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DESCRIPCION
Tripéptidos inhibidores de la hepatitis C.

Campo del invento

El presente invento se refiere a compuestos, a un procedimiento para su sintesis, a composiciones y a métodos
para el tratamiento de una infeccién causada por el virus de la hepatitis C (HCV). En particular, el presente invento
proporciona nuevos compuestos andlogos a péptidos, composiciones farmacéuticas que contienen dichos compuestos
analogos, y métodos para utilizar estos compuestos andlogos en el tratamiento de una infeccién causada por el HCV. El
presente invento proporciona también procedimientos y compuestos intermedios para la sintesis de estos compuestos
analogos a péptidos.

Antecedentes del invento

El virus de la hepatitis C (HCV) es el principal agente etioldgico de la hepatitis no A y no B posterior a transfusiones
y adquirida en colectividades, por todo el mundo. Se estima que estdn infectadas por el virus mas de 150 millones de
personas por todo el mundo. Un alto porcentaje de los portadores quedan infectados créonicamente y muchos de ellos
avanzan a una enfermedad crénica del higado, la denominada hepatitis C crénica. Este grupo se encuentra a su vez
en alto riesgo de contraer graves enfermedades del higado, tales como cirrosis hepatica, carcinoma hepatocelular y la
enfermedad terminal del higado que conduce a la muerte.

El mecanismo por el cual el HCV establece la persistencia virica y causa una elevada tasa de personas con en-
fermedad crénica del higado, no ha sido explicado todavia completamente. No se sabe como interactia el HCV con
el sistema inmune de un hospedante y lo elude. Ademas, todavia han de ser establecidos y demostrados los papeles
que desempeiian las respuestas inmunes celulares y humorales en la proteccion frente a una infeccién causada por el
HCV y frente a la enfermedad. Se ha informado acerca de inmunoglobulinas para la profilaxia de hepatitis virica aso-
ciada con transfusiones, pero el Centro para el Control de Enfermedades no recomienda actualmente un tratamiento
con inmunoglobulinas para esta finalidad. La falta de una respuesta inmune protectora eficaz estd obstaculizando el
desarrollo de una vacuna o de adecuadas medidas de profilaxia posteriores a la exposicién, de manera tal que, en el
plazo inmediato, las esperanzas se restringen firmemente a intervenciones antiviricas.

Se han desarrollado diversos estudios clinicos con la meta de identificar agentes farmacéuticos que sean capaces de
tratar de manera eficaz una infeccién causada por el HCV en pacientes afligidos con hepatitis C crénica. Estos estudios
han implicado el uso de interferén-alfa, a solas y en combinacién con otros agentes antiviricos. Dichos estudios han
demostrado que un nimero sustancial de los participantes en ellos no responden a estas terapias, y de los que responden
favorablemente se encontré que una gran proporcion de ellos recaen después de la terminacidn del tratamiento.

Hasta recientemente, la terapia con interferén (IFN) era la tnica terapia disponible con beneficio demostrado, apro-
bada en el sector clinico para pacientes con hepatitis C crénica. No obstante, la tasa de respuestas prolongadas es baja,
y el tratamiento con interferén induce también graves efectos colaterales (a saber, retinopatia, tiroiditis, pancreatitis
aguda y depresion) que disminuyen la calidad de vida de los pacientes tratados. Recientemente, el interferén en com-
binacién con ribavirina ha sido apropiado para pacientes que no responden al IFN a solas. No obstante, los efectos
colaterales causados por el IFN no son aliviados con esta terapia combinada.

Por lo tanto, existe una necesidad del desarrollo de agentes antiviricos eficaces para el tratamiento de una infeccién
causada por el HCV que supere las limitaciones de las existentes terapias farmacéuticas.

El HCV es un virus de ARN de cadena positiva con envoltura en la familia de los Flaviviridae. El genoma de ARN
monocatenario del HCV presenta una longitud de aproximadamente 9.500 nucledtidos y tiene un tnico cuadro de
lectura abierto (ORF, de open reading frame) que codifica una tnica poliproteina grande de aproximadamente 3.000
aminodcidos. En células infectadas, esta poliproteina es disociada en multiples sitios por proteasas celulares y viricas
para producir las proteinas estructurales y no estructurales (NS, de non-structural). En el caso del HCV, la generacién
de proteinas no estructurales maduras (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B) es efectuada por dos proteasas viricas.
La primera de ellas, hasta ahora malamente caracterizada, disocia en la unién de NS2-NS3; la segunda de ellas es una
proteasa de serina contenida dentro de la region terminal de N de 1a NS3 (en lo sucesivo citada como proteasa de NS3)
y media en todas las subsiguientes disociaciones secuencia abajo de NS3, tanto en cis, en el sitio de disociacién en
NS3-NS4, como en trans, para los restantes sitios de NS4A-NS4B, NS4B-NS5A y NS5A-NS5B. La proteina NS4A
manifiesta servir para multiples funciones, actuando como un cofactor par la proteasa de NS3 y ayudando posiblemente
a la localizacién en membranas de la NS3 y otros componentes de replicasas viricas. La formacién de complejos de la
proteina NS3 con NS4A parece ser necesaria para los sucesos de tratamiento, intensificando la eficiencia proteolitica
en todos los sitios. La proteina NS3 exhibe también actividades de nucleosido-trifosfatasa y ARN-helicasa. La NS5B
es una ARN-polimerasa dependiente de ARN, que estd implicada en la replicacién del HCV.

Una estrategia general para el desarrollo de agentes antiviricos consiste en desactivar enzimas codificadas por virus,
que son esenciales para la replicacion de los virus. En este contexto, la solicitud de Patente WO 97/06804 describe el
enantiomero (-) del compuesto andlogo a nucleosido, citosina-1,3-oxa-tiolano (también conocido como 3TC), como
activo frente al HCV. Este compuesto, aunque se ha informado que es seguro en pruebas clinicas anteriores frente a
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los HIV y HBYV, todavia ha de ser demostrada clinicamente como activo frente al HCV y se ha de informar todavia
sobre su mecanismo de accion frente al virus.

Los intensos esfuerzos para descubrir compuestos que inhiban a la proteasa de NS3 o a la ARN-helicasa del HCV
han conducido a las siguientes divulgaciones:

La Patente de los EE.UU. 5.633.388 describe carboxamidas sustituidas con radicales heterociclicos y com-
puestos andlogos a ellas como siendo activas frente al HCV. Estos compuestos estdn dirigidos contra la
actividad de helicasa que presenta la proteina NS3 del virus, pero todavia no se ha informado acerca de las
pruebas clinicas.

Se ha informado acerca de una fenantreno-quinona por Chu y colaboradores (Tet. Lett., (1996), 7229-7232)
como poseedora de actividad frente a la proteasa de NS3 del HCV in vitro. No se ha informado acerca de
ningiln desarrollo adicional sobre este compuesto.

Un articulo presentado en la Novena Conferencia Internacional sobre Investigacion Antivirica, en Uraban-
dai, Fukyshima, Jap6n (1996) (Antiviral Research, (1996), 30, 1, A23 (resumen 19)) informa de que ciertos
derivados de tiazolidina son inhibitorios para la proteasa del HCV.

Diversos estudios han informado acerca de compuestos que son inhibitorios para otras proteasas de serina, tales co-
mo la elastasa de leucocitos humanos. Una familia de estos compuestos es informada en el documento de Patente PCT
WO 95/33764 (Hoechst Marion Roussel, 1995). Los péptidos divulgados en esta solicitud son compuestos andlogos a
morfolinilcarbonil-benzoil-péptidos que son estructuralmente diferentes de los péptidos del presente invento.

El documento WO 98/17679 de Vertex Pharmaceuticals Inc. describe inhibidores de la proteasa de serina,
particularmente la proteasa de NS3 del virus de la hepatitis C. Estos inhibidores son compuestos andlogos
a péptidos basados en el substrato natural NS5A/5B. Aunque se describen varios tripéptidos, todos estos
compuestos andlogos a péptidos contienen una funcién carbonilo activada en el terminal de C como una ca-
racteristica esencial. Se inform6 también que estos compuestos andlogos son activos contra otras proteasas
de serina y por lo tanto no son especificos para la proteasa de NS3 del HCV.

El documento WO 99/07733 describe andlogos a péptidos basados en el producto de escisiéon N-terminal
Ac-D-D-1-V-P-C-OH de un sustrato para la proteasa de NS3, que se ha encontrado que es inhibitorio para
la proteasa de NS3.

Hoffman LaRoche ha informado también acerca de hexapéptidos que son inhibidores de proteinasas, utiles
como agentes antiviricos para el tratamiento de una infeccién causada por el HCV. Estos péptidos contienen
un aldehido y un 4cido borénico en el extremo terminal de C.

Steinkiihler y colaboradores e Ingallinella y colaboradores han publicado sobre la inhibicién del producto de
NS4A-4B (Biochemistry (1998), 37, 8.899-8.905 y 8.906-8.914). Sin embargo, los péptidos y compuestos
andlogos a péptidos presentados no incluyen, ni conducen a, el disefio de los péptidos del presente invento.

Una ventaja del presente invento cosiste en que proporciona tripéptidos que son inhibitorios para la proteasa de
NS3 del virus de la hepatitis C.

Una ventaja adicional de un aspecto del presente invento se encuentra en el hecho de que estos péptidos inhiben
especificamente a la proteasa de NS3 y no presentan actividad inhibitoria importante en concentraciones hasta de
300 uM contra otras proteasas de serinas tales como la elastasa de leucocitos humanos (HLE, de human leukocyte
elastase), elastasa pancredtica porcina (PPE, de porcine pancreatic elastase) o quimotripsina pancredtica bovina, o
bien proteasas de cisteina tales como catepsina B (Cat B) de higado humano.

Una ventaja adicional del presente invento consiste en que proporciona péptidos pequefios de bajo peso molecular,
que pueden ser capaces de penetrar a través de membranas celulares y pueden ser activos en cultivo celular e in vivo
con un buen perfil farmacocinético.
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Sumario del invento

Se incluyen en el alcance del invento racematos, diastereoisémeros e isémeros 6pticos de un compuesto de férmula

@:

R2
R®
N " R'(cn )
! .
Y o 271-2
07N OH
H

()

en la que B es H, un arilo C4 0o C,j, arilalquilo C;_,s; Het o (alquil inferior)-Het, todos ellos opcionalmente sustituidos
con alquilo C,_4; alcoxi C,_¢; alcanoilo C,_4; hidroxi; hidroxialquilo; halo; haloalquilo; nitro; ciano; cianoalquilo;
amino opcionalmente sustituido con alquilo C,_g; amido; o (alquil inferior)amida;

0 B es un carboxilo de férmula R;-O-C(O)-; una amida de férmula R,-NH-C(O)-; una tioamida de férmula R,-N
(R5)-C(S)-; o un sulfonilo de férmula R4-SO,, en que

R, es (i) alquilo C,_;y opcionalmente sustituido con carboxilo, alcanoilo C,_¢, hidroxi, alcoxi C,_¢, amino op-
cionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_4, amido o (alquil inferior)-amida;

(i) cicloalquilo C;_5, cicloalcoxi C;_; o alquil-cicloalquilo C,_,, todos ellos opcionalmente sustituidos con
hidroxi, carboxilo, (alcoxi C,_¢)-carbonilo, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_s, amido
o (alquil inferior)-amida;

(iii) amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_¢; amido; o (alquil inferior)amida;

(iv) arilo C4 0 Cy o arilalquilo C;_, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_g, hidroxi, amido,
(alquil inferior)amida o amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C; 4; 0

(v) Het o (alquil inferior)-Het, ambos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_4, hidroxi, amido, (alquil infe-
rior)amida o amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g;

Rs es H o alquilo C,_g;
o B es un derivado de acilo de la férmula R,-C(O)-; en que

R, es (i) alquilo C,_;, opcionalmente sustituido con carboxilo, alcanoilo C,_4, hidroxi, alcoxi C,_¢ o amino
opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C;_¢;

(ii) cicloalquilo C;_5, cicloalcoxi C;_; o alquil-cicloalquilo C,_j,, todos ellos opcionalmente sustituidos con
hidroxi, carboxilo, (alcoxi C,_¢)-carbonilo o amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C_g;

(iii) amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g;

(iv) arilo C¢4 0 Cyq o arilalquilo C;_;¢, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_g, hidroxi o amino
opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C, _4; 0

(v) Het o (alquil inferior)-Het, ambos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_g, hidroxi o amino opcional-
mente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g;

con la condicién de que cuando B es una amida o una tioamida, R4 no ha de ser un cicloalcoxi; e
Y es H o alquilo C,_g;

R? es alquilo C,_g, cicloalquilo C5_; o alquilcicloalquilo C,_j, todos ellos opcionalmente sustituidos con hidroxi,
alcoxi C,_g, tioalquilo C,_g, amido, (alquil inferior)amido, arilo Cs 0 C,, o arilalquilo C;_j¢;

R, es CH,-Ryy, NH-R,j, O-Ry 0 S-Ry, en que Ry es un cicloalquilo C;_; o (alquilcicloalquilo) C,_,, saturado o
insaturado, todos ellos opcionalmente mono-, di- o tri-sustituidos con R,,,

0 Ry es un arilo C4 0 Cy o arilalquilo C;_y,, todos ellos opcionalmente mono-, di- o tri-sustituidos con Ry,
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o Ry es Het o (alquil inferior)-Het, ambos opcionalmente mono-, di- o tri-sustituidos con R,,

en que cada R,; es independientemente alquilo C,_g; alcoxi C,_¢; tioalquilo inferior; sulfonilo; NO,; OH; SH; halo;
haloalquilo; amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g, arilo C4 0 C,, arilalquilo C;_,4, Het o (alquil
inferior)-Het;

amido opcionalmente mono-sustituido con alquilo C,_g, arilo C4 0 C,, arilalquilo C;_,4, Het o (alquil inferior)-
Het;

carboxilo; carboxi(alquilo inferior); arilo C4 o C,, arilalquilo o Het, estando dichos arilo, arilalquilo o Het opcio-
nalmente sustituidos con R,,;

en que Ry, es alquilo C,_g; cicloalquilo C;_;; alcoxi C,_4; amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo
C,_¢; sulfonilo; (alquil inferior)sulfonilo; NO,; OH; SH; halo; haloalquilo; carboxilo; amida; (alquil inferior)amida; o
Het opcionalmente sustituido con alquilo C;_g;

R! es H; alquilo C,_g; cicloalquilo C;_5, alquenilo C,_¢ 0 alquinilo C,_g, todos ellos opcionalmente sustituidos con
halégeno;

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables o ésteres.

Se incluye dentro del alcance de este invento una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz
frente al virus de la hepatitis C de un compuesto de féormula I, o una de sus sales terapéuticamente aceptables o ésteres,
en mezcla con un medio de vehiculo o agente auxiliar farmacéuticamenten aceptable.

Un aspecto importante del invento permite tratar una infeccién causada por el virus de la hepatitis C en un mami-
fero, administrando al mamifero de una cantidad eficaz contra el virus de la hepatitis C del compuesto de la férmula I,
o una de sus sales terapéuticamente aceptables o ésteres, o de una composiciéon como antes se ha descrito.

Otro aspecto importante permite inhibir la replicacién del virus de la hepatitis C, exponiendo al virus a una cantidad
del compuesto de férmula I que es inhibitoria de la proteasa de NS3 del virus de la hepatitis C o una de sus sales
terapéuticamente aceptables o ésteres, o de una composicién como antes se ha descrito.

Todavia otro aspecto permite tratar una infeccién causada por el virus de la hepatitis C en un mamifero, adminis-
trando a éste una cantidad eficaz contra virus de la hepatitis C de una combinacién del compuesto de férmula I, o
una de sus sales terapéuticamente aceptables o ésteres. De acuerdo con una realizacion, las composiciones farmacéu-
ticas de este invento comprenden un agente inmunomodulatorio adicional. Ejemplos de agentes inmunomodulatorios
adicionales incluyen, pero no se limitan a, los interferones-a, -8y -6.

Descripcion detallada de realizaciones preferidas
Definiciones

Como se utilizan en el presente contexto, se aplican las siguientes definiciones a menos que se sefiale otra cosa
distinta:

Con referencia a los casos en que se utiliza (R) o (S) para designar la configuracion de un sustituyente, p.ej. R' del
compuesto de férmula I, la designacion se hace en el contexto del compuesto y no en el contexto del sustituyente a
solas.

Los aminodcidos naturales, con excepcion de la glicina, contienen un dtomo de carbono quiral. A menos que se
indique especificamente otra cosa distinta, se prefieren los compuestos que contienen aminoacidos naturales con la
configuracion L. No obstante, la solicitante contempla que cuando ello se especifique, algunos de los aminoédcidos de
férmula I pueden ser indistintamente de configuracién D o L o pueden ser mezclas de los isémeros D y L, inclusive
mezclas racémicas.

La designacién “P1, P2 y P3” tal como se utiliza en el presente contexto, se refiere a la posicion de los residuos
de aminoécidos comenzando desde el extremo terminal de C de los compuestos andlogos a péptidos y extendiéndose
hacia el extremo terminal de N [es decir que P1 se refiere a la posicién 1 desde el extremo terminal de C, P2 a la
segunda posicion desde el extremo terminal de C, etc.) (véase Berger A. & Schechter 1., Transactions of the Royal
Society London series (1970), B257, 249-264].



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2326707 T3

Las abreviaturas para los @-aminodacidos utilizados en esta solicitud se exponen en la Tabla A.

TABLA A

Aminoacido Simbolo
Acido 1-aminociclopropil-carboxilico Acca
Alanina Ala
Acido aspartico Asp
Cisteina Cys
Ciclohexil-glicina (también denominada: Chg
acido 2-amino-2-ciclohexil-acético)
Acido glutamico Glu
Isoleucina lle
Leucina Leu
Fenilalanina Phe
Prolina Pro
Valina Val
terc.-Butil-glicina Tbg

Como se utiliza en el presente contexto, el término “4cido 1-amino-ciclopropil-carboxilico” (Acca) se refiere a un
compuesto de férmula:

H,N
OH

Como se utiliza en el presente contexto, el término “terc.-butil-glicina” se refiere a un compuesto de férmula:

0

H,N
OH

El término “residuo” con referencia a un aminodcido o derivado de aminoécido significa un radical derivado del
correspondiente a-aminodcido por eliminacién del hidroxilo del grupo carboxi y de un hidrégeno del grupo @-amino.
Por ejemplo, los términos Gln, Ala, Gly, Ile, Arg, Asp, Phe, Ser, Leu, Cys, Asn, Sar y Tyr representan los “residuos”
de L-glutamina, L-alanina, glicina, L-isoleucina, L-arginina, L-4cido aspartico, L-fenilalanina, L-serina, L-leucina, L-
cisteina, L-asparagina, sarcosina y L-tirosina, respectivamente.

El término “cadena lateral” con referencia a un aminodcido o residuo de aminodcido significa un grupo unido al
atomo de carbono en @ del a-aminoécido. Por ejemplo, la cadena lateral del grupo R para glicina es hidrégeno, para
alanina es metilo y para valina es isopropilo. Para los grupos R especificos o cadenas laterales de los a-aminoécidos
se hace referencia al texto de A.L. Lehninger acerca de Bioquimica (véase el capitulo 4).
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El término “halo”, tal como se utiliza en el presente contexto, significa un sustituyente halégeno seleccionado entre
bromo, cloro, fluoro o yodo.

El término “alquilo C,_¢” o “(alquil inferior)” como se utiliza en el presente contexto, ya sea a solas o en combi-
nacién con otro sustituyente, significa sustituyentes alquilo aciclicos, de cadena lineal o ramificada, que contienen de
1 a seis atomos de carbono e incluye, por ejemplo, metilo, etilo, propilo, butilo, hexilo, 1-metil-etilo, 1-metil-propilo,
2-metil-propilo, 1,1-dimetil-etilo.

El término “cicloalquilo C;_;” como se utiliza en el presente contexto, ya sea a solas o en combinacién con otro
sustituyente, significa un sustituyente cicloalquilo que contiene de tres a siete &tomos de carbono, e incluye ciclopro-
pilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo y cicloheptilo. Este término incluye también un grupo “espiro”-ciclico tal
como espiro-ciclopropilo o espiro-ciclobutilo:

0

El término “cicloalquilo insaturado” incluye, por ejemplo, ciclohexenilo:

El término “(alquilcicloalquilo) C,_,,” tal como se utiliza en el presente contexto, significa un radical cicloalquilo
que contiene de tres a siete dtomos de carbono, enlazado a un radical alquilo, conteniendo los radicales enlazados
hasta diez 4tomos de carbono; por ejemplo, ciclopropil-metilo, ciclopentil-etilo, ciclohexil-metilo, ciclohexil-etilo o
cicloheptil-etilo;

El término “alquenilo C,_,,” tal como se utiliza en el presente contexto, ya sea a solas o en combinacién con otro
radical, significa un radical alquilo como antes se ha definido, que contiene de 2 a 10 4&tomos de carbono y que contiene
ademas por lo menos un doble enlace. Por ejemplo, alquenilo incluye alilo y vinilo.

