
se lavaron con agua, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro. La filtracién y la concentracién proporcionaron 5-
hidroxi-6-metoxinaftaleno crudo (2,31 g, 46% rendimiento) como un sélido pardo claro, el cual se usé en el siguiente
paso sin otra purificacién. LREM (Electrospray): C,;H,,0,, cal. 174; observado: 173 (M-H).
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Paso 2

OH

/‘\0
(I e
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OCH, N o,

Una mezcla de 5-hidroxi-6-metoxinaftaleno (2,10 g, 12,1 mmol), carbonato de cesio (19,7 g, 60,5 mmol), N,N-
dimetilformamida (12 ml) y 2-bromopropano (3,50 ml, 36,9 mmol) se agité en un bafio de aceite a 40°C durante la
noche. La mezcla de reaccidn se filtr6 y el residuo sélido se enjuagé de fondo con éter etilico. El filtrado y los lavados
se combinaron y se concentraron al vacio, para separar la mayor parte de los solventes. El residuo pardo se fracciond
entre agua y éter, y las capas se separaron. La capa de éter se lavé con agua. Las capas acuosas combinadas fueron
extraidas nuevamente con éter. Los extractos de éter se combinaron, se lavaron con salmuera y se secaron sobre sulfato
de magnesio. La filtracién y la concentracién proporcionaron un crudo, el cual fue purificado por cromatografia de
columna (2,5 — 5% acetato de etilo/ hexanos), para dar 1-isopropoxi-6-metoxinaftaleno (2,23 g, 86% rendimiento)
como un aceite marrén claro. '"H RMN (CDCI,) 6 8,17 (1H, d, fenilo), 7,05-7,38 (4H, m, fenilo), 6,72 (1H, dd, fenilo),
4,73 (1H, m, CH de iPr), 3,92 (3H, s, OCHj;), 1,42 (6H, d, 2 CH; de iPr).

Paso 3
Py A
SN SN
O, e L
“OCH, NN

O

A una solucién en reflujo de 1-isopropoxi-6-metoxinaftaleno (2,23 g, 10,3 mmol) en etanol absoluto (50 ml) se
agregaron cuidadosamente trozos pequefios de metal sédico (3,6 g, 157 mmol) por espacio de 45 minutos. La mezcla
se sometid a reflujo durante otros 120 minutos. La reaccién se enfrié hasta temperatura ambiente, se templd con agua y
se acidificé con 4cido clorhidrico concentrado. La mezcla se concentrd al vacio para separar la mauro parte del etanol.
La mezcla acuosa se extrajo tres veces con éter. Las capas orgdnicas combinadas se lavaron con agua y se secaron
sobre sulfato de sodio. La filtracién y la concentracién proporcionaron un sélido color rojizo, el cual se disolvid en
1:1 etanol/agua (90 ml), luego se agregé 4cido p-toluensulfénico (200 mg). La mezcla se someti6 a reflujo durante 60
minutos. Después de enfriar hasta temperatura ambiente, la mayor parte del etanol se separ6 bajo presion reducida. La
mezcla acuosa se extrajo tres veces con éter y las capas organicas combinadas se lavaron con agua, solucién de cloruro
de sodio saturado y se secaron sobre sulfato de sodio. La filtracion y la concentracién proporcionaron un aceite color
rojizo, el cual fue purificado por cromatografia de columna (8 — 15% acetato de etilo/hexanos), para dar 5-isopropoxi-
B-tetralona (1,37 g, 65% rendimiento) como un aceite incoloro. '"H RMN (CDCl;) 6 7,16 (1H, t, fenilo), 6,78 (1H, d,
fenilo), 6,71 (1H, d, fenilo), 4,53 (1H, m, CH de iPr), 3,56 (2H, s, bencilico), 3,08 (2H, t, bencilico), 2,50 (2H, t), 1,37
(6H, d, 2 CHj; de iPr).

Paso 4
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Una mezcla de 5-isopropoxi-g-tetralona (1,37 g, 6,71 mmol), cianuro de potasio (660 mg, 10,1 mmol), carbonato
de amonio (3,87 g, 40,3 mmol), etanol (44 ml) y agua (9 ml) en un recipiente de presién de pared gruesa, sellado, se
calent6 en un baiio de aceite a 80°C durante 42 horas. Después de enfriar hasta temperatura ambiente, la suspensién
se volco en hielo-agua y se agitd a temperatura ambiente durante un par de horas. La filtracién, seguida de secado al
aire, proporcion6 hidantoina (1,64 g, 89%).

Paso 5

O
\ P
l P N,
N2 N
CO,H

Una mezcla de hidantoina (1,64 g, 5,98 mmol), Ba(OH), (5,66 g, 29,9 mmol) en agua (25 ml) en un recipiente de
presion de pared gruesa, sellado, se calenté en un b afio de aceite a 100°C durante 70 horas. La mezcla de reaccién
se enfrié hasta temperatura ambiente, se neutraliz6 a ~pH 7 usando 4cido sulfirico 4N, mientras que se agitaba
vigorosamente. La suspension se agit6 en un bafio de agua hirviendo durante una hora, y se enfrié hasta temperatura
ambiente. Se basific con solucién de hidréxido de sodio 1N y la suspensién blanca se filtr6 y los precipitados se
enjuagaron con agua. El filtro y los lavados combinados se concentraron al vacio a ~75 ml. La neutralizacién con
solucidén de 4cido clorhidrico concentrado proporciond precipitado blanco, el cual se filtrd, se lavé con agua y se secod
al aire, para dar dcido 5-isopropoxi-2-aminotetralina-2-carboxilico racémico (3,48 g, himedo, con contenido de sal
inorgédnica, > rendimiento cuantitativo). LREM (Electrospray): C,H;oNOs, cal. 249; observado: 248 (M-H).

Paso 6

L A,

"
NH NHFmoc
= 2 = ~_

CO,H COM

Una mezcla de acido 5-isopropoxi-2-aminotetralina-2-carboxilico racémico (3,48 g, 5,98 mmol tedrico), trietilami-
na (1,10 ml, 7,89 mmol), carbonato de 9-fluerenilmetil succinimidilo (Fmoc-OSu, 2,62 g, 7,77 mmol) en acetonitrilo
(30 ml) y agua (30 ml) se agité a temperatura ambiente durante un dia. El andlisis TLC de la reaccién indicé la pre-
sencia de material inicial aminodcido. Se agregé carbonato de 9-fluorenilmetil succinimidilo (500 mg), y la mezcla
se agit6é a temperatura ambiente durante otro dia. La mezcla de reaccién se concentr6 al vacio para separar la mayor
parte del acetonitrilo, se acidificé a pH ~3 con solucién de 4cido citrico acuoso al 10% y la emulsién blanca se extrajo
tres veces con cloruro de metileno. Las capas orgdnicas combinadas se lavaron con agua, salmuera, se secaron sobre
sulfato de magnesio. La filtracién y la concentracién proporcionaron un aceite crudo, el cual fue purificado por croma-
tograffa de columna (eluido con 1 — 2 — 5 — 8% metanol/cloruro de metileno), para dar 4cido Fmoc-5-isopropoxi-2-
aminotetralina-2-carboxilico racémico (0,50 g, 18% rendimiento en 2 pasos), como un sélido blanco. HREM (FAB):
C,oH;(NOs (M+H) calc. 472,2124; observado: 472,2117.
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Ejemplo 14
Preparacion de dcido Fmoc-(D,L)-5-dimetilamino-2-amino-tetralina-2-carboxilico (Fmoc-(D,L)-5-DmaAtc-OH)

Paso 1

NH, a7
® — [k’ $
A V/J\/ ~

oH QCH,

Una mezcla de 5-amino-2-naftol (2,97 g, 18,6 mmol), carbonato de potasio (37,0 g, 368 mmol), acetona (100
ml) y yodometano (10,0 ml, 161 mmol) se sometié a reflujo durante 2 dias. La mezcla de reaccién se enfrié hasta
temperatura ambiente, se filtrd, y el residuo sélido se enjuagd completamente con éter etilico y acetona. El filtrado y
los lavados se combinaron y se concentraron al vacio, para separar la mayor parte de los solventes. El residuo pardo se
fracciond entre agua y éter, y las capas se separaron. La capa de éter se lavo con agua. Las capas acuosas combinadas
fueron extraidas inversamente con éter, Los extractos de éter se combinaron, se lavaron con salmuera y se secaron
sobre sulfato de magnesio. La filtracién y la concentracion proporcionaron 1-dimetilamino-6-metoxinaftaleno crudo
(3,54 g, 94% rendimiento) como un aceite pardo oscuro. '"H RMN (CDCl;) 6 8,16 (1H, t, fenilo), 7,30-7,50 (2H, m,
aromatico), 7,10-7,20 (2H, m, aromatico), 6,96 (1H, d, aromatico), 3,93 (3H, s, OCH,), 2,89 (6H, s, N(CHs),).

Paso 2
~. N
N M
SN = ~.
]
Z N o0, 7N

A una solucién en reflujo de 1-dimetilamino-6-metoxinaftaleno (2,99 g, 14,9 mmol) en etanol absoluto (100 ml)
se agregaron cuidadosamente trozos pequefios de metal sédico (5,76 g, 251 mmol) por espacio de 45 minutos. La
mezcla se sometid a reflujo durante otros 45 minutos. TLC indic6 la presencia de material de partida no reaccionado.
Se agregd metal sédico extra (7,09 g, 308 mmol) y la mezcla de reaccidn se sometio a reflujo hasta que TLC indicara
la completa consumicién de todo el material de partida. La reaccién se enfrié hasta temperatura ambiente y se ajusto el
pH a ~9-10 con 4cido clorhidrico concentrado. La mezcla se concentr6 al vacio para separar la mayor parte del etanol.
La mezcla acuosa se extrajo cuatro veces con acetato de etilo. Las capas orgdnicas combinadas se lavaron con bicar-
bonato de sodio saturado y se secaron sobre sulfato de sodio. La filtracién y la concentracién proporcionaron un aceite
pardo oscuro, el cual se disolvié en 1:1 etanol/agua (150 ml), luego se agregé 4cido p-toluensulfénico (3,05 g), para
llevar el pH a ~2-3. La mezcla se someti6 a reflujo durante 3 horas. Después de enfriar hasta temperatura ambiente,
la mayor parte del etanol se separd bajo presioén reducida. El pH de la mezcla se ajusté a ~9-10 con solucién de hi-
dréxido de sodio 2N, y la mezcla acuosa se extrajo cuatro veces con acetato de etilo. Las capas orgdnicas combinadas
se lavaron con solucién de bicarbonato de sodio saturado y se secaron sobre sulfato de sodio. La filtracién y la con-
centracién proporcionaron un aceite pardo oscuro, el cual fue purificado por cromatografia de columna (15% acetato
de etilo/hexanos), para dar 5-dimetilamino-3-tetralona (834 mg, 30% rendimiento) como un aceite pardo. '"H RMN
(CDCl;y 6 7,18 (1H, t, fenilo), 6,96 (1H, d, fenilo), 6,96 (1H, d, fenilo), 6,82 (1H, d, fenilo), 3,57 (2H, s, bencilico),
3,10 (2H, t, bencilico), 2,70 (6H, s, N(CH;),), 2,48 (2H, t). LREM (Electrospray): C;,H,5sNO, calc. 189; observado:
190 (M+H).

Paso 3
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Una mezcla de 5-dimetilamino-f-tetralona (0,97 g, 5,13 mmol), cianuro de potasio (510 mg, 7,82 mmol), carbonato
de amonio (2,98 g, 31,0 mmol), etanol (40 ml) y agua (10 ml) en un recipiente de presion de pared gruesa, sellado, se
calent6 en un bafio de aceite a 80°C durante 29 horas. Después de enfriar hasta temperatura ambiente, la suspensién
de color pardo oscuro se volc en hielo-agua y se agit6 a temperatura ambiente durante un par de horas. La filtracion,
seguida de secado al aire, proporcioné hidantoina (885 mg, 67%) como un sélido pardo oscuro. LREM (Electrospray):
C4sH7N;0,, cal. 259; observado: 260 (M+H), 258 (M-H).

Paso 4

]
- Boc

F

et
o° M

P

Bor:

A una solucién de hidantoina (832 mg, 3,21 mmol) en THF (25 ml) se agregé di-t-butil-dicarbonato (2,51 g,
11,5 mmol), trietilamina (0,50 ml, 3,59 mmol) y 4-dimetilaminopiridina (17 mg, 0,14 mmol). La mezcla se agit6 a
temperatura ambiente durante la noche. Los solventes se separaron al vacio y el crudo se purificé usando cromatografia
de columna (15% acetato de etilo/hexanos), para dar bis-Boc hidantoina (1,02 g, 69% rendimiento) como una espuma
amarilla. LREM (Electrospray): C,4H33N;30g, calc. 459; observado: 919 (2M+H).

Paso 5

— O

A una solucién de bis-Boc hidantoina (988 mg, 2,15 mmol) en dimetoxietano (15 ml) se agregd solucién de
hidréxido de sodio 1 N (20 ml). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante la noche. La mezcla de reaccién
se concentrd al vacio para separar la mayor parte de los solventes, y se agregd agua a la mezcla de color pardo claro
resultante. La mezcla acuosa se extrajo dos veces con cloruro de metileno y dos veces con acetato de etilo. La capa
acuosa se concentré a ~20 ml, se neutralizé a pH ~7 con 4cido clorhidrico 1 N, para dar una suspension. La suspension
se filtrd, para dar 4cido 5-dimetilamino-2-aminotetralina-2-carboxilico racémico (1,33 g, ain himedo, > rendimiento
cuantitativo), como un sélido blanquecino: LREM (Electrospray): C3H 3N,O,, calc. 234; observado: 235 (M+H).

Paso 6
\\
N/ \N/
e L~
- NH, e and [ \/C NHFmoa
CO,H o,

Una mezcla de dcido 5-dimetilamino-2-aminotetralina-2-carboxilico (1,33 g, 2,15 mmol teérico), trietilamina (0,40
ml, 2,87 mmol), carbonato de 9-fluorenilmetil succinimidilo (Fmoc-OSu, 0,92 g, 2,73 mmol) en acetonitrilo (10 ml)
y agua (10 ml) se agit6 a temperatura ambiente durante un dia. El andlisis TLC de la reaccién indic6 la presencia de
material de partida aminodcido. Se agregaron carbonato de 9-fluorenilmetil succinimidilo (400 mg) y trietilamina (0,2

58



10

15

20

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2304 128 T3

ml) y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante otro dia. La mezcla de reaccién se concentré al vacio para
separar la mayor parte del acetonitrilo, y la mezcla casi neutra se extrajo tres veces con acetato de etilo. Las capas
orgdnicas combinadas se lavaron con agua, salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio. La filtracién y la concentracién
proporcionaron un crudo, el cual fue purificado por cromatografia de columna (eluido con 2,5 - 6 — 10 — 15 — 20%
metanol/cloruro de metileno), para dar dcido Fmoc-5-dimetilamino-2-aminotetralina-2-carboxilico racémico (602 mg,
61% rendimiento en 2 pasos), como un s6lido blanquecino. HREM (FAB): C,3sHsN,O4(M) calc. 456,2049; observado:
456,2056.

Ejemplo 15
Preparacion de dcido Fmoc-(D,L)-5-metil-2-aminotetralina-2-carboxilico (Fmoc-(D,L)-5-MeAtc-OH)

Paso 1

CHj, CH,

N NS PN
L,
“ CO,H NN

&}

Una mezcla de 4dcido 2-metilhidrocindmico (3,0 g, 18,3 mmol), cloruro de oxalilo (3,19 ml, 36,6 mmol) y cloruro
de metileno (30 ml) se enfrié en un bafio de hielo, y se agregdé N,N-dimetilformamida (0,14 ml, 1,81 mmol) por goteo.
La mezcla se agité a temperatura ambiente durante la noche. La concentracién al vacio proporcioné cloruro de 3-(2-
metilfenil)-propanoilo, el cual se tomé en cloruro de metileno y se usé en el proximo paso como un crudo.

Paso 2

CH,
CHy

>
L /O\) — | V/C(L

2

Una solucién del cloruro acido anterior (crudo, 18,3 mmol) en cloruro de metileno se agregé lentamente a una
solucién de diazometano (generado a partir de 11,9 g de 1-metil-3-nitro-1-nitrosoguanidina) en éter (80 mml) enfriado
en un bafio de hielo. La mezcla luego se calent6 hasta temperatura ambiente y se agité durante la noche. La mezcla se
concentré al vacio y se purificé por cromatografia de columna (10 — 20% acetato de etilo/hexanos), para dar 1-diazo-
4-(2-metilfenil)butan-2-ona (2,08 g, 60% en 2 pasos) como un aceite amarillo brillante.

Paso 3
cH,
CHy EL‘§ o
S — \ /L/\\
(\\ F =0
Va l =0

N,

A una mezcla de acetato de rodio (II) dimero (24 mg, 0,109 mmol) en cloruro de metileno (200 ml) bajo reflujo se
agregd lentamente una solucién de 1-diazo-4-(2-metil-fenil)butan-2-ona (2,08 g, 11,1 mmol) en cloruro de metileno
(50 ml) durante 180 minutos. Después de que se completé la adicién, la mezcla se reflujé durante veinte minutos
més. La mezcla se enfri6 hasta temperatura ambiente, se agregé dcido trifluoroacético (2,40 ml) y la mezcla se agit6
a temperatura ambiente durante una hora. La reaccion se templd con solucién de bicarbonato de sodio saturado. Las
capas se separaron y la capa cloruro de metileno se lavé una vez mds solucién de bicarbonato de sodio saturado.
Las capas acuosas combinadas fueron extraidas de nuevo con cloruro de metileno. Las capas orgdnicas combinadas
se secaron sobre sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron al vacio, para dar un aceite pardo crudo. La
purificacion por cromatografia de columna (15% acetato de etilo/hexanos) proporcioné 5-metil- S-tetralona (1,48 g,
84% rendimiento) como un aceite de color marrén claro. '"H RMN (CDCI,) 6 6,90-7,20 (3H, m, fenilo), 3,58 (2H, s,
bencilico), 3,03 (2H, t, bencilico), 2,55 (2H, t), 2,34 (3H, s, CH;).
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Paso 4

CHy, CH,

Una mezcla de 5-metil-S-tetralona (1,48 g, 9,24 mmol), cianuro de potasio (902 mg, 13,9 mmol), carbonato de
amonio (5,33 g, 55,5 mmol), etanol (45 ml) y agua (9 ml) en un recipiente de presién de pared gruesa, sellado, se
calent$ en un bafio de aceite a 80°C durante 3 dias. Después de enfriar hasta temperatura ambiente, la suspension se
volcd en hielo-agua y se agit6 a temperatura ambiente durante un par de horas. La filtracién, seguida de secado al aire,
proporcioné hidantoina cruda (1,81 g, 85% rendimiento) como un sélido beige. '"H RMN (DMSO-d¢) 6 10,66 (1H,
amplio s, NH), 8,22 (1H, amplio s, NH), 6,85-7,05 (3H, m, fenilo), 2,17 (3H, s, CHs;).

Paso 5

CHy

CHy
\\
NS H —_———— ( N“Z
o= g

>:O CO!

Una mezcla de hidantoina (1,80 g, 7,82 mmol), Ba(OH),. H,O (7,40 g, 39,1 mmol) en agua (28 ml) en un recipiente
de presién de pared gruesa, sellado, se calent6 en un bafio de aceite a 125°C durante 88 horas. La mezcla de reaccién se
enfri6 hasta temperatura ambiente, se acidificé a ~3 usando 4cido sulfirico 4N, mientras que se agitaba vigorosamente.
La suspension se agité en un bafio de agua hirviendo durante una hora, y se enfrié hasta temperatura ambiente.
La suspension blanca se filtr6 y los precipitados se enjuagaron con agua. El filtrado y los lavados combinados se
concentraron al vacio a ~50 ml. La neutralizacién con solucién de hidréxido de amonio concentrado proporciond
precipitado blanco, el cual se filtrd, se lavé con agua y se secé al aire, para dar 4dcido 5-metil-2-aminotetralina-2-
carboxilico racémico (1,05 g, 65% rendimiento) como un sélido color beige. LREM (Electrospray): C;,H;5NO,, calc.
205; observado: 206 (M+H).

Paso 6
CHy
L
> ) = P l l - MEF e
I, P
~ COLH

cot

Una mezcla de dcido 5-metil-2-aminotetralina-2-carboxilico racémico (1,05 g, 5,12 mmol), trietilamina (0,93 ml,
6,67 mmol), carbonato de 9-fluorenilmetil succinimidilo (Fmoc-OSu, 2,24 g, 6,64 mmol) en acetonitrilo (30 ml) y
agua (30 ml) se agit6 a temperatura ambiente durante 2 dias. El andlisis TLC de la reaccidén indicé la presencia de
material inicial aminodcido. Se agregd carbonato de 9-fluorenilmetil succinimidilo (520 mg), y la mezcla se agit6 a
temperatura ambiente durante otras 24 horas. La mezcla de reaccién se concentré al vacio para remover la mayor parte
del acetonitrilo, se acidificé a pH ~3 con solucién de acido citrico acuoso al 10%, y la emulsién blanca se extrajo dos
veces con cloruro de metileno. Las capas orgdnicas combinadas se lavaron con agua, salmuera, se secaron sobre sulfato
de magnesio. La filtracién y la concentracion proporcionaron un aceite crudo, el cual fue purificado por cromatografia
de columna (eluido con 2 — 5 — 8% metanol/cloruro de metileno), para dar dcido Fmoc-5-metil-2-aminotetralina-
2-carboxilico racémico (1,62 g, 74% rendimiento), como un sélido de color pardo claro. HREM (FAB): C»;H,sNO,
(M+H) calc. 428,1862; observado: 428,1844.
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Ejemplo 16
Preparacion de dcido Fmoc-(D,L)-5-etil-2-aminotetralina-2-carboxilico (Fmoc-(D,L)-5-EtAtc-OH)

Paso 1

~ N

ENPEG - L S
‘\/I ]:o,_n . u\/[ cn/L\\o

Una mezcla de 4cido 3-(2-etilfenil)propanoico (preparado en 3 pasos a partir de 1-etil-2-yodobenceno, 4,24 g, 23,8
mmol), cloruro de tionilo (9,50 ml, 130 mmol) y tolueno (100 ml) se reflujé durante 2 horas. La concentracion al vacio
proporciond cloruro de 3-(2-etilfenil)propanoilo, el cual se tom6 en cloruro de metileno y se usé en el proximo paso
como un crudo.