El término “alcanoilo C, ¢ tal como se utiliza en el presente contexto, ya sea a solas o en combinacién con otro
radical, significa radicales 1-oxo-alquilo lineales o ramificados que contienen de uno a seis dtomos de carbono, e
incluyen formilo, acetilo, 1-oxo-propilo (propionilo), 2-metil-1-oxo-propilo, 1-oxo-hexilo y otros similares.

El término “alcoxi C, " tal como se utiliza en el presente contexto, ya sea a solas o en combinacién con otro
radical, significa el radical -O(alquilo C,_s) en el que alquilo es como antes se ha definido, que contiene hasta seis
atomos de carbono. Alcoxi incluye metoxi, etoxi, propoxi, 1-metil-etoxi, butoxi y 1,1-dimetil-etoxi. Este dltimo radical
es conocido corrientemente como ferc.-butoxi.

El término “cicloalcoxi C;_;” tal como se utiliza en el presente contexto, ya sea a solas o en combinacién con otro
radical, significa un grupo cicloalquilo C;_; enlazado a un dtomo de oxigeno tal como, por ejemplo:

O\

El término “arilo C¢ o C,” tal como se utiliza en el presente contexto, ya sea a solas o en combinacién con otro
radical, significa o bien un grupo monociclico aromdtico que contiene seis dtomos de carbono o un grupo biciclico
aromatico que contiene diez dtomos de carbono. Por ejemplo, arilo incluye fenilo, 1-naftilo 6 2-naftilo.

El término “arilalquilo C,_;s” tal como se utiliza en el presente contexto, ya sea a solas o en combinacién con
otro radical, significa un arilo C¢ o C;y como antes se define, enlazado a un grupo alquilo, en el que alquilo es como
antes se define y contiene de 1 a 6 dtomos de carbono. Arilalquilo C;_;¢ incluye, por ejemplo, bencilo, butilfenilo y 1-
naftilmetilo.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2326707 T3

El término “amino-arilalquilo” como se utiliza en el presente contexto, ya sea a solas o en combinacién con otro
radical, significa un grupo amino sustituido con un grupo arilalquilo C;_;4 tal como por ejemplo el amino-arilalquilo:

: \—NH
N

El término “(alquil inferior)amido” tal como se utiliza en el presente contexto, ya sea a solas o en combinacién
con otro radical, significa un amido mono-sustituido con un alquilo C,_¢, tal como:

\/\NL

H

El término “carboxi-alquilo(inferior)”, tal como se utiliza en el presente contexto, ya sea a solas o en combinacion
con otro radical, significa un grupo carboxilo (COOH) enlazado a través de un grupo alquilo(inferior) como antes se
define, e incluye por ejemplo dcido butirico.

El término “heterociclo” o “Het”, tal como se utiliza en el presente contexto, ya sea a solas o en combinacién
con otro radical, significa un radical monovalente derivado de la eliminacién de un dtomo de hidrégeno a partir de
un heterociclo saturado o insaturado (inclusive aromético) de cinco, seis o siete miembros, que contiene de uno a
cuatro heterodtomos seleccionados entre nitrogeno, oxigeno y azufre. Ademads, “Het” tal como se utiliza en el presente
contexto, significa un heterociclo como antes se ha definido, condensado con uno o més de otros ciclos que sean
un heterociclo o cualquier otro ciclo. Ejemplos de heterociclos apropiados incluyen: pirrolidina, tetrahidrofurano,
tiazolidina, pirrol, tiofeno, diazepina, 1H-imidazol, isoxazol, tiazol, tetrazol, piperidina, 1,4-dioxano, 4-morfolina,
piridina, pirimidina, tiazolo[4,5-b]piridina, quinolina o indol, o los siguientes heterociclos:

S

_N N s
AR WA R
H

El término “(alquil inferior)-Het” tal como se utiliza en el presente contexto, significa un radical heterociclico
como antes se define, enlazado a través de un grupo alquilo de cadena lineal o ramificado, en que alquilo es como
antes se ha definido y contiene de uno a seis atomos de carbono. Ejemplos de (alquil inferior)-Het incluyen:

/ o
N <]©\/
™ o i
(o]

El término “éster farmacéuticamente aceptable” tal como se utiliza en el presente contexto, ya sea a solas o en
combinacidn con otro sustituyente, significa ésteres del compuesto de férmula I en los que cualquiera de las funciones
carboxilo de la molécula, pero preferiblemente el extremo terminal de carboxi, ha sido reemplazado por una funcién
alcoxicarbonilo:

O

Ao

en la que el resto R del éster se selecciona entre alquilo (p.ej. metilo, etilo, n-propilo, #-butilo, n-butilo); alcoxialquilo
(p-ej. metoximetilo); alcoxiacilo (p.ej. acetoximetilo); arilalquilo (p.ej. bencilo); ariloxialquilo (p.ej. fenoximetilo);
arilo (p.ej. fenilo), opcionalmente sustituido con halégeno, alquilo C,_, o alcoxi C,_4. Otros ésteres profarmacos apro-
piados pueden encontrarse en la obra Desing of prodrugs, Bundgaard, H. coordinador de edicién, Elsevier (1985).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2326707 T3

Dichos ésteres farmacéuticamente aceptables son hidrolizados usualmente in vivo cuando se inyectan a un mamifero
y transformados en la forma 4cida del compuesto de férmula I.

Con respecto a los ésteres antes descritos, a menos que se especifique otra cosa distinta, cualquier resto alquilo
presente contiene ventajosamente de 1 a 16 dtomos de carbono, particularmente de 1 a 6 4tomos de carbono. Cualquier
resto arilo presente en tales ésteres constituye ventajosamente un grupo fenilo.

En particular, los ésteres pueden ser un éster de alquilo C,_;¢, un éster de bencilo sin sustituir o un éster de bencilo
sustituido con al menos un halégeno, alquilo C,_g4, alcoxi C,_g4, nitro o trifluorometilo.

La expresion “sal farmacéuticamente aceptable”, tal como se utiliza en el presente contexto, incluye las derivadas
de bases farmacéuticamente aceptables. Ejemplos de bases apropiadas incluyen colina, etanolamina y etilendiamina.
Las sales de Na*, K* y Ca** son también consideradas como encontrdndose dentro del alcance del invento (véase
también el articulo de Pharmaceutical salts, Birge, S.M. y colaboradores, J. Pharm. Sci., (1977), 66, 1-19).

Realizaciones preferidas

Se incluyen dentro del alcance de este invento los compuestos de férmula I en los que:

Preferiblemente, B es un radical arilo C¢ 0 Cyq 0 arilalquilo C;_¢, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo
C,_, alcoxi C,_g, alcanoilo C,_¢, hidroxi, hidroxialquilo, halo, haloalquilo, nitro, ciano, cianoalquilo, amido, (alquil
inferior)amido o amino opcionalmente sustituido con alquilo C,_¢; o

B es preferiblemente Het o (alquil inferior)-Het, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_g, alcoxi C,_g,

alcanoilo C,_g, hidroxi, hidroxialquilo, halo, haloalquilo, nitro, ciano, cianoalquilo, amido, (alquil inferior)amido, o
amino opcionalmente sustituido con alquilo C, .

Alternativamente, B es preferiblemente Ry-SO,, en que R, es preferiblemente amido; (alquil inferior)amida; arilo
Cs 0 Cyy, arilalquilo C;_,, o Het, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C, .
Alternativamente, B es preferiblemente un derivado de acilo de férmula R,-C(O)- en que R, es preferiblemente

(i) alquilo C,_;, opcionalmente sustituido con carboxilo, hidroxi o alcoxi C,_s 0 amino opcionalmente mono- o di-
sustituido con alquilo C,_¢;

(i) cicloalquilo C;_; o alquilcicloalquilo C,4_;o, ambos opcionalmente sustituidos con hidroxi, carboxilo, (alcoxi
C,_¢)carbonilo o amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g;

@iv) arilo C4 o Cy o arilalquilo C;_j4, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C, 4, hidroxi o amino
opcionalmente sustituido con alquilo C;_¢;

(v) Het o (alquil inferior)-Het, ambos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_gs, hidroxi o amino opcionalmente
sustituido con alquilo C,_4.
Alternativamente, B es preferiblemente un carboxilo de férmula R,-O-C(O)-, en que R, es preferiblemente

(i) alquilo C,_;, opcionalmente sustituido con carboxilo, alcanoilo C,_g4, hidroxi, alcoxi C,_4, amino opcionalmente
mono- o di-sustituido con alquilo C,_s, amido o (alquil inferior)amida;

(ii) cicloalquilo C;_5, alquilcicloalquilo C,4_;, todos ellos opcionalmente sustituidos con carboxilo, (alcoxi C,_¢)-
carbonilo, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_4, amido o (alquil inferior)amida;

(@iv) arilo C¢ o Cyy o arilalquilo C;_;4, opcionalmente sustituido con alquilo C,_g, hidroxi, amido, (alquil inferior)
amido o amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C_4; 0

(v) Het o (alquil inferior)-Het, ambos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_4, hidroxi, amino opcionalmente
mono- o di-sustituido con alquilo C,_¢, amido o (alquil inferior)-amido.
Alternativamente, B es preferiblemente un amido de férmula R,-N(R5)-C(O)-, en que R, es preferiblemente

(i) alquilo C,_,, opcionalmente sustituido con carboxilo, alcanoilo C,_g, hidroxi, alcoxi C,_g¢, amido, (alquil inferior)
amido o amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g;
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(ii) cicloalquilo C;_; o alquilcicloalquilo C,_;4, todos ellos opcionalmente sustituidos con carboxilo, (alcoxi C;_¢)-
carbonilo, amido, (alquil inferior)amido o amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g;

(ii1) amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_;;

(iv) arilo Cs 0 Cy o0 arilalquilo C;_j, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_g, hidroxi, amido, (alquil
inferior)amido o amino opcionalmente sustituido con alquilo C,_¢; 0

(v) Het o (alquil inferior)-Het, ambos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_4, hidroxi, amino opcionalmente
sustituido con alquilo C,_4, amido o (alquil inferior)amido; y

Rj; es preferiblemente H o metilo.

Alternativamente, B es preferiblemente una tioamida de férmula R,-NH-C(S)-; en que R, es preferiblemente
(i) alquilo C,_,y opcionalmente sustituido con carboxilo, alcanoilo C,_¢ 0 alcoxi C,_g;

(ii) cicloalquilo C;_; o alquilcicloalquilo C,_,o, todos ellos opcionalmente sustituidos con carboxilo, (alcoxi C,_4)-
carbonilo, amino o amido.

Mas preferiblemente, B es un arilo C4 0 C;y opcionalmente sustituido con alquilo C,_g, alcoxi C,_g, alcanoilo C,_g,
hidroxi, hidroxialquilo, halo, haloalquilo, nitro, ciano, cianoalquilo, amido, (alquil inferior)amida o amino opcional-
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mente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g, tal que B es por ejemplo:

o B es mds preferiblemente Het opcionalmente sustituido con alquilo C,_g, alcoxi C,_g, alcanoilo C,_g, hidroxi,
halo, amido, (alquil inferior)amida o amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g, tal que B es por

ejemplo:

0L 0.

00 O
sWiney

A, AL

10



ES 2326707 T3

Alternativamente, B es mds preferiblemente R4-SO,, en que R, es preferiblemente arilo C¢ o Cyy, un arilalquilo
C,_14 o Het, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_¢; amido, (alquil inferior)amida, tal que B es, por
ejemplo:

O\\SI?
S
N ~

O\\ép 0. 9
\_g >
10 0, N>/ ~\ S S\
> \
; ;0 .

Alternativamente, B es m4s preferiblemente un derivado de acilo de férmula R,-C(O)- en que R, es preferiblemente

(i) alquilo C,_;y opcionalmente sustituido con carboxilo, hidroxi o alcoxi C,_4; 0

(ii) cicloalquilo C;_; o alquilcicloalquilo C,_,y, ambos opcionalmente sustituidos con hidroxi, carboxilo, (alcoxi
20 C,_¢)carbonilo, tal que B es, por ejemplo:
25
Y
30 )\\ : : ;
0
HO
35 Io) -
40

o R, es preferiblemente

(@iv) arilo C4 0 Cy o arilalquilo C;_;¢, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_g, hidroxi, tal que B es
45 por ejemplo:

o o o
HO ! ! HO !
50
; v O '

o R, es preferiblemente
55
(v) Het opcionalmente sustituido con alquilo C,_4, hidroxi o amino, tal que B es por ejemplo:

o)
60

D

N

Alternativamente, B es mds preferiblemente un carboxilo de férmula R,-O-C(O)-, en que R, es preferiblemente
65

(i) alquilo C,_,, opcionalmente sustituido con carboxilo, alcanoilo C,_¢, hidroxi, alcoxi C,_¢ 0 amido, (alquil infe-
rior)amida, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g;

11
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(ii) cicloalquilo C;_5, alquilcicloalquilo C,_y, todos ellos opcionalmente sustituidos con carboxilo, (alcoxi C_¢)-
carbonilo, amido, (alquil inferior)amida, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_, tal que B es por

10 >‘\O/ﬁ)\*; }/LOJ\; &o)lo\;@°k: O\J\;
5 o,

o R, es preferiblemente

(@iv) arilo C4 0 C) o arilalquilo C;_¢, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_¢, hidroxi, amino opcio-
20 nalmente sustituido con alquilo C,_g; 0

(v) Het o (alquil inferior)-Het, ambos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_4, hidroxi, amido o amino opcio-
nalmente mono-sustituido con alquilo C,_g, tal que B es por ejemplo:

25

30 ilo’lok\ : <)j"‘o/"0\~ 0 Qo)lo\ .

Alternativamente, B es mds preferiblemente una amida de férmula R,-N(R5)-C(O)-, en que R, es preferiblemente

35 (i) alquilo C,_,, opcionalmente sustituido con carboxilo, alcanoilo C,_¢, hidroxi, alcoxi C,_s, amido, (alquil inferior)
amida, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g;

(ii) cicloalquilo C;_; o alquilcicloalquilo C,_,o, todos ellos opcionalmente sustituidos con carboxilo, (alcoxi C,_4)-
carbonilo, amido, (alquil inferior)amida, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C, 4; y

40
R;s es H o metilo, tal que B es por ejemplo:
45 o
A
|
50 :
o R, es preferiblemente
(iii) amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_3, tal que B es por ejemplo:
55
L0
N
~
N
H
60
o R, es preferiblemente
(@iv) arilo C¢ o Cy, o arilalquilo C;_i4, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_4, hidroxi, amino o
65 amido opcionalmente sustituido con alquilo C,_4; 0

12
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(v) Het opcionalmente sustituido con alquilo C,_4, hidroxi, amino o amido, tal que B es, por ejemplo:

Alternativamente, B es mds preferiblemente una tioamida de férmula R,-NH-C(S)-; en que R, es preferiblemente

(1) alquilo C,_y4; o (ii) cicloalquilo C;_5, tal que B es por ejemplo:
S
N )
N N
H ;0 H .

Lo mads preferiblemente, B es una amida de formula R,-NH-C(O)-, en que R, es preferiblemente

(i) alquilo C,_,, opcionalmente sustituido con carboxilo, alcanoilo C,_¢, hidroxi, alcoxi C,_s, amido, (alquil inferior)
amida, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g;

(ii) cicloalquilo C;_; o alquilcicloalquilo C,_;,, todos ellos opcionalmente sustituidos con carboxilo, (alcoxi C,_¢)-
carbonilo, amido, (alquil inferior)amida, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g;

S A A AN W/U\
S NS N e

o R, es preferiblemente

(@iv) arilo C¢ 0 Cy o arilalquilo C;_;s opcionalmente sustituido con alquilo C,_¢, hidroxi, amino o amido, tal que B

es por ejemplo:
A
©/\H

Incluso mas preferiblemente, B es terc.-butoxicarbonilo (Boc) o

SN

13
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Preferiblemente, Y es H o metilo. Més preferiblemente, Y es H.

Preferiblemente, R; es alquilo C,_g, cicloalquilo C;_; o alquilcicloalquilo C,_;, todos ellos opcionalmente sustitui-
dos con hidroxi, alcoxi C,_g, tioalquilo C,_g, acetamido, arilo Cs 0 Cy, 0 arilalquilo C;_¢, tal que R; es por ejemplo:

&y YY U

N

[

YN

Mis preferiblemente, R? es la cadena lateral de terc.-butilglicina (Tbg), Ile, Val, Chg o:

\
\‘\

, 0

Lo mds preferiblemente, R? es la cadena lateral de Tbg, Chg o Val.

Se incluyen dentro del alcance del invento los compuestos de férmula I en los que, preferiblemente, R, es S-Ryy u
0O-R,, en que Ry, es preferiblemente un arilo Cy4 0 C,, arilalquilo C;_,s, Het o -CH,-Het, todos ellos opcionalmente
mono-, di- o tri-sustituidos con R,;.

Preferiblemente R,, es alquilo C,_¢; alcoxi C;_g; tioalquilo inferior; amino o amido opcionalmente mono- o di-
sustituido con alquilo C,_g, arilo Cs 0 C,, arilalquilo C;_;s, Het o (alquil inferior)-Het; NO,; OH; halo; trifluorometilo;
carboxilo; arilo C4 0 C,y, arilalquilo C;_,4, 0 Het, estando dichos arilo, arilalquilo o Het opcionalmente sustituidos
con Ry,. M4s preferiblemente, R,; es alquilo C,_g; alcoxi C,_s; amino; di(alquil inferior)amino; (alquil inferior)amido;
arilo C4 0 C, o Het, estando dichos arilo o Het opcionalmente sustituidos con R,,.

Preferiblemente, Ry, es alquilo C,_4; cicloalquilo C;_;; alcoxi C,_; amino; mono- o di-(alquil inferior)amino;
(alquil inferior)amida; sulfonilalquilo; NO,; OH; halo; trifluorometilo; carboxilo o Het. Mas preferiblemente, R,, es
alquilo C,_g4; cicloalquilo C;_5; alcoxi C,_¢; amino; mono- o di-(alquil inferior)amino; amido; (alquil inferior)-amida;
halo; trifluorometilo o Het. Lo mas preferiblemente R,, es alquilo C,_4; alcoxi C,_g; halo; amino opcionalmente mono-
o di-sustituido con alquilo inferior; amido; (alquil inferior)amida; o Het. Incluso més preferiblemente, R,, es metilo;
etilo; isopropilo; terc.-butilo; metoxi; cloro; amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo inferior; amido,
(alquil inferior)amida; (alquilo inferior)-2-tiazol.

Alternativamente, R, se selecciona preferiblemente entre el grupo que consta de:

/O
o
ol %

14
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Mais preferiblemente, R, es 1-naftilmetoxi; 2-naftilmetoxi; benciloxi; 1-naftiloxi; 2-naftiloxi; o quinolinoxi sin sus-
tituir, mono- o di-sustituido con R,; como antes se define. Lo més preferiblemente, R, es 1-naftilmetoxi; o quinolinoxi
sin sustituir, mono- o di-sustituido con R,; como antes de define, tal que R, es por ejemplo:

5
CF,
N o] N OMe CF. _N HN N OMe
O | R !
N
>
10 N
s/ : )/) v ; ;0 o\ .
15
Todavia mas preferiblemente, R, es

20 Raia N\

I > RZIB

25 A’o

Mas preferiblemente, R, 5 es alquilo C,_¢ tal como isopropilo, terc.-butilo o ciclohexilo;

30
e N o < o \7/\0\ ,
35 alcoxi C,_¢ tal como metoxi ! ’ ! '
—\
S/r .
40 tioalquilo inferior tal como '

halo tal como cloro;

amino opcionalmente mono-sustituido con alquilo C,_g; o arilo C¢ 0 C)y, tal que R,,, es por ejemplo: dimetilami-
45 no,Ph-N(Me)-; arilo C¢ o Cy, sin sustituir, arilalquilo

C;_6, tal como por ejemplo fenilo o ’
50
0 Ry;» es més preferiblemente Het opcionalmente sustituido con Ry, en que R», es alquilo C,_g; alcoxi C,_s, amido,
(alquil inferior)amido, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_4, 0 Het, tal que R;;, es por ejemplo:
> M o
e
C\ \G \N/\| yd \O 0/\
N k/ _
, N\ ' N\ ' N or N\ '
60
S N ~ E
o O o QLG O
65 ] N * S ? 1 1] o .
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Lo mas preferiblemente, R,;, es arilo Cq, C;y 0 Het, todos ellos opcionalmente sustituidos con R,, como antes se
define, tal que R,,, es por ejemplo:

&L\ Me\g/ff, Et\g/N—?/’ Me\N\@/'.

S~ o Y )
nodinddiad i add

Todavia mds preferiblemente, R, es:

en que Ry, es preferiblemente alquilo C,_¢ (tal como metilo); alcoxi C,_¢ (tal como metoxi); o halo (tal como cloro);
R, es preferiblemente alquilo C,_¢, amino opcionalmente mono-sustituido con alquilo C,_4, amido o (alquil inferior)
amido; y R, es preferiblemente alquilo C,_g, alcoxi C,_4, amino, di(alquil inferior)amino, (alquil inferior)amida,
NO,, OH, halo, trifluorometilo o carboxilo. Méas preferiblemente, R,z es alcoxi C,_¢ o di(alquil inferior)amino. Lo
mas preferiblemente, R,;5 es metoxi.

Como se describe anteriormente en esta memoria, el segmento P1 de los compuestos de férmula I es un anillo de
ciclobutilo o ciclopropilo, ambos opcionalmente sustituidos con R!.

Preferiblemente, R! es H, alquilo C,_;, cicloalquilo Cs_s o alquenilo C,_, opcionalmente sustituido con halo. Méas
preferiblemente, R! es etilo, vinilo, ciclopropilo, 1- 6 2-bromo-etilo 0 1- 6 2-bromo-vinilo. Lo mds preferiblemente,
R! es vinilo.

Cuando R' no es H, entonces P1 es, preferiblemente, un sistema con ciclopropilo de férmula:

en que C, y C, representan cada uno un dtomo de carbono asimétrico en las posiciones 1 y 2 del anillo de ciclopropilo.
A pesar de otros posibles centros asimétricos en otros segmentos de los compuestos de férmula I, la presencia de
estos dos centros asimétricos significa que el compuesto de férmula I puede existir en forrma de mezclas racémicas de

16
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diastereoisémeros. Tal como se ilustra en los Ejemplos dados seguidamente, las mezclas racémicas se pueden preparar
y posteriormente separar en isdmeros Opticos individuales o los isémeros Opticos se pueden preparar por sintesis
quirales.

Por consiguiente, el compuesto de férmula I puede existir como una mezcla racémica de diastereoisémeros en el
carbono 1 pero en que R, en el carbono 2 estd orientado en “sin” con respecto al carbonilo en posicion 1, representado

por el radical:
1 R1
2 > =
1
N N -<—N
H Il ° H |; d H Io
o

L -

o el compuesto de férmula I puede existir como una mezcla racémica de diastereoisémeros en la que R; en la
posicién 2 estd orientado en “anti” con respecto al carbonilo en la posicion 1, representado por el radical:

—

R, R, R,

<N <—N%/ -
H |l © H v

|
o o)

A su vez, las mezclas racémicas pueden ser separadas en isémeros 6pticos individuales.

Un hallazgo sumamente interesante de este invento se refiere a la adicién de un sustituyente R, en el carbono 2
asf como a la orientacidn espacial del segmento P1. El hallazgo concierne a la configuracién del d&tomo de carbono 1
asimétrico. Una realizacion preferida es una en la que el carbono 1 tiene la configuracién R cuando R, no es H.

R, R,
<R6S N
N . N
H | H |
0 =cualquiera entre 0 y

Mas explicitamente, la introduccién de un sustituyente (R;) en C2 tiene un impacto sobre la potencia cuando
R, es introducido de una manera tal que C1 tenga la configuracién R. Por ejemplo, los compuestos 901 (/R,2S)
y 203 (IR,2R) tienen unas actividades de 25 y 82 nM, respectivamente. Cuando se compara con el compuesto de
ciclopropilo sin sustituir 111 (475 nM) se observa un aumento sustancial en la potencia. Mds atin, como se muestra
para los compuestos 901 y 203, cuando el carbono 1 tiene la configuracién R, la inhibicién de la proteasa de NS3
del HCV es intensificada adicionalmente por la configuracién del sustituyente R; (p.ej. alquilo o alquileno) en el
carbono 2 del anillo de ciclopropilo, p.ej. el compuesto que posee R; en “sin” con respecto al carboxilo tiene mayor
potencia (25 nM) que el enantiémero “anti” (82 nM). Puede observarse el efecto de la configuracién R con relacién
a la configuracién S en C1 comparando los compuestos 801 (/R,2S) y su correspondiente isémero (/S5,2R) que tienen
potencias de 6 nM y > 10 uM respectivamente, juna diferencia en un multiplo de més de 1500!.
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Por lo tanto, un compuesto sumamente preferido es un isémero 6ptico que tiene el sustituyente R; y el carbonilo
en una orientacién “sin” en la siguiente configuracién absoluta:

En el caso en que R, es etilo, por ejemplo, los dtomos de carbono asimétricos en las posiciones 1 y 2 tienen la
configuracion R,R.

Se incluyen dentro del alcance de este invento los compuestos de férmula I en la que

B es un arilo C4 0 Cy o arilalquilo C;_;¢, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C, ¢, alcoxi C,_g, alca-
noilo C,_g, hidroxi, hidroxialquilo, halo, haloalquilo, nitro, ciano, cianoalquilo, amido, (alquil inferior)amido, o amino
opcionalmente sustituido con alquilo C,_4; o Het o (alquil inferior)-Het, todos ellos opcionalmente sustituidos con
alquilo C,_g, alcoxi C,_g, alcanoilo C,_g, hidroxi, hidroxialquilo, halo, haloalquilo, nitro, ciano, cianoalquilo, amido,
(alquil inferior)amido o amino opcionalmente sustituido con alquilo C;_4; o

B es Ry4-SO,, en que R, es preferiblemente amido; (alquil inferior)amido; arilo C4 o Cyy, arilalquilo C;_;; o Het,
todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_¢ 0

B es un derivado de acilo de férmula R,-C(O)- en que R, es

(1) alquilo C,_;, opcionalmente sustituido con carboxilo, hidroxi o alcoxi C,_¢ 0 amino opcionalmente mono- o
di-sustituido con alquilo C,_g;

(ii) cicloalquilo C;_; o alquilcicloalquilo C,_,y, ambos opcionalmente sustituidos con hidroxi, carboxilo, (alcoxi
C,_¢)carbonilo o amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g;

(iv) arilo Cy4 0 Cy o arilalquilo C;_;¢, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_g, hidroxi o amino
opcionalmente sustituido con alquilo C;_g;

(v) Het o (alquil inferior)-Het, ambos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_s, hidroxi o amino opcional-
mente sustituido con alquilo C,_¢, 0

B es un carboxilo de férmula R4-O-C(O)-, en que R, es

(i) alquilo C,_,, opcionalmente sustituido con carboxilo, alcanoflo C,_g, hidroxi, alcoxi C,_s, amino opcional-
mente mono- o di-sustituido con alquilo C,_¢, amido o (alquil inferior)amida;

(ii) cicloalquilo C;_5, alquilcicloalquilo C,_,, todos ellos opcionalmente sustituidos con carboxilo, (alcoxi C,_¢)
carbonilo, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_4, amido o (alquil inferior)amida;

(iv) arilo C4 0 Cy 0 arilalquilo C;_;s opcionalmente sustituido con alquilo C,_g, hidroxi, amido, (alquil inferior)
amido o amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_4; o

(v) Het o (alquil inferior)-Het ambos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_g4, hidroxi, amino opcionalmente
mono- o di-sustituido con alquilo C,_4, amido o (alquil inferior)amido; o

B es una amida de férmula R;-N(R5)-C(O)-, en que R, es

alquilo C,_;, opcionalmente sustituido con carboxilo, alcanoilo C,_4, hidroxi, alcoxi C,_s, amido, (alquil infe-
rior)amido o amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_¢;

(ii) cicloalquilo C;_; o alquilcicloalquilo C,_,, todos ellos opcionalmente sustituidos con carboxilo, (alcoxi
C,_¢)carbonilo, amido, (alquil inferior)-amido o amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_¢;

(iii) amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_3;

(iv) arilo C4 o Cy o arilalquilo C;_4, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_g, hidroxi, amido,
(alquil inferior)amida o amino opcionalmente sustituido con alquilo C,_¢; 0
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(v) Het o (alquil inferior)-Het, ambos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_¢, hidroxi, amino opcionalmente
sustituido con alquilo C,_4, amido o (alquil inferior)amida; y Rs es preferiblemente H o metilo; o

B es tioamida de férmula R,-NH-C(S)-; en que R, es
(i) alquilo C,_;y opcionalmente sustituido con carboxilo, alcanoilo C,_¢ 0 alcoxi C,_g;

(ii) cicloalquilo C;_; o alquilcicloalquilo C,_j, todos ellos opcionalmente sustituidos con carboxilo, (alcoxi
C,_¢)carbonilo, amino o amido;

Y es H o metilo;

R? es alquilo C,_g, cicloalquilo C;_; o alquilcicloalquilo Cy_,, todos ellos opcionalmente sustituidos con hidroxi,
alcoxi Cy_g, tioalquilo C,_¢, acetamido, arilo C4 0 C), o arilalquilo C;_;

R, es S-Ryy u O-Ry, en que Ry es preferiblemente un arilo Cg 0 Cy, arilalquilo C;_;¢, Het o CH,-Het, todos ellos
opcionalmente mono-, di- o tri-sustituidos con R,;, en que

R, es alquilo C,_¢; alcoxi C,_g; tioalquilo inferior; amino o amido opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo
C,_, arilo C¢ 0 Cyy, arilalquilo C;_;s, Het o (alquil inferior)-Het; NO,; OH; halo; trifluorometilo; carboxilo; arilo Cg 0
Cyy, arilalquilo C;_;¢, 0 Het, estando dichos arilo, arilalquilo o Het opcionalmente sustituidos con R,,, en que

Ry, es alquilo C,_g; cicloalquilo C;_5; alcoxi C,_4; amino; mono- o di-(alquil inferior)amino; (alquil inferior)amida;
sulfonilalquilo; NO,; OH; halo, trifluorometilo; carboxilo o Het; o

R, se selecciona entre el grupo que consta de:

/\l NHN N o
N N _N o N2 ~
“eo Ceor “e

o R, es l-naftilmetoxi; 2-naftilmetoxi; benciloxi; 1-naftiloxi; 2-naftiloxi; o quinolinoxi sin sustituir, mono- o di-
sustituido con R,; como se ha definido anteriormente;

el segmento P1 es un anillo de ciclobutilo o ciclopropilo, ambos opcionalmente sustituidos con R, en que R; es
H, alquilo C,_s, cicloalquilo C;_s, o alquenilo C,_; opcionalmente sustituido con halo y dicho R, en el carbono 2 esta
orientado en “sin” con respecto al carbonilo en la posicién 1, representado por el radical:

Se incluyen dentro del alcance de este invento los compuestos de férmula I en que B es un arilo C4 0 C,, opcional-
mente sustituido con alquilo C, g, alcoxi C,_4, alcanoilo C,_¢, hidroxi, hidroxialquilo, halo, haloalquilo, nitro, ciano,
cianoalquilo, amido, (alquil inferior)amida o amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_¢; o B es Het
opcionalmente sustituido con alquilo C,_¢, alcoxi C,_g4, alcanoilo C,_4, hidroxi, halo, amido, (alquil inferior)amido o
amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C;_s, 0 B es R4-SO, en que R, es arilo Cg 0 C,, un arilalquilo
C,_14 0 Het, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_4; amido, (alquil inferior)amida; o B es un derivado
de acilo de férmula Ry4-C(O)- en que Ry es

(1) alquilo C,_;y opcionalmente sustituido con carboxilo, hidroxi o alcoxi C,_¢; 0

(ii) cicloalquilo C;_; o alquilcicloalquilo C,_;,, ambos opcionalmente sustituidos con hidroxi, carboxilo, (alcoxi
C,_¢)carbonilo; o
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(@iv) arilo C¢ 0 Cy; o arilalquilo C;_¢, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_g, hidroxi; o

(v) Het opcionalmente sustituido con alquilo C,_g, hidroxi, amido o amino;

o B es un carboxilo de férmula R4-O-C(O)-, en que R, es

(i) alquilo C,_;, opcionalmente sustituido con carboxilo, alcanoilo C,_4, hidroxi, alcoxi C,_4 o amido, (alquil
inferior)amida, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C;_¢;

(ii) cicloalquilo C;_5, alquilcicloalquilo C,_;o, todos ellos opcionalmente sustituidos con carboxilo, (alcoxi Cy_¢)
carbonilo, amido, (alquil inferior)-amida, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C;_4; 0

(iv) arilo C4 0 Cyy o arilalquilo C;_j¢, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_g4, hidroxi, amino
opcionalmentte sustituido con alquilo C,_¢; 0

(v) Het o (alquil inferior)-Het, ambos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_¢, hidroxi o amino opcional-
mente mono-sustituido con alquilo C,_g;

o B es una amida de férmula R;-N(R5)-C(O)-, en que R, es

(1) alquilo C,_;y opcionalmente sustituido con carboxilo, alcanoilo C,_g4, hidroxi, alcoxi C,_4, amido, (alquil
inferior)amida, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g;

(ii) cicloalquilo C;_; o alquilcicloalquilo C,_;, todos ellos opcionalmente sustituidos con carboxilo, (alcoxi
C,_¢)carbonilo, amido, (alquil inferior)-amida, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g;

R, es (iii) amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_3; 0

(@iv) arilo C4 0 C o arilalquilo C;_j, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_g, hidroxi, amino o
amido opcionalmente sustituidos con alquilo C,_; 0

(v) Het opcionalmente sustituido con alquilo C,_g, hidroxi, amino o amido;

y Rs es H o metilo; o

B es una tioamida de férmula R,-NH-C(S)-; en que R, es:

(1) alquilo C,_yy; o (ii) cicloalquilo C;_;; 0

B es una amida de férmula R,-NH-C(O)-, en que R, es

(1) alquilo C,_;y opcionalmente sustituido con carboxilo, alcanoilo C,_g, hidroxi, alcoxi C,_4, amido, (alquil
inferior)amida, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,;_g;

(ii) cicloalquilo C;_; o alquilcicloalquilo C,_j, todos ellos opcionalmente sustituidos con carboxilo, (alcoxi
C,_¢)carbonilo, amido, (alquil inferior)-amida, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g;

(iv) arilo C¢ 0 Cy o arilalquilo C;_;s opcionalmente sustituido con alquilo C,_4, hidroxi, amino o amido;

Y es H;

R® es la cadena lateral de ferc.-butilglicina (Tbg), Ile, Val, Chg o

A
.
o‘\

;0 ,

R, es 1-naftilmetoxi; o quinolinoxi sin sustituir, mono- o di-sustituido con R,, como antes se define, o
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R, es:

I Ry

en que Ry, es alquilo C,_4; alcoxi C,_g; arilo Cg, Cyy 0 Het; tioalquilo inferior; halo; amino opcionalmente mono-
sustituido con alquilo C,_4; o arilo Cg, C,, arilalquilo C;_;5 0 Het, opcionalmente sustituido con Ry, en que Ry, es
alquilo C,_g4, alcoxi C,_s, amido, (alquil inferior)amida, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g,
o Het;

P1 es un anillo de ciclopropilo en que el carbono 1 tiene la configuracion R,

R, R,
XRoS S
H | H |
o =cualquiera entre o Y )

y R! es etilo, vinilo, ciclopropilo, 1- 6 2-bromo-etilo 0 1- ¢ 2-bromo-vinilo.

Se incluyen ademas en el alcance del invento los compuestos de férmula I en que:

AL

B es terc.-butoxicarbonilo (Boc) o

R® es la cadena lateral de Tbg, Chg o Val;

Razs
-
N
-~ I Raie S\ N
7
N ~ I Rae

R, es:

en que RZZA es alquilo C,_4 (tal como metilo); alcoxi C,_¢ (tal como metoxi); o halo (tal como cloro); R,z es alquilo
C,_¢, amino opcwnalmente mono-sustituido con alquilo C,_4, amido o (alquil inferior)amido; y R,z es alquilo C,_g,
alcoxi C,_¢, amino, di(alquil inferior)amino, (alquil inferior)amido, NO,, OH, halo, trifluorometilo o carboxilo;
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y Ples:

Finalmente, se incluye dentro del alcance de este invento cada uno de los compuestos de férmula I que se presentan
en las Tablas 1 a 10.

De acuerdo con una realizacién alternativa, las composiciones farmacéuticas de este invento pueden comprender
adicionalmente otro agente anti-HCV. Ejemplos de agentes anti-HCV incluyen interferén-a o -8, ribavirina y amanta-
dina.

De acuerdo con otra realizacién alternativa, las composiciones farmacéuticas de este invento pueden comprender
adicionalmente otros inhibidores de la proteasa del HCV.

De acuerdo con todavia otra realizacidn alternativa, las composiciones farmacéuticas de este invento pueden com-
prender adicionalmente un inhibidor de otras dianas en el ciclo de vida del HCV, que incluyen pero no se limitan a,
aquéllas tales como helicasa, polimerasa, metaloproteasa o el sitio de entrada en ribosomas internos (IRES, de internal
ribosome entry site).

Las composiciones farmacéuticas de este invento se pueden administrar por via oral, parenteral o a través de un
reservorio implantado. Se prefieren la administracién por via oral o la administracién por inyeccién. Las composicio-
nes farmacéuticas de este invento pueden contener cualesquiera soportes, adyuvantes o vehiculos farmacéuticamente
aceptables, no téxicos, convencionales. En algunos casos, el pH de la formulacién puede ser ajustado con 4cidos, bases
o tampones farmacéuticamente aceptables para intensificar la estabilidad del compuesto formulado o de su forma de
suministro. El término “parenteral” como se utiliza en el presente contexto incluye técnicas de inyeccién o infusién
subcutdneas, intracutaneas, intravenosas, intramusculares, intraarticulares, intrasinoviales, intraesternales, intratecales
e intralesionales.

Las composiciones farmacéuticas pueden estar en la forma de una preparacién inyectable estéril, por ejemplo como
una suspension acuosa u oleaginosa inyectable estéril. Esta suspensién se puede formular de acuerdo con técnicas
conocidas en el sector de la tecnologia, utilizando agentes dispersantes o humectantes apropiados (tales como, por
ejemplo, Tween 80) y agentes suspendedores.

Las composiciones farmacéuticas de este invento se pueden administrar por via oral en cualquier forma de dosifi-
cacion aceptable por via oral, que incluye, pero no se limita a, cdpsulas, tabletas y suspensiones y soluciones acuosas.
En el caso de las tabletas para uso oral, los soportes que se utilizan comtinmente incluyen lactosa y almidén de maiz.
Se afiaden también tipicamente agentes lubricantes, tales como estearato de magnesio. Para administracién por via
oral en una forma de capsula, los diluyentes titiles incluyen lactosa y almidén de maiz seco. Cuando las suspensiones
acuosas se administran por via oral, el ingrediente activo es combinado con agentes emulsionantes y suspendedores.
Si se desea, se pueden afiadir ciertos agentes edulcorantes y/o saboreantes y/o coloreantes.

Otros vehiculos o soportes apropiados para las formulaciones y composiciones antes sefialadas pueden encontrarse
en textos farmacéuticos clésicos, p.ej. en la obra “Remington’s Pharmaceutical Sciences”, The Science and Practice
of Pharmacy, 19* edicién, Mack Publishing Company, Easton, Penn., (1995).

Los niveles de dosificaciéon comprendidos entre aproximadamente 0,01 y aproximadamente 100 mg/kg de peso
corporal por dia, preferiblemente entre alrededor de 0,5 y alrededor de 75 mg/kg de peso corporal por dia de los
compuestos inhibidores de proteasas que se describen en la presente memoria son ttiles en una monoterapia para la
prevencion y el tratamiento de una enfermedad mediada por el HCV. Tipicamente, las composiciones farmacéuticas
de este invento serdn administradas de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 veces por dia o, alternativamente,
como una infusién continua. Dicha administracién se puede usar como una terapia crénica o aguda. La cantidad de
ingrediente activo que se puede combinar con los materiales de soporte para producir una tinica forma de dosificacién
variarda dependiendo del hospedante que sea tratado y del modo particular de administraciéon. Una preparacion tipica
contendrd desde aproximadamente 5% a aproximadamente 95% del compuesto activo (p/p = peso/peso). Preferible-
mente, tales preparaciones contendrdn de aproximadamente 20% a aproximadamente 80% de compuesto activo.

Como lo apreciard un profesional experto, se pueden requerir dosis mayores o menores que las antes citadas. Los

regimenes de dosificacién y tratamiento especificos para cualquier paciente particular dependerdn de una diversidad
de factores, inclusive la actividad del compuesto especifico empleado, la edad, el peso corporal, el estado general
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de salud, el sexo, la dieta, el momento de administracién, el régimen de excrecién, la combinacién de farmacos, la
gravedad y la evolucidn de la infeccidn, la disposicion de los pacientes para la infeccién y el criterio del médico que
los esté tratando. Generalmente, el tratamiento es iniciado con pequefias dosis sustancialmente menores que la dosis
6ptima del péptido. Después de ello, la dosificacién es aumentada por pequefios incrementos, hasta que se alcance el
efecto 6ptimo en dichas circunstancias. En general, el compuesto es administrado de un modo sumamente deseable
en un nivel de concentracién que generalmente proporcionara resultados eficaces antiviricamente, sin causar ningtin
efecto colateral perjudicial o peligroso.