Paso 2

N EJ/ELO

Una solucién del cloruro 4cido anterior (crudo, 23,8 mmol) en cloruro de metileno se agregé lentamente a una
solucién de diazometano (generado a partir de 15,6 g de 1-metil-3-nitro-1-nitrosoguanidina) en éter (100 ml) enfriado
en un bafio de hielo. La mezcla se calent6 luego hasta temperatura ambiente y se agité durante la noche. La mezcla se
concentré al vacio y se purificé por cromatografia de columna (10 — 20% acetato de etilo/hexanos), para dar 1-diazo-
4-(2-etilfenil)butan-2-ona (3,47 g, 72% en dos pasos). '"H RMN (CDCls) 6§ 7,1-7,25 (4H, m, fenilo), 5,21 (1H, amplio
s, diazol), 2,97 (2H, m, CH, de etilo), 1,20 (3H, t, CH;).

Paso 3

=

-
o
~

A una mezcla de acetato de rodio (IT) dimero (38 mg, 0,172 mmol) en cloruro de metileno (300 ml) bajo reflujo se
agreg6 lentamente una solucién de 1-diazo-4-(2-etil-fenil)butan-2-ona (3,47, 17,2 mmol) en cloruro de metileno (50
ml) durante 90 minutos. Después de que se completd la adicion, la mezcla se sometié a reflujo durante veinte minutos
extra. La mezcla se enfri6 hasta temperatura ambiente, se agregé dcido trifluoroacético (3,75 ml) y la mezcla se
agit6 a temperatura ambiente durante una hora. La reaccién se templ6 con solucién de bicarbonato de sodio saturado.
Las capas se separaron y la capa de cloruro de metileno se lavé una vez mas con solucién de bicarbonato de sodio
saturado. Las capas acuosas combinadas fueron extraidas inversamente con cloruro de metileno. Las capas orgénicas
combinadas se secaron sobre sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron al vacio, para dar 5-etil-g-tetralona
cruda (3,09 g, > rendimiento cuantitativo) como un aceite pardo rojizo. El compuesto se usé en el siguiente paso sin
otra purificacién. "H RMN (CDCl;) 6 6,9-7,2 (3H, m, fenilo), 3,58 (2H, s, bencilico), 3,08 (2H, s, bencilico), 2,70 (2H,
g, CH, de etilo), 2,52 (2H, t, bencilico), 1,20 (3H, t, CHj; de etilo).
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Paso 4

D . 1 \

NN AN [ Y=o

P
< M
o H

Una mezcla de 5-etil-g-tetralona (3,09 g, 117,7 mmol), cianuro de potasio (1,73 g, 26,6 mmol), carbonato de
amonio (10,2 g, 106 mmol), etanol (80 ml) y agua (16 ml) en un recipiente de presioén de pared gruesa, sellado, se
calent$ en un bano de aceite a 80°C durante 48 horas. Después de enfriar hasta temperatura ambiente, la suspensién
blanca se volcé en hielo-agua y se agité a temperatura ambiente durante un par de horas. La filtracién, seguida de
secado al aire, proporciond la hidantonia (3,85 g, 92% rendimiento en2 pasos) como un sélido de color beige claro.
"H RMN (CMSO-d¢) 6 10,67 (1H, amplio s, NH), 8,26 (1H, amplio s, NH), 6,8-7,1 (3H, m, fenilo), 1,13 (3H, t, CH).
LREM (Electrospray): C,H 4N,O,, calc. 244; observado: 243 (M-H).

Paso 5

H ——— | /[ J BTN
s >:0 g
COH

Una mezcla de hidantonia (1,00 g, 4,09 mmol), Ba(OH),. H,O (4,00 g, 21,1 mmol) en agua (20 ml) en un re-
cipiente de presion de pared gruesa, sellado, se calenté en un bafio de aceite a 125°C durante 48 horas. La mezcla
de reaccién se enfri6 hasta temperatura ambiente, se acidificé a ~pH 3 usando 4cido sulfirico 4N, mientras que se
agitaba vigorosamente. La suspension se agité en un bafio de agua hirviendo durante dos horas y se enfri6 hasta tem-
peratura ambiente. La suspension blanca se filtr6 y los precipitados se enjuagaron con agua. El filtrado y los lavados
combinados se concentraron al vacio a ~50 ml. La neutralizacién con solucién de hidréxido de amonio concentrado
proporciond precipitado blanco, el cual se filtrd, se lavé con agua y se sec al vacio durante la noche, para dar acido
5-etil-2-aminotetralina-2-carboxilico racémico (796 mg, 89% rendimiento). LREM (Electrospray): C;3H;;NO,, calc.
219; observado: 220 (M+H).

Paso 6
\ \\
= N L} P
‘ __MH, — l ( MIHIFmoc
\_//’/ . . \_/// ~._
COM COLH

Una mezcla de 4cido 5-etil-2-aminotetralina-2-carboxilico racémico (765 mg, 3,49 mmol), trietilamina (1,0 ml,
7,17 mmol), carbonato de 9-fluorenilmetil succinimidilo (Fmoc-OSu, 1,79 g, 5,31 mmol) en acetonitrilo (40 ml) y
agua (40 ml) se agit6 a temperatura ambiente durante 2 dias. La mezcla de reaccion se concentrd al vacio para separar
la mayor parte del acetonitrilo, se acidific6 a pH ~3 con solucién de 4cido citrico acuoso al 10%, y la emulsién blanca
se extrajo dos veces con cloruro de metileno, dos veces con acetato de etilo. Los extractos de cloruro de metileno
se lavaron con agua, salmuera, y se secaron sobre sulfato de magnesio. Los extractos de acetato de etilo se lavaron
con agua, salmuera y se secaron sobre sulfato de magnesio. La filtracién y la concentracién proporcionaron un aceite
crudo, el cual fue purificado por cromatografia de columna (eluido con 2 — 5 — 8% metanol/cloruro de metilemo),
para dar 4dcido Fmoc-5-etil-2-aminotetralina-2-carboxilico racémico (330 mg, 21% rendimiento), como un sélido
blanco. HREM (FAB): C,sH»xNO, (M+H) calc. 442,2018; observado: 443,2010.
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Ejemplo 17
Preparacion de dcido Fmoc-(D,L)-5-isopropil-2-amino-tetralina-2-carboxilico (Fmoc-(D,L)-5-iPrAtc-OH)

Paso 1

~,
N N ‘/'L\\\A/‘\\
ﬂ I, )
=~ COM e

Una mezcla de 4cido 3-(2-isopropilfenil)propanoico (preparado en 3 pasos a partir de 1-isopropil-2-yodobenceno,
2,01 g, 10,5 mmol), cloruro de tionilo (4,30 ml, 59,0 mmol) y tolueno (40 ml) se someti6 a reflujo durante 2 horas. La
concentracion al vacio proporcioné cloruro de 3-(2-isopropilfenil)propanoilo, el cual se tomé en cloruro de metileno
y se uso en el préximo paso como un crudo.

Paso 2

Una solucién de cloruro 4cido anterior (crudo, 10,5 mmol) en cloruro de metileno se agregd lentamente a una
solucién de diazometano (generado a partir de 6,95 g de 1-metil-3-nitro-1-nitrosoguanidina) en éter (50 ml) enfriado
en un bafio de hielo. La mezcla luego se calent6 hasta temperatura ambiente y se agité durante la noche. La mezcla se
concentré al vacio y se purificé por cromatografia de columna (20% acetato de etilo/hexanos), para dar 1-diazo-4-(2-
isopropilfenil)butan-2-ona (1,87 g, 82% en dos pasos) como un aceite amarillo brillante. '"H RMN (CDCIl;) 6 7,10-
7,30 (4H, m, fenilo), 5,21 (1H, amplio s, diazo), 3,15 (1H, m, CH de iPr), 3,00 (2H, t, bencilico), 2,57 (2H, m), 1,24
(6H, d, 2 CHj; de iPr).

Paso 3

L. >
D — e

! o T
Ny

A una mezcla de acetato de rodio (II) dimero (20 mg, 0,091 mmol) en cloruro de metileno (160 ml) bajo reflujo se
agregd lentamente una solucién de 1-diazol-4-(2-bromofenil)-butan-2-ona (1,87 g, 8,65 mmol) en cloruro de metileno
(25 ml) durante 60 minutos. Después de que se completd la adicion, la mezcla se sometid a reflujo durante quince
minutos extra. La mezcla se enfrié hasta temperatura ambiente, se agreg6 dcido trifluoroacético (1,90 ml) y la mezcla
se agitd a temperatura ambiente durante 45 minutos. La reaccién se enfrié con solucién de bicarbonato de sodio
saturado. Las capas se separaron y la capa de cloruro de metileno se lavé una vez méas con solucién de bicarbonato de
sodio saturado. Las capas acuosas combinadas fueron extraidas de nuevo con cloruro de metileno. Las capas orgdnicas
combinadas se secaron sobre sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron al vacio, para dar un aceite pardo
crudo. La purificacién por cromatografia de columna (5% acetato de etilo/hexanos)proporcioné 5-isopropil-g-tetralona
(1,57 g, 96% rendimiento) como un aceite amarillo claro. 'H RMN (CDCl;) 6 6,93-7,22 (3H, m, fenilo), 3,59 (2H, s,
bencilico), 3,24 (1H, m, CH de iPr), 3,12 (2H, t, bencilico), 2,52 (2H, t), 1,27 (6H, d, 2 CH; de iPr).
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Paso 4

>~ ~_
L 1
DO D E
. R N >:~()
o~ N

Una mezcla de 5-isopropil-g-tetralona (1,57 g, 8,34 mmol), cianuro de potasio (0,82 g, 12,6 mmol), carbonato de
amonio (4,81 g, 50,1 mmol), etanol (40 ml) y agua (10 ml) en un recipiente de presién de pared gruesa, sellado, se
calent$ en un bano de aceite a 80°C durante 48 horas. Después de enfriar hasta temperatura ambiente, la suspensién
parda se volcé en hielo-agua y se agité a temperatura ambiente durante un par de horas. La filtracion, seguida de secado
al aire, proporcioné hidantoina cruda como un sélido de color beige. '"H RMN (DMSO-dg) 6 10,69 (1H, amplio s, NH),
8,30 (1H, amplio s, NH), 6,85-7,32 (3H, m, fenilo), 1,15 (6H, t, CH;). LREM (Electrospray): C;sN;3sN,O, calc. 258;
observado: 539 (2M+Na).

Paso 5
/ -
= H oS
—— > N
: AN N -

\
be

COM

Una mezcla de hidantonia (cruda, 8,34 mmol teérico), Ba(OH),. H,O (7,90 g, 41,7 mmol) en agua (40 ml) en un
recipiente de presion de pared gruesa, sellado, se calent6 en un bafio de aceite al25°C durante 38 horas. La mezcla de
reaccion se enfri6 hasta temperatura ambiente, se acidificé a ~pH 3 usando 4cido sulfiirico 4N, mientras que se agitaba
vigorosamente. La suspension se agitd en un bafio de agua hirviendo durante dos horas, y se enfri6 hasta temperatura
ambiente. La suspension blanca se filtrd y los precipitados se enjuagaron con agua. El filtrado y los lavados combinados
se concentraron al vacio a ~50 ml. La neutralizacion con solucién de hidréxido de amonio concentrado proporciond
precipitado blanco, el cual se filtrd, se lavé con agua y se sec al vacio durante la noche, para dar dcido 5-isopropil-
2-aminotetralina-2-carboxilico racémico (1,23 g, 63% rendimiento en 2 pasos) como un sélido color beige. LREM
(Electrospray): C,H;oINO,, calc. 233; observado: 232 (M-H).

Paso 6
~. /
~._ L
A N
o e ﬂ [ /HHrnmc
Mt N ;;4 ~ ]
\/// ~.

AR
cOu :

Una mezcla de dcido 5-isopropil-2-aminotetralina-2-carboxilico racémico (250 mg, 1,07 mmol), trietilamina (1,2
ml, 8,61 mmol), carbonato de 9-fluorenilmetil succinimidilo (Fmoc-OSu, 2,70 g, 8,00 mmol) en acetonitrilo (30 ml) y
agua (30 ml) se agit6 a temperatura ambiente durante 2 dias. La mezcla de reaccién se concentr6 al vacio para remover
la mayor parte del acetonitrilo, se acidificé a pH ~3 con solucién de 4cido citrico acuoso al 10% y la emulsién blanca
se extrajo dos veces con acetato de etilo. La capa orgdnica se lavé con agua, salmuera, y se secé sobre sulfato de
sodio. La filtracién y la concentracién proporcionaron un aceite crudo, el cual fue purificado por cromatografia de
columna (eluido con 2 — 5 — 8% metanol/cloruro de metileno), para dar dcido Fmoc-5-isopropil-2-aminotetralina-2-
carboxilico racémico (208 mg, 43% rendimiento), como una espuma blanquecina. HREM (FAB): C,0H3,NO, (M+H)
calc. 456,2175; observado: 456,2184.
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Ejemplo 18
Preparacion de dcido Fmoc-4-amino-I-fenilpiperidina-4-carboxilico (Fmoc-Appc-OH)

Paso 1

WO+ O m OO

A una solucién de yodobenceno (6,37 g, 3,5 ml, 3,12 mmol), 1,4-dioxa-8-azaspiro [4,5] decano (10,32 g, 9,3 ml,
72,2 mmol, 2,3 equiv.) y ter-butéxido de sodio (8,0 g, 83,3 mmol, 2,7 equiv.) en dioxano seco (120 ml) se agregaron
tris(dibencildenoacetona)dipaladio(0) (91 mg, 0,1 mmol) y tri-o-tolilfosfina (180 mg, 0,591 mmol). La reaccién se
calent6 a 90°C durante 26 horas. La mezcla de reaccidn resultante se concentrd para separar solvente. El residuo se
traté con agua y se extrajo con EtOAc. Los extractos orgdnicos combinados se combinaron, se lavaron con salmuera, se
secaron sobre Na,SQO, y se concentraron, para dar un aceite pardo. Este producto crudo se purificé sobre cromatografia
instantdnea (hexano/EtOAc, 95/5 a 75/25), para proporcionar el producto puro como un sélido levemente amarillo
(6,08 g, 89%). '"H RMN (CDCly), 7,25 (ddt, 2H), 6,95 (dd, 2H), 6,84 (t, 1H), 4,00 (s, 4H), 3,32 (t, 4H) y 1,84 (t, 4H);
EM (Electrospray) m/e 220 (M+H). calc. Para C;;H;;NO,, 219.

I NN X))o

Una solucién del cetal (3,22 g, 15,16 mmol) en acetona (100 ml) se agregd acido clorhidrico 6N (50 ml) y la
reaccion se calent6 a reflujo durante la noche. La mezcla de reaccién resultante se concentrd para separar solvente. El
residuo se tom6 en EtOAc y se neutraliz6 con solucién de NaOH 6N acuosa. Las capas se separaron y la capa acuosa
se extrajo con EtOAc. Los extractos orgdnicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na,SO, y se
concentraron. El producto crudo se purific en cromatografia instantdnea (hexano/EtOAc, 80/20 — 60/40), para dar el
producto con un aceite amarillo (2,58 g, 97%). EM (Electrospray) m/e 176 (M+H), calc. para C,;H53NO, 175.

Paso 2

Paso 3

OO —= O-O4

A una solucién de la cetona (2,53 g, 14,46 mmol) en etanol (75 ml) y agua (25 ml) en una botella de presion de
vidrio, se agregaron carbonato de amonio (12,9 g, 134,3 mmol, 9 equiv.) y cianuro de potasio (2,11 g, 32,5 mmol,
2 equiv.). La mezcla se calent6 a 80-90°C durante 18 horas. La mezcla de reaccién enfriada se concentré al vacio y
el residuo se traté con agua, se extrajo con EtOAc (4x). Los extractos orgdnicos combinados se lavaron con agua, se
secaron sobre Na,SO, anhidro y se concentraron, para dar la hidantonia espectroscépicamente pura como un sélido
blanco (3,36 g, 95% rendimiento). EM (Electrospray) m/e 246 (M+H), calc. para C;;H;sN;0,, 245.

Paso 4

H
N\(O NH,
NH CO,H

@)
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La hidantonia (3,36 g) se suspendié en NaOH acuoso (100 ml, 6 N) y se calenté a 130°C durante 2-3 dias. Al
completarse la hidrdlisis (por HPLC), la mezcla de reaccidn se neutralizé con HCI conc. a levemente acidico (pH ~6).
La suspension resultante se filtrd, se lavé con agua y se secd, para dar dcido 4-amino-1-fenilpiperidina-4-carboxilico
(APPC) como un sélido blanco (5,26 g, > 100% rendimiento, hiimedo y contaminado con sal inorgédnica), el cual
mostré un tnico pico en HPLC, y se us6 directamente para el siguiente paso. EM (Electrospray) m/e 221 (M+H), calc.
para C12H15N202, 220.

Paso 5

7\ NH, NHFmoc
OO —= OO
CO,H — CO,H

El amino dcido APPC crudo del dltimo paso se suspendié en dioxano (80 ml) y Na,COj; al 10% acuoso (40 ml), se
trat6 con Fmoc-Cl (5,3 g, 20,57 mmol, 1,5 equiv.) y se agité vigorosamente durante la noche. La mezcla de reaccién
luego se concentro para separar dioxano, se neutralizé con HC1 6N a levemente acidico (pH 6) y se extrajo con EtOAc.
Los extractos orgdnicos combinados se lavaron con salmuera y se secaron sobre Na,SO,. La separacion del solvente
proporciond el producto crudo, el cual se purificé por cromatografia instantanea (hexano/EtOAc a CH,Cl,/MeOH),
para dar APPC puro (4,91 g, 81% rendimiento total para dos pasos). '"H RMN (DMSO-dy): 7,88 (d, 2H), 7,74 (d, 2H),
7,19-7,42 (m, 8H), 4,20-4,31 (m, 3H); HREM m/z 465,1788, calc. para C,;H,N,O,Na, 465, 1791.

Ejemplo 19
Preparacion de dcido Fmoc-4-amino-1-(4-metilfenil)-piperidina-4-carboxilico (Fmoc-4-MeAppc-OH)

Paso 1

O3+ O — OO

A una solucién de 4-yodotolueno (2,12 g, 9,7 mmol), 1,4-dioxa-8-azaspiro [4,5] decano (2,8 ml, 3,12 g, 21,82
mmol, 2,2 equiv.) y ter-butéxido de sodio (2,6 g, 27,08 mmol, 2,8 equiv.) en dioxano seco (40 ml) se agregaron tris
(dibencilidenoacetona)dipaladio(0) (44,4 mg, 0,0485 mmol) y tri-o-tolilfosfina (59,0 mg, 0,194 mmol). La reaccién se
calent6 a 90°C durante 26 horas. La mezcla de reaccién resultante se concentré para remover solvente. El residuo se
trat con agua y se extrajo con EtOAc. Los extractos orgdnicos combinados se combinaron, se lavaron con salmuera,
se secaron sobre Na,SO, y se concentraron, para dar un aceite marrén. Este producto crudo se purificé sobre cro-
matograffa instantdnea (hexano/EtOAc, 95/5 a 75/25), para proporcionar el producto puro como un sélido levemente
amarillo (1,937 g, 85%). '"H RMN (CDCls), 7,06 (d, 2H), 6,87 (d, 2H), 3,99 (s, 4H), 3,26 (t, 4H), 2,26 (s, 3H) y 1,85
(t, 4H).

Paso 2

~Or X1 OO

A una solucién del cetal (1,58 g, 6,79 mmol) en acetona (50 ml) se agregd acido clorhidrico 6N (25 ml) y la
reaccion se calent6 a reflujo durante la noche. La mezcla de reaccién resultante se concentrd para remover solvente. El
residuo se tomé en EtOAc y se neutraliz6 con solucién de NaOH 6N acuosa. Las capas se separaron y la capa acuosa
se extrajo con EtOAc. Los extractos orgdnicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na,SO, y se
concentraron. El producto crudo se purificé en cromatografia instantdnea (hexano/EtOAc, 90/10 —70/30), para dar el
producto como un aceite amarillo (1,27 g, 98%). EM (Electrospray) m/e 190 (M+H), calc. para C,H;sNO, 189.

66



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2304 128 T3

Paso 3

0

o O
0

A una solucién de la cetona (1,17 g, 6,18 mmol) en etanol (60 ml) y agua (20 ml) en una botella de presién de
vidrio, se agregaron carbonato de amonio (4,74 g, 49,44 mmol, 8 equiv.) y cianuro de potasio (1,01 g, 15,54 mmol,
2,5 equiv.). La mezcla se calenté a 90°C durante 22 horas. La mezcla de reaccién enfriada se concentré al vacio y
el residuo se traté con agua, se extrajo con EtOAc (4x). Los extractos orgdnicos combinados se lavaron con agua, se
secaron sobre Na,SO, anhidro y se concentraron, para dar la hidantonia espectroscépicamente pura como un sélido
blanco (1,554 g, 97% rendimiento). EM (Electrospray) m/e 260 (M+H), calc. para C;;H;;N;0,, 259.

Paso 4

lh} O NH
LY
~OOR — ~O-Ox
ju-— NH /" Cco,H
o

La hidantonia (1,502 g) se suspendi6é en NaOH acuoso (40 ml, 6N) y se calenté a 130°C durante 4 dias. Al comple-
tarse la hidrélisis (por HPLC), la mezcla de reacciéon se neutraliz6 con HCl conc. a levemente acidico
(pH ~6). La suspension resultante se filtrd, se lavé con agua y se secd, para dar dcido 4-amino-1-(4-metilfenil)pi-
peridina-4-carboxilico (4-MeAPPC) como un sélido blanco (2,10 g, > 100% rendimiento, hiimedo y contaminado con
sal inorgdnica), el cual mostré un tnico pico en HPLC, y se usé directamente en el siguiente paso. EM (Electrospray)
m/e 235 (M+H), calc. para C;;H;3N,O,, 234.

Paso 5

NH, NHFmoc
O Koo X
CO,H CO,H

El amino dcido 4-MeAPPC crudo del dltimo paso se suspendié en dioxano (80 ml) y Na,CO; al 10% acuoso (40
ml), se traté con Fmoc-ClI (2,2 g, 8,59 mmol, 1,5 equiv.) y se agité vigorosamente durante la noche. La mezcla de
reaccién luego se concentrd para separar dioxano, se neutraliz6 con HCI 6N a levemente acidico (pH 6) y se extrajo
con EtOAc. Los extractos organicos combinados se lavaron con salmuera y se secaron sobre Na,SO,. La separa-
cién del solvente proporciond el producto crudo, el cual se purificé por cromatografia instantdnea (hexano/EtOAc a
CH,C1,/MeOH), para dar Fmoc-4-MeAPPC puro (2,16 g, 82% rendimiento total para dos pasos). '"H RMN (DMSO-
de): 7,88 (d, 2H), 7,72 (d, 2H), 7,39 (t, 2H), 7,30 (td, 2H), 6,99 (d, 2H), 6,82 (d, 2H), 2,18 (s, 3H); EM (Electrospray)
m/e 457 (M+H), calc para C,3H,sN, Oy, 456.

Ejemplo 20

Preparacion de dcido Fmoc-4-amino-1-(4-clorofenil)-piperidina-4-carboxilico (Fmoc-4-ClAppc-OH)

HND<O:J -«;Cl—@—l — crm@N\iij
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A una solucién de 1-cloro-4-yodobenceno (2,38 g, 10,0 mmol), 1,4-dioxa-8-azaspiro [4,5] decano (3,1 ml, 344, g,
24,0 mmol, 2,4 equiv.) y ter-butéxido de sodio (2,68 g, 28,0 mmol, 2,8 equiv.) en dioxano seco (40 ml) se agregaron
tris(dibencilidenoacetona)dipaladio(0) (45,5 mg, 0,0497 mmol) y tri-o-tolil-fosfina (61 mg, 0,20 mmol). La reaccién
se calent6 a 90°C durante 9 horas. La mezcla de reaccién resultante se concentrd para separar solvente. El residuo se
traté con agua y se extrajo con EtOAc. Los extractos organicos combinados se combinaron, se lavaron con salmuera, se
secaron sobre Na,SQO, y se concentraron, para dar un aceite pardo. Este producto crudo se purific6 sobre cromatografia
instantdnea (hexano/EtOAc, 95/5 a 75/25), para proporcionar el producto puro como un sélido levemente amarillo
(2,17 g, 86%). '"H RMN (CDCly), 7,18 (dt, 2H), 6,85 (dt, 2H), 3,98 (s, 4H), 3,28 (t, 4H) y 1,82 (t, 4H).

AT oD

A una solucién del cetal (2,123 g, 8,39 mmol) en acetona (75 ml) se agregd dcido clorhidrico 6N (30 ml) y la
reaccion se calent6 a reflujo durante la noche. La mezcla de reaccién resultante se concentrd para separar solvente. El
residuo se tom6 en EtOAc y se neutraliz6 con solucién de NaOH 6N acuosa. Las capas se separaron y la capa acuosa
se extrajo con EtOAc. Los extractos orgdnicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na,SO, y se
concentraron. El producto crudo se purificé en cromatograffa instantdnea (hexano/EtOAc, 95/5 — 70/30), para dar el
producto como un aceite amarillo (1,515 g, 86%). EM (Electrospray) m/e 210 (M+H), calc. para C;;H;,CINO, 209.

Paso 2

Paso 3

H 0

CIOND:O —— CI@NDS::;I/H

A una solucién de la cetona (1,465 g, 6,986 mmol) en etanol (75 ml) y agua (25 ml) en una botella de presion de
vidrio, se agregaron carbonato de amonio (5,36 g, 55,88 mmol, 8 equiv.) y cianuro de potasio (1,135 g, 17,46 mmol,
2,5 equiv.). La mezcla se calent6 a 80-90°C durante 18 horas. La mezcla de reaccién enfriada se concentro al vacio y
el residuo se traté con agua, se extrajo con EtOAc (4x). Los extractos orgdnicos combinados se lavaron con agua, se
secaron sobre Na,SO, anhidro y se concentraron, para dar la hidantonia espectroscépicamente pura como un sélido
blanco (1,817 g, 93% rendimiento). EM (Electrospray) m/e 280 (M+H), calc. para C3H,,CIN;0O,, 279.

Paso 4

H

0
N NH
CO,H
O

La hidantonia (1,768 g) se suspendié en NaOH acuoso (50 ml, 6N) y se calenté a 130°C durante 4 dias. Al com-
pletarse la hidrdlisis (por HPLC), la mezcla de reaccidn se neutralizé con HCI conc. a levemente acidico (pH ~6). La
suspension resultante se filtrd, se lavo con agua y se secé, para dar dcido 4-amino-1-(4-clorofenil)piperidina-4-carbo-
xilico (4-CIAPPC) como un sélido blanco (2,05 g, >100% rendimiento, hiimedo y contaminado con sal inorgénica),
el cual mostré un tnico pico en HPLC, y se us6 directamente en el siguiente paso. EM (Electrospray) m/e 253 (M-H),
calc. para C,H;5CIN,0,, 254

Paso 5

NH, NHFmoc
Cl@N — CION_
CO,H Cco,H
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El amino 4cido 4-CIAPPC crudo del tltimo paso se suspendié en dioxano (100 ml) y Na,CO; al 10% acuoso
(50 ml), se traté con Fmoc-Cl (2,0 g, 7,75 mmol, 1,2 equiv.) y se agité vigorosamente durante la noche. La mezcla
de reaccion luego se concentré para remover dioxano, se neutralizé6 con HCl 6N a levemente acidico (pH 6) y se
extrajo con EtOAc. Los extractos orgdnicos combinados se lavaron con salmuera y se secaron sobre Na,SO,. La se-
paracion del solvente proporciond el producto crudo, el cual se purificé por cromatografia instantdnea (hexano/EtOAc
a CH,Cl1,/MeOH), para dar Fmoc-4-CIAPPC puro (1,18 g, 81% rendimiento total para dos pasos). '"H RMN (DMSO-
de): 7,87 (d, 2H), 7,71 (d, 2H), 7,39 (td, 2H), 7,30 (td, 2H), 7,20 (d, 2H), 6,92 (d, 2H), 3,44 (d, 2H), 2,93 (t, 2H); EM
(Electrospray) m/e 477 (M+H), calc. Para C,;H,sN,0,, 467.

Ejemplo 21
Preparacion de dcido Fmoc-4-amino-1-(4-fenoxifenil) piperidina-4-carboxilico (Fmoc-4-PhOAppc-OH)

Paso 1

HND(Z] + PhO@—I — Pho~©~NC>(Zj

A una solucién de 1-yodo-4-fenoxibenceno (3,15 g, 10,6 mmol), 1,4-dioxa-8-azaspiro [4,5] decano (3,3 ml, 3,66
g, 25,6 mmol, 2,4 equiv.) y ter-butéxido de sodio (2,85 g, 29,7 mmol, 2,8 equiv.) en dioxano seco (40 ml) se agregaron
tris)dibencilidenoacetona)dipaladio(0) (48,5 mg, 0,053 mmol) y tri-o-tolil-fosfina (64 mg, 0,4 mmol). La reaccién se
calent6 a 90°C durante 9 horas. La mezcla de reaccién resultante se concentrd para separar solvente. El residuo se traté
con agua y se extrajo con EtOAc. Los extractos organicos combinados se combinaron, se lavaron con salmuera, se
secaron sobre Na,SQO, y se concentraron, para dar un aceite pardo. Este producto crudo se purific6 sobre cromatografia
instantdnea (hexano/EtOAc, 95/5 a 80/20), para proporcionar el producto puro como un sélido levemente amarillo
(2,805 g, 85%). '"H RMN (CDCl;), 7,26-7,32 (m, 2H), 7,03 (t, 1H); 6,92-6,97 (m, 6H), 4,00 (s, 4H); 3,26 (t, 4H), 1,86
(t, 4H).

Paso 2

PhO*—@"ND&)] — PhO~©‘N\f:}O

A una solucién del cetal (2,755 g, 8,86 mmol) en acetona (90 ml) se agregd dcido clorhidrico 6 N (45 ml) y la
reaccion se calent6 a reflujo durante la noche. La mezcla de reaccién resultante se concentrd para separar solvente. El
residuo se diluyé con EtOAc y se neutraliz6 con NaOH 6 N acuoso. Las capas se separaron y la capa acuosa se extrajo
con EtOAc. Los extractos orgdnicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na,SO, y se concentraron,
para dar el producto crudo, el cual se purificé en cromatografia instantdnea (hexano/EtOAc, 90/10 a 70/30), para dar
el producto con un aceite amarillo (2,21 g, 93%). EM (Electrospray) m/e 268 (M+H), calc. para C,;H,;CINO,, 267.

Paso 3
Ho 5
78\ Vam N\T//
Pho—QN O —— PhO N .
0]

A una solucién de la cetona (2,01 g, 7,52 mmol) en etanol (80 ml) y agua (25 ml) en una botella de presion de
vidrio, se agregaron carbonato de amonio (5,78 g, 60,0 mmol, 8 equiv.) y cianuro de potasio (1,22 g, 18,80 mmol,
2,5 equiv.). La mezcla se calent6 a 80-90°C durante 18 horas. La mezcla de reaccién enfriada se concentré al vacio y
el residuo se traté con agua, se extrajo con EtOAc (4x). Los extractos orgdnicos combinados se lavaron con agua, se
secaron sobre Na,SO, anhidro y se concentraron, para dar la hidantonia espectroscépicamente pura como un sélido
blanco (2,34 g, 95% rendimiento). EM (Electrospray) m/e 338 (M+H), calc. para C;yH;yN;03, 337.
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Paso 4
H
P"O@'N No pho@'”@
CO,H
O

La hidantonia (2,28 g, 6,76 mmol) se suspendié en NaOH acuoso (60 ml, 6N) y se calenté a 130°C durante 4
dias. Al completarse la hidrélisis (por HPLC), la mezcla de reaccion se neutralizé con HCI conc. a levemente acidico
(pH ~6). La suspension resultante se filtr6, se lavé con agua y se secd, para dar dcido 4-amino-1-(4-fenoxifenil)pipe-
ridina-4-carboxilico (4-PhOAPPC) como un sélido blanco (2,53 g, > 100% rendimiento, himedo y contaminado con
sal inorgénica), el cual mostré un tnico pico en HPLC, y se usé directamente en el siguiente paso. EM (Electrospray)
m/e 313 (M+H), calc. para C;3H,,N,03, 312.

Paso 5

/—\ NI, NHFmoc
— CO,H — CO,H

El 4-PhOAPPC crudo del dltimo paso se traté con Fmoc-ClI (2,6 g, 1,25 equiv.) en dioxano (50 ml) y Na,CO;
al 10% acuoso (50 ml), y se agité vigorosamente durante la noche. La mezcla de reaccién luego se concentrd para
separar dioxano, se neutralizé con HC1 6N a levemente acidico (pH 6) y se extrajo con EtOAc. Los extractos organicos
combinados se lavaron con salmuera y se secaron sobre Na,SO,. La separacion del solvente proporcioné el producto
crudo, el cual se purificé por cromatografia instantdnea (hexano/EtOAc a CH,Cl,/MeOH), para dar 4-PhOAPPC puro
(2,18 g, 60% rendimiento total para dos pasos). '"H RMN (DMSO-dy): 7,87 (d, 2H), 7,72 (d, 2H), 7,38 (t, 2H), 7,30
(td, 2H), 7,02 (dt, 1H), 6,86-6,96 (m, 6H), 3,35 (m, 2H), 2,94 (t, 2H); EM (Electrospray) m/e 535 (M+H), calc. para
C33H30N205, 534.

Ejemplo 22

Preparacion de dcido Fmoc-4-amino-1-(2-metilfenil) piperidina-4-carboxilico (Fmoc-2-MeAppc-OH)

O G 0

A una solucién de 2-yodotolueno (4,36 g, 2,5 ml, 20,0 mmol), 1,4-dioxa-8-azaspiro [4,5] decano (6,88 g, 6,2 ml,
48,1 mmol, 2,4 equiv.) y ter-butéxido de sodio (5,3 g, 55,2 mmol, 2,8 equiv.) en dioxano seco (80 ml) se agregaron tris
(dibencilidenoacetona)dipaladio(0) (91 mg, 0,1 mmol) y tri-o-tolil-fosfina (122 mg, 0,4 mmol). La reaccién se calent6
a 90°C durante 26 horas. La mezcla de reaccién resultante se concentré para separar solvente. El residuo se tratd
con agua y se extrajo con EtOAc. Los extractos organicos combinados se combinaron, se lavaron con salmuera, se
secaron sobre Na,SO, y se concentraron, para dar un aceite pardo. Este producto crudo se purific6 sobre cromatografia
instantdnea (hexano/EtOAc, 95/5 a 75/25), para proporcionar el producto puro como un sélido levemente amarillo
(2,66 g, 57%). '"H RMN (CDCl,), 7,12-7,18 (m, 2H), 6,94-7,06 (m, 2H), 4,01 (s, 4H), 2,98 (t, 4H) y 1,88 (t, 4H).

AR O

70

Paso 1

Paso 2
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A una solucién del cetal (2,66 g, 11,4 mmol) en acetona (70 ml) se agregd acido clorhidrico 6N (35 ml) y la
reaccion se calent6 a 85°C durante la noche. La reaccién resultante se concentrd para separar solvente. El residuo se
diluyé con EtOAc y se neutraliz6 con NaOH acuoso (6 N). Las capas se separaron y la capa acuosa se extrajo con
EtOAc. Los extractos orgdnicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na,SO, y se concentraron. El
producto crudo se purificé en cromatografia instantdnea (hexano/EtOAc, 90/10 — 70/30), para dar el producto como
un aceite amarillo (2,04 g, 95%). EM (Electrospray) m/e 190 (M+H), calc. para C,,H;sNO, 189.

($ o —= - Ol

A una solucién de la cetona (1,54 g, 8,15 mmol) en etanol (60 ml) y agua (20 ml) en una botella de presion de
vidrio, se agregaron carbonato de amonio (4,69 g, 48,9 mmol, 6 equiv.) y cianuro de potasio (800 g, 12,2 mmol, 1,5
equiv.). La mezcla se calenté a 80-90°C durante 18 horas. La mezcla de reaccion enfriada se agregd a agua helada (300
ml) y se agit6é vigorosamente durante 30 minutos. El precipitado resultante se filtré por succidn, se lavé a fondo con
agua y se secd, para dar la hidantoina como un sélido blanco (2,01 g, 95% rendimiento). EM (Electrospray) m/e 260
(M+H), calc. para C;,H;;N;0,, 259.

CHOME — GO,

A una suspension de la hidantoina (1,07 g, 4,13 mmol) en THF seco (25 ml) se agregaron di-ter-butil dicarbonato
(2,25 g, 10,32 mmol, 2,5 equiv.) trietilamino (0,63 ml, 460 mg, 4,54 mmol, 1,1 equiv.) y DMAP (36 mg, 0,29 mmol) en
sucesion. Aproximadamente 15 minutos luego de la adicidn, la reaccién se tornd una solucion amarilla clara, y se agitd
durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se concentrd bajo presién reducida, para rendir un
s6lido que luego fue tomado en EtOAc (300 ml), lavado con HCI 1 N (3 x 30 ml), Na,CO; acuoso saturado (2 x 30 ml)
y salmuera (2 x 30 ml), secado sobre Na,SO, anhidro y concentrado bajo presion reducida. El producto amarillo claro
crudo se purificé a través de cromatografia instantdnea (hexano/EtOAc, 90/10 — 80/20), para dar la bis-Boc hidan-
toina pura como un sélido blanco (1,71 g, 90%). EM (Electrospray) m/e 460 (M+H)*, cal. para C,;H33N;O0g, 459.

Boc
O NHFmoc
e P
N OzH

"Boc

Paso 3

Paso 4

Paso 5

La bis-Boc hidantoina (1,71 g, 3,72 mmol) se disolvié en DME (23 ml), para dar una solucién clara. A esta solucién
se agregé NaOH 1 N (33 ml, 33 mmol) y la reaccidn se agit6é durante la noche a temperatura ambiente, proporcionando
una mezcla bastante clara. HPLC mostré la finalizacién de la reaccién. La mezcla de reaccién se concentré bajo
presién reducida para remover DME y se extrajo con Et,O. Sin purificacién, la capa acuosa resultante que contenia
dcido 4-amino-1-(2-metilfenil)piperidina-4-carboxilico (2-MeAPPC) se traté con HCl 6N para ajustar el pH a 11-
12. Esta solucién (30 ml) luego se diluy6 con 1,4-dioxano (30 ml) y se traté con Fmoc-Cl (1,28 g, 4,96 mmol, 1,3
equiv.) y se agit6 durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se concentrd bajo presion reducida
para remover dioxano, se neutralizé con HCI 1 N, y se extrajo con EtOAc. Los extractos organicos combinados se
lavaron con salmuera, se secaron sobre Na,SO, anhidro y se concentraron. El producto crudo se purific a través de
cromatografia instantdnea (hexano/EtOAc — CH,Cl1,/MeOH), para dar el producto puro como un sélido blanco (1,09
g, 64% rendimiento a partir de la bis-Boc hidantoina). '"H RMN (DMSO-dy): 7,87 (d, 2H), 7,74 (d, 2H), 7,40 (td, 2H),
7,21 (td, 2H), 7,12 (m, 2H), 6,97 (d, 1H), 6,92 (td, 1H), 2,72-2,88 (m, 4H) y 2,22 (s, 3H); EM (Electrospray) m/e 457
(M+H), calc. para C28H28N204, 456.
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Ejemplo 23

Preparacion de dcido Fmoc-4-amino-1-(2-isopropilfenil) piperidina-4-carboxilico (Fmoc-2-iPrAppc-OH)

00 e SO0

A una solucién de 1-yodo-2-iso-propilbenceno (10,0 g, 40,7 mmol), 1,4-dioxa-8-azaspiro [4,5] decano (12,0 ml,
13,3 g, 93,0 mmol, 2,3 equiv.) y ter-butéxido de sodio (10,0 g, 104,2 mmol, 2,6 equiv.) en dioxano seco (160 ml) se
agregaron tris(dibencilidenoacetona)dipaladio(0) (180 mg, 0,197 mmol) y tri-o-tolil-fosfina (244 mg, 0,80 mmol), y
la reaccion se calent6 a 90°C durante 26 horas. La mezcla de reaccion resultante se concentr6 para separar solvente, se
trat6 con agua y se extrajo con EtOAc. Los extractos orgdnicos combinados se combinaron, se lavaron con salmuera, se
secaron sobre Na,SQO, y se concentraron, para dar un aceite pardo. Este producto crudo se purific6 sobre cromatografia
instantdnea (hexano/EtOAc, 95/5 — 75/25), para proporcionar el producto puro como un sélido levemente amarillo
(3,61 g, 35% rendimiento). EM m/z 262 (M+H), calc. para C;sH»;NO,, 261.

&QZJ — dj@co

A una solucién del cetal (3,24 g, 12,4 mmol) en acetona (90 ml) se agregd dcido clorhidrico 6 N (45 ml) y la
reaccion se calentd a reflujo durante la noche. La mezcla de reaccion resultante se concentré para separar solvente,
y el residuo se diluy6 con EtOAc, se neutralizé6 con NaOH acuoso (6 N). Las capas se separaron y la capa acuosa
se extrajo con EtOAc. Los extractos orgdnicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na,SO, y se
concentraron. El producto crudo se purificé en cromatografia instantdnea (hexano/EtOAc, 90/10 — 70/30), para dar el
producto como un aceite amarillo (2,42 g, 89%). '"H RMN (CDCls): 7,27 (m, 1H), 7,04-7,19 (m, 3H), 3,58 (m, 1H),
3,20 (t, 4H), 2,60 (t, 4H) y 1,25 (d, 6H); EM m/z 218 (M+H)), calc. para C;,H;,NO, 217.

L
(o == OO0
0

A una solucién de la cetona (2,30 g, 10,6 mmol) en etanol (90 ml) y agua (20 ml) en una botella de presién de
vidrio, se agregaron carbonato de amonio (8,1 g, 84,3 mmol, 8 equiv.) y cianuro de potasio (1,72 g, 26,5 mmol, 2,5
equiv.). La mezcla se calent6 a 80-90°C durante 18 horas. La mezcla de reaccidn enfriada se agregé a agua helada (400
ml) y se agité vigorosamente durante 30 minutos. El precipitado resultante se filtr6 por succién, se lavé completamente
con agua y se secd, para dar la hidantoina como un sélido blanco (2,78 g, 91% rendimiento). EM m/z 288 (M+H),
calc. para C,¢H, N;0,, 287

Paso 1

Paso 2

Paso 3
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Ho o Boc o
N N
O~ O-OXT
NH N.
f/ Boc
O ]

A una suspension de la hidantoina (2,74 g, 9,54 mmol) en THF seco (100 ml) se agregaron di-ter-butil dicarbonato
(5,2 g, 24,24 mmol, 2,5 equiv.), trietilamina (1,5 ml, 1,07 g, 10,5 mmol, 1,1 equiv.) y DMAP (46 mg, 0,29 mmol)
en sucesion. Aproximadamente 15 minutos luego de la adicidn, la reaccién se torné una solucién amarilla clara, y
se agit6 durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se concentr6 bajo presion reducida, para
dar un sélido que luego fue tomado en EtOAc (300 ml), lavado con salmuera (3 x 30 ml), secado sobre Na,SO,
anhidro y concentrado bajo presién reducida. El producto amarillo claro crudo se purificé a través de cromatografia
instantdnea (hexano/EtOAc, 90/10 — 80/20), para dar la bis-Boc hidantoina pura como un sélido blanco (4,39 g, 94%
rendimiento). EM m/z 488 (M+H), calc. para C,sH3,N;0¢, 487.