Cuando las composiciones de este invento comprenden una combinacién de un compuesto de férmula I y uno
o mds agentes terapéuticos o profilacticos adicionales, tanto el compuesto como el agente adicional deberdn estar
presentes en unos niveles de dosificacién comprendidos entre aproximadamente 10 y 100% y mds preferiblemente
entre alrededor de 10 y 80% de la dosificaciéon que normalmente se administra en un régimen de monoterapia.

Cuando estos compuestos o sus sales farmacéuticamente aceptables se formulan conjuntamente con un soporte
farmacéuticamente aceptable, la composicion resultante se puede administrar in vivo a mamiferos, tales como seres
humanos, para inhibir a la proteasa de NS3 del HCV, o para tratar o evitar una infeccién causada por el virus HCV.
Dicho tratamiento se puede conseguir también utilizando los compuestos de este invento en combinacién con agentes
que incluyan, pero no se limitan a: agentes inmunomoduladores, tales como interferones-a, -8 0 -y; otros agentes
antiviricos tales como ribavirina, amantadina; otros inhibidores de la proteasa de NS3 del HCV; inhibidores de otras
dianas en el ciclo de vida del HCV que incluyen, pero no se limitan a, metaloproteasa o el sitio de entrada en ribosomas
internos (IRES); o combinaciones de ellos. Los agentes adicionales se pueden combinar con los compuestos de este
invento para crear una tnica forma de dosificacién. Alternativamente, estos agentes adicionales se pueden administrar
por separado a un mamifero como una parte de una forma de dosificaciéon multiple.

De modo correspondiente, otra realizacién de este invento permite inhibir la actividad de la proteasa de NS3 del
HCV en mamiferos por administracion de un compuesto de la férmula I, en el que los sustituyentes son como antes se
definen.

En una realizacién preferida, el invento permite disminuir la actividad de la proteasa de NS3 del HCV en un
mamifero. Si la composicién farmacéutica comprende solamente un compuesto de este invento como el componente
activo, dichos métodos pueden comprender adicionalmente la operacion de administrar a dicho mamifero un agente
seleccionado entre un agente inmunomodulador, un agente antivirico, un inhibidor de la proteasa del HCV, o un
inhibidor de otras dianas en el ciclo de vida del HCV tales como helicasa, polimerasa o metaloproteasa, o bien un
IRES. Dicho agente adicional se puede administrar al mamifero antes de, o concurrentemente con, o a continuacién
de, la administracién de las composiciones de este invento.

En una realizacién preferida alternativa, el invento permite inhibir la replicacion virica en un mamifero. Dichos mé-
todos son ttiles para tratar o prevenir una enfermedad causada por el HCV. Si la composicion farmacéutica comprende
solamente un compuesto de este invento como el componente activo, tales métodos pueden comprender adicionalmen-
te la operacion de administrar a dicho mamifero un agente seleccionado entre un agente inmunomodulador, un agente
antivirico, un inhibidor de la proteasa del HCV, o un inhibidor de otras dianas en el ciclo de vida del HCV. Dicho agen-
te adicional se puede administrar al mamifero antes de, concurrentemente con, o a continuacién de, la administracién
de la composicién de acuerdo con este invento.

Los compuestos que aqui se exponen se pueden utilizar también como reactivos de laboratorios. Los compuestos
de este invento pueden ser usados también para tratar o prevenir una contaminacién por virus de materiales y reducir
por tanto el riesgo de infeccion causada por virus del personal de laboratorios o de los médicos o de los pacientes que
entren en contacto con dichos materiales (p.ej. sangre, tejido, instrumentos quirdrgicos y prendas de vestir quirtrgicas,
instrumentos y prendas de vestir de laboratorios, y aparatos y materiales para la recogida de sangre).

Los compuestos que aqui se exponen pueden ser utilizados también como reactivos para investigaciones. Los

compuestos de este invento se pueden utilizar también como testigo positivo para validar andlisis basados en células,
subrogados, o andlisis de replicacion de virus in vitro o in vivo.
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Procedimiento

Los compuestos del presente invento se sintetizaron de acuerdo con un procedimiento general como se ilustra en
el Esquema I (en el que CPG es un grupo protector de carboxilo y APG es un grupo protector de amino):

Esquema I

a
p{ —» P1-CPG + APG-P2 —» b6 pa2.p1-CPG

P2-P1-CPG +APG-P3 c
—_—
APG-P3-P2-P1-CPG

/
B-P3-P2-P1

Dicho brevemente, los P1, P2 y P3 pueden ser enlazados por técnicas bien conocidas de acoplamiento de péptidos.
Los grupos P1, P2 y P3 pueden ser enlazados conjuntamente en cualquier orden, siempre y cuando que el compuesto
final corresponda a péptidos de férmula I. Por ejemplo, P3 puede ser enlazado a P2-P1; o P1 puede ser enlazado a P3-
P2.

En general, los péptidos son prolongados desprotegiendo el grupo a-amino del residuo terminal de N y acoplando
el grupo carboxilo sin proteger del siguiente aminodcido apropiadamente protegido en N a través de un enlace de
péptidos utilizando los métodos que se describen. Este procedimiento de desproteccion y acoplamiento se repite hasta
que se obtenga la secuencia deseada. Este acoplamiento se puede realizar con los aminoécidos constituyentes de una
manera escalonada, como se describe en el Esquema I, o mediante sintesis de péptidos en fase sélida, de acuerdo con el
método originalmente descrito en la cita de Merrifield, J. Am. Chem. Soc., (1963), 85, 2.149-2.154, cuya descripcién
se incorpora a la presente por su referencia.

El acoplamiento entre dos aminodcidos, entre un aminodcido y un péptido, o entre dos fragmentos de péptidos
se puede llevar a cabo utilizando procedimientos cldsicos de acoplamiento, tales como el método de la azida, el
método mixto de dcido carbdnico y anhidrido de acido carboxilico (cloroformiato de isobutilo), el método de la
carbodiimida (diciclohexil-carbodiimida, diisopropil-carbodiimida o una carbodiimida soluble en agua), el método
del éster activo (éster p-nitrofenilico, imido-éster N-hidroxi-succinico), el método del reactivo K de Woodward, el
método del carbonil-diimidazol, los métodos de reactivos con fésforo o los de oxidacién-reduccion. Algunos de estos
métodos (especialmente el método de la carbodiimida) se pueden mejorar afiadiendo 1-hidroxi-benzotriazol. Estas
reacciones de acoplamiento se pueden llevar a cabo o bien en solucién (en fase liquida) o en fase sélida.

Mais explicitamente, la operacién de acoplamiento implica el acoplamiento por deshidratacién de un carboxilo libre
de uno de los reaccionantes con el grupo amino libre del otro reaccionante, en presencia de un agente de acoplamiento
para formar un enlace de amida de unién. Descripciones acerca de dichos agentes de acoplamiento se encuentran en li-
bros de texto generales acerca de la quimica de los péptidos, por ejemplo, en M. Bodanszky, ‘“Peptide Chemistry” (qui-
mica de los péptidos), 2° edicidn revisada, Springer-Verlag, Berlin, Alemania (1993). Ejemplos de apropiados agentes
de acoplamiento son N,N’-diciclohexil-carbodiimida, 1-hidroxi-benzotriazol en presencia de N,N’-diciclohexil-car-
bodiimida o N-etil-N’-[(3-dimetilamino)propil]-carbodiimida. Un agente de acoplamiento préctico y util es el hexa-
fluorofosfato de (benzotriazol-1-iloxi)tris-(dimetilamino)fosfonio comercialmente disponible, o bien por si sélo o en
presencia de 1-hidroxi-benzotriazol. Otro agente de acoplamiento préctico y util es el tetrafluoroborato de 2-(1H-ben-
zotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametil-uronio comercialmente disponible. Todavia otro agente de acoplamiento practico
y til es el hexafluorofosfato de O-(7-aza-benzotriazol-1-il)-N,N,N’, N -tetrametil-uronio comercialmente disponible.

La reaccién de acoplamiento se lleva a cabo en el seno de un disolvente inerte, p.ej. diclorometano, acetonitrilo
o dimetil-formamida. Un exceso de una amina terciaria, p.ej. diisopropil-etilamina, N-metil-morfolina o N-metil-
pirrolidina es afiadido para mantener la mezcla de reaccién a un pH de aproximadamente 8. La temperatura de reaccién
fluctia usualmente entre 0°C y 50°C y el tiempo de reaccién fluctda usualmente entre 15 min y 24 h.

Cuando se emplea un enfoque de sintesis en fase sélida, el dcido carboxilico terminal en C es unido a un sopor-
te insoluble (usualmente poliestireno). Estos soportes insolubles contienen un grupo que reaccionard con el grupo
carboxilico para formar un enlace que sea estable frente a las condiciones de prolongacién pero que sea disociado
facilmente mds adelante. Ejemplos de ellos son: cloro- o bromo-metil-resina, hidroximetil-resina, tritil-resina y 2-
metoxi-4-alcoxi-alcohol bencilico-resina.
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Muchas de estas resinas estdn comercialmente disponibles con el aminodcido terminal en C deseado ya incorpo-
rado. Alternativamente, el aminoédcido puede ser incorporado sobre el soporte sélido por métodos conocidos, Wang,
S.-S., J. Am. Chem. Soc., (1973), 95, 1328; Atherton, E.; Shepard, R.C. “Solid-phase peptide synthesis; a practical
approach” IRL Press: Oxford, (1989); 131-148. Ademads de lo que antecede, otros métodos de sintesis de péptidos se
describen en las citas de Stewart y Young, “Solid Phase Peptide Synthesis”, 2* edicion, Pierce Chemical Co., Rockford,
IL (1984); Gross, Meienhofer, Udenfriend, coordinadores de edicién, “The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology”,
volimenes 1, 2, 3, 5, y 9, Academic Press, Nueva York, (1980-1987); Bodansky y colaboradores, “The Practice of
Peptide Synthesis” Springer-Verlag, Nueva York (1984), cuyas divulgaciones se incorporan a la presente por su refe-
rencia.

Los grupos funcionales de los aminoécidos constituyentes deben generalmente ser protegidos durante las reaccio-
nes de acoplamiento para evitar la formacién de enlaces indeseados. Los grupos protectores que se pueden utilizar se
enumeran en las citas de Greene, “Protective Groups in Organic Chemistry”, John Wiley & Sons, Nueva York (1981)
y “The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology” volumen 3, Academic Press, Nueva York (1981), cuyas divulgaciones
se incorporan a la presente por su referencia.

El grupo a-carboxilo del residuo terminal de C es protegido usualmente como un éster (CPG) que puede ser
disociado para dar el dcido carboxilico. Los grupos protectores que se pueden usar incluyen: 1) ésteres de alquilo tales
como los de metilo, trimetil-silil-etilo y #-butilo, 2) ésteres de arilalquilo tales como los de bencilo y bencilo sustituido,
6 3) ésteres que pueden ser disociados mediante un tratamiento con una base débil o medios reductores débiles tales
como los ésteres de tricloroetilo y de fenacilo.

El grupo @-amino de cada aminoécido que ha de ser acoplado a la cadena de péptidos en crecimiento, debe de ser
protegido (APG). Se puede usar cualquier grupo protector conocido en la técnica. Ejemplos de tales grupos incluyen:
1) grupos acilo tales como formilo, trifluoroacetilo, ftalilo y p-toluenosulfonilo; 2) grupos de carbamatos aromaéticos
tales como benciloxicarbonilo (Cbz o Z) y benciloxicarbonilos sustituidos, asi como 9-fluorenil-metiloxicarbonilo
(Fmoc); 3) grupos de carbamatos alifaticos tales como terc.-butiloxicarbonilo (Boc), etoxicarbonilo, diisopropil-me-
toxi-carbonilo y aliloxi-carbonilo; 4) grupos de alquil-carbamatos ciclicos tales como ciclopentiloxicarbonilo y ada-
mantiloxicarbonilo; 5) grupos de alquilo tales como trifenilmetilo y bencilo; 6) grupos de trialquilsililo tales como
trimetilsililo; y 7) grupos que contienen tiol tales como feniltiocarbonilo y ditiasuccinoilo. El preferido grupo pro-
tector de amino en @ es o bien Boc o Fmoc. Estan disponibles comercialmente muchos derivados de aminodcidos
apropiadamente protegidos para la sintesis de péptidos.

El grupo protector de a-amino del residuo de aminodcido que se acaba de afiadir es disociado antes del acopla-
miento del siguiente aminodcido. Cuando se utiliza el grupo Boc, los métodos a seleccionar son la utilizacién de acido
trifluoroacético puro o en diclorometano, o HCI en dioxano o en acetato de etilo. La resultante sal de amonio es lue-
go neutralizada o bien antes del acoplamiento o bien in situ con soluciones de cardcter basico tales como tampones
acuosos, 0 aminas terciarias en diclorometano o acetonitrilo o dimetil-formamida. Cuando se utiliza el grupo Fmoc,
los reactivos a seleccionar son piperidina o piperidina sustituida en dimetil-formamida, pero se puede utilizar cual-
quier amina secundaria. La desproteccion se lleva a cabo a una temperatura comprendida entre 0°C y la temperatura
ambiente (TA), usualmente de 20-22°C.

Cualquiera de los aminodcidos que tengan funcionalidades en cadenas laterales deben de ser protegidos durante la
preparacién del péptido utilizando cualquiera de los grupos antes descritos. Los expertos en la tecnologia apreciardn
que la seleccién y el uso de apropiados grupos protectores para estas funcionalidades en cadenas laterales dependen
del aminoécido y de la presencia de otros grupos protectores en el péptido. La seleccién de dichos grupos protectores
es importante puesto que el grupo no debe de ser eliminado durante la desproteccién y el acoplamiento del grupo a-
amino.

Por ejemplo, cuando se utiliza Boc como el grupo protector de amino en @, son apropiados los siguientes grupos
protectores de cadenas laterales: se pueden utilizar restos de p-toluenosulfonilo (tosilo) para proteger a la cadena
lateral de amino de aminodcidos tales como Lys y Arg; se pueden utilizar restos de acetamidometilo, bencilo (Bn) o
t-butilsulfonilo para proteger a la cadena lateral que contiene sulfuro, de cisteina; se pueden utilizar éteres de bencilo
(Bn) para proteger a las cadenas laterales que contienen hidroxi, de serina, treonina o hidroxiprolina; y se pueden
utilizar ésteres de bencilo para proteger a las cadenas laterales que contienen carboxi, del acido aspartico y del 4cido
glutdmico.

Cuando se escoge Fmoc para la proteccion del a-amino, usualmente son aceptables grupos protectores basados en
terc.-butilo. Por ejemplo, se puede utilizar Boc para lisina y arginina, terc.-butil-éter para serina, treonina e hidroxi-
prolina, y éster terc.-butilico para acido aspdrtico y dcido glutdmico. El resto trifenilmetilo (tritilo) se puede utilizar
para proteger a la cadena lateral que contiene tiol, de la cisteina.

Una vez que se ha completado la prolongacién del péptido, todos los grupos protectores se eliminan. Cuando
se utiliza una sintesis en fase liquida, los grupos protectores son eliminados de cualquiera de las maneras que sean
dictadas por la eleccion de los grupos protectores. Estos procedimientos son bien conocidos por los expertos en la
técnica.
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Cuando se utiliza una sintesis en fase sélida, el péptido es disociado desde la resina simultineamente con la
eliminacion de los grupos protectores. Cuando se utiliza el método de proteccién con Boc en la sintesis, el tratamiento
con aditivos que contienen HF anhidro, tales como dimetil-sulfuro, anisol, tioanisol o p-cresol a 0°C constituye el
método preferido para separar el péptido con respecto de la resina. La separacion del péptido se puede conseguir
también mediante otros reactivos acidos tales como mezclas de dcido trifluorometano-sulfénico y 4cido trifluoro-
acético. Si se utiliza el método de proteccién con Fmoc, el grupo Fmoc terminal de N es disociado con los reactivos
que se han descrito con anterioridad. Los otros grupos protectores y el péptido son separados de la resina utilizando
una solucién de acido trifluoroacético y diversos aditivos tales como anisol, etc.

1. Sintesis del grupo rematador B
Diferentes grupos rematadores B se introducen de la siguiente manera:

1.1) Cuando B es un arilo o arilalquilo: los aminodcidos arilados se prepararon por uno de los tres métodos dados
seguidamente

a) Desplazamiento nucleofilico directo de un resto de fluoro-nitro-arilo:
F,C FiC
| SR SN
+
F HzN)\COOH N” ~cooH
NO, NO,

@) (b) (©)

Dicho brevemente, el 4-fluoro-3-nitro-benzotrifluoruro (a) se hizo reaccionar con un L-aminoacido (b) en la
presencia de una base tal como carbonato de potasio a 80°C para proporcionar el deseado N-aril-aminoacido

(©);

b) Acoplamientos catalizados por cobre de acuerdo con Ma y colaboradores (J. Am. Chem. Soc. 1998, 120,
12.459-12.467):

(d) (b) (e)

Dicho brevemente, se hizo reaccionar el bromo-4-fluoro-benceno (d) con el L-aminodcido (b) en presencia de una
base tal como carbonato de potasio y una cantidad catalitica de yoduro de cobre a 90°C para proporcionar el deseado
N-aril-aminodcido (e); o

c) Desplazamiento nucleofilico de un triflato por una anilina:
% o A,
g, T 07 coosn BN N)\COOH
o 2 —_— N~ ~COO0Bn H
s o H —_— _O
(@ d i
U @

(h

Dicho brevemente, se hizo reaccionar o-anisidina (f) con un triflato (g) en presencia de una base tal como 2,6-
Iutidina a 90°C para dar el éster de bencilo (h). La hidrogenacién con Pd al 10%/C proporcioné el deseado N-aril-
aminoacido (i).
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1.2) Cuando B es un derivado de aminotiazol

a) Fmoc-N=C=S
5 H,N-P4[P,-P,]-COOMe — & Fmoc-NH-C(S)-HN-P,-[P,-P,-COOMe
R1

b) DBU, DMF

10 - Vs
(o]
R1\,K(Br A2 N’)\NH'C(S)'HN-Pg-[Pz-P,]-COOMe
R2

15 w,OH

a) El Fmoc-tiocianato preparado de acuerdo con Kearney y colaboradores, 1998, J. Org. Chem. 63, 196, se hizo
reaccionar con un residuo P3 protegido o con el péptido o con un segmento de péptido para proporcionar la

20 .
tiourea.
b) El derivado de tiourea se hace reaccionar una apropiada bromo-cetona para preparar el correspondiente
derivado de tiazol.
25
1.3) Cuando B es R;-C(0O)-, R,-S(0),
El P3 protegido o el péptido total o un segmento del péptido se acopla a un apropiado cloruro de acilo o cloruro de
sulfonilo respectivamente, que o bien estd comercialmente disponible o cuya sintesis es bien conocida en la técnica.
30
1.4) Cuando B es R,0-C(O)-
El P3 protegido o el péptido total o un segmento del péptido se acopla a un cloroformiato apropiado que o
bien estd comercialmente disponible o cuya sintesis es bien conocida en la técnica. Para derivados de Boc se utiliza
Boc),0.
35 ( 2

Por ejemplo:

4 3 0
0 _— /« + H,N-P,-[P,-P,]-COOEt
OH o)
Ci
‘y

. O p
oA

HN-P,-[P,-P,]-COOEt
50 a) Se trata ciclobutanol con fosgeno para proporcionar el correspondiente cloroformiato.

b) El cloroformiato se trata con el deseado NH,-tripéptido en presencia de una base tal como trietilamina para
proporcionar el ciclobutil-carbamato.

55 D) Cuando B es R4-N(R5)-C(O)- 6 R4-NH-C(S)-, el P3 protegido o el péptido total o un segmento de péptido se
trata con fosgeno seguido por una amina tal como se describe en SynLett. Feb 1995; (2); 142-144.

2. Sintesis de restos de P2
60 2.1 Sintesis de precursores
A) Sintesis de derivados de haloaril-metano

La preparaciéon de halometil-8-quinolina IId se realizé de acuerdo con el procedimiento de K.N. Campbell y
65 colaboradores, J. Amer. Chem. Soc., (1946), 68, 1.844.
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Esquema II
= “
< a b < c
N —_— —_— N —
0" OH OH
lla lic Iid

Dicho brevemente, el dcido 8-quinolina-carboxilico Ila se convirti6 en el correspondiente alcohol Ilc por reduccién
del correspondiente haluro de acilo IId con un agente reductor tal como hidruro de litio y aluminio. El tratamiento del
alcohol IId con el apropiado hidricido halogenado proporciona el deseado derivado de halo IId. Unas realizaciones
especificas de este procedimiento se presentan en el Ejemplo 1.

B) Sintesis de derivados de alcoholes arilicos

Se prepararon derivados de 2-fenil-4-hidroxi-quinolinas Illc de acuerdo con Giardina y colaboradores (J. Med.
Chem., (1997), 40, 1.794-1.807).