Boc
N\(p NHFmoc
: — { O X
N CO,H
O

Paso 4

Paso 5

Boc

La bis-Boc hidantoina (2,34 g, 4,8 mmol) se disolvié en DME (30 ml), para dar una solucién clara. A esta solucién
se agregd NaOH 1N (45 ml, 45 mmol) y la reaccion se agit6 durante la noche a temperatura ambiente, proporcionando
una mezcla bastante clara. HPLC mostré la finalizacién de la reaccién. La mezcla de reaccion se concentré bajo
presién reducida para separar DME y se extrajo con Et,O. Sin purificacién, la capa acuosaresultante que contenia
dcido 4-amino-1-(2-isopropilfenil)piperidina-4-carboxilico (2-iPrAPPC) se trat6 con HCI 6 N para ajustar el pH a 11-
12. Esta solucién (~45 ml) luego se diluy6 con 1,4-dioxano (45 ml) y se traté con Fmoc-Cl1 (1,78 g, 6,89 mmol, 1,5
equiv.) y se agité durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se concentrd bajo presioén reducida
para separar dioxano, se neutralizé6 con HCl 1 N, y se extrajo con EtOAc. Los extractos orgdnicos combinados se
lavaron con salmuera, se secaron sobre Na,SO, anhidro y se concentraron. El producto crudo se purificé a través de
cromatografia instantdnea (hexano/EtOAc — CH,Cl,/MeOH), para dar el producto puro como un sélido blanco (1,46
g, 63% rendimiento a partir de la bis-Boc hidantoina). HREM m/z 507,2263, calc. para C;,H3,N,04Na, 507,2260.

Ejemplo 24

Preparacion de dcido Fmoc-4-amino-1-(3-metilfenil) piperidina-4-carboxilico (Fmoc-3-MeAppc-OH)

HNO(Z] + e@' — @‘NC>< ]

A una solucién de 3-yodotolueno (4,36 g, 2,6 ml, 20,0 mmol), 1,4-dioxa-8-azaspiro [4,5] decano (6,88 g, 6,2 ml,
48,1 mmol, 2,4 equiv.) y ter-butéxido de sodio (5,3 g, 55,2 mmol, 2,8 equiv.) en dioxano seco (80 ml) se agregaron tris
(dibencilidenoacetona)dipaladio(0) (91 mg, 0,1 mmol) y ti-o-tolilfosfina (122 mg, 0,4 mmol). La reaccién se calenté a
90°C durante 26 horas. La mezcla de reaccion resultante se concentrd para separar solvente. El residuo se trat con agua
y se extrajo con EtOAc. Los extractos orgdnicos combinados se combinaron, se lavaron con salmuera, se secaron sobre
Na,SO, y se concentraron, para dar un aceite pardo. Este producto crudo se purificé sobre cromatografia instantanea
(hexano/EtOAc, 95/5 a 75/25), para proporcionar el producto puro como un sélido levemente amarillo (3,21 g, 69%).

Paso 1
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Paso 2

DO OO

A una solucién del cetal (1,25 g, 5,36 mmol) en acetona (20 ml) se agregé acido clorhidrico 6 N (10 ml) y la
reaccion se calent6 a reflujo durante la noche. La reaccidn resultante se concentrd para remover solvente. El residuo
se diluy6 con EtOAc y se neutralizé con NaOH acuoso (6 N). Las capas se separaron y la capa acuosa se extrajo con
EtOAc. Los extractos orgdnicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na,SO, y se concentraron. El
producto crudo se purificé en cromatografia instantanea (hexano/EtOAc, 90/10 a 70/30), para dar el producto como
un aceite amarillo (843 mg, 83% rendimiento). EM m/z 190 (M+H), calc. para C,,H,5NO, 189.

Me Me H o
N~
(e —= Ol

O

A una solucién de la cetona (763 g, 4,03 mmol) en etanol (45 ml) y agua (15 ml) en una botella de presién de
vidrio, se agregaron carbonato de amonio (3,09 g, 32,21 mmol, 8 equiv.) y cianuro de potasio (675 mg, 10,38 mmol,
2,5 equiv.). La mezcla se calent6 a 80-90°C durante 18 horas. La mezcla de reaccién enfriada se agregé a agua helada
(200 ml) y se agit6 vigorosamente durante 30 minutos. El precipitado resultante se filtr6 por succion, se lavé a fondo
con agua y se seco, para dar la hidantoina como un sélido blanco (930 mg, 89% rendimiento). EM m/z 260 (M+H),
calc. para C,,H;N;0,, 259.

Paso 3

Paso 4

Me Me Boc
H \
0 0
N N
NH N\Boc
0] @)

A una suspension de la hidantoina (780 mg, 3,012 mmol) en THF seco (22 ml) se agregaron di-ter-butil dicarbonato
(1,64 g, 7,52 mmol, 2,5 equiv.), trietilamina (0,42 ml, 305 mg, 3,01 mmol, 1,0 equiv.) y DMAP (20 mg, 0,164 mmol)
en sucesion. Aproximadamente 15 minutos luego de la adicion, la reaccién se torné una solucién amarilla clara, y se
agit6 durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se concentrd bajo presion reducida, para dar un
solido que luego fue tomado en EtOAc (300 ml), lavado con salmuera (3 x 30 ml), secado sobre Na,SO, anhidro y
concentrado bajo presién reducida. El producto amarillo claro crudo se purificé a través de cromatografia instantanea
(hexano/EtOAc, 90/10 — 80/20), para dar la bis-Boc hidantoina pura como un sélido blanco (1,37 g, cuantitativo).
HREM m/z 482,2261 (M+Na)*, calc. para C»,H33N;O¢Na, 482,2267.

Paso 5
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Me }\l 0 NHFmoc
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La bis-Boc hidantoina (1,29 g, 2,818 mmol) se disolvi6 en DME (20 ml), para dar una solucién clara. A esta
solucién se agregé NaOH 1 N (25 ml, 25 mmol) y la reaccién se agité durante la noche a temperatura ambiente,
proporcionando una mezcla bastante clara. HPLC mostré la finalizacién de la reaccién. La mezcla de reaccion se
concentré bajo presion reducida para separar DME y se extrajo con Et,O. Sin purificacion, la capa acuosa resultante
que contenia acido 4-amino-1-(3-metilfenil)piperidina-4-carboxilico (3-MeAPPC) se traté con HCI 6N para ajustar el
pH a 11-12. Esta solucién (30 ml) luego se diluy6 con 1,4-dioxano (30 ml) y se trat6 con Fmoc-Cl (1,46 mg, 5,65
mmol, 2,0 equiv.) y se agité durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se concentré bajo presion
reducida para separar dioxano, se neutraliz6 con HCI 1 N, y se extrajo con EtOAc. Los extractos organicos combinados
se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na,SO, anhidro y se concentraron. El producto crudo se purificé a través
de cromatografia instantdnea (hexano/EtOAc — CH,Cl,/MeOH), para dar el producto puro como un sélido blanco
(1,002 g, 78% rendimiento a partir de la bis-Boc hidantoina). HREM m/z 479,1940 (M+Na), calc. para C,sH,sN,0,Na,
479,1947.

Ejemplo 25

Preparacion de dcido Fmoc-4-amino-1-(3-metoxifenil)-piperidina-4-carboxilico (Fmoc-3-MeOAppc-OH)

MeO MeO
O ~
w0+ O = O 0K
0O O

A una solucién de 3-yodoanisol (4,68 g, 2,4 ml, 20,0 mmol), 1,4-dioxa-8-azaspiro [4,5] decano (6,2 ml, 6,88 g,
48,1 mmol, 2,4 equiv.) y ter-butéxido de sodio (5,3 g, 55,2 mmol, 2,8 equiv.) en dioxano seco (80 ml) se agregaron tris
(dibencilidenoacetona)dipaladio(0) (91 mg, 0,1 mmol) y tri-o-tolilfosfina (122 mg, 0,4 mmol), y la reaccién se calentd
a 90°C durante 26 horas. La mezcla de reaccién resultante se concentrd para separar solvente, y el residuo se tratd
con agua y se extrajo con EtOAc. Los extractos orgdnicos combinados se combinaron, se lavaron con salmuera, se
secaron sobre Na,SQO, y se concentraron, para dar un aceite pardo. Este producto crudo se purific6 sobre cromatografia

instantdnea (hexano/EtOAc, 95/5 a 75/25), para proporcionar el producto puro como un sélido levemente amarillo
(3,10 g, 62% rendimiento). EM m/z (M+H), 250 (M+H), calc. para C;,H,4NO;, 249.

Paso 1

Paso 2

MeO MeO
O\ \
YT == O o

A una solucién del cetal (3,10 g, 12,45 mmol) en acetona (90 ml) se agregé acido clorhidrico 6 N (45 ml) y la
reaccion se calentd a reflujo durante la noche. La reaccidn resultante se concentré para separar solvente. El residuo
se diluy6 con EtOAc y se neutralizé con NaOH acuoso (6 N). Las capas se separaron y la capa acuosa se extrajo con
EtOAc. Los extractos orgdnicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na,SO, y se concentraron. El
producto crudo se purificé en cromatografia instantdnea (hexano/ EtOAc, 90/10 a 70/30), para dar el producto como
un aceite amarillo (2,53 g, 99% rendimiento). '"H RMN (CDCl;): 7,20 (m, 1H), 6,58 (d, 1H), 6,39-6,56 (m, 2H), 3,80
(s, 3H), 3,59 (m, 4H) y 2,58 (m, 4H).

Paso 3

MeQO MeO H o
N\
OO —= R
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O
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A una solucién de la cetona (1,81 g, 8,82 mmol) en etanol (60 ml) y agua (20 ml) en una botella de presioén de
vidrio, se agregaron carbonato de amonio (6,77 g, 70,52 mmol, 8 equiv.) y cianuro de potasio (1,14 g, 17,6 mmol, 2,0
equiv.). La mezcla se calent6 a 80-90°C durante 18 horas. La mezcla de reaccién enfriada se agregé a agua helada (200
ml) y se agité vigorosamente durante 30 minutos. El precipitado resultante se filtr6 por succion, se lavé completamente
con agua y se secd, para dar la hidantoina como un sélido blanco (2,23 g, 92% rendimiento). EM m/z 276 (M+H),
calc. para C,,H;N;0;, 275.

Paso 4

Boc

MeQ H MeO Joc
6] o)
N N
O-CK T —= XL
NH \ N,
Boc
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A una suspensién de la hidantoina (1,10 g, 4,00 mmol) en THF seco (50 ml) se agregaron di-ter-butil dicarbonato
(2,18 g, 10,0 mmol, 2,5 equiv.), trietilamina (0,62 ml, 445 mg, 4,4 mmol, 1,1 equiv.) y DMAP (20 mg, 0,164 mmol)
en sucesion. Aproximadamente 15 minutos luego de la adicidn, la reaccidn se torné una solucién amarilla clara, y se
agit6 durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se concentrd bajo presion reducida, para dar un
sélido que luego fue tomado en EtOAc (300 ml), lavado con salmuera (3 x 30 ml), secado sobre Na,SO, anhidro y
concentrado bajo presion reducida. El producto amarillo claro crudo se purificé a través de cromatografia instantdnea
(hexano/EtOAc, 90/10 — 80/20), para dar la bis-Boc hidantoina pura como un sélido blanco (1,90 g, cuantitativo). 'H
RMN (CDCl): 7,16 (t, 1H), 6,57 (d, 1H), 6,24 (s, 1H), 6,19 (d, 1H), 3,77 (s, 3H), 1,58 (s, 9H), 1,42 (s, 9H); EM m/z
476 (M+H), calc. Para C,4,H;;N;0,, 475.

Paso 5

Boc

MeO 3 o MeO
N NHFmoc
OO —=O-(x
"Boc — CO,H
0

La bis-Boc hidantoina (1,06 g, 2,23 mmol) se disolvi6 en DME (20 ml), para dar una solucién clara. A esta
solucién se agregé NaOH 1 N (20 ml, 20 mmol) y la reaccién se agité durante la noche a temperatura ambiente,
proporcionando una mezcla bastante clara. HPLC mostré la finalizacién de la reaccién. La mezcla de reaccién se
concentrd bajo presion reducida para remover DME y se extrajo con Et,O. Sin purificacion, la capa acuosa resultante
que contenia 4cido 4-amino-1-(3-metoxifenil)piperidina-4-carboxilico (3-MeOAPPC) se traté con HCI 6N para ajus-
tar el pH a 11-12. Esta solucién (35 ml) luego se diluy6 con 1,4-dioxano (35 ml) y se traté con Fmoc-ClI (755 mg,
2,93 mmol, 1,3 equiv.) y se agit6 durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se concentré bajo
presion reducida para separar dioxano, se neutralizé con HCl 1 N, y se extrajo con EtOAc. Los extractos orgénicos
combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na,SO, anhidro y se concentraron. El producto crudo se pu-
rificé a través de cromatografia instantanea (hexano/EtOAc — CH,Cl,/MeOH), para dar el producto puro como un
solido blanco (668 mg, 63% rendimiento a partir de la bis-Boc hidantoina). '"H RMN (CDCls): 7,83 (d, 2H), 7,72
(d, 2H), 7,41 (td, 2H), 7,34 (td, 2H), 7,16 (t, 1H), 6,52 (d, 1H), 6,42 (s, 1H), 6,36 (d, 1H), 4,25 (m, 3H), 3,68 (s,
3H), 3,23-3,40 (m, 2H), 296 (t, 2H) y 1,86-2,18 (m, 4H). HREM m/z 495,1901 (M+Na), calc. para Cy3H,sN,OsNa,
495,1896.
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Ejemplo 26
Preparacion de dcido Fmoc-1-amino-4-ciclohexilciclohexano-1-carboxilico (Fmoc-Achc-OH)

Paso 1

Una mezcla de 4-ciclohexilciclohexanona (3,00 g, 16,6 mmol), cianuro de potasio (1,63 g, 25,0 mmol), carbonato
de amonio (9,59 g, 99,8 mmol), etanol (75 ml) y agua (15 ml) en un recipiente de presion de pared gruesa, sellado, se
calent6 en un bafio de aceite a 80°C durante 15 horas. Después de enfriar hasta temperatura ambiente, la suspensién
blanca se volcé en hielo-agua y se agité a temperatura ambiente durante un par de horas. La filtracién, seguida de
secado al aire, proporcioné hidantoina (6,10 g, atin himeda, > 100% rendimiento) como un sélido blanco. "H RMN
(DMSO-d¢) 6 10,52 (1H, amplio, NH), 8,43 (1H, amplio s, NH), 0,80-1,80 (20H, m). LREM (APCl): C;;H;,N,0,,
Calc. 250; observado: 249 (M-H), 251 (M-H).

Paso 2

H
N

—0

o7 N

Una mezcla de hidantoina (1,39 g, 5,55 mmol) y solucién de hidréxido de sodio 6 N (50 ml) en un recipiente
de presion de pared gruesa, sellado, se calenté en un baifio de aceite a 130°C durante 2 dias. La mezcla de reaccién
se enfrié en un bafio de hielo, se neutraliz6 a ~pH 7 usando 4cido clorhidrico concentrado. La suspension blanca se
filtré y los precipitados se enjuagaron con agua, para dar dcido 1-ciclohexilciclohexanona-1-carboxilico crudo (48,3
g, humedo y con contenido de sales inorgdnicas, >100% rendimiento). LREM (Electrospray): C;3H,;NO,, calc. 225;
observado: 226 (M+H).

—_———— -
CHi/jf .
~7 ¢

co,it

Paso 3

,\L NHFmoc
D

C

O

Una mezcla de acido 1-amino-4-ciclohexilciclohexanona-1-carboxilico crudo (48,3 g, 5,55 mmol tedrico), trietila-
mina (1,0 ml, 7,17 mmol), carbonato de 9-fluorenilmetil succinimidilo (Fmoc-OSu, 2,43 g, 7,20 mmol) en acetonitrilo
(75 ml) y agua (75 ml) se agité a temperatura ambiente durante 24 horas. La mezcla de reaccion se concentré al vacio
para separar la mayoria del acetonitrilo, se acidificé a pH ~3 con solucién de 4cido citrico acuoso al 10% y la emulsién
blanca se extrajo tres veces con cloruro de metileno. Las capas orgdnicas combinadas se lavaron con agua, salmuera,
se secaron sobre sulfato de magnesio. La filtracion y la concentracién proporcionaron un aceite crudo, el cual fue pu-
rificado por cromatografia de columna (eluido con 1 — 5 — 8% metanol/cloruro de metileno), para dar dcido Fmoc-
1-amino-4-trans-ciclohexilciclohexanona-1-carboxilico (250 mg, 10% rendimiento para dos pasos). HREM (FAB):
C,sH3,NO, (M+H) calc. 448,2488; observado: 448,2497.
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Ejemplo 27
Preparacion de dcido Fmoc-1-amino-4,4-difenilciclohexano-1-carboxilico (Fmoc-Adpc-OH)

Paso 1

Una mezcla de 4,4-difenilciclohexanona (preparada por hidrogenacién de 4,4-difenilciclohexanona de acuerdo
con los procedimientos de Freeman, P. K. Y otros. J. Org. Chem. 1989, 54, 782-789) (1,55 g, 6,19 mmol), cianuro de
potasio (0,65 g, 9,97 mmol), carbonato de amonio (3,60 g, 37,5 mmol), etanol (48 ml) y agua (12 ml) en un recipiente
de presion de pared gruesa, sellado, se calenté en un bafio de aceite a 80°C durante 24 horas. Después de enfriar
hasta temperatura ambiente, la suspension blanca se volcd en hielo-agua y se agité a temperatura ambiente durante un
par de horas. La filtracién y el secado al aire proporcionaron hidantoina (1,89 g, 95% rendimiento) como un sélido
blanco. 'H RMN (DMSO-dg) 6 10,57 (1H, amplio, NH), 8,59 (1H, amplio s, NH), 7,00-7,50 (10H, m, fenilo). LREM
(Electrospray): C,0H»N,O,, calc. 320; observado: 319 (M-H).

Paso 2

HM « NH,

Una mezcla de hidantoina (1,88 g, 5,87 mmol), hidréxido de bario, monohidrato (5,60 g, 29,6 mmol) y agua (100
ml, demasiado diluida) en un recipiente de presion de pared gruesa, sellado, se calent6 en un bafio de aceite a 105°C
durante 2 dias. Se agregé mas hidréxido de bario, monohidrato (5,60 g, 29,6 mmol) y la mezcla se calent6 en un bafio
de aceite a 105°C durante otras 24 horas. La mezcla de reaccidn se enfri6 hasta temperatura ambiente, se acidificé
a ~pH 3 usando 4cido sulfirico 4N, mientras se agitaba vigorosamente. La suspension se agité en un bafio de agua
hirviendo durante dos horas, y se enfri6 hasta temperatura ambiente. La suspension blanca se filtr6 y los precipitados
se enjuagaron con agua. El filtrado y los lavados combinados se concentraron al vacio, a ~30 ml. La neutralizacién
con solucién de hidréxido de amonio concentrado proporciond precipitados blancos, los cuales se filtraron, se lavaron
con agua y se secaron al vacio durante la noche, para dar dcido 1-amino-4,4-difenilciclohexano-1-carboxilico crudo
(0,52 g, 30% rendimiento) como un sélido blanco. LREM (Electrospray): C,oH,;NO,, calc. 295; observado: 294 (M-
H), 296 M+H).

Paso 3

) \
OO, — OO,

piH, NHEFmoc
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Una mezcla de 4cido 1-amino-4,4-difenilciclohexano-1-carboxilico crudo (510 mg, 1,73 mmol), trietilamina (0,377
ml, 2,65 mmol), carbonato de 9-fluorenilmetil succinimidilo (Fmoc-OSu, 880 mg, 2,61 mmol) en acetonitrilo (25 ml)
y agua (25 ml) se agitd a temperatura ambiente durante la noche. El andlisis TLC de la reaccién indicé la presencia de
material inicial aminodcido. Se agregaron carbonato de 9-fluorenilmetil succinimidilo (200 mg) y acetonitrilo (5 ml),
y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante otras 24 horas. La mezcla de reaccidén se concentro al vacio para
separar la mayoria del acetonitrilo, se acidific6 a pH ~3 con solucién de acido citrico acuoso al 10% y la emulsién
blanca se extrajo tres veces con acetato de etilo. Las capas orgdnicas combinadas se lavaron con agua, salmuera, se
secaron sobre sulfato de sodio. La filtracién y la concentracién proporcionaron un aceite crudo, el cual fue purificado
por cromatografia de columna (eluido con 1 — 4 — 8% metanol/cloruro de metileno), para dar 4cido Fmoc-1-amino-
4 4-difenilciclohexano-1-carboxilico (350 mg, 39% rendimiento) como un sélido blanco. HREM (FAB): C;,H;,NO,
(M+H) calc. 518,2331; observado: 518,231.

Ejemplo 28
Preparacion de dcido Fmoc-1-amino-4-trans-t-butilciclo-hexano-1-carboxilico (Fmoc-Abc-OH)

Paso 1

Una mezcla de 4-t-butilciclohexanona (2,00 g, 13,0 mmol), cianuro de potasio (1,27 g, 19,5 mmol), carbonato de
amonio (7,48 g, 77,8 mmol), etanol (60 ml) y agua (12 ml) en un recipiente de presioén de pared gruesa, sellado, se
calent6 en un bafio de aceite a 80°C durante 15 horas. Después de enfriar hasta temperatura ambiente, la suspensién
blanca se volcd en hielo-agua y se agit6 a temperatura ambiente durante un par de horas. La filtracién proporciond
hidantoina (2,78 g, 96% rendimiento) como un sélido blanco, el cual se usé en el siguiente paso como un crudo. 'H
RMN (DMSO-dg) 6 10,52 (1H, amplio, NH), 8,50 (1H, amplio s, NH), 0,81 (9H, s, t-Bu).

Paso 2

Una mezcla de hidantoina (2,78 g, 12,4 mmol), hidréxido de bario, monohidrato (11,74 g, 62,0 mmol) y agua (50
ml) en un recipiente de presion de pared gruesa, sellado, se calenté en un bafio de aceite a 120°C durante 2 dias. La
mezcla de reaccion se enfrié hasta temperatura ambiente, se acidificé a ~pH 3 usando 4cido sulfirico 4N, mientras
se agitaba vigorosamente. La suspensién se agité en un bafio de agua hirviendo durante una hora, y se enfrié hasta
temperatura ambiente. La suspension blanca se filtrd y los precipitados se enjuagaron con agua. El filtrado y los lavados
combinados se concentraron al vacio, a ~30 ml. La neutralizacidn con solucién de hidréxido de amonio concentrado
proporciond precipitados blancos, los cuales se filtraron, se lavaron con agua y se secaron al vacio durante la noche,
para dar dcido 1-amino-4-trans-t-butilciclohexano-1-carboxilico (2,10 g, 85% rendimiento) como un sélido blanco.

Paso 3

~

- e
NH, e MHF moc

g ~ =
CO,H COM
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Una mezcla de 4cido 1-amino-4-trans-t-butilciclohexil-1-carboxilico crudo (2,10 g, 10,54 mmol), carbonato de 9-
fluorenilmetil succinimidilo (Fmoc-OSu, 6,33 g, 7,20 mmol) en dioxano (150 ml) y solucién de carbonato de sodio
al 10% (120 ml) se agité a temperatura ambiente durante 24 horas. La mezcla de reaccién se concentrd al vacio para
remover la mayoria del dioxano, se acidificé a pH ~3 con HC1 3N, y la emulsién blanca se extrajo dos veces con cloruro
de metileno. Las capas orgdnicas combinadas se lavaron con agua, salmuera, se secaron sobre sulfato de magnesio.
La filtracién y la concentracidn proporcionaron un crudo, el cual fue purificado por cromatografia de columna (eluido
con 1 — 4 — 5% metanol/cloruro de metileno), para dar dcido Fmoc-1-amino-4-trans-t-butilciclohexano- 1-carboxilico
(1,42 g, 32% rendimiento). HREM (FAB): CyxsH;,NO, (M+H), calc. 422,2331; observado: 422,23.

Ejemplo 29
Preparacion de Resina Fmoc-Conector-BHA

Se dilat6 resina reticulada de benzhidrilamina copoliestireno-1% divinilbenceno (10,0 g, 9,3 mequiv, red 100-200
ASTM, Advanced Chem Tech), en 100 ml de CH,Cl,, se filtré y se lavé sucesivamente con 100 ml cada vez de CH,Cl,,
DIPEA 6%/CH,Cl, (dos veces), CH,Cl, (dos veces). La resina se traté con acido p-[(R,S)-a-[1-(9H-fluoren-9-il)-
metoxiformamido]-2,4-dimetoxibencil]-fenoxiacético (Fmoc-Conector) (7,01 g, 13,0 mmol), N-hidroxibenzotriazol
(2,16 g, 16,0 mmol) y diisopropilcarbodiimida (2,04 ml, 13,0 mmol) en 100 ml de DMF 25%/CH,Cl,, durante 24
horas a temperatura ambiente. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 100 ml cada vez de CH,Cl, (dos veces),
isopropanol (dos veces), DMF y CH,Cl, (tres veces). Un andlisis Kaiser de ninhidrina fue negativo. La resina se seco
bajo vacio, para rendir 16,12 g de resina Fmoc-Conector-BHA. Una porcién de esta resina (3,5 mg se sometié a
desproteccién de Fmoc, y el andlisis de UV cuantitativo indicé una carga de 0,56 mmol/g.

Ejemplo 30

Preparacion de Bu-His-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,

/7—2

NZ\ NT TN
N
O T
o o)
TN l N ~N /Jl\N ~ N “ ~_ .M
T I "
o ~. T C ~ O

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol) y
HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-His (Trt) (300 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
transporté a los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de anhidrido butirico en
DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtr6 y se lav6 sucesivamente con 20 ml cada vez de CH,Cl, (dos
veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 600 mg de resina Bu-Pentapéptido.

La resina Bu-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml 4cido trifluo-
roacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y los
filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugo nuevamente, y el producto crudo se secd bajo vacio,
para dar 130 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y eluido con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,0, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por analisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para rendir 52 mg (34%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray Cs;3sHsoN,Og cal: 770, observado: m/z (771 M+H).
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Ejemplo 31

Penta-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase s6lida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol) y
HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se pasé
a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se tratd con 1 ml de anhidrido valérico en
DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de CH,Cl, (dos
veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se sec6 bajo vacio, para dar 580 mg de resina Pentil-Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml 4cido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracién, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decantd la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugo nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio,
para dar 145 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccion 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 61 mg (36%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray CysH(N;(Os cal: 849, observado: m/z (850 M+H).

Ejemplo 32

Fenilacetil-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,

('\\ NT,
) N H /L\ N /u o M
0 (‘)r \l/ M !]; N H

0 Ny %4

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
transporté a los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con dcido fenilacético (82 mg,
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0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol) en DMF. La resina se filtr6 y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez
de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 620 mg de resina
Fenilacetil-Pentapéptido.

La resina Fenilacetil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml 4cido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decantd la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugo nuevamente, y el producto crudo se sec6 bajo vacio,
para dar 155 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y eluido con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para rendir 55 mg (31%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray C,HssN;(Og cal: 883, observado: m/z (884 M+H).

Ejemplo 33

Bu-Carbamoil-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mal), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
transporté a los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con n-butil isocianato (5 eq.)
en DIPEA 6%/DMF durante 12 horas. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de CH,Cl,
(dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se sec6 bajo vacio, para dar 550 mg de resina Butil-urea-
Pentapéptido.

La resina Butil-urea-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 y1 anisol y 4 ml dcido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separ6 por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavéd con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugo nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio,
para dar 135 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluyé con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 55 mg (31%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray CysHg N;; Oy cal: 864, observado: m/z (865 M+H).
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Ejemplo 34

Preparacion de Penta-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente de
acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cuatro ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226
mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y
HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se llevé a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl,
(tres veces) y se traté con 1 ml de anhidrido valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y
se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se sec6
bajo vacio, para rendir 600 mg de resina pentil-tetrapéptido.

La resina Pentil-tetrapéptido se trat6 con 40 ul dimetilsulfuro, 120 w1 anisol y 4 ml 4cido trifluoroacético a tempera-
tura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y los filtrados se precipitaron
en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El residuo se lavé con dos o
tres volumenes de Et,0 y se centrifugo nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio, para rendir 110 mg de un
sélido blanquecino.

Este material se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y eluido con un gradiente
lineal de B 10-60% (tamp6n A: TFA 0,1%/H,0, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo 8 ml/min,
deteccion 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas, reunido y
liofilizado, para dar 40 mg (25%) de un polvo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC. LR-Electrospray
C4Hs7:NgOs cal: 792, observado: m/z (793 M+H).

Ejemplo 35

Penta-Apc-(D)Phe-Arg-(2)Nal-Gly-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente de
acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
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Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-2-Nal (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol) y
HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se llevd
a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de anhidrido valérico en
DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtr6 y se lav6 sucesivamente con 20 ml cada vez de CH,Cl, (dos
veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se sec6 bajo vacio, para dar 580 mg de resina Pentil-Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml acido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separ6 por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugo nuevamente, y el producto crudo se secd bajo vacio,
para dar 145 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y eluido con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampé6n A: TFA 0,1%/H,0, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por analisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 61 mg (36%) de un polvo amorfo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray CyHg NoOg cal: 860, observado: m/z (861 M+H).

Ejemplo 36

Bu-Apc-(D)Phe-Arg-(2)Nal-Gly-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente de
acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-2-Nal (265 mg, 0,6 mmol), y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de anhidrido
acético en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtr6 y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 600 mg de resina Butil-
Pentapéptido.

La resina Butil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml 4cido tri-
fluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separd por filtracién, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugo nuevamente, y el producto crudo se secd bajo vacio,
para rendir 144 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,0, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por analisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para rendir 55 mg (32%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray C4;HsoNyOy cal: 846, observado: m/z (847 M+H).
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Ejemplo 37

Ac-Apc-(D)Phe-Arg-(2)Nal-Gly-NH,

\
- /

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente de
acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-2-Nal (265 mg, 0,6 mmol), y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se tratd con 1 ml de anhidrido
acético en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lav sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para rendir 620 mg de resina Ac-
Pentapéptido.

La resina Ac-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml 4cido trifluo-
roacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y los
filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugo nuevamente, y el producto crudo se sec6 bajo vacio,
para dar 150 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y eluido con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,0O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 62 mg (38%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray C4sHssNoOg cal: 818, observado: m/z (819 M+H).

Ejemplo 38

Bu-Carbamoil-Apc.(D)Phe-Arg-(2)Nal-Gly-NH,
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La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente de
acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-2-Nal (265 mg, 0,6 mmol), y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se trat con n-butil isocianato (5
eq.) en DIPEA 6%/DMF durante 12 horas. La resina se filtr6 y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de CH,Cl,
(dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secd bajo vacio, para rendir 550 mg de resina Butil-
carbamoil-Pentapéptido.

La resina Butil-carbamoil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml
dcido trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separd por filtracién, se lavé con ~2 ml
TFA y los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa de
éter. El residuo se lavo con dos o tres volimenes de Et,0 y se centrifugo nuevamente, y el producto crudo se secé bajo
vacio, para dar 135 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y eluido con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 55 mg (31%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray C,sH(N,(Og cal: 875, observado: m/z (876 M+H).

Ejemplo 39

Benzoil-Apc-(D)Phe-Arg-(2-Nal-Gly-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase s6lida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mal) y HBTU (226 mg, 0,6 mal), Fmoc-2-Nal (265 mg, 0,6 mmol), y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con anhidrido benzoico
en DIPEA 6%/DMF durante 12 horas. La resina se filtr6 y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de CH,Cl,
(dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se sec6 bajo vacio, para rendir 570 mg de resina benzoil-
Pentapéptido.

La resina benzoil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml acido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugo nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio,
para dar 130 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y eluido con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por analisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 50 mg (28%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray Cs,Hs;NoOq cal: 880, observado: m/z (881 M+H).
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Ejemplo 40

3-carboxilpropanoil-Apc-(D)Phe-Arg-(2)Nal-Gly-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente de
acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-2-Nal (265 mg, 0,6 mmol), y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con acido succinico (71
mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol) en DMF. La resina se filtré y se lavo sucesivamente con 20 ml cada vez
de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para rendir 550 mg de resina
3-carboxipropanoil-Pentapéptido.

La resina 3-carboxipropanoil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 w1 anisol y 4
ml 4cido trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separd por filtracion, se lavé con ~2
ml TFA vy los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decantd la capa
de éter. El residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugo nuevamente, y el producto crudo se secé
bajo vacio, para dar 136 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y eluy6 con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,0O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 52 mg (30%) de un polvo amorfo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray C4;Hs;NoOg cal: 876, observado: m/z (877 M+H).

Ejemplo 41

Fenilacetil-Apc-(D)Phe-Arg-(2)Nal-Gly-NH,

‘(N\ ?\N \‘gN\iLO\ -
o

\\/ ~

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente de
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acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-2-Nal (265 mg, 0,6 mmol), y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con acido fenilacético (82
mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol) en DMF. La resina se filtrd y se lav sucesivamente con 20 ml cada vez
de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se sec bajo vacio, para dar 580 mg de resina
fenilacetil-Pentapéptido.

La resina fenilacetil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml acido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa de éter. El
residuo se lavd con dos o tres voliimenes de Et,O y se centrifugo nuevamente, y el producto crudo se secd bajo vacio,
para dar 132 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y eluido con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 49 mg (29%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray Cs;HsoNoOq cal: 894, observado: m/z (895 M+H).

Ejemplo 42

Penta-4-ClApc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,

oS ey
AT IS

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase s6lida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol), y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-4-CIApc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol). La resina peptidica se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces)
y se traté con 1 ml de anhidrido valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavd
sucesivamente con 20 ml cada vez de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se sec6 bajo
vacio, para dar 620 mg de resina Pentil-Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml acido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separ6 por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugo nuevamente, y el producto crudo se secd bajo vacio,
para dar 141 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y eluido con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,0, tampé6n B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por analisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 45 mg (26%) de un polvo amorfo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray CysHsoN;oO4Cl, cal: 883, observado: m/z (884 M+H).
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Ejemplo 43

Penta-4-HOApc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,

N\ N

% ﬁ@J{ Y

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol), y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol) y
HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-4-HOApc (280 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica
se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de anhidrido
valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 620 mg de resina Pentil-
Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 yl dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml acido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio,
para dar 150 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 55 mg (31%) de un polvo amorfo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray C4sHgN,0O5, cal: 865, observado: m/z (866 M+H).

Ejemplo 44

Penta-4-MeOApc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,
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La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase s6lida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol), y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol) y
HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-4-MeOApc (300 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica
se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de anhidrido
valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 610 mg de resina Pentil-
Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 yl dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml acido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugo nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio,
para dar 152 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con
un gradiente lineal de B 10-60% (buffer A: TFA 0,1%/H,0, buffer B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por analisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 59 mg (33%) de un polvo amorfo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray C4;HgN,0O5, cal: 879, observado: m/z 880 (M+H).

Ejemplo 45

Penta-3-MeOApc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase s6lida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol), y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol) y
HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-3-MeOApc (300 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica
se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de anhidrido
valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtr y se lavd sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,CI, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 610 mg de resina Pentil-
Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml acido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugo nuevamente, y el producto crudo se secd bajo vacio,
para dar 152 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con
un gradiente lineal de B 10-60% (buffer A: TFA 0,1%/H,0, buffer B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por analisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para rendir 59 mg (33%) de un polvo amorfo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray C4;Hg,N;oO5, cal: 879, observado: 880 m/z (M+H).
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Ejemplo 46

Penta-4-EtOAcp-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,

N
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La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol), y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol) y
HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-4-EtOApc (320 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica
se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de anhidrido
valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de

CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 615 mg de resina Pentil-
Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml acido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugo nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio,
para dar 160 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y eluido con un
gradiente lineal de B 10-60% (buffer A: TFA 0,1%/H,0, buffer B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo 8
ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 63 mg (35%) de un polvo amorfo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray C4sHguN,cO5, cal: 893, observado: 894 m/z (M+H).

Ejemplo 47

Penta-4-iPrOApc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,
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La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase s6lida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol), y HBTU (226
mg, 0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6
mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-4-iPrOApc (285 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina
peptidica se transport6 a los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se trat6 con 1 ml de anhidrido
valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 600 mg de resina Pentil-
Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 w1 dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml acido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugo nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio,
para dar 140 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con
un gradiente lineal de B 10-60% (buffer A: TFA 0,1%/H,0, buffer B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por analisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 45 mg (26%) de un polvo amorfo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray C4HgsN,cO5, cal: 907, observado: m/z (908 M+H).

Ejemplo 48

Penta-4-MeApc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,

q(

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol), y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol) y
HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-4-MeApc (280 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica
se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de anhidrido
valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez
de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se sec6 bajo vacio, para rendir 590 mg de resina
Pentil-Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml 4cido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separ6 por filtracién, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugo nuevamente, y el producto crudo se sec6 bajo vacio,
para dar 139 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 51 mg (30%) de un polvo amorfo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray C,;HgN(Og cal: 863, observado: m/z (864 M+H).
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Ejemplo 49

Penta-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-Sar-NH,

7\ NYN
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La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Sar (187 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol), y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de anhidrido
valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtr6 y se lavd sucesivamente con 20 ml cada vez
de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para rendir 620 mg de resina
Pentil-Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml 4cido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracién, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decantd la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugo nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio,
para dar 175 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,0, tampé6n B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por analisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para rendir 69 mg (40%) de un polvo amorfo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray Cy4;Hg,N (O cal: 863, observado: 864 m/z (M+H).

Ejemplo 50

Penta-Apc-(D)Phe-Arg-N-metil-(2-Nal-Gly-NH,
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La resina Fmoc-Conector-BHA (700 mg, 0,385 mmol) sintetizada usando el procedimiento del Ejemplo 29, se
sometié a sintesis de fase sélida, usando condiciones de acoplamiento DIC/HOBT, y los lavados se efectuaron como
se expone en el protocolo 1. Todos los acoplamientos de aminodcidos se efectuaron usando DIC (5 eq.), HOBT (2,5
eq.) como los reactivos de acoplamiento y el Fmoc-aminodcido (2,5 eq.). La resina se someti6 a los pasos de lavado 1-6
como se expone en el protocolo 1, después de cada acoplamiento de péptido. Se efectuaron dos ciclos de acoplamiento,
cada uno con Fmoc-Gly (286 mg, 0,96 mmol), seguido de Fmoc-(2)-Nal (421 mg, 0,96 mmol). Luego de la separacién
de Fmoc del residuo 2-Nal, la amina resultante se convirtié en su derivado 2-nitrobenceno sulfonilo, usando cloruro de
2-nitrobencenosulfonilo (5 eq., 426 mg, 1,93 mmol) y DIPEA (5 eq.) como la base en DMF. Los lavados se efectuaron
usando DMF (6 x 30 ml) seguido de CH,Cl, (3 x 30 ml), y la resina se secé bajo vacio. La sulfonamida obtenida
se sometié a metilacién, usando trifenilfosfina (5 eq., 505 mg, 1,93 mmol), N,N-dietilazodicarboxilato (5 eq., 303 u,
1,93 mmol) y metanol (10 eq., 156 ul, 3,85 mmol) en THF. Los lavados se efectuaron usando THF (6 x 30 ml), seguido
de CH,Cl, (5 x 30 ml), y la resina se sec6 bajo vacio. El grupo 2-nitrobenceno sulfonilo se separé luego usando 1,8-
diazabiciclo [5.4.0]undec-7-eno (3 eq., 173 ul, 1,16 mmol), 2-mercaptoetanol (5 eq., 135 ul, 1,93 mmol) en DMF. Los
lavados se efectuaron usando DMF (3 x 30 ml), isopropanol (3- x 30 ml), seguido de éter etilico (3- x 30 ml), y la
resina se secd bajo vacio. El residuo N-Me(2)Nal resultante se sometio a tres ciclos de acoplamiento, cada ciclo con
Fmoc-Arg (Pmc) (638 mg, 0,96 mmol), Fmoc-(D)Phe (373 mg, 0,96 mmol) y Fmoc-Apc (170 mg, 0,96 mmol). La
resina peptidica se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con
300 ul de anhidrico valérico, 245 ul piridina en 15 ml DMF durante 5 h. La resina se filtré y se lavé sucesivamente
con 30 ml cada vez de DMF (tres veces), isopropanol, CH,Cl, (tres veces) y éter etilico (tres veces). La resina pentil-
péptido resultante se secd bajo vacio, y se traté con 7 ml de acido trifluoroacético al 60% en CH,Cl,, 1% de agua y
615 ml de trietilsilano (10 eq., 3,85 mmol) durante 160 minutos. La resina se separd por filtracién, se lavé con ~5-7
ml CH,Cl,, y los filtrados se concentraron en una bomba de vacio de velocidad Savant, para dar el producto crudo.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5x 20 cm) y eluido con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 30 mg (~10%) de un polvo amorfo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray: C4Hg;NoOg, cal.: 873, observado: m/z (874 M+H).

Ejemplo 51

Penta-Apc-(D)Phe-Arg-N-metil-(2)Nal-NH,
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La resina Fmoc-Conector-BHA (700 mg, 0,385 mmol) sintetizada usando el procedimiento del Ejemplo 29, se
sometié a sintesis de fase solida, usando condiciones de acoplamiento DIC/HOBT, y los lavados se efectuaron como
se expone en el protocolo 1. Todos los acoplamientos de aminodcidos se efectuaron usando DIC (5 eq.), HOBT (2,5
eq.) como los reactivos de acoplamiento y el Fmoc-aminoacido (2,5 eq.). La resina se sometié a los pasos de lavado
1-6 como se expone en el protocolo 1, después de cada acoplamiento de péptido. Se efectud un ciclo de acoplamiento
con Fmoc-(2)Nal (421 mg, 0,96 mmol). Luego de la separacién de Fmoc del residuo 2-Nal, la amina resultante se
convirtié en su derivado 2-nitrobenceno sulfonilo, usando cloruro de 2-nitrobencenosulfonilo (5 eq., 426 mg, 1,93
mmol) y DIPEA (5 eq.) como la base en DMF. Los lavados se efectuaron usando DMF (6 x 30 ml) seguido de CH,Cl,
(3 x 30 ml), y la resina se secd bajo vacio. La sulfonamida obtenida se sometié a metilacion, usando trifenilfosfina
(5 eq., 505 mg, 1,93 mmol), N,N-dietilazodicarboxilato (5 eq., 303 ul, 1,93 mmol) y metanol (10 eq., 156 ul, 3,85
mmol) en THE. Los lavados se efectuaron usando THF (6 x 30 ml), seguido de CH,Cl, (5 x 30 ml), y la resina se
secé bajo vacio. El grupo 2-nitrobenceno sulfonilo se separd luego usando 1,8-diazabiciclo [5.4.0Jundec-7-eno (3 eq.,
173 pl, 1,16 mmol), 2-mercaptoetanol (5 eq., 135 ul, 1,93 mmol) en DMF. Los lavados se efectuaron usando DMF
(3 x 30 ml), isopropanol (3 x 30 ml), seguido de éter etilico (3 x 30 ml), y la resina se secé bajo vacio. El residuo N-
Me(2)Nal resultante se sometid a tres ciclos de acoplamiento, cada ciclo con Fmoc-Arg (Pmc) (638 mg, 0,96 mmol),
Fmoc-(D)Phe (373 mg, 0,96 mmol) y Fmoc-Apc (170 mg, 0,96 mmol). La resina peptidica se transporté a los pasos
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1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se trat con 300 u de anhidrico valérico, 245 ul piridina en 15
ml DMF durante 5 h. La resina se filtr6 y se lavé sucesivamente con 30 ml cada vez de DMF (tres veces), isopropanol,
CH,CI, (tres veces) y éter etilico (tres veces). La resina pentil-péptido resultante se secé bajo vacio, y se trat6 con 7
ml de 4cido trifluoroacético al 60% en CH,Cl,, 1% de agua y 615 ml de trietilsilano (10 eq., 3,85 mmol) durante 160
minutos. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~5-7 ml CH,Cl,, y los filtrados se concentraron en una bomba
de vacio de velocidad Savant, para dar el producto crudo.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5x 20 cm) y eluido con un
gradiente lineal de B 10-60% (buffer A: TFA 0,1%/H,0, buffer B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo 8
ml/min, detecciéon 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 43 mg (~14%) de un polvo amorfo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray: C4;HgNgOs, cal.: 817, observado: m/z (8§18 M+H).