Esquema II1

R21B

H,N
) b Ry, e
R Ita
—_— /N
NH
2 PPA . | R21B
0o 0
OH

R», y Ry = alquilo, OH, SH, halo, NH,, NO,.

Dicho brevemente, se condensé benzoil-acetamida (ITa) con la apropiada anilina (IIIb) y la imina obtenida se ci-
cliz6 con 4cido polifosférico para dar la correspondiente 2-fenil-4-hidroxi-quinolina (IIIc). Una realizacién especifica
de este procedimiento se presenta en el Ejemplo 2.

O alternativamente, el procedimiento se puede llevar a cabo de una manera diferente:

Dicho brevemente, el éster benzoil-etilico (Illa) se condensé con la apropiada anilina (IIIb) en la presencia de un
dcido y la imina obtenida se cicliz6 calentando a 260-280°C para dar la correspondiente 2-fenil-4-hidroxi-quinolina
(IIIc). Una realizacién especifica de este procedimiento se presenta en el Ejemplo 3 (Compuesto 3e).

2.2 Sintesis de P2
A) La sintesis de prolina sustituida en 4 (en la que R? estd unido al anillo a través de un dtomo de carbono) (con la

estereoquimica que se muestra):

w2

Boc
COOH

se realiza tal como se muestra en el Esquema IV de acuerdo con los procedimientos descritos por J. Ezquerra y
colaboradores (Tetrahedron, (1993), 38, 8.665-8.678) y C. Pedregal y colaboradores (Tetrahedron Lett., (1994), 35,
2.053-2.056).
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Esquema IV
o) o o W R
N —) N ———) N
Boc” ; Boc” ; Boc” ;
COOH €00Bn COO0Bn
IVa IVb Ve
R? R’
—) N H N
Boc” :; Boc”
Cco0Bn COOH
ivd

Ve

Dicho brevemente, el 4cido Boc-piroglutdmico se protege como un éster de bencilo. El tratamiento con una base
fuerte tal como diisopropil-amiduro de litio, seguido por la adicién de un agente alquilante (Br-R* o I-R*) proporcio-
nan los deseados compuestos IVe después de reduccion de la amida y desproteccion del éster.

B) La sintesis de 4-(R)-hidroxiprolina sustituida en O
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COOH

se puede llevar a cabo utilizando los diferentes procedimientos que se describen seguidamente.

1) Cuando R* es arilalquilo o (alquil inferior)-Het, el procedimiento se puede llevar a cabo de acuerdo con
el proceso descrito por E.M. Smith y colaboradores (J. Med. Chem. (1988), 31, 875-885). Dicho brevemente,
la Boc-4(R)-hidroxi-prolina comercialmente disponible es tratada con una base tal como hidruro de sodio o
terc.-butdxido de potasio y el alc6xido resultante se hace reaccionar con halo-R* (Br-R?, I-R%, etc..) para dar
los compuestos deseados. Realizaciones especificas de este procedimiento se presentan en los Ejemplos 4, 5 'y
7.

2) Cuando R es arilo o Het, los compuestos se preparan a través de una reaccién de Mitsunobu (Mitsunobu
(1981), Synthesis, Enero, 1-28; Rano y colaboradores, (1995), Tet. Lett. 36(22), 3.779-3.792; Krchnak y co-
laboradores, (1995), Tet. Lett. 36(5), 62.193-6.196; Richter y colaboradores, (1994), Tet. Lett. 35(27), 4.705-
4.706. Dicho brevemente, el éster metilico de Boc-4(S)-hidroxiprolina comercialmente disponible es tratado
con el apropiado alcohol o tiol arilico en presencia de trifenil-fosfina y azo-dicarboxilato de dietilo (DEAD)
y el éster resultante es hidrolizado para formar el dcido. Realizaciones especificas de este procedimiento se
presentan en los Ejemplos 6 y 8.

Esquema V
OH X /®
—N(,i* X=06S
N . Ar-SH N .
(o] ‘ ‘ o \
Va Vb
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Alternativamente, la reaccién de Mitsunobu se puede llevar a cabo en fase sélida (Esquema V). El bloque de 96
pocillos del sintetizador Modelo 396 (Advanced Chem. Tech.) es provisto de partes alicuotas de un compuesto unido a
una resina (Va) y se afiaden una diversidad de alcoholes o tioles arilicos y reactivos apropiados. Después de incubacion,
cada producto unido a resina (Vb) se lava, seca y separa de la resina.

Una reaccién de Suzuki (Miyaura y colaboradores, (1981), Synth. Comm. 11, 513; Sato y colaboradores, (1989),
Chem. Lett., 1.405; Watanabe y colaboradores, (1992), Synlett., 207; Takayuki y colaboradores, (1993), J. Org. Chem.
58, 2.201; Frenette y colaboradores, (1994), Tet. Lett. 35(49), 9.177-9.180; Guiles y colaboradores, (1996), J. Org.
Chem. 61, 5.169-5.171) se puede utilizar también para funcionalizar adicionalmente el sustituyente arilo.

3. Sintesis de restos PI
3.1 Sintesis de los 4 posibles isomeros de un dcido I-amino-ciclopropil-carboxilico sustituido en posicion 2

La sintesis se realiz6 de acuerdo con el Esquema VI.

Esquema VI
Ri
+ halo/\Y
halo
Rl
.pq‘:/\ COLP Vvib a) Y
o >
1
Via o /YR PO,C” COP
\S o Vid
0
Vic
b)
Rl

HOZC: CO,P

Vie
R! esta "sin” respecto

al éster
c) d)
o
R' 1
R
L
ro” N COF P*CO0’, COOP
wif 9
R' "sin” respecto al éster 1 e)
Ri

RI
>_< O n SZ
P*CO0O N—4 -

vi OR
R' "anti” respecto
al éster P*
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a) Dicho brevemente, el malonato di-protegido VIay el 1,2-dihalo-alcano VIb o el sulfato ciclico VIc (sintetizado
de acuerdo con K. Burgess y Chun-Yen KE (Synthesis, (1996), 1.463-1.467) se hacen reaccionar en condiciones
bésicas para dar el diéster VId.

b) Una hidrdlisis regio-selectiva del éster menos impedido se realiza para dar el d4cido Vle.

¢) Este dcido VIe es sometido a una transposicion de Curtius para dar una mezcla racémica de derivados de 4cido
1-amino-ciclopropilcarboxilico VIf estando el R! en ““sin” con respecto al grupo carboxilo. Una realizacion especifica
de esta sintesis se presenta en el Ejemplo 9.

d, e) Alternativamente, la formacion selectiva de los ésteres a partir del 4cido VIe con un apropiado haluro (P*CI)
o alcohol (P*OH) forma el diéster VIg en que el P* éster es compatible con la hidrélisis selectiva del P éster. La
hidrélisis del P éster proporciona el dcido VIh.

f) Una transposicién de Curtius en VIh da una mezcla racémica de derivados de 4cidos 1-amino-ciclopropil-
carboxilicos Vi estando el grupo R! en “anti” con respecto al grupo carboxilo. Una realizacién especifica para esta
sintesis se presenta en el Ejemplo 14.

Una sintesis alternativa para la preparacién de derivados VIIf (cuando R' es vinilo y estd en “sin” con respecto al
grupo carboxilo) se describe seguidamente.

Esquema VII

R \
Py
/L\ A~ P‘*‘halo/\/“\-,./ha'o a L
on? N0

Ph” N7 co, cop
C

Vila Viib vinilo "sin” con respecto al éster

R =H, alquilo, arilo

\ b, C, d

HCI H2N COZP
vild

vinilo "sin" con respecto
al éster

El tratamiento de iminas VIla comercialmente disponibles o facilmente obtenibles con 1,4-dihalo-buteno VIIb
en presencia de una base produce, después de hidrdlisis de la imina resultante VIlc, el compuesto VIId que tiene
el sustituyente vinilo en “sin” con respecto al grupo carboxilo. Una realizacidn especifica de este procedimiento se
presenta en los Ejemplos 15 y 19.

La resolucién de todas las anteriores mezclas enantioméricas en el carbono 1 (VIe y VIId) se puede llevar a cabo
por medio de:

1) separacién enzimdtica (Ejemplos 13, 17 y 20);
2) cristalizacion con un dcido quiral (Ejemplo 18); o
3) derivatizacién quimica (Ejemplo 10).

Después de resolucion, la determinacién de la estereoquimica absoluta se puede llevar a cabo tal como se presenta
en el Ejemplo 11.

La resolucién enantiomérica y la determinacion de la estereoquimica se pueden llevar a cabo de la misma manera
para las mezclas enantioméricas en el carbono 1 en que el sustituyente en C2 estd en “anti” con relacién al grupo
carboxilo (VIi).

3.2 Sintesis de un dcido 1-amino-ciclobutil-carboxilico

La sintesis del 4cido 1,1-amino-ciclobutano-carboxilico se lleva a cabo de acuerdo con “Kavin Douglas; Ramali-
gam Kondareddiar; Woodard Ronald, Synth. Commun. (1985), 15(4), 267-72".
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Esquema VIII
NZ 4
L A N NH,
(o) > o
0 L XX \/i___E___,. <:xj/on
o) (o]
Villa Villb Ville vig Sal de HCI

X = halo

Dicho brevemente, el tratamiento del compuesto VIIla con una base en presencia de VIIIb proporciona el corres-
pondiente derivado de ciclobutilo VIIIc. La hidrélisis de los grupos de isocianato y éster de VIIIc en condiciones
acidas (HC) proporciona la sal hidrocloruro del 4cido 1-amino-ciclobutil-carboxilico VIIId. El dcido carboxilico es
posteriormente esterificado bajo metanol en HCI. Una realizacion especifica de esta esterificacion se describe en el
Ejemplo 21.

3.3 Sintesis de un dcido 1-amino-ciclobutil-carboxilico sustituido en posicion 2

Esquema IX
O N. _COR _N._COR Co.R
% NN a) base 1. desproteccnon
i X\/\/\,OP 2. actnvacnén «
IXb
IXa IXd X

<)

1. base HN COR  gH,  FaNy COR
2. hidrélisis é/\ é/\

3. neutralizacion
Xe I1Xt

a) Un derivado de éster de glicina protegido tal como la imina IXa se alquila con compuesto electréfilo homoalilico
IXDb utilizando una base apropiada tal como un hidruro, hidréxido o alcéxido de metal. Utiles grupos labiles en IXb
incluyen halégenos (X = Cl, Br, I) o ésteres sulfonatos (mesilato, tosilato o triflato). La funcionalidad de alcohol
alilico en IXb es protegida con grupos protectores de hidroxilo bien conocidos en la tecnologia (p.ej. acetato, sililo,
acetales).

b) En una segunda operacion, la funcién hidroxilo del derivado monoalquilado IXc es desprotegida y convertida
en una apropiada funcién electréfila X tal como antes se describe para el compuesto IXb.

¢) La ciclizacion del compuesto IXd para dar el derivado de ciclobutano IXe se lleva a cabo por tratamiento con una
base (hidruros o alcéxidos de metales), seguido por hidrélisis utilizando dcidos minerales acuosos y neutralizacién con
una base débil. En esta fase los isomeros “sin” y “anti” de IXe se pueden separar por cromatografia con resolucién
rapida.

d) Opcionalmente, el doble enlace existente en IXe puede también ser hidrogenado en condiciones normalizadas
para proporcionar el correspondiente derivado saturado IXf.

El invento comprende ademds un procedimiento para la preparacién de un compuesto andlogo a un péptido de
férmula (I) en el que P1 es un residuo de dcido amino-ciclopropil-carboxilico sustituido, que comprende la operacién
de:

. acoplar un péptido seleccionado entre el grupo que consta de: APG-P3-P2; o APG-P2;

32



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2326707 T3

. con un compuesto intermedio de P1 que tiene la férmula:

en la que R, es alquilo C,_g, cicloalquilo o alquenilo C,_¢, todos ellos opcionalmente sustituidos con halégeno, CPG
es un grupo protector de carboxilo y APG es un grupo protector de amino y P3 y P2 son como antes se definen.

El invento comprende ademads un procedimiento para la preparacién de: 1) un compuesto andlogo a un pépti-
do inhibidor de proteasa de serina, 2) un compuesto andlogo a un péptido inhibidor de proteasa de NS3 del HCV,
comprendiendo este procedimiento la operacién de:

. acoplar un aminodcido, péptido o fragmento de péptido (apropiadamente protegido) con un compuesto
intermedio de P1 que tiene la férmula:

en que R, es alquilo C,_, cicloalquilo o alquenilo C,_¢, todos ellos opcionalmente sustituidos con halégeno y CPG es
un grupo protector de carboxilo.

El invento comprende por lo tanto un procedimiento para la preparacién de: 1) un compuesto andlogo a un péptido
inhibidor de proteasa, 6 2) un compuesto andlogo a un péptido inhibidor de proteasa de serina, comprendiendo este
procedimiento la operacién de:

= acoplar un aminodcido, péptido o fragmento de péptido (apropiadamente protegido) con un compuesto
intermedio de férmula:

en el que CPG es un grupo protector de carboxilo.

El invento comprende también el uso de un compuesto intermedio de P1 de férmula:

en el que R! es alquilo C,_g, cicloalquilo o alquenilo C,_s, todos ellos opcionalmente sustituidos con halégeno, para la
preparacién de: 1) un compuesto andlogo a un péptido inhibidor de proteasa de serina, 6 2) un compuesto andlogo a
un péptido inhibidor de proteasa de NS3 del HCV.
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El invento comprende también el uso de un compuesto intermedio de férmula:

en el que CPG es un grupo protector de carboxilo, para la preparacién de: 1) un compuesto andlogo a un péptido
inhibidor de proteasa, o 2) un compuesto andlogo a un péptido inhibidor de proteasa de serina.

El invento comprende también el uso de un compuesto intermedio de P1 que tiene la férmula:

en la que R, es alquilo C,_, cicloalquilo o alquenilo C, 4, todos ellos opcionalmente sustituidos con halégeno, para la
preparacién de un compuesto de férmula I como antes se define.

Finalmente, el invento comprende también el uso de un compuesto andlogo a prolina de férmula:

R21A N

N
Z 218
o

HN

o” ~OH

en la que R, es alquilo C,_g; alcoxi C,_g; tioalquilo inferior; halo; amino opcionalmente mono-sustituido con alquilo
C,_; arilo Cq,Cy, arilalquilo C;_s o Het, estando dicho arilo, arilalquilo o Het opcionalmente sustituido con R,, en
que Ry, es alquilo C,_g, alcoxi C,_4, amido, (alquil inferior)amida, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con
alquilo C,_4 o Het, y

R, es alquilo C,_g, alcoxi C,_s, amino, di(alquil inferior)amino, (alquil inferior)amida, NO,, OH, halo, trifluoro-
metilo o carboxilo;

para la sintesis de 1) un compuesto andlogo a un péptido inhibidor de proteasa de serina, 2) un compuesto andlogo
a un péptido inhibidor de proteasa de NS3 del HCV, 6 3) un compuesto andlogo a un péptido de férmula I como antes
se define.

Ejemplos
El presente invento es ilustrado con mayor detalle por los siguientes Ejemplos no limitativos.

Las temperaturas estdn dadas en grados Celsius. Los porcentajes de las soluciones expresan una relacién de peso a
volumen, y las relaciones de las soluciones expresan una relacion de volumen a volumen, a menos que se sefiale otra
cosa distinta. Los espectros de resonancia magnética nuclear (NMR) se registraron en un espectrémetro Bruker de 400
MHz; los desplazamientos quimicos (§) se dan en partes por millén. La cromatografia con resolucién rapida se llevo
a cabo sobre gel de silice (SiO,) de acuerdo con la técnica de cromatograffa con resolucion rapida de Still (W.C. Still
y colaboradoress, J. Org. Chem., (1978), 43, 2.923).
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Las abreviaturas utilizadas en los ejemplos incluyen Bn: bencilo; Boc: ferc.-butiloxicarbonilo {Me;COC(O)};
BSA: albimina de suero bovino; CHAPS: 3-[(3-colamidopropil)-dimetilamonio]-1-propanosulfonato; DBU: 1,8-dia-
za-biciclo-[5.4.0Jundec-7-eno; CH,Cl, = DCM: cloruro de metileno; DEAD: azo-dicarboxilato de dietilo; DIAD: azo-
dicarboxilato de diisopropilo; DIEA: diisopropil-etilamina; DIPEA: diisopropil-etilamina; DMAP: dimetilamino-pi-
ridina; DCC: 1,3-diciclohexil-carbodiimida; DME: 1,2-dimetoxi-etano; DMF: dimetil-formamida; DMSO: dimetil-
sulféxido; DTT: ditiotreitol o treo-1,4-dimercapto-2,3-butanodiol; DPPA: difenil-fosfonil-azida; EDTA: 4cido etilen-
diamina-tetraacético; Et: etilo; EtOH: etanol; EtOAc: acetato de etilo; Et,O: dietil-éter; HATU: [hexafluorofosfato
de O-7-aza-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametil-uronio; HPLC: cromatografia de liquido de alto rendimiento; MS:
espectrometria de masas (MALDI-TOF: ionizacién-desorcién con ldser ayudada por matriz-tiempo de vuelo, FAB:
bombardeo con dtomos rapidos); LAH: hidruro de litio y aluminio; Me: metilo; MeOH: metanol; MES: (2-{N-mor-
folino }etano-sulfénico); NaHMDS: bis(trimetil-silil)amiduro de sodio; NMM: N-metil-morfolina; NMP: N-metil-
pirrolidina; Pr: propilo; Succ: 3-carboxi-propanoilo; PNA: 4-nitro-fenilamino o p-nitro-anilida; TBAF: fluoruro de
tetra-n-butil-amonio; TBTU: tetrafluoroborato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametil-uronio: TCEP: hidroclo-
ruro de tris(2-carboxi-etil)fosfina; TFA: 4cido trifluoroacético; THF: tetrahidrofurano; TIS: triisopropil-silano; TLC:
cromatografia de capa fina; TMSE: trimetil-silil-etilo; Tris/HCI: hidrocloruro de tris(hidroximetil)Jaminometano.

Bloques de formacion de P2
Ejemplo 1

Sintesis de bromometil-8-quinolina (1)

X

I ~,

N
Br (1)

A un 4cido 8-quinolina-carboxilico comercialmente disponible (2,5 g, 14,4 mmol) se le afiadi6 cloruro de tionilo
puro (10 ml, 144 mmol). Esta mezcla se calenté a 80°C durante 1 h antes de que se separase por destilacién el cloruro
de tionilo en exceso bajo presion reducida. Al resultante s6lido de color parduzco se le afiadié EtOH absoluto (15 ml)
que se calenté a 80°C durante 1 h antes de ser concentrado en vacio. El residuo se reparti6 entre EtOAc y NaHCO;
acuoso saturado, y la fase organica se secé (sobre MgSQO,), se filtrd y se concentrd para dar un aceite parduzco (2,8 g).
Este material (aproximadamente 14,4 mmol) se afadi6 gota a gota durante 35 min a una suspensién de LAH (0,76 g,
20,2 mmol)/Et,O que fue enfriada a -60°C. La mezcla de reaccién se calentd lentamente a -35°C durante 1,5 h antes de
que la reaccidn estuviera completa. La reaccion se sofocé con MgSO,.10H,0 lentamente durante 30 min y luego con
THF himedo. La mezcla se repartié entre Et,0 y NaHCO; acuoso al 10%. La fase orgédnica se sec6 (sobre MgSO,),
se filtr y se concentr para dar un sélido amarillento (2,31 g, 80% a lo largo de 2 etapas) correspondiente al alcohol.
El alcohol (2,3 g, 11,44 mmol) se disolvié en una mezcla de AcOH y HBr (20 ml, solucién al 30% procedente de
Aldrich) y se calent6 a 70°C durante 2,5 h. La mezcla se concentré en vacio hasta sequedad, se repartié entre EtOAc
(100 ml) y NaHCO; acuoso saturado antes de ser secada (sobre MgSO4), filtrada y concentrada para dar el compuesto
(1) deseado como un sélido parduzco (2,54 g, 100%).

Ejemplo 2

Sintesis de 2-fenil-4-hidroxi-quinolina (2)

()

Un benzoil-acetato de etilo comercialmente disponible (6,00 g, 31,2 mmol) se calenté a 85°C (tubo cerrado her-
méticamente) en 75 ml de NH,OH al 30% durante 2 horas. El sélido formado al enfriar se filtr6 y puso a reflujo en
agua durante 2 horas. La solucién se extrajo tres veces con CH,Cl,. Las capas orgdnicas se combinaron, se secaron
sobre MgSQ,, filtraron y concentraron. El residuo de color amarillo se cromatografié con resolucién répida sobre gel
de silice, eluyendo con una mezcla de EtOAc y hexano (3:7) para dar la correspondiente amida como un sélido de
color blanco, 1,60 g, rendimiento 31%.
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Esta amida (250 mg, 1,53 mmol) se puso a reflujo utilizando un aparato de Dean-Stark con anilina (143 mg, 1,53
mmol) y anilina-HC1 (10 mg, 0,08 mmol) en tolueno (10 ml) durante 16 h. La solucién se concentré para proporcionar
un aceite de color pardo que se mezclé con dcido polifosférico (2 g) y se calenté a 135°C durante 20 min. La mezcla
de reaccién se vertié en agua y se ajusté a pH 8 con NaOH 5 M. La suspensién acuosa se extrajo dos veces con
acetato de etilo. Las capas orgédnicas se combinaron, se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSQOy,, se filtraron y
se concentraron. El residuo se cromatografié con resolucion rapida sobre gel de silice, eluyendo con MeOH al 3% en
acetato de etilo, para dar la 2-fenil-4-hidroxi-quinolina (2), 67 mg, rendimiento 20%.

'H NMR (DMSO-dy) 6 8,11 (d,J =7 Hz, 1 H), 7,86-7,83 (m, 2 H), 7,77 (d, J = 8 Hz, 1 H), 7,68 (dd, J = 8, 7 Hz),
7,61-7,58 (m, 3 H), 7,35 (dd, ] = 8, 7 Hz, 1 H), 6,34 (s, 1 H).

Ejemplo 3

Sintesis de 4-hidroxi-2-fenil-7-metoxi-quinolina (3)

0 (o)
0O O tolueno to N
Meo - +Ph /U\/ILOEt Dean-Stazk | . |
2 MeO N~ “Ph MeO N~ "Ph
H H
c d

a b

260-280°C
puro
OH
POCI, A =
-— < )
MeO N~ "Ph

4-hidroxi-2-fenil-7-metoxi-quinolina (e)

Una solucién de benzoil-acetato de etilo (b) (100,0 g, 0,52 mol), m-anisidina (a) (128,1 g, 1,04 mol) y una mezcla
de HC1 4 N y dioxano (5,2 ml) en tolueno (1,0 1) se puso a reflujo durante 6,25 h en un aparato de Dean-Stark. La
solucion en tolueno enfriada se lavé consecutivamente con HCI al 10% acuoso (2 x 300 ml), NaOH 1 N (2 x 300 ml),
H,0O (300 ml) y salmuera (150 ml). La fase en tolueno se sec6 (sobre MgSQ,), se filtré y se concentrd bajo presién
reducida para dar una mezcla 1,2:1,0 del éster ¢ y la amida d (144,6 g, rendimiento bruto de 45%/38%) como un aceite
de color pardo oscuro. El aceite bruto se calent6 a 280°C durante 80 min mientras que se destilaba el EtOH generado.
El sélido oscuro enfriado que se obtuvo fue triturado con CH,Cl, (200 ml). La suspensién se filtré y el s6lido resultante
se lavé con CH,Cl, para dar el compuesto e (22,6 g, 17% procedente del compuesto a) como un sélido de color beige
7.

'H NMR (DMSO-dy) 6 8,00 (d, J = 9,0 Hz, 1 H), 7,81-7,82 (m, 2 H), 7,57-7,59 (m, 3H), 7,20 (d, J = 2,2 Hz, 1 H),
6,94 (dd, J = 9,0, 2,2 Hz, 1H), 6,26 (s, 1 H), 3,87 (s, 3 H).

4-cloro-2-fenil-7-metoxi-quinolina (3)

Una suspension del compuesto e (8,31 g, 33,1 mmol) en POCI; (90 ml) se calent6 a reflujo durante 2 h (solucién
transparente obtenida después de calentar). La mezcla de reaccidn se concentrd bajo presion reducida. El residuo se
repartié entre NaOH 1 N (exotérmico, se afiadio6 NaOH 10 N para mantener un alto pH) y EtOAc (500 ml). La capa
orgdnica se lavé con H,O (100 ml) y salmuera (100 ml) y luego se secé (sobre MgSQO,), se filtr6 y concentr6 bajo
presion reducida para dar el compuesto 3 (8,60 g, 96%) como un sélido de color amarillo palido: 'H-NMR (DMSO-
ds) ¢ 8,28-8,30 (m, 2H), 8,20 (s, 1H), 8,10 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 7,54-7,58 (m, 3H), 7,52 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 7,38 (dd,
J=9,1, 2,5 Hz, 1H), 3,98 (s, 3H). Esta reaccién se repitio tres veces y dio siempre un rendimiento de 96-98%, que es
significativamente mayor que el rendimiento de 68% del que se informa en J. Med. Chem. 1997, 40, 1794.
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Ejemplo 4

Sintesis de Boc-4(R)-(naftalen-1-ilmetoxi)prolina (4)

W o ]

COOH (4)

Boc”

Una Boc-4(R)-hidroxiprolina comercialmente disponible (5,00 g, 21,6 mmol) se disolvié en THF (100 ml) y se
enfrié a 0°C. Se afiadi6 en porciones en el transcurso de 10 minutos hidruro de sodio (dispersién al 60% en un
aceite, 1,85 g, 45,4 mmol) y la suspension se agité a TA durante 1 h. Luego se afadié 1-(bromometil)naftaleno
(8,00 g, 36,2 mmol) (preparado como se describe en E.A. Dixon y colaboradores Can. J. Chem., (1981), 59, 2.629-
2.641) y la mezcla se calent6 a reflujo durante 18 h. La mezcla se verti6 en agua (300 ml) y se lavé con hexano. La
capa acuosa se acidificé con HCI acuoso al 10% y se extrajo dos veces con acetato de etilo. Las capas orgénicas se
combinaron y lavaron con salmuera, se secaron (sobre MgSQ,), se filtraron y se concentraron. El residuo se purificé
por cromatografia con resolucién rdpida (mezcla 49:49:2 de hexano, acetato de etilo y 4cido acético) para dar el
compuesto del titulo como un aceite incoloro (4,51 g, rendimiento 56%). E1 '"H NMR (DMSO-d,) indic6 la presencia
de dos rotameros: 6§ 8,05 (m, 1H), 7,94 (m, 1H), 7,29 (d, J=14 Hz, 1H), 7,55-7,45 (m, 4H), 4,96 (m, 2H), 4,26 (br. s,
1H), 4,12 (dd, J=J=8 Hz, 1H), 3,54-3,42 (m, 2H), 2,45-2,34 (m, 1H), 2,97-1,98 (m, 1H), 1,36 (s, (3/9) 9H), 1,34 (s,
(6/9) 9H).

Ejemplo 5

Sintesis de Boc-4(R)-(8-quinolina-metoxi)prolina (5)

\
/
\ON
oO_N
\\(WP
© 0™ oH

Se afiadié Boc-4(R)-hidroxi-prolina (1,96 g, 8,5 mmol) en THF anhidro (20 ml) a una suspensién de NaH (1,4
g, al 60% en un aceite, 34 mmol) en THF (100 ml). Esta mezcla se agité durante 30 min antes de que se afadiese
la bromometil-8-quinolina procedente del Ejemplo 1 (2,54 g, 11,44 mmol) en THF (30 ml). La mezcla de reaccién
se calenté a 70°C (durante 5 h) antes de que el NaH en exceso fuese destruido cuidadosamente con THF himedo.
La mezcla de reaccién se concentré en vacio y el material resultante se disolvié en EtOAc y H,O. La fase acuosa
de caricter basico se separd y acidificé con HCI acuoso al 10% a pH ~5 antes de ser extraida con EtOAc (150 ml).
La fase orgénica se seco (sobre MgSQO,), se filtré y se concentrd para dar un aceite de color pardo. La purificacién
por cromatografia con resolucion rapida (eluyente: mezcla de MeOH al 10% y CHCl;) dio el compuesto (5) deseado
como un sélido de color amarillo pélido (2,73 g, 86%) HPLC (97,5); la '"H NMR (DMSO-d,) muestra poblaciones de
rotdmeros en una relacién 6:4, 6 12-11,4 (bs, 1H), 8,92 (2 x d, J=4,14 y 4,14 Hz, 1H), 8,38 (2 x d, J=8,27 y 8,27 Hz,
1H), 7,91 (d, J=7,94 Hz, 1H), 7,77 (d, J= 7,0 Hz, 1H), 7,63-7,54 (m, 2H), 5,14 (2 x s, 2H), 4,32-4,29 (m, 1H), 4,14-
4,07 (m, 1H), 3,44 (m, 2H), 2,43-2,27 (m, 1H), 2,13-2,04 (m, 1H), 1,36 y 1,34 (2 x s, 9H).

(5)
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Ejemplo 6

Preparacion de Boc-4(R)-(7-cloro-quinolina-4-oxo)prolina (6)

Cl N

N

Z

:O
Yoyty
0O  OH (6)

Un éster metilico de Boc-4(S)-hidroxiprolina comercialmente disponible (500 mg, 2,04 mmol) y 7-cloro-4-hidroxi-
quinolina (440 mg, 2,45 mmol) se dispusieron en THF seco (10 ml) a 0°C. Se afiadi6 trifenil-fosfina (641 mg, 2,95
mmol) seguido por adicién lenta de DIAD (426 mg, 2,45 mmol). La mezcla se agit6 a TA durante 20 h. Luego la
mezcla de reaccidn se concentrd, se recogid en acetato de etilo y se extrajo tres veces con HCI 1 N. La fase acuosa se
alcalinizé con Na,CO; y se extrajo dos veces con acetato de etilo. Las capas orgdnicas se combinaron, se secaron sobre
MgSO,, se filtraron y se concentraron para dar un aceite de color amarillo. El aceite se purificé por cromatografia con
resolucion rdpida para dar el éster metilico como un sélido de color blanco, 498 mg, rendimiento 58%.

Este éster metilico (400 mg, 0,986 mmol) se hidrolizé con hidréxido de sodio acuoso 1 M (1,7 ml, 1,7 mmol) en
metanol (4 ml), a 0°C durante 3 h. La solucién se concentré para eliminar el metanol y se neutralizé con HCI acuoso 1
M. la suspensidn se concentrd hasta sequedad y se recogié en metanol (20 ml), las sales se separaron por filtracién y el
material filtrado se concentrd para dar el compuesto (6) deseado como un sélido de color blanco, 387 mg, rendimiento
cuantitativo.

'"H NMR (DMSO-d;) (mezcla aproximadamente 1:1 de rotdmeros) 6 8,74 (d, J= 5 Hz, 1H), 8,13-8,09 (m, 1H),
7,99y 7,98 (s, 1H), 7,58 (d, J= 9 Hz, 1H), 7,02 (d, J= 5 Hz, 1H), 5,26-5,20 (m, 1H), 4,10-4,01 (m, 1H), 3,81-3,72 (m,
1H), 3,59 (dd, J= 12, 10 Hz, 1H), 2,41-2,31 (m, 2H), 1,34 y 1,31 (s, 9H).

Ejemplo 7

Sintesis de Boc-4(R)-(2-fenil-7-metoxi-quinolina-4-oxo)-prolina (7)

Boc-4(R)-(2-fenil-7-metoxi-quinolina-4-oxo)prolina (7)

Se afiadi6 terc.-butéxido de potasio (8,16 g, 72,7 mmol) en pequefias porciones, en el transcurso de 15 min, a una
solucién de Boc-4(R)-hidroxi-prolina (6,73 g, 29,1 mmol) en DMSO (883 ml) mantenida a 25°C. La mezcla se agité a
25°C durante 1,5 h. Se afiadi6 cloro-2-fenil-7-metoxi-quinolina 3 (8,61 g, 32,0 mmol) en 4 porciones durante 15 min
a la mezcla de reaccién. La mezcla de reaccion se agité a 25°C durante 19 h. La suspensién resultante se verti6é en
H,O0 (650 ml) y la mezcla se lavé con Et,O (3 x 150 ml) para eliminar la cloro-quinolina en exceso (posteriormente
se encontrd que el EtOAc era mds eficiente). La capa acuosa se acidificé con HCI 1 N acuoso (38 ml de calculado 1,5
equivalentes requeridos, 43,6 ml) a un pH de 4 - 5. El sélido de color blanco que precipité se recuperé por filtracion.
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El s6lido hiimedo se secé bajo presion reducida sobre P,Os para dar el derivado de prolina 7 (12,6 g, 91%, contiene
2,3% de p/p de DMSO) como un sélido de color beige:

"H NMR (DMSO-d¢) (mezcla 2:1 de rotdmeros) 6 8,27 (d, J= 7,0 Hz, 1H), 8,00, 7,98 (2d, J= 9,2, ~9,2 Hz, 1H),
7,48-7,56 (m, 3H), 7,45, 7,33 (2s, 1H), 7,39 (d, J=2,5 Hz, 1H), 7,17 (dd, J=9,2, 2,5 Hz, 1H), 5,53-5,59 (m, 1H), 4,34-
4,41 (m, 1H), 3,93 (s, 3H), 3,76 (s ancho, 2H), 2,63-2,73 (m, 1H), 2,32-2,43 (m, 1H), 1,36, 1,33 (2s, 9H).

Ejemplo 8

Sintesis de Boc-4(R)-(2-fenil-6-nitro-quinolina-4-oxo)-prolina (8)

BocN

(8)

Se afiadié azo-dicarboxilato de dietilo (0,77 ml, 4,89 mmol) gota a gota a una solucién agitada de trifenil-fosfina
(1,28 g, 4,88 mmol) en 15 ml de tetrahidrofurano a 0°C. Después de agitar durante 30 min bajo nitrégeno, se anadio
una solucién del éster metilico de Boc-4(S)-hidroxiprolina (1,00 g, 4,08 mmol) en 5 ml de tetrahidrofurano seguido
por una suspension de 6-nitro-2-fenil-4-quinolinol comercialmente disponible (1,30 g, 4,88 mmol) en 10 ml del mismo
disolvente. La mezcla de color rojo se agité durante 15 min a 0°C y a TA durante una noche. El disolvente se evapord
en vacio. El aceite remanente se diluy6 en acetato de etilo y se lavé dos veces con bicarbonato de sodio, una vez con
agua y una vez con salmuera. La capa orgdnica se seco (sobre MgSO,), se filtré y se evapor6 en vacio. El residuo se
cromatografié sobre gel de silice (mezcla de 70:30 v/v de hexanos y acetato de etilo), proporcionando el deseado éster
metilico como un sélido de color amarillo claro (1,70 g, 85%).

"H NMR (CDCl,) rotameros = 3:7 6 9,03 (d, J= 2,5 Hz, 1H), 8,46 (dd, J=9, 2,5 Hz, 1H), 8,18 (d, J= 9 Hz, 1H),
8,14-8.07 (m, 2H), 7,59-7,50 (m, 3H), 7,19 (s, 1H), 5,39-5,30 (m, 1H), 4,67 (t, J=8 Hz, 0,3H), 4,61 (t, J= 8 Hz, 0,7H),
4,07-4,01 (m, 2H), 3,81 (s, 3H), 2,89-2,73 (m, 1H), 2,55-2,47 (m, 1H), 1,49 (s, 2,7H), 1,45 (s, 6,3H).

A una solucién del éster metilico (503 mg, 1,02 mmol) en una mezcla de THF y H,O (10:4 ml) se le afiadi
hidréxido de litio monohidratado (85 mg, 2,05 mmol). Se afiadieron 2 ml de MeOH con el fin de obtener una solucién
homogénea. Result6 un precipitado de color blanco en el transcurso de 30 min. La suspension resultante se agité a TA
durante 6 h adicionales. La mezcla de reaccion se diluy6 con una solucién acuosa de acido citrico al 10% y se extrajo
con acetato de etilo. La capa orgéanica se seco (sobre MgSQ,), se filtré y se evapord en vacio para proporcionar 416
mg (85%) del 4cido (8) deseado.

'H NMR (DMSO-dy): 6 8,92-8,87 (m, 1H), 8,47 (dd, J=9, 3 Hz, 1H), 8,38-8,32 (m, 2H), 8,19 (d, J= 9 Hz, 1H),

7,77 (s, 1H), 7,62-7,55 (m, 3H), 5,73-5,66 (m, 1H), 4,41 (t, J= 8 Hz, 1H), 3,89-3,76 (m, 2H), 2,83-2,72 (m, 1H), 2,47-
2,36 (m, 1H), 1,38 (s, 9H).
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Bloques de formacion de P1
Ejemplo 9

A) Sintesis de una mezcla de (1R, 2R)/(1S,2S)-dcidos 1-amino-2-etil-ciclopropil-carboxilicos

. a) 50% NaOH acuoso
Buto,C”” “COBu  + By 5{\

Br BnEt,NCI ButO,C O tBu
%a 9b

¢) BN, DPPA, benceno

b) BuOK, H,O y\ y luego 2-trimetil-silil-etanol o)
_—
Et.0 HO,C” 00 Bu BEC

0°C aTA Me S/ O N CotBu
etilo “sin” con respecio al éster
%
d) 1.0 M TBAF SZ/\
THF
N
TA a reflujo H, CO,Bu
of

etilo "sin” con respecto a la mezcla de
ésteres (RR)/(SS)

a) A una suspension de cloruro de bencil-trietil-amonio (21,0 g, 92,19 mmol) en una solucién acuosa al 50% de NaOH
(92,4 g en 185 ml de H,O) se le afiadieron consecutivamente malonato de di-ferc.-butilo (20,0 g, 92,47 mmol) y 1,2-
dibromo-butano (30,0 g, 138,93 mmol). La mezcla de reaccion se agité enérgicamente durante una noche a TA, luego
se afiadié una mezcla de hielo y agua. El producto bruto se extrajo con CH,Cl, (3x) y se lavé consecutivamente con
agua (3x) y salmuera. La capa orgénica se seco (sobre MgSQ,), se filtr6 y se concentré. El residuo se cromatografio
con resolucién rapida (7 cm, 2 a 4% de Et,0 en hexano) para proporcionar el deseado derivado de ciclopropano 9c
(19,1 g, 70,7 mmol, rendimiento 76%). '"H NMR (CDCls): 6 1,78-1,70 (m, 1H), 1,47 (s, 9H), 1,46 (s, 9H), 1,44-1,39
(m, 1H), 1,26-1,64 (m, 3H), 1,02 (t, 3H, J= 7,6 Hz).

b) A una suspensién de terc.-butéxido de potasio (6,71 g, 59,79 mmol, 4,4 eq.) en éter seco (100 ml) a 0°C se le
afiadié H,O (270 wd, 15,0 mmol, 1,1 eq.). Después de 5 min, se afiadié a la suspension el diéster 9c (3,675 g, 13,59
mmol) en éter (10 ml). La mezcla de reaccién se agit6é durante una noche a TA, luego se vertié en una mezcla de hielo
y agua y se lavé con éter (3x). La capa acuosa se acidificé con una solucién acuosa al 10% de 4cido citrico a 0°C y
se extrajo con AcOEt (3x). La capa orgdnica combinada se lavé consecutivamente con agua (2x) y salmuera. Después
del tratamiento usual (con Na,SO,, filtracién y concentracion), el deseado dcido 9d se aisl6 como un aceite de color
amarillo palido (1,86 g, 8,68 mmol, rendimiento 64%).

'H NMR (CDCl,): 6 2,09-2,01 (m, 1H), 1,98 (dd, J = 3.8, 9,2 Hz, 1H), 1,81-1,70 (m, 1H), 1,66 (dd, J = 3,0,J = 8,2
Hz, 1H), 1,63-1,56 (m, 1H), 1,51 (s, 9H), 1,0 (t, J= 7,3 Hz, 3H).