Ejemplo 52

Penta-Apc-(D)Phe-Arg-N-metil-Trp-Gly-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (700 mg, 0,385 mmol) sintetizada usando el procedimiento del Ejemplo 29, se
someti6 a sintesis de fase sélida, usando condiciones de acoplamiento DIC/HOBT, y los lavados se efectuaron como
se expone en el protocolo 1. Todos los acoplamientos de aminoécidos se efectuaron usando DIC (5 eq.), HOBT (2,5
eq.) como los reactivos de acoplamiento y el Fmoc-aminodcido (2,5 eq.). La resina se condujo a través de los pasos de
lavado 1-6 como se expone en el protocolo 1, después de cada acoplamiento de péptido. Se efectuaron dos ciclos de
acoplamiento, cada uno con Fmoc-Gly (286 mg, 0,96 mmol), seguido de Fmoc-Trp (461 mg, 0,98 mmol). Luego de la
separacion de Fmoc del residuo tipo, la amina resultante se convirtié en su derivado 2-nitrobenceno sulfonilo, usando
cloruro de 2-nitrobencenosulfonilo (5 eq., 426 mg, 1,93 mmol) y DIPEA (5 eq.) como la base en DMF. Los lavados
se efectuaron usando DMF (6 x 30 ml) seguido de CH,Cl, (3 x 30 ml), y la resina se secé bajo vacio. La sulfonamida
obtenida se someti6 a metilacion, usando trifenilfosfina (5 eq., 505 mg, 1,93 mmol), N,N-dietilazodicarboxilato (5 eq.,
303 ul, 1,93 mmol) y metanol (10 eq., 156 ul, 3,85 mmol) en THF. Los lavados se efectuaron usando THF (6 x 30
ml), seguido de CH,Cl, (5 x 30 ml), y la resina se secé bajo vacio. El grupo 2-nitrobenceno sulfonilo se separ6 luego
usando 1,8-diazabiciclo [5.4.0]undec-7-eno (3 eq., 173 pd, 1,16 mmol), 2-mercaptoetanol (5 eq., 135 ul, 1,93 mmol)
en DMF. Los lavados se efectuaron usando DMF (3 x 30 ml), isopropanol (3- x 30 ml), seguido de éter etilico (3- x 30
ml), y la resina se sec bajo vacio. El residuo N-MeTrp resultante se someti6 a tres ciclos de acoplamiento, cada ciclo
con Fmoc-Arg (Pmc) (638 mg, 0,96 mmol), Fmoc-(D)Phe (373 mg, 0,96 mmol) y Fmoc-Apc (170 mg, 0,96 mmol).
La resina peptidica se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se trat con
300 ul de anhidrico valérico, 245 ul piridina en 15 ml DMF durante 5 h. La resina se filtré y se lavé sucesivamente
con 30 ml cada vez de DMF (tres veces), isopropanol, CH,Cl, (tres veces) y éter etilico (tres veces). La resina pentil-
péptido resultante se secd bajo vacio, y se traté con 7 ml de &cido trifluoroacético al 60% en CH,Cl,, 1% de agua y
615 ml de trietilsilano (10 eq., 3,85 mmol) durante 160 minutos. La resina se separ6 por filtracion, se lavé con ~5-7
ml CH,Cl,, y los filtrados se concentraron en una bomba de vacio de velocidad Savant, para rendir el producto crudo.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5x 20 cm) y se eluy6 con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,0, tampé6n B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 30 mg (~10%) de un polvo amorfo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray: C4;Hg,N (O, cal.: 863, observado: m/z (864 M+H).
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Ejemplo 53

Penta-Apc-(D)Phe-Arg-N-metilTrp-NH,

E
Nl QKL gl
SO {\g

La resina Fmoc-Conector-BHA (700 mg, 0,385 mmol) sintetizada usando el procedimiento del Ejemplo 29, se
sometié a sintesis de fase solida, usando condiciones de acoplamiento DIC/HOBT, y los lavados se efectuaron como
se expone en el protocolo 1. Todos los acoplamientos de aminodcidos se efectuaron usando DIC (5 eq.), HOBT (2,5
eq.) como los reactivos de acoplamiento y el Fmoc-aminodacido (2,5 eq.). La resina se condujo a través de los pasos
de lavado 1-6 como se expone en el protocolo 1, después de cada acoplamiento de péptido. Se efectud un ciclo de
acoplamiento con Fmoc-Trp(461 mg, 0,96 mmol). Luego de la separacién de Fmoc del residuo Trp, la amina resultante
se convirti6 en su derivado 2-nitrobenceno sulfonilo, usando cloruro de 2-nitrobencenosulfonilo (5 eq., 426 mg, 1,93
mmol) y DIPEA (5 eq.) como la base en DMF. Los lavados se efectuaron usando DMF (6 x 30 ml) seguido de CH,Cl,
(3 x 30 ml), y la resina se secé bajo vacio. La sulfonamida obtenida se someti6 a metilacién, usando trifenilfosfina (5
eq., 505 mg, 1,93 mmol), N,N-dietilazodicarboxilato (5 eq., 303 w1, 1,93 mmol) y metanol (10 eq., 156 pl, 3,85 mmol)
en THF. Los lavados se efectuaron usando THF (6 x 30 ml), seguido de CH,Cl, (5 x 30 ml), y la resina se sec6 bajo
vacio. El grupo 2-nitrobenceno sulfonilo se separ6 luego usando 1,8-diazabiciclo [5.4.0Jundec-7-eno (3 eq., 173 ul,
1,16 mmol), 2-mercaptoetanol (5 eq., 135 u, 1,93 mmol) en DMFE. Los lavados se efectuaron usando DMF (3 x 30
ml), isopropanol (3 x 30 ml), seguido de éter etilico (3 x 30 ml), y la resina se secd bajo vacio. El residuo N-MeTrp
resultante se sometié a tres ciclos de acoplamiento, cada ciclo con Fmoc-Arg (Pmc) (638 mg, 0,96 mmol), Fmoc-(D)
Phe (373 mg, 0,96 mmol) y Fmoc-Apc (170 mg, 0,96 mmol). La resina peptidica se condujo a través de los pasos 1-5
del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 300 ul de anhidrico valérico, 245 ul piridina en 15 ml
DMF durante 5 h. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 30 ml cada vez de DMF (tres veces), isopropanol,
CH,Cl, (tres veces) y éter etilico (tres veces). La resina pentil-péptido resultante se secé bajo vacio, y se trat6 con 7
ml de 4cido trifluoroacético al 60% en CH,Cl,, 1% de agua y 615 ml de trietilsilano (10 eq., 3,85 mmol) durante 160
minutos. La resina se separ6 por filtracion, se lavé con ~5-7 ml CH,Cl,, y los filtrados se concentraron en una bomba
de vacio de velocidad Savant, para rendir el producto crudo.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5x 20 cm) y eluido con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 43 mg (14%) de un polvo amorfo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray: C4sHsoNoOs, cal.: 806, observado: m/z (807 M+H).
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Ejemplo 54

Bu-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-Ala-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase s6lida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU de DMF como el agente
de acoplamiento y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Ala (187 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe(240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de anhidrido
butirico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 580 mg de resina butil-
Pentapéptido.

La resina butil-Pentapéptido se traté con 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml de dcido trifluoroacético a
temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separ6 por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA vy los filtrados se
precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El residuo se lavd
con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugd nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio, para dar 145
mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,0, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN)en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por analisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 61 mg (36%) de un polvo amorfo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray CysHgN;oOg, cal.: 849, observado: m/z (850 M+H).

Ejemplo 55

Bu-carbamoil-Apc-(D)Phe-Arg-TRP-Ala-NH,
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La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase s6lida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU de DMF como el agente
de acoplamiento y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Ala (187 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe(240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se trat con n-butil isocianato (5
equiv.) en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtr6 y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 600 mg de resina Bu-
carbamoil-Pentapéptido.

La resina Bu-carbamoil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml de
cido trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separd por filtracién, se lavé con ~2 ml
TFA y los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa de
éter. El residuo se lavo con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se secé bajo
vacio, para dar 143 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y eluido con un
gradiente lineal de B 10-60% (tamp6n A: TFA 0,1%/H,0, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN)en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por analisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 65 mg (37%) de un polvo amorfo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray C4;Hg;N,;Og, cal.: 878, observado: m/z (879 M+H).

Ejemplo 56

Fenilacetil-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-Ala-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU de DMF como el agente
de acoplamiento y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Ala (187 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
transporté a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 4cido fenilacético
(82 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol) en DMF. La resina se filtr6 y se lavé sucesivamente con 20 ml cada
vez de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se sec6 bajo vacio, para rendir 600 mg de
resina fenilacetil-Pentapéptido.

La resina fenilacetil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml de 4cido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se sec6 bajo vacio,
para dar 138 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y eluido con un
gradiente lineal de B 10-60% (buffer A: TFA 0,1%/H,0, buffer B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo 8
ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 53 mg (30%) de un polvo amorfo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray CsoHgN(Og, cal.: 897, observado: m/z (898 M+H).

98



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2304 128 T3

Ejemplo 57

Bu-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-B-Ala-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase s6lida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU de DMF como el agente
de acoplamiento y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-$-Ala (186 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mal), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe(240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con anhidrido butirico
en DIPEA 6%/DMF durante 12 horas. La resina se filtré y se lavo sucesivamente con 20 ml cada vez de CH,Cl, (dos
veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se sec6 bajo vacio, para dar 550 mg de resina Butil-Pentapéptido.

La resina Butil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 w1 dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml de 4cido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracién, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio,
para dar 135 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y eluido con un
gradiente lineal de B 10-60% (buffer A: TFA 0,1%/H,0, buffer B: TFA 0,1%/CH;CN)en 60 min., indice de flujo 8
ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 55 mg (32%) de un polvo amorfo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray C,sHgN;Og, cal.: 848, observado: m/z (850 M+H).

Ejemplo 58

Bu-Carbamoil-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-3-Ala-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU de DMF como el agente de
acoplamiento y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
Fmoc-g-Ala (186 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
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y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con n-butil isocianato
(5 equiv.) en DIPEA 6%/DMF durante 12 horas. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 550 mg de resina Butil-
carbamoil-Pentapéptido.

La resina Butil-carbamoil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml de
acido trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separ6 por filtracién, se lavé con ~2 ml
TFA vy los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de
éter. El residuo se lavo con dos o tres volumenes de Et,O y se centrifugd nuevamente, y el producto crudo se sec6 bajo
vacio, para dar 135 mg de un sé6lido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y eluido con un
gradiente lineal de B 10-60% (tamp6n A: TFA 0,1%/H,0, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN)en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 55 mg (31%) de un polvo amorfo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray C,;Hg;N,; O, cal.: 878, observado: m/z (879 M+H).

Ejemplo 59

Fenilacetil-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-3-Ala-NH,

asak % -

\

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU de DMF como el agente
de acoplamiento y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc--Ala (186 mg, 0,6 mal) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con dcido fenilacético (82
mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol) en DMF. La resina se filtré y se lavo sucesivamente con 20 ml cada vez
de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se sec bajo vacio, para dar 550 mg de resina
fenilacetil-Pentapéptido.

La resina fenilacetil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml de dcido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decantd la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugd nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio,
para dar 129 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluyé con un
gradiente lineal de B 10-60% (tamp6n A: TFA 0,1%/H,0, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN)en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 49 mg (27%) de un polvo amorfo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray Cs,HgN(Og, cal.: 897, observado: m/z (898 M+H).
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Ejemplo 60

Bu-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-2-Aba-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU de DMF como el agente de
acoplamiento y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
Fmoc-2-Aba (215 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se tratd con 1 ml de anhidrido
butirico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 610 mg de resina Butil-
Pentapéptido.

La resina Butil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml de acido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se sec6 bajo vacio,
para dar 140 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y eluido con un
gradiente lineal de B 10-60% (buffer A: TFA 0,1%/H,0, buffer B: TFA 0,1%/CH;CN)en 60 min., indice de flujo 8
ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 47 mg (26%) de un polvo amorfo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray CsoHgN,(Og, cal.: 897, observado: m/z (898 M+H).

Ejemplo 61

Bu-carbamoil-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-2-Aba-NH,
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La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU de DMF como el agente de
acoplamiento y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
Fmoc-2-Aba (215 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
transportd a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con n-butil isocianato (5
equiv.) en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtr6 y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 610 mg de resina butil-
carbamoil-Pentapéptido.

La resina Butil-carbamoil-Pentapéptido se trat6 con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml de
cido trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separd por filtracién, se lavé con ~2 ml
TFA y los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa de
éter. El residuo se lavo con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugd nuevamente, y el producto crudo se secé bajo
vacio, para dar 152 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con un
gradiente lineal de B 10-60% (tamp6n A: TFA 0,1%/H,0, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN)en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por analisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 55 mg (30%) de un polvo amorfo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray Cs;Hg;N,; O, cal.: 926, observado: m/z (927 M+H).

Ejemplo 62

Fenilacetil-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-2-Aba-NH,

3 0
)1@

N 4[\

) /- ] Q 8/

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU de DMF como el agente de
acoplamiento y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
Fmoc-2-Aba (215 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con dcido fenilacético (82
mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol) en DMF. La resina se filtré y se lavd sucesivamente con 20 ml cada vez
de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 615 mg de resina
fenilacetil-Pentapéptido.

La resina fenilacetil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml de 4cido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separ6 por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se sec6 bajo vacio,
para dar 142 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con
un gradiente lineal de B 10-60% (buffer A: TFA 0,1%/H,0, buffer B: TFA 0,1%/CH;CN)en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 53 mg (29%) de un polvo amorfo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray Cs;HgN(Og, cal.: 945, observado: m/z (955 M+H).
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Ejemplo 63

Bu-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-2-Amb-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU de DMF como el agente de
acoplamiento y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
Fmoc-3-Amb (230 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se tratd con 1 ml de anhidrido
butirico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 590 mg de resina butil-
Pentapéptido.

La resina butil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 w1 anisol y 4 ml de acido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio,
para dar 140 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y eluido con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampoén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para rendir 50 mg (27%) de un polvo amorfo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray Cs;HsN,(Og, cal.: 911, observado: m/z (912 M+H).

Ejemplo 64

Bu-carbamoil-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-3-Amb-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU de DMF como el agente de
acoplamiento y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
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Fmoc-3-Amb (230 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con n-butil isocianato (5
equiv.) en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavd sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se sec6 bajo vacio, para dar 600 mg de resina butil-
carbamoil-Pentapéptido.

La resina butil-carbamoil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml de
acido trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separ6 por filtracién, se lavé con ~2 ml
TFA y los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa de
éter. El residuo se lavo con dos o tres volumenes de Et,O y se centrifugd nuevamente, y el producto crudo se sec6 bajo
vacio, para dar 143 mg de un sé6lido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con
un gradiente lineal de B 10-60% buffer A: TFA 0,1%/H,0, buffer B: TFA 0,1%/CH;CN)en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para rendir 53 mg (28%) de un polvo amorfo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray Cs,HgsN,; O, cal.: 940, observado: m/z (941 M+H).

Ejemplo 65

Fenilacetil-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-3-Amb-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU de DMF como el agente de
acoplamiento y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
Fmoc-3-Amb (230 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con dcido fenilacético (82
mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol) en DMF. La resina se filtré y se lavd sucesivamente con 20 ml cada vez
de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 580 mg de resina
fenilacetil-Pentapéptido.

La resina fenilacetil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml de 4cido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separ6 por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugd nuevamente, y el producto crudo se secd bajo vacio,
para dar 135 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y eluido con un
gradiente lineal de B 10-60% (buffer A: TFA 0,1%/H,0, buffer B: TFA 0,1%/CH;CN)en 60 min., indice de flujo 8
ml/min, detecciéon 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para rendir 49 mg (26%) de un polvo amorfo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray CssHg,N;oOg, cal.: 959, observado: m/z (960 M+H).
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Ejemplo 66

Bu-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-4-Amb-NH,

(

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU de DMF como el agente de
acoplamiento y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
Fmoc-4-Amb (230 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se tratd con 1 ml de anhidrido
butirico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 615 mg de resina butil-
Pentapéptido.

La resina butil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 w1 anisol y 4 ml de adcido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio,
para dar 153 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluyd con un
gradiente lineal de B 10-60% (tamp6n A: TFA 0,1%/H,0, tampé6n B: TFA 0,1%/CH;CN)en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 55 mg (30%) de un polvo amorfo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray Cs;HsN,(Og, cal.: 911, observado: m/z (912 M+H).

Ejemplo 67

Fenilacetil-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-4-Amb-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU de DMF como el agente de
acoplamiento y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
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Fmoc-4-Amb (230 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con dcido fenilacético (82
mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol) en DMF. La resina se filtré y se lavd sucesivamente con 20 ml cada vez
de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se sec bajo vacio, para dar 585 mg de resina
fenilacetil-Pentapéptido.

La resina fenilacetil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml de 4cido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracién, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio,
para dar 142 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con un
gradiente lineal de B 10-60% (tamp6n A: TFA 0,1%/H,0, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN)en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccion 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 47 mg (26%) de un polvo amorfo blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR-Electrospray CssHgN(Og, cal.: 959, observado: m/z (960 M+H).

Ejemplo 68

Bu-Apc-(D)Phe-Arg-(2)Nal-Ala-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente de
acoplamiento, y DOPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
Fmoc-Ala (187 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(2)Nal (265 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Aeg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y TBTU (226 mg. 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol) y
TBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226, 0,6 mmol). La resina peptidica se condujo
a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se trat con 1 ml de anhidrido butirico en
DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. la resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de CH,Cl, (dos
veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se sec6 bajo vacio, para dar 610 mg de resina se sec6 bajo vacio,
para dar 610 mg de resina Butil-Pentapéptido.

La resina butil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml 4cido trifluo-
roacético a temperatura ambiente, durante 180 min. la resina se separd por filtracién, se lavé con ~2 ml TFA y los
filtrados se precipitaron con éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decantd la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se sec6 bajo vacio,
para dar 149 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y eluido con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para rendir 57 mg (33%) de un polco amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- LR-Electrospray C,sHg NoOgcal: 860, observado: m/z (861 M + H).
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Ejemplo 69

Bu-Apc-(D)Phe-Arg-(2)Nal-berta-Ala-NH,

N M
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La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente de
acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uni con
Fmoc-berta-Ala (187 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(2)Nal (265 mg, 0,06 mmol) y HBTU (226
mg, 0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y YBTU (226 mg, 0,6 mmol(. La resina peptidica se
transport6 a los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de anhidrico butirico en
DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de CH,Cl, (dos
veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se sec bajo vacio, para dar 605 mg de resina Butil-Pentapéptido.

La resina butil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml 4cido trifluo-
roacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y los
filtrados se precipitaron con éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decantd la capa de éter. El
residuo se lavo con dos o tres volimenes de ET,0 y se centrifugd nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio,
para dar 142 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5x20 cm) y se eluy6 con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccion 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 54 mg (32%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray C,3Hg NoOgcal: 860, observado: m/z (861 M + H).

Ejemplo 70

Bu-Apc-(D)Phe-Arg-(2)Nal-3-Amb-NH,

z
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La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se sometio a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente de
acoplamiento y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
Fmoc-3-Amb (230 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(2)Nal (265 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de anhidrido
butirico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces, isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secd bajo vacio para dar 550 mg de resina Butil
Pentapéptido.

ON \\
? \

107



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2304 128 T3

La resina butil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 pl dimetilsulfuro, 120 ul anisol y 4 ml 4cido tri-
fluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separd por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugo nuevamente, y el producto crudo se sec6 bajo vacio,
para dar 125 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluyé con un
gradiente lineal de B 10-60% (tamp6n A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 44 mg (27%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray Cs;Hg;NogOg cal: 922, observado: m/z (923 M + H).

Ejemplo 71
Bu-Apc-(D)Phe-Arg-(2)Nal-2-Aba-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente de
acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
Fmoc-2-Aba (215 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(2)Nal (265 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBYU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se tratd con 1 ml de anhidrido
butirico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 510 mg de resina Butil-
Pentapéptido.

La resina butil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml 4cido tri-
fluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio,
para dar 114 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 36 mg (20%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray Cs,Hg NyOg cal: 908, observado: m/z (909 M + H).

108



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2304 128 T3

Ejemplo 72
Bu-Apc-(D)Phe-Arg-(2)Nal-4-Amb-NH,
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La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente de
acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
Fmoc-4-Amb (230 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(2)Nal (265 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc) (400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se tratd con 1 ml de anhidrido
butirico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtr6 y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 620 mg de resina Butil
Pentapéptido.

La resina butil-Pentapéptido se traté con 40 ul etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml 4cido tri-
fluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separd por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se sec6 bajo vacio,
para dar 139 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 56 mg (31%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray Cs;Hg;NogOg cal: 922, observado: m/z (923 M + H).

Ejemplo 73

Penta-Apc-(D)Phe-acilguanidina-Trp-Gly-NH,
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La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente de
acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6
mmol), Fmoc-Glu(alilo)(250 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol) y HBTU
(226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se condujo a
través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de anhidrido valérico en
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DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de CH,Cl, (dos
veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar resina Pentil-Pentapéptido.

El grupo protector de alilo se separ6 usando PdCl,/Trifenilfosfina/hidruro de tributilestafio bajo Argén en DMF.
La guanidinilacién se obtuvo usando Boc-Guanidina. HCI (100 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol).

La resina Pentil-Pentapéptido se trat6 con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml 4cido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se sec6 bajo vacio,
para dar 140 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampoén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 30 mg (15%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray C,;sHssN,O, cal: 977, observado: m/z (978 M + H).

Ejemplo 74

Bu-Apc-(D)Phe-FenilhomoArg-Trp-Gly-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase s6lida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente de
acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6
mmol), Fmoc-Fenil homoArq(295 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de anhidrido
butirico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se sec6 bajo vacio, para dar 570 mg resina Butil-
Pentapéptido.

La resina Butil-Pentapéptido se traté con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml 4cido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavo con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugd nuevamente, y el producto crudo se secd bajo vacio,
para dar 140 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,0, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 54 mg (30%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray Cs,Hg,N;gOg cal: 925, observado: m/z (926 M + H).
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Ejemplo 75

Penta-Apc-(D)Phe-Cit-Trp-Gly-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente de
acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6
mmol), Fmoc-Cit(240 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226
mg, 0,6 mmol), Fmoc-Apc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se condujo a través
de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de anhidrido valérico en DIPEA
6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de CH,Cl, (dos veces),
isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 590 mg de resina Pentil-Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se tratd con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml 4cido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracién, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio,
para dar 152 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,0, tamp6n B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por analisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 65 mg (38%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray C,;sHssNoO, cal: 850, observado: m/z (851 M + H).

Ejemplo 76

Penta-Adpc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,
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La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase s6lida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg(Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol) y
HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Adpc (320 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se tratd con 1 ml de anhidrido
valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 610 mg de resina Pentil-
Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul, dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml 4cido trifluoroacético a
temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separ6 por filtracion, se lavo con ~2 ml TFA vy los filtrados se
precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa de éter. El residuo se lavo
con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio, para dar 142
mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluyé con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 47 mg (26%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray Cs;HgyNoOg cal: 925, observado: m/z (926 M + H).

Ejemplo 77

Penta-Ape-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,(pico 1)

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg(Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Ape (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
transportd a los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se trat6 con 1 ml de anhidrido valérico en
DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de CH,Cl, (dos
veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se sec6 bajo vacio, para dar 610 mg de resina Pentil-Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se tratd con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml 4cido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separ6 por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugd nuevamente, y el producto crudo se secd bajo vacio,
para dar 140 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con
un gradiente lineal de B 10-60% (tampé6n A: TFA 0,1%/H,0, tamp6n B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de
flujo 8 ml/min, deteccién 280 nm. El primer pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones
recolectadas, reunido y liofilizado, para dar 25 mg (15%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo
por HPLC. LR- Electrospray CysHssN;oOg cal: 847, observado: m/z (948 M + H).
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Ejemplo 78

Penta-Ape-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,(pico 2)

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Ape (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
transport6 a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de anhidrido
valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 610 mg de resina Pentil-
Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml 4acido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio,
para dar 140 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con
un gradiente lineal de B 10-60% (tamp6n A: TFA 0,1%/H,0, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de
flujo 8 ml/min, deteccion 280 nm. El segundo pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones
recolectadas, reunido y liofilizado, para dar 22 mg (14%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo
por HPLC. LR- Electrospray CysHssNoOg cal: 847, observado: m/z (948 M + H).

Ejemplo 79

Penta-Abc(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,

113



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2304 128 T3

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase s6lida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Abc (270 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se tratd con 1 ml de anhidrido
valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 580 mg de resina Pentil-
Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml acido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugd nuevamente, y el producto crudo se secd bajo vacio,
para dar 155 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por analisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 61 mg (36%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray C,4Hg4N7Oq cal: 829, observado: m/z (830 M + H).

Ejemplo 80

Penta-Achc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol) y
HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Achc (278 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de anhidrido
valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se sec6 bajo vacio, para dar 580 mg de resina Pentil-
Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml 4cido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracién, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se sec6 bajo vacio,
para dar 145 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluyé con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampoén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 65 mg (38%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray C,;sHgsNoOg cal: 855, observado: m/z (856 M + H).
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Ejemplo 81

Preparacion de Bu-Atc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,

A\
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La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase s6lida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol) y
HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D,L)Atc (252 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica
se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de anhidrido
butirico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 550 mg de resina Bu-
Pentapéptido.

La resina Bu-Pentapéptido se trat6 con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml 4cido tri-
fluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separd por filtracién, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa de éter. El

residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio,
para dar 110 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluyé con
un gradiente lineal de B 10-60% (tamp6n A: TFA 0,1%/H,0, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de
flujo 8 ml/min, deteccion 280 nm. El segundo pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones
recolectadas, reunido y liofilizado, para dar 42 mg (26%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo
por HPLC. LR- Electrospray Cy4;Hs,NoOg cal: 807, observado: m/z (808 M + H).

Ejemplo 82

Penta-5-Br(D,L) Atc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,

Br

Y

/\/\( ~ /NO
o | _
Y
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La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase s6lida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-5-Br-(D,L)Atc (310 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina
peptidica se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de
anhidrido valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtr6 y se lavé sucesivamente con 20 ml
cada vez de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se seco bajo vacio, para dar 600 mg de
resina Pentil Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml acido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugd nuevamente, y el producto crudo se secd bajo vacio,
para dar 135 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluyé con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por analisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 45 mg (25%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray C,4HssN,,O4Br,cal: 900, observado: m/z (901 M + H).

Ejemplo 83

Penta-5-Br-Atc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH, (pico 1)

NYN
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La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D,L)5-BrAtc (310 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina
peptidica se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se trat6 con 1 ml de
anhidrido valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtr6 y se lavé sucesivamente con 20 ml
cada vez de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 590 mg de
resina Pentil Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml 4cido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separ6 por filtracién, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se sec6 bajo vacio,
para dar 130 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con
un gradiente lineal de B 10-60% (tamp6n A: TFA 0,1%/H,0, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de
flujo 8 ml/min, deteccién 280 nm. El primer pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones
recolectadas, reunido y liofilizado, para dar 40 mg (22%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo
por HPLC. LR- Electrospray Cy4HssN;(O¢Br,cal: 900, observado: m/z (901 M + H).
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Ejemplo 84

Penta-5-Br-Atc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH, (pico 2)

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase s6lida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D,L)-5-BrAtc (310 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina
peptidica se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de
anhidrido valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtr6 y se lavé sucesivamente con 20 ml
cada vez de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se seco bajo vacio, para dar 580 mg de
resina Pentil-Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml dcido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se sec6 bajo vacio,
para dar 145 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluyé con
un gradiente lineal de B 10-60% (tamp6n A: TFA 0,1%/H,0, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de
flujo 8 ml/min, deteccidon 280 nm. El segundo pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones
recolectadas, reunido y liofilizado, para dar 55 mg (30%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo
por HPLC. LR- Electrospray C4,HssN;(O¢Br,cal: 900, observado: m/z (901 M + H).

Ejemplo 85

Penta-5-Cl-(D,L)Atc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,
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La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase s6lida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol) y
HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-5-CIAtc (290 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se tratd con 1 ml de anhidrido
valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 620 mg de resina Pentil-
Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml acido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugd nuevamente, y el producto crudo se secd bajo vacio,
para dar 150 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por analisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 48 mg (28%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray C,4HssN,Oq cal: 855, observado: m/z (856 M + H).

Ejemplo 86

Penta-5-Me-(D,L)Atc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,

N
/V\'O

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-5-MeO(D,L)Atc (300 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina
peptidica se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de
anhidrido valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtr6 y se lavé sucesivamente con 20 ml
cada vez de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se sec6 bajo vacio, para dar 610 mg de
resina Pentil-Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml 4cido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separ6 por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decantd la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio,
para dar 155 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluyé con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 46 mg (27%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray C,sHssN,O, cal: 851, observado: m/z (852 M + H).
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Ejemplo 87

Penta-5-Et-(D,L)Atc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,

/\\/\”/ O - g:/\\ 1

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase s6lida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-5-EtO(D,L)Atc (310 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina
peptidica se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de
anhidrido valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtr6 y se lavé sucesivamente con 20 ml
cada vez de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se sec6 bajo vacio, para dar 594 mg de
resina Pentil-Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml acido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico muy frio. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio,
para dar 145 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 41 mg (24%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray C,sHgN,oO; cal: 865, observado: m/z (866 M + H).

Ejemplo 88

Penta-5-iPr-(D,L)Atc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,
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La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase s6lida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-5-iPrO(D,L)Atc (310 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina
peptidica se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de
anhidrido valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtr6 y se lavé sucesivamente con 20 ml
cada vez de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se seco bajo vacio, para dar 580 mg de
resina Pentil-Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml acido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugd nuevamente, y el producto crudo se secd bajo vacio,
para dar 142 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluyé con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por analisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 43 mg (25%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray C,;Hg,N,,O; cal: 879, observado: m/z (880 M + H).

Ejemplo 89

Penta-5-Me-(D,L)Atc(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,
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La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-5-Me(D,L)Atc (290 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina
peptidica se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se trat6 con 1 ml de
anhidrido valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtr6 y se lavé sucesivamente con 20 ml
cada vez de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 610 mg de
resina Pentil-Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se trat6 con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml 4cido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separ6 por filtracién, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriados. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se sec6 bajo vacio,
para dar 143 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluyé con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 40 mg (24%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray C,;sHssNoOg cal: 835, observado: m/z (836 M + H).
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Ejemplo 90

Penta-5-Et-(D,L)Atc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase s6lida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-5-Et(D,L)Atc (285 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina
peptidica se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de
anhidrido valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtr6 y se lavé sucesivamente con 20 ml
cada vez de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se sec6 bajo vacio, para dar 620 mg de
resina Pentil-Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml dcido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se sec6 bajo vacio,
para dar 154 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluyé con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampoén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 53 mg (31%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray C,;sHgNoOg cal: 849, observado: m/z (850 M + H).

Ejemplo 91

Penta-5-iPr-(D,L)Atc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,

O
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La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase s6lida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-5-iPr(D,L)Atc (300 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina
peptidica se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de
anhidrido valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtr6 y se lavé sucesivamente con 20 ml
cada vez de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se seco bajo vacio, para dar 600 mg de
resina Pentil-Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml acido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugd nuevamente, y el producto crudo se secd bajo vacio,
para dar 149 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluyé con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por analisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 47 mg (27%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray C,;Hg,N(Oq cal: 863, observado: m/z (864 M + H).

Ejemplo 92

Penta-5-DmaAtc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH, (pico 1)

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-5-Dma(D,L)Atc (300 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina
peptidica se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de
anhidrido valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtr6 y se lavé sucesivamente con 20 ml
cada vez de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se sec6 bajo vacio, para dar 610 mg de
resina Pentil-Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se trat6 con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml 4cido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decant la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se sec6 bajo vacio,
para dar 149 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con
un gradiente lineal de B 10-60% (tamp6n A: TFA 0,1%/H,0, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de
flujo 8 ml/min, deteccién 280 nm. El primer pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones
recolectadas, reunido y liofilizado, para dar 22 mg (13%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo
por HPLC. LR- Electrospray CysHg; N, O¢ cal: 864, observado: m/z (865 M + H).
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Ejemplo 93

Penta-5-DmaAtc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH, (pico 2)
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La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-5-Dma(D,L)Atc (300 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina
peptidica se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de
anhidrido valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtr6 y se lavé sucesivamente con 20 ml
cada vez de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se sec6 bajo vacio, para dar 610 mg de
resina Pentil-Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml dcido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se sec6 bajo vacio,
para dar 149 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluyé con
un gradiente lineal de B 10-60% (tamp6n A: TFA 0,1%/H,0, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de
flujo 8 ml/min, deteccion 280 nm. El segundo pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones
recolectadas, reunido y liofilizado, para dar 27 mg (16%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo
por HPLC. LR- Electrospray CysHg N, O¢ cal: 864, observado: m/z (865 M + H).

Ejemplo 94

Bu-(D,L)5-BrAtc-(D)Phe-Arg-Trp-2-Aba-NH,
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La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente de
acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
Fmoc-2-Aba (215 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D,L)5-BrAtc (310 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina
peptidica se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de
anhidrido butirico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml
cada vez de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se seco bajo vacio, para dar 600 mg de
resina butil-Pentapéptido.

La resina butil-Pentapéptido se trat6 con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 w1 anisol, y 4 ml acido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugd nuevamente, y el producto crudo se secd bajo vacio,
para dar 141 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluyé con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por analisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 35 mg (19%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray C,sHssN,,O4Br,cal: 948, observado: m/z (949 M + H).

Ejemplo 95

Bu-carbamoil-(D,L)-5-BrAtc-(D)Phe-Arg-Trp-2-Aba-NH,
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La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente de
acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
Fmoc-2-Aba (215 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D,L)-5-BrAtc (310 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina
peptidica se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con n-butil
isocianato (5 eq.) en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 12 horas. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada
vez de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se sec6 bajo vacio, para dar 620 mg de resina
butil carbamoil-Pentapéptido.

N N

—

La resina butil carbamoil-Pentapéptido se trat6 con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 pl anisol, y 4 ml
acido trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracién, se lavé con ~2 ml
TFA vy los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de
éter. El residuo se lavo con dos o tres volumenes de Et,O y se centrifugd nuevamente, y el producto crudo se sec6 bajo
vacio, para dar 153 mg de un sé6lido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluyé con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampoén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 41 mg (21%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray C,9HssN;;O4Br,cal: 977, observado: m/z (978 M + H).
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Ejemplo 96

Fenilacetil-(D,L)-5-BrAtc-(D)Phe-Arg-Trp-2-Aba-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente de
acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
Fmoc-2-Aba (215 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D,L)-5-BrAtc (310 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina
peptidica se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con dcido
fenilacético, HBTU en DMF. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de CH,Cl, (dos veces),
isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 610 mg de resina Fenilacetil Pentapéptido.

La resina fenilacetil Pentapéptido se traté con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml 4cido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracién, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio,
para dar 148 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,0, tamp6n B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 38 mg (19%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray Cs,HssN;(O4Br,cal: 996, observado: m/z (997 M + H).

Ejemplo 97

Penta-(D,L)-5-BrAtc-(D)Phe-Arg-(2)Nal-Gly-NH,
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La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente de
acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(2)Nal (265 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D,L)-5-BrAtc (310 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina
peptidica se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de
anhidrico valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml
cada vez de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se seco bajo vacio, para dar 620 mg de
resina Pentil-Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml acido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugd nuevamente, y el producto crudo se secd bajo vacio,
para dar 162 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluyé con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por analisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 60 mg (33%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray C,;sHssNoOgBr,cal: 911, observado: m/z (912 M + H).

Ejemplo 98

3-carboxilpropanoil-(D,L)-5-BrAtc-(D)Phe-Arg-(2)Nal-Gly-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente de
acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(2)Nal (265 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D,L)-5-BrAtc (310 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina
peptidica se transportd a los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 4cido succinico,
HBTU en DMF. La resina se filtr6 y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y
CH,CI, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 610 mg de resina 3-carboxilpropanoil- Pentapéptido.

La resina 3-carboxilpropanoil-Pentapéptido se traté con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4
ml 4cido trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2
ml TFA vy los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa
de éter. El residuo se lavo con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugd nuevamente, y el producto crudo se secéd
bajo vacio, para dar 158 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,0, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por analisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 55 mg (30%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray C,sHs,NgOgBr,cal: 927, observado: m/z (928 M + H).
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Ejemplo 99

Fenilacetil-(D,L)-5-BrAtc(D)Phe-Arg-(2)Nal-Gly-NH,

N Y,N
N
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La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase s6lida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(2)Nal (265 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226
mg, 0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6
mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D,L)-5-BrAtc (310 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La
resina peptidica se transporté a los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se tratd con dcido
fenil acético, HBTU en DMF. La resina se filtr6 y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de CH,Cl, (dos veces),
isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 600 mg de resina fenilacetil-Pentapéptido.

La resina fenilacetil-Pentapéptido se traté con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml 4cido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracién, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio,
para dar 161 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,0, tamp6n B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 58 mg (30%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray C,;9Hs4NoOgBr, cal: 945, observado: m/z (946 M + H).

Ejemplo 100

Bu-(D,L)-5-BrAtc-(D)Phe-Arg-(2)Nal-2-Aba-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente de
acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
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Fmoc-2-Aba (215 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(2)-Nal (265 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol)
y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D,L)-5-BrAtc (310 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina
peptidica se transporté a los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml anhidrido
butirico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez
de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 590 de resina butil-
Pentapéptido.

La resina butil-Pentapéptido se traté con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 wl anisol, y 4 ml 4cido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracién, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio,
para dar 140 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampoén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 30 mg (16%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray CsoHssNoOgBr,cal: 959, observado: m/z (960 M + H).

Ejemplo 101

Penta-Appc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,

b

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol) y
HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Appc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con un 1 ml de anhidrido
valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtr y se lavo sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 620 mg de resina Pentil-
Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se tratd con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml 4cido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separ6 por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugd nuevamente, y el producto crudo se secd bajo vacio,
para dar 153 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,0, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 65 mg (38%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray C,sHsoN;; O cal: 850, observado: m/z (851 M + H).
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Ejemplo 102

Penta-Appc-(D)Phe-Arg-(2)Nal-Gly-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando el
protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente de
acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno con
Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(2)Nal (265 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol) y
HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Appc (275 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica se
condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de anhidrido
valérico en DIPEA 6%/CH,CL,, durante 30 minutos. La resina se filtr6 y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez
de CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 610 mg de resina
Pentil-Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml 4cido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracién, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugd nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio,
para dar 145 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,0, tampé6n B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por analisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 55 mg (32%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray C,;H¢N;(Oq cal: 861, observado: m/z (862 M + H).

Ejemplo 103

Penta-2-MeAppc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,

AT N
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La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase s6lida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol) y
HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-2-MeAppc (285 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica
se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de anhidrido
valérico en DIPEA 6%/CH,Cl,, durante 30 minutos. La resina se filtr6 y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 580 mg de resina Pentil-
Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml acido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugd nuevamente, y el producto crudo se secd bajo vacio,
para dar 145 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluyé con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por analisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 59 mg (35%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray C,sHg N, O cal: 864, observado: m/z (865 M + H).

Ejemplo 104

Penta-2-iPrAppc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,

NTN
\A/‘I\NE%(])/N LN/ O(

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol) y
HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-2-iPrAppc (295 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica
se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de anhidrido
valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se sec6 bajo vacio, para dar 600 mg de resina Pentil-
Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se trat6 con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml 4cido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se sec6 bajo vacio,
para dar 147 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluyé con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 49 mg (27%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray C,sHgsN;;Og,cal: 892, observado: m/z (893 M + H).
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Ejemplo 105

Penta-3-MeAppc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase s6lida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol) y
HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-3-MeAppc (285 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica
se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de anhidrido
valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtr6 y se lavo sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se sec bajo vacio, para dar 595 mg de resina Pentil-
Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se tratd con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml 4cido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracién, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugd nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio,
para dar 140 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,0, tamp6n B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por analisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 55 mg (32%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray C,sHg Ny Og,cal: 864, observado: m/z (865 M + H).

Ejemplo 106

Penta-3-MeOAppc-(D)Phe-Trp-Gly-NH,

N N

\
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La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase s6lida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol) y
HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-3-MeOAppc (290 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica
se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de anhidrido
valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 600 mg de resina Pentil-
Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml acido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugd nuevamente, y el producto crudo se secd bajo vacio,
para dar 154 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluyé con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por analisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 50 mg (29%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray C,sHg N, O;,cal: 880, observado: m/z (881 M + H).

Ejemplo 107

Penta-4-MeAppc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,

RS N§ AN
‘ S N
N

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase sélida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol) y
HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-4-MeAppc (285 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica
se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de anhidrido
valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 600 mg de resina Pentil-
Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml 4cido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separ6 por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugé nuevamente, y el producto crudo se sec6 bajo vacio,
para dar 150 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluyé con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por andlisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 57 mg (33%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray C,;sHg N, Og,cal: 864, observado: m/z (865 M + H).

132



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2304 128 T3

Ejemplo 108

Penta-4-CIAppc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,

cl
e
U N NiT/N
=
N
M.

La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase s6lida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol) y
HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-4-CIAppc (290 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica
se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de anhidrido
valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtr y se lavo sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 580 mg de resina Pentil-
Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml 4cido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracién, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decant6 la capa de éter. El

residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugd nuevamente, y el producto crudo se secé bajo vacio,
para dar 140 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluy6 con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,0, tamp6n B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por analisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 49 mg (28%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray C,sHssN;;Og,Cl,cal: 884, observado: m/z (885 M + H).