¢) Al 4cido 9d (2,017 g, 9,414 mmol) en benceno seco (32 ml) se le afiadieron consecutivamente Et;N (1,50 ml,
10,76 mmol, 1,14 eq.) y DPPA (2,20 ml, 10,21 mmol, 1,08 eq.). La mezcla de reaccién se puso a reflujo durante 3,5
h y luego se afadi6 2-trimetil-silil-etanol (2,70 ml, 18,84 mmol, 2,0 eq.). El reflujo se mantuvo durante una noche y
luego la mezcla de reaccién se diluy6 con Et,O y se lavé consecutivamente con una solucién acuosa al 10% de acido
citrico, con agua, con NaHCO; acuoso saturado, con agua (2 veces) y con salmuera. Después del tratamiento usual
(con MgSO,, filtracién y concentracién), el residuo se purificé por cromatografia con resolucién rapida (5 cm, mezcla
de 10% de AcOEt y hexano) para proporcionar el deseado carbamato 9e (2,60 g, 7,88 mmol, rendimiento 84%) como
un aceite de color amarillo palido. MS (FAB) 330 (MH)"; '"H NMR (CDCl,): 6 5,1 (bs, 1H), 4,18-4,13 (m, 2H), 1,68-
1,38 (m, 4H), 1,45 (s, 9H), 1,24-1,18 (m, 1H), 1,00-0,96 (m, SH), 0,03 (s, 9H).

d) Al carbamato 9e (258 mg, 0,783 mmol) se le afiadi6 una solucién 1,0 M de TBAF en THF (940 ul, 0,94 mmol,
1,2 eq.). Después de 4,5 h se afiadié una cantidad adicional de TBAF 1,0 M (626 ul, 0,63 mmol, 0,8 eq.). La mezcla de
reaccion se agité durante una noche a TA, se puso a reflujo durante 30 min y luego se diluyé con AcOEt. La solucién
se lavé consecutivamente con agua (2 veces) y con salmuera. Después del tratamiento usual (con MgSO,, filtracién y
concentracion) se aislé la deseada amina 9f (84 mg, 0,453 mmol, rendimiento 58%) como un liquido de color amarillo
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palido. "H NMR (CDCl;): 6 1,96 (bs, 2H), 1,60-1,40 (m, 2H), 1,47 (s, 9H), 1,31-1,20 (m, 1H), 1,14 (dd, T = 4,1, 7,3
Hz, 1H), 1,02 (dd, J =4,1, 9,2 Hz, 1H), 0,94 (t, J="7,3 Hz, 3H).
Ejemplo 10

Resolucion quimica de (1R,2R/(18S,2S)-1-amino-2-etil-ciclopropil-carboxilatos de t-butilo (procedentes del Ejemplo

o 0
S ?%?% ' L

mezcla de
(R,R)/(S,S) 105
isémeros separados por cromatografia en columna.
Isbmero RR Isébmero SS

El compuesto 9e procedente del Ejemplo 9 (8,50 g, 25,86 mmol) se traté con TBAF/THF 1 M (26 ml) a reflujo
durante 45 min. La mezcla de reaccién enfriada se diluyé con EtOAc, se lavé con agua (3 veces) y con salmuera (1
vez), luego se secd (sobre MgSQ,), se filtrd y se evapord para proporcionar la amina libre como un aceite de color
amarillo claro. La amina libre se disolvié en CH,Cl, anhidro (120 ml), NMM (8,5 ml, 77,57 mmol), se afiadieron
consecutivamente el compuesto 4 (Ejemplo 4) (10,08 g, 27,15 mmol) y HATU (11,79 g, 31,03 mmol). La mezcla
de reaccidn se agité a TA durante una noche, luego se trat6 tal como se ha descrito con anterioridad. La mezcla
diastereoisémera bruta se separd por cromatografia con resolucion rdpida (eluyente - mezcla de hexano y Et,0; 25:75),
para proporcionar los dipéptidos 10a (la mancha de elucién menos polar) como una espuma de color blanco (4,42
g; 64% del rendimiento tedrico) y 10b (la mancha de elucién mdés polar) como una espuma de color marfil (4 g,
57% del rendimiento teérico). En este momento, ambos isémeros se habian separado pero todavia no se conocia la
estereoquimica absoluta.

Ejemplo 11

Determinacion de la estereoquimica absoluta de los compuestos 10a 'y 10b por correlacion con el (1R-amino-2R-etil-
ciclopropil)-carboxilato de t-butilo conocido

compuesto publicado

e Baa

','

:‘

?sﬂ

1c

2,?%

Comparacion directa por TLC, HPLC y
NMR
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El Profesor A. Charette, de la Universidad de Montreal, proporcioné el compuesto 11a que tenfa la estereoquimica
absoluta que se muestra, la cual fue determinada por cristalograffa de rayos X (J. Am. Chem. Soc., 1995, 117, 12.721).
El compuesto 11a (13,2 mg, 0,046 mmol) se disolvié en una mezcla de HCl 1 N y EtOAc (240 ul) y se agit6 durante
aproximadamente 48 horas. La mezcla se evapord hasta sequedad para proporcionar el compuesto 11b como una
pasta de color amarillo claro y se acoplé al compuesto 4 (18 mg, 0,049 mmol) como se describe en el Ejemplo 10,
utilizando NMM (20,3 ul, 0,185 mmol) y HATU (21,1 mg, 0,056 mmol) en CH,Cl,. El material bruto se purific6 por
cromatografia con resolucion rapida (eluyente - mezcla de hexano y Et,O; 50:50) para proporcionar el dipéptido 11c
en forma de un aceite (7,7 mg; 31%). Por comparacién de las TLC, HPLC y NMR, se encontré que el dipéptido 11c
era idéntico al compuesto 10a menos polar obtenido en el Ejemplo 10, identificando por lo tanto la estereoquimica
absoluta del 10a como (/R,2R).

Ejemplo 12

Preparacion de (1R,2R)/(18,2S)-dcidos 1-Boc-amino-2-etil-ciclopropil-carboxilicos: (12a)

)\\ Y/\ 1 TFA 0°C (i\ y\
N CO,tBu 2. NaOH acuoso, THF 9\ N COH
Me,Si~— © H o H 2
(Boc),0
9e 12a

El carbamato 9e procedente del Ejemplo 9 (2,6 g, 7,88 mmol) se agit6 durante 40 min en TFA a 0°C. Luego la
mezcla se concentrd y diluyé con THF (10 ml). Se afiadié una solucién acuosa de NaOH (700 mg, 17,5 mmol en
8,8 ml de H,0O) seguido por una solucién en THF (13 ml) de (Boc),O (2,06 g, 9,44 mmol, 1,2 eq.). La mezcla de
reaccion se agité durante una noche a TA (el pH se mantuvo en § afiadiendo una solucién acuosa al 10% de NaOH
cuando se necesitaba), luego se diluyé con H, 0, se lavé con Et,O (3x) y se acidificé a 0°C con una solucién acuosa al
10% de 4cido citrico. La capa acuosa se extrajo con EtOAc (3 veces) y se lavd consecutivamente con H,O (2 veces) y
con salmuera. Después del tratamiento usual (con MgSQ,, filtracién y concentracion) se aislé el deseado aminodcido
protegido por Boc (12a) (788 mg, 3,44 mmol, rendimiento 44%). '"H NMR (CDCl): 6 5,18 (bs, 2H), 1,64-1,58 (m,
2H), 1,45 (s, 9H), 1,32-1,25 (m, 1H), 0,99 (t, 3H, J=7,3 Hz).

Preparacion de (1R, 2R)/(1S,2S)-ésteres metilicos de dcido 1-Boc-amino-2-etil-ciclopropil-carboxilico: (12b)

o) Y/\ CH,N,/EL,0 o Y/\
)\\N CO,H = LN
O H 2 EL,0 o N COMe
0°C
12a 12b

El derivado con Boc 12a (0,30 g, 1,31 mmol) se disolvié en Et,O (10 ml) y se tratd con diazometano recientemente
preparado en Et,0 a 0°C hasta que persistiese el color amarillo de un ligero exceso de diazometano. Después de haber
agitado durante 20 min a TA, la mezcla de reaccion se concentrd hasta sequedad para dar el compuesto 12b como un
aceite incoloro transparente (0,32 g, 100%). '"H NMR (CDCl;): 6 5,1 (bs, 1H), 3,71 (s, 3H), 1,62-1,57 (m, 2H), 1,55
(s, 9H), 1,53-1,43 (m, 1H), 1,28-1,21 (m, 2H), 0,95 (t, J= 7,3 Hz, 3H).
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Ejemplo 13

Resolucion enzimdtica de una mezcla de (1R,2R)/(1S,2S)-Boc-1-amino-2-etil-ciclopropil-carboxilatos de metilo

5
o] 0 >
a) Alcalasa 5
>LOJLﬂ OMe XOJLN OH
" ,© NaOH H o
12
mezcla de 13a(s,9) 13¢ (R,R)
(S,RY(R.R) b) CHN,
15
20 13b (s,5)"
* Analisis por HPLC utilizando una columna de Chiracel® OD-H
**Otros ésteres son también aceptables (p.ej. el Et)
25

a) La mezcla de enantiémeros (1S,2S5)/(1R,2R)-ésteres metilicos de dcido 1-Boc-amino-2-etil-ciclopropil-carboxilico
del Ejemplo 10 (0,31 g, 1,27 mmol) se disolvié en acetona (3 ml) y luego se diluy6 con agua (7 ml) mientras que se
estaba agitando rdpidamente. El pH de la solucién se ajusté a 7,5 con NaOH acuoso 0,05 M antes de que se afadiese
Alcalase® [extracto de 2,4 1 procedente de Novo Nordisk Industrials] (300 mg). Durante la incubacién, el pH fue

30 estabilizado con NaOH y se ajust6 un regulador del pH (pH-estato) para vigilar la adicion de la solucién de NaOH.
Después de 40 h, la mezcla se diluyé con EtOAc y H,O (con 5 ml de NaHCO; saturado) y las fases se separaron.
La fase acuosa se acidificé con HCI acuoso al 10% y se extrajo con EtOAc, se secd (sobre MgSQ,), se filtro y se
concentré para dar el 4dcido 13a (48,5 mg). La estereoquimica absoluta se determind utilizando la correlacién descrita
en los Ejemplos 10y 11.

. b) El tratamiento de una parte alicuota del dcido 13a con diazometano en Et,O para dar el éster metilico, seguido
por un andlisis mediante HPLC utilizando una columna quiral [Chiralcel® OD-H, mezcla de 2,5% de isopropanol y
hexano, isocrética] pusieron de manifiesto una relacién 51:1 del isémero (S,S).

40 Ejemplo 14

Sintesis de (1R,2S)/(1S,2R)-dcidos 1-amino-2-etil-ciclopropil-carboxilicos

45 C) DBU, Bl/\/
-
HO,C” CO,1Bu CH,CN alylo,C” 'CO,tBu
od , 14a
50 etilo "sin” con respecto al éster
) Et;N, OPPA benceno
55 d) TFA, CHZC‘& y/\ y luego 2-trimetil-silil-etanol Jz
TA alilooC” “co.H el oo’ N
2 H O
14b 14c T\,
® 1.0 M TBAF
P
THF alilooc” 'NH,
TA a reflujo 14d
65
etilo “anti” con respecto al acido
(RS) /(SR)
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Partiendo del 4cido 9d descrito en el Ejemplo 9:

c¢) Al compuesto 9d (1,023 g, 4,77 mmol) en CH;CN (25 ml) se le afiadieron consecutivamente DBU (860 ul, 5,75
mmol, 1,2 eq.) y bromuro de alilo (620 ul, 7,16 mmol, 1,5 eq.). La mezcla de reaccién se agit6 durante 4 h a TA y
luego se concentrd. El residuo se diluy6 con Et,O y se lavo consecutivamente con una solucion acuosa al 10% de acido
citrico (2 veces), con H,0, con NaHCO; acuoso saturado, con H,O (2 veces) y con salmuera. Después del tratamiento
usual (con MgSQ,, filtracién y concentracion) el éster 14a deseado se aisl6 (1,106 g, 3,35 mmol, rendimiento 91%)
como un aceite incoloro. MS (FAB) 255 (MH*); 'H NMR (CDCl;): 6 5,96-5,86 (m, 1H), 5,37-5,22 (m, 2H), 4,70-4,52
(m, 1H), 1,87-1,79 (m, 1H), 1,47 (s, 9H), 1,45-1,40 (m, 1H), 1,33-1,24 (m, 3H), 1,03 (t, J= 7,3 Hz, 3H).

d) Al éster 14a (1,106 g, 4,349 mmol) en CH,Cl, seco (5 ml) a TA se le afiadié TFA (5 ml). La mezcla de reaccién
se agité durante 1,5 h y luego se concentrd para proporcionar el compuesto 14b (854 mg, 4,308 mmol, rendimiento
99%). MS (FAB) 199 (MH*); 'H NMR (CDCl;): § 5,99-5,79 (m, 1H), 5,40-5,30 (m, 2H), 4,71-4,62 (m, 2H), 2,22-
2,00 (m, 2H), 1,95-1,88 (m, 1H), 1,84-1,57 (m, 2H), 0,98 (t, J= 7,3 Hz, 3H).

e) Al 4cido 14b (853 mg, 4,30 mmol) en benceno seco (14,8 ml) se le afiadieron consecutivamente Et;N (684 ul,
4,91 mmol, 1,14 eq.) y DPPA (992 ul, 4,60 mmol, 1,07 eq.). La mezcla de reaccién se puso a reflujo durante 4,5
h y luego se afiadi6 2-trimetil-silil-etanol (1,23 ml, 8,58 mmol, 2,0 eq.). El reflujo se mantuvo durante una noche y
luego la mezcla de reaccién se diluy6 con Et,O y se lavé consecutivamente con una solucién acuosa al 10% de dcido
citrico, con agua, con NaHCO; acuoso saturado, con agua (2 veces) y con salmuera. Después del tratamiento usual
(con MgSO,, filtracién y concentracion) el residuo se cromatografié con resolucion rapida (5 cm, mezcla de 10 a 15%
de AcOEt y hexano) para proporcionar el carbamato 14c (1,212 g, 3,866 mmol, rendimiento 90%) como un aceite
de color amarillo pédlido. MS (FAB) 314 (MH"); '"H NMR (CDCls) 6 5,93-5,84 (m, 1H), 5,32-5,20 (m, 2H), 5,05 (bs,
1H), 4,60-4,56 (m, 2H), 4,20-4,11 (m, 2H), 1,71-1,60 (m, 3H), 1,39-1,22 (m, 1H), 1,03 (t, J= 7,6 Hz, 3H), 0,96-0,86
(m, 1H), 0,04 (s, 9H).

f) Al carbamato 14c (267 mg, 0,810 mmol) se le afiadié una solucién 1,0 M de TBAF en THF (1,62 ml, 1,62 mmol,
2,0 eq.). La mezcla de reaccién se agitd durante una noche a TA, se puso a reflujo durante 30 min y luego se diluy6
con AcOEt. La solucién se lavé consecutivamente con agua (2 veces) y con salmuera. Después del tratamiento usual
(sobre MgSO,, filtracién y concentracién) se aisl6 la amina 14d deseada (122 mg, 0,721 mmol, rendimiento 89%)
como un liquido de color amarillo pélido. '"H NMR (CDCl;) 6 5,94-5,86 (m, 1H), 5,31-5,22 (m, 2H), 4,58 (d, J = 5,7
Hz, 2H), 1,75 (bs, 2H), 1,61-1,53 (m, 2H), 1,51-1,42 (m, 2H), 1,00 (t, J= 7,3 Hz, 3H), 0,70-0,62 (m, 1H).

Ejemplo 15

Sintesis de una mezcla de (1R,2S)/(1S,2R)-1-amino-2-vinil-ciclopropil-carboxilatos de etilo

Ph + o~ B a)BuOK Ph N
ST Br —_—
Ph N CO,Et THF =N"Co.Et
15a 150 -78Cao0°c FPh 5c -
b)1N HCI acuoso
Et,0
c) NaHCO,

d) 4N HCl/dioxano

HCHH,N" "CO,Et
15d

vinilo "sin” con respecto al éster

a) A una solucién en THF (180 ml) de terc.-butéxido de potasio (4,62 g, 41,17 mmol, 1,1 eq.) a -78°C se le anadi6
la imina 15a comercialmente disponible (10,0 g, 37,41 mmol) en THF (45 ml). La mezcla de reaccién se calent a
0°C y se agit6 a esta temperatura durante 40 min. Luego la mezcla se enfrié de vuelta a -78°C para la adicién de 1,4-
dibromo-buteno 15b (8,0 g, 37,40 mmol) y luego se agité a 0°C durante 1 h y se enfrié de retorno a -78°C para la
adicién de ferc.-butéxido de potasio (4,62 g, 41,17 mmol, 1,1 eq.). La mezcla de reaccidn se agit6 finalmente durante
una hora més a 0°C y se concentrd para proporcionar el compuesto 15c.

b, c, d) El compuesto 15c¢ se recogié en Et,O (265 ml) y se traté con una solucién acuosa 1 N de HCI (106 ml).
Después de 3,5 h a TA, las capas fueron separadas y la capa acuosa fue lavada con Et,O (2 veces) y alcalinizada con
una solucién acuosa saturada de NaHCO;. La amina deseada se extrajo con Et,O (3 veces) y el extracto orgdnico
combinado se lavé con salmuera. Después del tratamiento usual (con MgSQO,, filtracién y concentracién) el residuo se
trat6 con una solucién 4 N de HCl en dioxano (187 ml, 748 mmol). Después de concentracidn, la sal hidrocloruro 15d
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se aislé como un sélido de color pardo (2,467 g, 12,87 mmol, rendimiento 34%). "H NMR (CDCl;) 6 9,17 (bs, 3H),
5,75-5,66 (m, 1H), 5,39 (d, J = 17,2 Hz, 1H), 5,21 (d, J = 10,2 Hz, 1H), 4,35-4,21 (m, 2H), 2,77-2,70 (m, 1H), 2,05
(dd,J=6,4,10,2 Hz, 1H), 1,75 (dd, ] = 6,4, 8,3 Hz, 1H), 1,33 (t, J= 7,0 Hz, 3H).

Ejemplo 16

Preparacion de una mezcla de (1R,25/1S,2R)-ésteres etilicos de dcido 1-Boc-amino-2-vinil-ciclopropil-carboxilico

Y/% (Boc),0 _ 9\03)\\ Y/\

Cl H,N+ CO,Et DIPEA N COjft
DMAP
15d THF 16a

vinilo “sin” con respecto al éster

La sal hidrocloruro 15d (1,0 g, 5,2 mmol) y (Boc),O (1,2 g, 5,7 mmol) se disolvieron en THF (30 ml) y se trataron
con DMAP (0,13 g, 1,04 mmol, 0,2 eq.) y diisopropil-etilamina (2,8 ml, 15,6 mmol). La mezcla de reaccién se agit6d
durante 24 h antes de ser diluida con EtOAc (40 ml) y se lavé consecutivamente con una solucién (acuosa) saturada
de NaHCO;, con HCI acuoso al 5% y con salmuera saturada. La fase organica se secé (sobre MgSQ,), se filtré y se
concentrd para dar, después de purificacion por cromatografia con resolucion rapida (en una mezcla de 15% de EtOAc
y hexano), el compuesto 16a (0,29 g, 23%). '"H NMR (CDCl;) 6 5,80-5,72 (m, 1H), 5,29-5,25 (dd, J = 17,2, 17,2 Hz,
1H), 5,24-5,1 (bs, 1H), 5,10 (dd, J = 9,2, 9,2 Hz, 1H), 4,22-4,13 (m, 2H), 2,15-2,04 (m, 1H), 1,85-1,73 (bs, 1H), 1,55-
1,5 (m, 1H), 1,49 (s, 9H), 1,25 (t, J= 7,3 Hz, 3H).

Ejemplo 17

Resolucion enzimdtica de una mezcla de (1R,25)/(1S,2R) de 1-amino-2-vinil-ciclopropil-carboxilatos de etilo

NS NS
o (o) o] >
a) Alcalasa $
>L0JLDI OEt OJL:1 . >L°JLN OEt
s NaOH H o
a
vinilo "sin” con respecto al éster 17a(s,S) 17c (R,Sf

*Andlisis por HPLC utilizando una columna de Chiracel® OD-H

a) El derivado racémico 17a (0,29 g, 1,14 mmol) se disolvi6 en acetona (5 ml) y se diluyé con H,O (10 ml). El
pH se ajusté con NaOH acuoso 0,2 N a 7,2 antes de que se afiadiese Alcalase® (300 mg). Para mantener constante el
pH durante la incubacidn, se afiadi6 una solucién de NaOH mediante un valorador con pH-estato durante 9 dias hasta
que se hubiera afiadido la cantidad tedrica de la base. Después de extraccién con un 4cido y con una base como se
describe en el Ejemplo 13, se aislaron el éster sin hidrolizar (0,15 g, 100%) y el material hidrolizado (0,139 g, 95%).
El andlisis del éster sin hidrolizar por HPLC utilizando una columna quiral, puso de manifiesto una relacién de 43:1
del compuesto 17c deseado al que se asigné la estereoquimica (R,S) basdndose en la correlaciéon quimica, como se
describe en los Ejemplos 10y 11.