Ejemplo 109

Penta-4-PhOAppc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,

g
o N

AN N N
3
© T
N

0] O
\/“ N /“\ N y - M
~ ~N ~ M ﬁl/ ~T T

o LA\ 0
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La resina Fmoc-Conector-BHA (360 mg, 0,2 mmol) del Ejemplo 29 se someti6 a sintesis de fase s6lida, usando
el protocolo 1 descrito anteriormente. Todos los acoplamientos se efectuaron usando HBTU en DMF como el agente
de acoplamiento, y DIPEA (3 equiv.) como base. Se efectuaron cinco ciclos de acoplamiento, de un ciclo cada uno
con Fmoc-Gly (180 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-Trp (260 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg,
0,6 mmol), Fmoc-Arg (Pmc)(400 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-(D)Phe (240 mg, 0,6 mmol) y
HBTU (226 mg, 0,6 mmol), Fmoc-4-PhOAppc (325 mg, 0,6 mmol) y HBTU (226 mg, 0,6 mmol). La resina peptidica
se condujo a través de los pasos 1-5 del protocolo 1, se lavé con CH,Cl, (tres veces) y se traté con 1 ml de anhidrido
valérico en DIPEA 6%/CH,Cl, durante 30 minutos. La resina se filtré y se lavé sucesivamente con 20 ml cada vez de
CH,Cl, (dos veces), isopropanol y CH,Cl, (tres veces). La resina se secé bajo vacio, para dar 610 mg de resina Pentil-
Pentapéptido.

La resina Pentil-Pentapéptido se traté con 40 ul, etanoditiol, 40 ul dimetilsulfuro, 120 ul anisol, y 4 ml acido
trifluoroacético a temperatura ambiente, durante 180 min. La resina se separé por filtracion, se lavé con ~2 ml TFA y
los filtrados se precipitaron en éter etilico enfriado. Los precipitados se centrifugaron y se decanté la capa de éter. El
residuo se lavé con dos o tres volimenes de Et,O y se centrifugd nuevamente, y el producto crudo se secd bajo vacio,
para dar 143 mg de un sélido blanquecino.

Este material crudo se purificé por HPLC preparativa, en una columna Vydac C18 (2,5 x 20 cm) y se eluyé con un
gradiente lineal de B 10-60% (tampén A: TFA 0,1%/H,O, tampén B: TFA 0,1%/CH;CN) en 60 min., indice de flujo
8 ml/min, deteccién 280 nm. El pico principal fue cortado por analisis de HPLC analitico de fracciones recolectadas,
reunido y liofilizado, para dar 41 mg (22%) de un polvo amorfo, blanco. Este compuesto fue homogéneo por HPLC.
LR- Electrospray Cs;Hg; Ny, O;,cal: 942, observado: m/z (943 M + H).

Ejemplo de actividad biolégica
Ejemplo A
Ensayo Agonista

Meétodo

Descripcion: se transfectaron células 293 (ATCC CRL-1573) con construcciones de ADN que comprendian ya
sea el ADN de receptor MC-4, o el ADN de receptor MC-1, y se desarrollaron en placas de 96 pocillos. El ADN
codificador de MC-4 y MC-1 y las correspondientes secuencias proteicas son conocidas en el arte, y se describen,
por ejemplo, en Cone y otros, Rec. Prog. Hormone Res. (1996) 51: 287-318. las células fueron estimuladas ya sea
con NDP-aMSH 100 nM, o con compuestos de rastreo. Se extrajo APM ciclica de las células y se determinaron las
concentraciones usando un ensayo Biotrak-cAMP SPA. Los agonistas se identificaron con aquellos compuestos que
causan un incremento en AMPc.

Cultivo de células: las células 293MC4 (obtenidas como se describe anteriormente) se cultivaron en recipientes de
75 ¢cm? en D.MEM suplementado con FCS al 10% y 500 pg/ml G418. Las células fueron tripsinadas y divididas 1:3
en placas de cultivo de tejido tratadas, de base plana, de 96 recipientes. Las células se estimularon a confluencia (dia
2-4).

Respuesta de AMPc: los compuestos diluidos en forma serial en DMSO al 100% se diluyeron adicionalmente
1:200 (2,5 w dilucién de compuesto + 500 ul medio) en D-MEM que contenia FBS al 10% e IBMX 0,1 mM. Para
células no estimuladas, se agregé 2,5 ul de DMSO a 500 ul de medio. Para células estimuladas con NDP-aMSH, se
agreg6 2,5 ul de NDP-eMSH 20 uM en DMSO al 100% a 500 ul de medio (conc. Final 100nM).

La concentracién final de DMSO en todos los recipientes fue 0,5%.
Observacion: cada muestra se hizo por duplicado, en placas separadas.

Medio cultivo: fue separado de placas de cultivo de 96 pocillos confluentes, y reemplazado con 200 ul de las
diluciones mencionadas anteriormente, en los recipientes apropiados. Las placas se incubaron durante 1 hora a TA. Se
separd el medio, y las placas se lavaron 1x con 200 ul por recipiente de PBS. Se extrajo CAMP por medio de la adicién
de 60 ul de etanol al 70% (almacenado en el refrigerador). Después de un periodo de extraccién de 30 minutos, un
extracto de etanol de 10 ul fue transferido a la placa de ensayo de AMPc, o las muestras se almacenaron a -20°C hasta
que se efectud el ensayo de AMPc.

Ensayo de AMPc: las muestras extraidas y todos los reactivos incluidos en el equipo se llevaron a temperatura
ambiente. A una OptiPlate de 96 recipientes, se agregaron extracto de etanol 10 ul tampén de ensayo 40 ul [1251]
AMPc 50 pl antisuero 50 ul y perlas de SPA 50 ul. El volumen total del recipientes luego de la adicién fue 200 ul. Las
placas se sellaron y se incubaron durante 15-20 horas a temperatura ambiente. El enlace de [1251]AMPc a las perlas
de SPA se determiné contando cada placa durante 2 minutos, en un Packard TopCount™.

Observacioén: cada placa contenia muestras de control para células no estimuladas, y NDP-aMSH para células
estimuladas.
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Ejemplo A

En forma convencional pueden prepararse comprimidos conteniendo los ingredientes siguientes:

Ingredientes

Compuesto de férmula I
Lactosa

Almiddén de maiz

Talco

Estearato de magnesio

Ejemplo B

Por comprimido

10,0 - 100,0 mg
125,0 mg
75,0 mg
4,0 mg

10 mg

En forma convencional pueden prepararse cdpsulas conteniendo los ingredientes siguientes:

Ingredientes

Compuesto de férmula I
Lactosa
Almidédn de maiz

Talco

Ejemplo C
Soluciones de inyeccidn pueden tener la composicion siguiente:
Compuesto de fdérmula I
Gelatina
Fenol

Agua para soluciones de inyeccién

135

Por capsula

25,0 mg
150,0 mg
20,0 mg

5,0 mg

30 mg
150,0 mg
4,77 mg

hasta 2,0 ml
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto que comprende la siguiente estructura (S1):
5
7
R 8
10 O R
5 T ‘
R'—(NH)] N\/lL o N\)\N/ LNYS PN,
15 H H \’ E o i '
B H O O
n (st
20
en donde R!, R®, R7, R®, m, n, A y B son como se definen en a) a d), y en donde el compuesto se selecciona entre el
grupo que consiste de
a) un compuesto de la férmula:
25
\
\ / R?
30 o R’
: ' Y
R'— (NH ™~ L : /U — :
(NH) N N/\H/N\‘/ S N T ENH,
35 I'I é I 6 H I[
O R O 9
n
0 NH
2
HN®™ “NH,
45
en donde
m es001;
50 4 es061;

R! es un alquilo lineal o ramificado insustituido que tiene desde 1 a 8 &tomos de carbono; alquilo lineal o ramificado
que tiene desde 1 a 8 4&tomos de carbono monosustituido con fenilo o carboxilo; fenilo no sustituido; o fenilo
monosustituido con fldor, cloro o alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 4 4&tomos de carbono;

55
X es
N
60 \
H Zn
| S
0 N
65 ' Rt =
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en donde R?, R® y R* son independientemente hidrégeno o un alcoxi lineal o ramificado que tiene desde 1 a 4 dtomos
de carbono, en donde cuando R? es alcoxi, R* y son ambos hidrégeno;

R® es hidrégeno, alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 3 carbonos, alcoxi lineal o ramificado que tiene
desde 1 a 3 carbonos, o fenoxi no sustituido;

R'"  es ciclohexilo, cicloheptilo, o un alquilo ramificado que tiene desde 3 a 8 4tomos de carbono;

R® es hidrégeno o metilo;

R?  es
C AR
(1) 0 b
N , = N
H
Y es

I
—CHZ—, CHzCHz—, O —CH_CH3,

y R®  es hidrégeno o metilo; o

CH
CH?_-I e YN
N PAGEE °
C

-

Y es

2

G

| =

y R®  es hidrégeno;

b) un compuesto de la férmula:

N NH
>

R R HNZ SNH, A
R°

137



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2304 128 T3

en donde

m es001;

n es061;

R! es un alquilo lineal o ramificado no sustituido que tiene desde 1 a 8 4tomos de carbono; alquilo lineal o rami-

ficado que tiene desde 1 a 8 dtomos de carbono monosustituido con fenilo o carboxilo; fenilo no sustituido; o
fenilo monosustituido con fldor, cloro o alquilo lineal ramificado que tiene desde 1 a 4 4tomos de carbono;

R?,R?, y R* son independientemente hidrégeno; un alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 4 4tomos de carbono;
hidroxi, un alcoxi lineal o ramificado que tiene desde 1 a 4 4tomos de carbono; o cloro, en donde cuando R? es
alquilo, hidroxi, alcoxi o cloro, R* y R* son ambos hidrégeno;

RS es hidrégeno o metilo;

R? es
C
¢
N
H o
Y es

~CHp-, -CH,CH,-, o -CH-CHj,

y R®  es hidrégeno o metilo; o

Y es
C
AN
CH, X (J‘ 2
6]
G ~Z
y R®  es hidrégeno;
¢) un compuesto de la féormula:

7

R 8
2 R

R‘———~(NH)m/“\N I =1 i ] _l _
e

\ [&]

/___
g
Z
—Z
D
\
\
pzd
|
<
z
N_L.

\

10 NH
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en donde

m es001;

n es061;

R! es un alquilo lineal o ramificado no sustituido que tiene desde 4 a 8 4tomos de carbono; alquilo lineal o rami-

R7

yR®

Y

y R

RIO

ficado que tiene desde 1 a 8 4tomos de carbono monosustituido con fenilo o carboxilo; o fenilo insustituido; o
fenilo monosustituido con fldor, cloro o alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 4 d&tomos de carbono;

es
J/,C\\\\ P
(J — /Q\\‘ \//\,»\ / [ J
</ “/ J (I’ \[ ﬁ ) RSN
N \%// ’ \%’ \////'
H
es

I
-CHp-, CH,CH;-, o —CH-CHj,

es hidrégeno o metilo; o

€S

o, e CHp A
| P _.c . °
C/C\
| P

es hidrégeno

es hidrégeno, halo, alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 3 4tomos de carbono, alcoxi lineal o ramifi-
cado que tiene desde 1 a 3 4tomos de carbono, o NR'?R" en donde R'? y R'® son cada uno independientemente
un alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 3 carbonos, o juntos son -(CH,),- en donde q es 3,4 6 5;

y
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d) un compuesto de la férmula:

O
O
__NH,
Tl s
H
g l
R
"l
en donde
R! es alquilo lineal o ramificado no sustituido que tiene desde 4 a 8 d4tomos de carbono;
R®  es hidrégeno o metilo;
R®  es hidrégeno o metilo;
p es2,3,64yR"es
s C\
0~ “NH
/C “NH
HN 2
opes4yR"es
I\IJH
H,N N
&
N
0 3yR"
pes3y es
TP'!
/ ©
5 / \NHZ
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o
e)
2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, de la férmula:
7
O R Re
" /“\ TR Cf l
——(NH) - N k N - _N=Y O LNH,
H /\[ ’/ 5 N [ ’/
H E s
O R O O
X n
NH
/

HN NH,,

en donde

m es001;

n es001;

R! es un alquilo lineal o ramificado no sustituido que tiene desde 1 a 8 4tomos de carbono; alquilo lineal o rami-
ficado que tiene desde 1 a 8 dtomos de carbono monosustituido con fenilo o carboxilo; fenilo insustituido; o
fenilo monosustituido con fltior, cloro o alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 4 &tomos de carbono;

X es

H N
v l’~{ / ~.
0 ﬂ R?
, - ’ o
R4 R? RI 1 >
R

en donde R? y R? y R* son independientemente hidrégeno o un alcoxi lineal o ramificado que tiene desde 1 a 4 dtomos
de carbono, en donde cuando R? es alcoxi, R? y R* son ambos hidrgeno;
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R’ es hidrégeno, alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 3 carbonos, alcoxi lineal o ramificado que tiene
desde 1 a 3 carbonos, o fenoxi insustituido;

R'"" s ciclohexilo, cicloheptilo, o un alquilo ramificado que tiene desde 3 a 8 dtomos de carbono;
5

R®  es hidrégeno o metilo;

R’ es
10

Ca ™
15 </ I I = R
N~ =, N = ©
H

20

Y es
25 l

-CHy;-, -CHCH;-, o —-CH-CHjs,

30 . .

y R®  es hidrégeno o metilo; o

Y es
35

CH
2 AN 0
\\
CH; | c

40 = = c

CT N
so yR® eshidrégeno.

3. El compuesto de la reivindicacion 2, en donde R® es hidrégeno y R® es hidrégeno.

4. El compuesto de la reivindicacién 2, en donde n es 1.

55
5. El compuesto de la reivindicacién 2, en donde R es
60 C —
¢
N ?
H
65
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6. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, de la férmula:

5
O
10 1 /U\
R (NH); N
H
15
20
4 1
R
25
en donde
m es061;
30 ;
n es0061;
R! es un alquilo lineal o ramificado no sustituido que tiene desde 1 a 8 dtomos de carbono; alquilo lineal o rami-
ficado que tiene desde 1 a 8 d4tomos de carbono monosustituido con fenilo o carboxilo; fenilo insustituido; o
35 fenilo monosustituido con fldor, cloro o alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 4 4tomos de carbono;
R?, R* y R* son independientemente hidrégeno; un alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 4 4tomos de carbono;
hidroxi, un alcoxi lineal o ramificado que tiene desde 1 a 4 dtomos de carbono; o cloro, en donde cuando R? es
alquilo, hidroxi, alcoxi o cloro, R? y R* son ambos hidrégeno;
40
R®  es hidrégeno o metilo;
R’ es
45
C
4 0
50 N
H
55 Y es
|
60 _CHz—, _CH2CH2“, o _CH"CH3,
y R® s hidrégeno o metilo; o
65
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€S

CH

es hidrégeno.

7. El compuesto de la reivindicacion 6, en donde R es

Co 2
/
<N \\)
H

8. El compuesto de la reivindicacién 7, en donde n es 0.

9. El compuesto de la reivindicacién 7, en donde n es 1.

10.
11.
12.
13.

14

15.
16.

17

18.
19.

20.

21.

|
El compuesto de la reivindicacién 9, en donde Y es -CH,-, -CH,CH,-, o —CH~-CH3.

El compuesto de la reivindicacién 10, en donde m es 1.
El compuesto de la reivindicacién 10, en donde m es O.

El compuesto de la reivindicacién 12, en donde R?, R* y R* son hidrégeno.

. El compuesto de la reivindicacién 13, en donde R' es alquilo lineal no sustituido.

El compuesto de la reivindicacion 13, en donde R! es fenilo no sustituido.

El compuesto de la reivindicacién 12, en donde R? es alquilo, hidroxi, alcoxi o cloro.

. El compuesto de la reivindicacién 16, en donde R? es hidroxi o alcoxi.

el compuesto de la reivindicacién 12, en donde R? es alcoxi, R? es hidrégeno y R* es hidrégeno.

El compuesto de la reivindicacién 9, en donde Y es

El compuesto de la reivindicacién 19, en donde m es 1.

El compuesto de la reivindicacién 19, en donde m es O.
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22. El compuesto de la reivindicacién 6, en donde R?, R? y R* son hidrégeno, y R7 es

5 C /\
s
10 23. El compuesto de la reivindicaciéon 22, en donde nes 1 y mes 0.
|
s 24. El compuesto de la reivindicacién 23, en donde Y es -CH,-, -CH,CH,-, o ~CH-CHjs.
25. El compuesto de la reivindicacion 24, en donde R' es un alquilo lineal no sustituido.
26. El compuesto de la reivindicacién 24, en donde R' es fenilo no sustituido; o alquilo sustituido con fenilo o
carboxilo.
20
27. El compuesto de la reivindicacién 23, en donde R! es alquilo inferior no sustituido, e Y es
25
30 28. El compuesto de la reivindicacién 2, de la férmula:
35

40 R1 H N/\”/ \\‘/ N \H/
H :H

O
45 ?

R NH
B
50 H N)\ NH,
R! es un alquilo lineal o ramificado no sustituido que tiene desde 1 a 8 4tomos de carbono;
55 R’ es
G
a
60 g
N
H
65 R! es ciclohexilo, o un alquilo ramificado que tiene desde 3 a 8 atomos de carbono; e
Y es -CH,-.
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29. El compuesto de la reivindicacién 2, de la férmula:

O

1
}9

1 ;
Rt N :\j Ok . /“~Y\ NH
Hfﬁk o v i Jjg o

H
PN
HN NH2 IC
en donde
R! es un alquilo lineal o ramificado no sustituido que tiene desde 1 a 8 dtomos de carbono;
R’ es
</C B TR
~ | )
O -
N L\ P :
Y es
|
"CHz_, —CHzCHZ—, —CH—CH3,
O
Y
R’ es hidrégeno, un alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 3 4tomos de carbono, un alcoxi lineal o ramifi-

cado que tiene desde 1 a 3 dtomos de carbono, fldor, cloro, o fenoxi no sustituido.
30. El compuesto de la reivindicacién 29, en donde R es hidrégeno.
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31. El compuesto de la reivindicacién 29, en donde R® es un alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 3
atomos de carbono.

32. El compuesto de la reivindicacién 29, en donde R’ es un alcoxi lineal o ramificado que tiene desde 1 a 3 dtomos
5 de carbono, o fenoxi no sustituido.

33. El compuesto de la reivindicacién 29, en donde R’ es cloro.

34. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, de la férmula:

l___
" ) - N=Y< O LNH
20 H {\i/ﬁr 5 l \”/ 2
@) X O

O
"
25
10 NH

30 HN NH, I
35 ©€n donde

m es0061;

n es001;

40 R! es un alquilo lineal ramificado no sustituido que tiene desde 4 a 8 dtomos de carbono; alquilo lineal o ramificado
que tiene desde 1 a 8 atomos de carbono monosustituido con fenilo o carboxilo; o fenilo no sustituido; o fenilo
monosustituido con fldor, cloro o alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 4 4tomos de carbono;

R’ es
45
C
-
C PN NS
50 </ C7 N7 ™ |
> : | o NN
N . / /
H
55
Y es
60 |
-CHy—-, CH2CH2— s O ‘CH—CH3 ,
65

y R® s hidrégeno o metilo; o
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Y es
CH;“—C? CH, /\
5 2 , ,
= ! ~ C v (@]
_C
10 G X
=

15 yR® eshidrégeno;

R'  es hidrégeno, halo, alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 3 4tomos de carbono, alcoxi lineal o ramifi-
cado que tiene desde 1 a 3 dtomos de carbono, o NR'?R" en donde R'* y R" son cada uno independientemente
un alquilo lineal o ramificado que tiene desde 1 a 3 carbonos, o juntos son -(CH,),- en donde q es 3,4 6 5.

20
35. El compuesto de la reivindicacién 34, en donde R® y R® son cada uno hidrégeno; R’ es
C ™
25 </ \ J
N
H
30
ynesl.
36. El compuesto de la reivindicacién 35, en donde Y es -CH,- y m es 0.
35 37. El compuesto de la reivindicacién 36, en donde R!® es hidrégeno, o un alquilo lineal o ramificado que tiene
desde 1 a 3 4tomos de carbono.
38. El compuesto de la reivindicacién 36, en donde R' es halo.
40 39. El compuesto de la reivindicacion 36, en donde R' es alcoxi lineal o ramificado que tiene desde 1 a 3 dtomos
de carbono.
40. El compuesto de la reivindicacién 36, en donde R'” es -NR'?R", y R!? y R'* son ambos metilo.
45 41. El compuesto de la reivindicacion 35, en donde Y es
G
PR
50 @ )

55y R'es halo.

42. El compuesto de la reivindicacién 34, en donde R® y R® son hidrégeno; R es

60

65
y R s halo.
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43. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 de la férmula:

7N
-
O ~_ NH
g 7 g
: N
N O
s 2oLk o ©
= Qs
(Cle)p
R4
H
en donde
R! es alquilo lineal o ramificado no sustituido que tiene desde 4 a 8 dtomos de carbono;
RS es hidrégeno o metilo;
R® es hidrégeno o metilo;
) €s2,3,64yR"es
C
TN
07 TNH

opes4yR"es

opes3yR"es

H,N

&

O

i,
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44. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 43, seleccionado entre el grupo que
consiste de

Penta-Apc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,,

Penta-4-MeOApc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,,

Penta-4-EtOApc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,,

Bu-Apc-(D)-Arg(2)Nal-beta-Ala-NH,,

Penta-Apc-(D)Phe-Cit-Trp-Gly-NH,,

Penta-Abc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,,

Penta-Achc-(D)-Phe-Arg-Trp-Gly-NH,,

Penta-5-BrAtc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,,

Penta-Appc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,, y

Penta-4-MeAppc-(D)Phe-Arg-Trp-Gly-NH,.

45. Un proceso para la preparacién de compuestos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 44, cuyo
proceso comprende disociar un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 44, que estd ligado a

un soporte sélido, de dicho soporte sélido, con dcido.

46. Compuestos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 44, cuando son fabricados por un proceso
de acuerdo con la reivindicacién 45.

47. Composicién farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1
a 44, y un portador y/o adyuvante farmacéuticamente aceptable.

48. Compuestos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 44 para uso como sustancias activas tera-
péuticas, particularmente para el tratamiento y/o profilaxis de enfermedades que estian asociadas con el receptor de la
melanocortina-4, tal como obesidad.

49. El uso de compuestos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 44, para la preparacién de medica-

mentos para el tratamiento y/o profilaxis de enfermedades que estdn asociadas con el receptor de melanocortina-4, tal
como obesidad.
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