Condiciones para el andlisis por HPLC: columna Chiralcel® OD-H (4,6 mm x 25 cm), condiciones isocraticas
utilizando una fase movil a base de una mezcla de 2,5% de isopropanol y hexano.
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Ejemplo 18

Resolucion de una mezcla de (1R,25)/(1S,2R)-1-amino-2-vinil-ciclopropil-carboxilatos por cristalizacion con dcido
dibenzoil-D-tartdrico

O (9

A una solucién de una mezcla racémica bruta de (1S,2R y IR,2S)-1-amino-2-vinil-ciclopropil-carboxilatos de etilo
[obtenida a partir del éster etilico de N-(difenilmetilen)-glicina (25,0 g, 93,5 mol) como se describe en el Ejemplo 15]
en EtOAc (800 ml) se le afiadi6 dcido dibenzoil-D-tartarico (33,5 g, 93,5 mol). La mezcla se calent6 a reflujo, se dejé
a TA durante 15 min y luego se enfrié a 0°C. Se obtuvo un sélido de color blanco después de 30 min. El sélido se
filtrd, se lavé con EtOAc (100 ml) y se secé en aire. El sélido se suspendi6 en acetona (70 ml), se sonicé (traté por
ultrasonidos) y se filtré (3 veces). Luego el sdlido se recristalizé dos veces en acetona caliente (tanda cosechada A).
Los liquidos madres se concentraron y el residuo se recristalizé tres veces en acetona caliente (tanda cosechada B).
Las dos tandas cosechadas de los sélidos amorfos de color blanco de sal de 4cido dibenzoil-D-tartarico se combinaron
(5,53 g) y suspendieron en una mezcla de Et,O (250 ml) y solucién saturada de NaHCO; (150 ml). La capa orgénica se
lavé con salmuera, se secé (sobre MgSQ,) y se filtrd. El material filtrado se diluyé con una mezcla de HCI 1 Ny Et,O
(100 ml) y se concentrd bajo presion reducida. El residuo oleoso se evaporé con CCl, para proporcionar hidrocloruro
de 1(R)-amino-2(S)-vinil-ciclopropano-carboxilato de etilo (940 mg, rendimiento 11%) como un sélido higroscépico
de color blanco: [a]* +39,5° (¢ 1,14 MeOH); [a]* 35 +88,5° (¢ 1,14 MeOH); '"H NMR (DMSO-d¢) 6 9,07 (s ancho
2H), 5,64 (ddd, J=17,2, 10,4, 8,7 Hz, 1H), 5,36 (dd, J=17,2, 1,6 Hz, 1H), 5,19 (dd, J=10,4, 1,6 Hz, 1H), 4,24-4,16 (m,
2H), 2,51-2,45 (m, picos impedidos por DMSO, 1H), 1,84 (dd, J=10,0, 6,0 Hz, 1H), 1,64 (dd, J=8,3, 6,0 Hz, 1H), 1,23
(t,J=7,1 Hz, 3H); MS (ESI) m/z 156 (MH)*; se determiné que la pureza enantiomérica era de 91% ee segin el andlisis
por HPLC (columna CHIRALPAK AS®, mezcla de Hex y i-PrOH) del derivado de Boc.

Ejemplo 19
Preparacion de una mezcla de (1R,2S)/(1S,2R)-hidrocloruros de ésteres metilicos de dcido 1-amino-2-vinil-ciclopro-
pano-carboxilico (19f)

H,N'COLEt He 19¢

CHO
©/ 19a O/\\N’\co Et Br A Br
- 2 -
Na,SO, / TBME :

LiOtBu (2.1 equiv)
Et,N 1% tolueno / TA
luego H,0*, luego NaOH

H,N.__CO,Et Boc,0 BocHN._CO,Et BocHN._CO,Me
ZS K NaOM 5
——.)
\ TBME MeOH

19d

Preparacion de la imina 19b

El hidrocloruro del éster etilico de glicina 19a (1.519,2 g, 10,88 mol, 10 eq.) se suspendi6 en terc.-butil-metil-éter
(8 1). Se afiadieron benzaldehido (1115 g, 10,88 mol, 1 eq.) y sulfato de sodio anhidro (773 g, 5,44 mol, 0,5 eq.) y la
mezcla se enfrié a 5°C en un bafio de hielo y agua. Se afiadi6 gota a gota trietilamina (2.275 ml, 16,32 mol, 1,5 eq.)
en el transcurso de 15 min (con uso de 0,5 1 de ferc.-butil-metil-éter para enjuagados) y la mezcla se agité durante 40
h a la temperatura ambiente. Luego la mezcla de reaccién se sofocé por adicion de agua enfriada con hielo (51) y la
capa orgénica se separd. La fase acuosa se extrajo con terc.-butil-metil-éter (1 1) y las fases orgdnicas combinadas se
lavaron con una mezcla de NaHCO; saturado (400 ml) y agua (1,6 1) y luego con salmuera. La solucién se sec6 sobre
MgSO,, se concentrd bajo presién reducida y el aceite residual de color amarillo se sec6 hasta peso constante en vacio.
La imina 19b se obtuvo como un aceite amarillo espeso que solidifica a -20°C (2.001 g, rendimiento 96%): 'H NMR
(CDCl;, 400 MHz) 6 8,30 (s, 1H), 7,79 (m, 2H), 7,48-7,39 (m, 3H), 4,40 (d, J = 1,3 Hz, 2H), 4,24 (q, J = 7 Hz, 2H),
1,31 (t, J="7 Hz, 3H).
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Preparacion de una mezcla racémica de N-Boc-(1R,2S)/(1S,2R)-hidrocloruros de ésteres etilicos de dcidos 1-
amino-2-vinil-ciclopropano-carboxilicos 19e

Se suspendi6 terc.-butdxido de litio (4,203 g, 52,5 mmol, 2,1 equiv.) en tolueno seco (60 ml). La imina 19b (5,020
g, 26,3 mmol, 1,05 equiv.) y el dibromuro 19¢ (5,348 g, 25 mmol, 1 equiv.) se disolvieron en tolueno seco (30 ml) y
esta solucidn se afiadié gota a gota durante 30 min a la solucién agitada de LiOtBu a la temperatura ambiente. Después
de complecion, la mezcla de color rojo oscuro se agité durante 10 min adicionales y se sofocé por adicién de agua (50
ml) y ferc.-butil-metil-éter (TBME, 50 ml). La fase acuosa se separd y se extrajo una segunda vez con TBME (50 ml).
Las fases orgédnicas se combinaron, se afiadio HCl 1 N (60 ml) y la mezcla se agit6 a la temperatura ambiente durante
2 h. La fase orgénica se separé y extrajo con agua (40 ml). Las fases acuosas se combinaron luego, se saturaron con sal
[cloruro de sodio] (35 g) y se afladi6 TBME (50 ml). La mezcla agitada se alcalinizé luego a pH 13 - 14 por cuidadosa
adicién de NaOH 10 N. La capa orgéanica se separd y la fase acuosa se extrajo con TBME (2 x 50 ml). Los extractos
orgdnicos que contenian la amina libre 19d se combinaron y se afiadié carbonato de di-terc.-butilo (5,46 g, 25 mmol,
1 equiv.). Después de haber agitado durante una noche a la temperatura ambiente, la TLC puso de manifiesto algo de
amina libre sin reaccionar. Se afiadi6 una cantidad adicional de di-carbonato de di-terc.-butilo (1,09 g, 5 mmol, 0,2
equiv.) y la mezcla se puso a reflujo durante 2 h, en cuyo punto el andlisis por TLC indicé una conversién completa
del compuesto 19d en el carbamato 19e. La solucién se enfri a la temperatura ambiente, se secé sobre MgSO, y se
concentrd bajo presion reducida. El residuo se purificé por cromatografia con resolucién rapida utilizando mezclas de
10% y luego 20% de EtOAc y hexano como eluyente. El compuesto 19e purificado se obtuvo como un aceite de color
amarillo transparente que solidificaba lentamente en vacio (4,014 g, rendimiento 63%). '"H NMR (CDCl;, 400 MHz)
65,77 (ddd, J = 17, 10, 9 Hz, 1H), 5,28 (dd, J = 17, 1,5 Hz, 1H), 5,18 (s ancho, 1H), 5,11 (dd, J = 10, 1,5 Hz, 1H),
4,24-4,09 (m, 2H), 2,13 (q, J = 8,5 Hz, 1H), 1,79 (m ancho, 1H), 1,46 (m, 1H), 1,45 (s, 9H), 1,28 (t, J="7 Hz, 3H).

Preparacion del compuesto del titulo 19f por medio de trans-esterificacion del compuesto 19e

El éster etilico 19¢ (10,807 g, 42,35 mmol) se disolvié en metanol seco (50 ml) y se afadié una solucién de
metdxido de sodio en MeOH (al 25% p/p, 9,7 ml, 42 mmol, 1 equivalente). La mezcla se calenté a 50°C durante 2 h,
en cuyo punto el andlisis por TLC indicé una transesterificaciéon completa (19e R; 0,38, 19f R; 0,34 en una mezcla
20% de EtOAc y hexano). La mezcla de reaccidn se enfri6 a la temperatura ambiente y se acidificé a pH 4 utilizando
HCI 4 N en dioxano. El NaCl precipitado se eliminé por filtracién (con uso de terc.-butil-metil-éter para los lavados)
y los materiales volatiles se eliminaron bajo presion reducida. Se afiadi6 ferc.-butil-metil-éter (100 ml) al residuo y los
sélidos se eliminaron por filtracién. La evaporacion del material filtrado bajo presion reducida y la desecacién bajo
vacio dieron el éster metilico 19f puro (10,11 g, rendimiento 99%). '"H NMR (CDCl;, 400 MHz) 6 5,75 (ddd, J = 17,
10, 9 Hz, 1H), 5,28 (dd, J = 17, 1 Hz, 1H), 5,18 (s ancho, 1H), 5,11 (ddd, J = 10, 1,5, 0,5 Hz, 1H), 3,71 (s, 3H), 2,14
(q, J =9 Hz, 1H), 1,79 (m ancho, 1H), 1,50 (m ancho, 1H), 1,46 (s, 9H).

Ejemplo 20

Resolucion enzimdtica del (1R 2S5)/(1S/2R)-hidrocloruro de éster metilico de dcido 1-amino-2-vinil-ciclopropano-

carboxilico
\
y AN

BocHN™ "CO,Me Q

-

Alcalasa 2.4L - BocHN™ “CO,Me
19¢ pH 8.2-85 20a

N
4N HCl-dioxano

» | H,N CO,Me

HCl

20b
(1R,2S)
Preparacion de N-Boc-(1R,2S5)-éster metilico de dcido 1-amino-2-vinil-ciclopropano-carboxilico 20a
El éster racémico 19f (0,200 g, 0,83 mmol) se disolvié en acetona (3 ml) y se afiadié agua (7 ml). Se afiadi6 NaOH
0,05 M (1 gota) para llevar el pH de la solucién a ~8 y luego se afiadié Alcalase® 2.4L (Novo Nordisk Biochem, 0,3 g
en un ml de agua). La mezcla se agité enérgicamente a la temperatura ambiente, manteniéndose el pH de la solucién

en 8 utilizando un valorador automdtico. Al comienzo de los dias 4° y 5° de agitar a pH 8, se afiadié una solucién
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adicional de enzima (2 x 0,3 g). Después de un total de 5 dfas, se consumié un total de 8,3 ml de NaOH 0,05 M. La
mezcla de reaccion se diluyé con EtOAc y agua y la fase orgdnica se separd. Después de haber lavado con salmuera,
el extracto orgdnico se secd (sobre MgSQO,) y se concentrd en vacio. El compuesto 20a (0,059 g, rendimiento 30%)
se obtuvo como un aceite transparente: la '"H NMR era idéntica a la del compuesto 19f. HPLC (Chiralcel ODH, 4,6 x
250 mm, mezcla isocratica al 1% de EtOH en hexano, caudal 0,8 ml/min):(1R,2S)-2 R, 19,3 min (97%); (1S,2R)-2 R,
17,0 min (3%).

Preparacion del (1R,2S)-hidrocloruro de éster metilico de dcido 1-amino-2-vinil-ciclopropano-carboxilico 20b

El compuesto 20a (39,96 g, 165,7 mmol) se disolvié en dioxano (25 ml) y la solucién se afiadidé gota a gota con
agitacién a HC1 4 N en dioxano (Aldrich, 250 ml). Después de 45 min, el andlisis por TLC indicé una desproteccién
completa. Los materiales volatiles se eliminaron bajo presién reducida y el residuo se evapord conjuntamente dos
veces con MeOH (2 x 100 ml). Se anadieron éter (300 ml) y MeOH (10 ml) al residuo oleoso de color pardo y la
mezcla se agité durante una noche a la temperatura ambiente, dando como resultado la precipitacién de un material
semi-solido. Se afiadié una cantidad adicional de MeOH (15 ml) y se continu la agitacién durante 6 h, en cuyo punto
se recogid un sélido de color amarillento por filtracién. El producto se lavé con 5% de MeOH en éter (50 ml) y con éter
(2 x 50 ml), y se sec6 en vacio para dar el compuesto 20b como un sélido de color amarillento (22,60 g, rendimiento
76%). Los materiales filtrados (inclusive los liquidos de lavado) se evaporaron en vacio para dar una cantidad adicional
del compuesto 20b como un aceite de color pardo (7,82 g, rendimiento 26%). Amas fracciones fueron suficientemente
puras para utilizarse en la sintesis de inhibidores de proteasa de HCV: [a]*p +38,2° (¢ 1,0, MeOH). '"H NMR (400
MHz, DMSO-d¢) 6 9,15 (s ancho, 3H), 5,65 (ddd, J = 17, 10, 9 Hz, 1H), 5,36 (dd, J = 17, 1,5 Hz, 1H), 5,19 (dd, ] =
10, 1,5 Hz, 1H), 3,74 (s, 3H), 2,50 (g, solapa con sefial de DMSO, J =9 Hz, 1H), 1,86 (dd, J = 10, 6 Hz, 1H), 1,64 (dd,
J =8, 6 Hz, 1H).

Ejemplo 21

Sintesis del éster metilico de dcido 1-amino-ciclobutil-carboxilico

NH2 NH2
° HCl1/CH,OH = OMe
(0] 3 (0]
sal de HCI 21b
21a

El 4cido 1,1-amino-ciclobutanocarboxilico de preparé de acuerdo con Kavin Douglas; Ramaligam Kondareddiar;
Woodard Ronald, Synth. Commun. (1985), 15(4), 267-72. La sal de aminodcido (21a) (1,00 g, 6,6 mmol) se agit6 en
metanol seco (40 ml) a -20°C y la mezcla se saturdé con cloruro de hidrégeno seco para proporcionar el compuesto
(21b). Se continud la agitacién de esta mezcla durante 4 h. La solucidn caliente se filtré y el material filtrado se
concentré (en un Rotavap, a 30°C) para dejar un residuo que después de trituracion en dietil-éter proporcioné un polvo
de color blanco (0,907 g, 83%) después de filtracién y desecacién. 'H NMR (400 MHz, D,) § CH;0 (3H, s, 3,97 ppm);
CH, (2H, m, 2,70-2,77 ppm); CH, (2H, m, 2,45-2,53 ppm) y CH, (2H, m, 2,14-2,29 ppm).

Tripéptidos
Ejemplo 22
Procedimiento general para reacciones de acoplamiento realizadas sobre un soporte solido

La sintesis se llevé a cabo en un sintetizador paralelo Modelo ACT396 de Advanced Chem Tech® con el bloque
de 96 pocillos. Tipicamente, se sintetizaron 24 péptidos en paralelo utilizando técnicas en fase s6lida normalizadas.
Los conjugados de partida de (Fmoc-amino)-4cidos ciclopropano-carboxilicos (opcionalmente sustituidos) y resina
de Wang se prepararon mediante el método de acoplamiento DCC/DMAP (Atherton, E; Scheppard, R.C. Solid Phase
Peptide Synthesis, a Practical Approach; IRL Press: Oxford (1989); paginas 131-148).

Cada pocillo fue cargado con 100 mg de la resina de partida (aproximadamente 0,05 mmol). Las resinas se lavaron
consecutivamente con porciones de 1,5 ml de NMP (1 vez) y DMF (3 veces). El grupo protector Fmoc se eliminé por
tratamiento con 1,5 ml de una solucién al 25% v/v de piperidina en DMF durante 20 minutos. Las resinas se lavaron
con porciones de 1,5 ml de DMF (4 veces), MeOH (3 veces) y DMF (3 veces). El acoplamiento se realizé en DMF
(350 pl), utilizando 400 1 (0,2 mmol) de una solucién 0,5 M de una mezcla de Fmoc-aminodcido y HOBt hidratado
en DMF, 400 ul (0,4 mmol) de una solucién 1 M de DIPEA en DMF y 400 ul (0,2 mmol) de una solucién 0,5 M de
TBTU en DMF. Después de haber agitado durante 1 hora, los pocillos se descargaron, las resinas se lavaron con 1,5
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ml de DMF y el acoplamiento se repitié una vez mds en las mismas condiciones. Luego las resinas se lavaron como
antes se describe y el ciclo se repitié con el aminoécido siguiente.

Los grupos rematadores se introdujeron de dos maneras:
1. En la forma de un 4cido carboxilico utilizando el protocolo antes descrito (por ejemplo acido acético) o,

2. Como un agente acilante tal como un anhidrido o un cloruro de 4cido. El siguiente ejemplo ilustra el rematado
con anhidrido succinico: Después de la desproteccion con Fmoc y del subsiguiente protocolo de lavado, se afiadié
DMF (350 ul), seguido por 400 ul de cada una de las soluciones en DMF de anhidrido succinico (0,5 M, 0,2 mmol) y
de DIPEA (1,0 M, 0,4 mmol). Las resinas fueron agitadas durante 2 h y se realiz6 una operacion de reacoplamiento.
Al final de la sintesis, cada resina fue lavada con porciones de 1,5 ml de DCM (3 veces), MeOH (3 veces), DCM (3
veces), y las resinas se secaron en vacio durante 2 h. La separacion desde la resina y la concomitante desproteccion de
las cadenas laterales se efectuaron por la adicién de 1,5 ml de una mezcla de TFA, H,O, DTT y TIS (92,5:2,5:2,5:2,5).
Después de haber agitado durante 2,5 h, la resina se filtr6 y se lavé con 1,5 ml de DCM. Los materiales filtrados se
combinaron y concentraron por centrifugacidn en vacio. Cada compuesto se purificé por HPLC en fase inversa prepa-
rativa utilizando una columna de C18 (22 mm por 500 mm). Las fracciones que contenian producto se identificaron
por espectrometria de masas MALDI-TOF, se combinaron y liofilizaron.

Ejemplo 23

Procedimiento general para reacciones de acoplamiento realizadas en solucion {véase también R. Knorr y colabora-
dores, Tetrahedron Letters, (1989), 30, 1927}

Los reaccionantes, es decir una amina libre (1 eq.) (o su sal hidrocloruro) y el 4cido carboxilico libre (1 eq.) se
disolvieron en CH,Cl,, CH;CN o DMF. Bajo una atmésfera de nitrogeno se afiadieron a la solucion agitada cuatro
equivalentes de N-metil-formolina y 1,05 equivalentes del agente de acoplamiento. Después de 20 min, se afiadid
un equivalente del segundo reaccionante, es decir un dcido carboxilico libre. (Reactivos de acoplamiento précticos
y eficientes para esta finalidad son hexafluorofosfato de (benzotriazol-1-iloxi)-tris-(dimetilamino)fosfonio (HOBT) o
preferiblemente tetrafluoroborato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametil-uronio (DBTU) o tetrafluorobora-
to de O-(7-aza-benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametil-uronio (HATU). La reaccién se vigilé por TLC. Después de
haberse completado la reaccion, el disolvente se evapord bajo presion reducida. El residuo se disolvié en EtOAc. La
solucién se lavo consecutivamente con 4cido citrico acuoso al 10%, con NaHCO; acuoso saturado y con salmuera.
La fase orgénica se sec6 (sobre MgSO,) se filtrd y se concentré bajo presion reducida. Cuando el residuo se habia
purificado, esto se hizo por cromatografia con resolucién rdpida como antes se define.

Ejemplo 24

Sintesis del compuesto 304

_— _—
\
,0 oN/
ON *on b
o
() =24a 24b

c) LioH 0
¥ | N
7‘\ l MeOH/THF/H,0 ;\ o ]
0, N OH

Compuesto 304

a) El isémero (R,R) de Boc-Et-Acca-OMe 13c (0,12 g, 0,49 mmol) obtenido a partir de la resolucién enzimatica
(Ejemplo 13) se traté con una mezcla de HC1 4 N y dioxano (45 min) antes de ser concentrado en vacio para dar un
sdlido de color blanco. A esta sal de HCI (aproximadamente 0,49 mmol) se le afiadieron TBTU (0,17 g, 0,54 mmol), la
Boc-4(R)-(8-quinolina-metiloxi)prolina 5 (procedente del Ejemplo 5) (0,18 g, 0,49 mmol) y DIPEA (0,3 ml, 1,7 mmol)
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en MeCN (10 ml). La mezcla se agit6 a TA durante 3,5 h antes de ser concentrada en vacio. El material resultante se
disolvié en EtOAc y se lavé consecutivamente con una solucion acuosa saturada de NaHCO; y con salmuera. Luego
se seco (sobre MgSOQ,), se filtré y se concentrd para dar el compuesto 24b como un sélido de color blanco (0,122 g,
59%).

b) El compuesto 24b (0,12 g, 0,25 mmol) se traté a TA con una mezcla de HCI 4 N y dioxano (durante 30 min)
antes de ser concentrado en vacio. La resultante sal hidrocloruro (aproximadamente 0,25 mmol) se traté con Boc-
Chg-OH-H,0 (75 mg, 0,27 mmol), TBTU (87 mg, 0,27 mmol) en MeCN (10 ml) y finalmente a 0°C con DIPEA
(0,15 ml, 0,87 mmol). El residuo se diluy6 con EtOAc, se lavd consecutivamente con una solucién acuosa saturada de
NaHCO; y con salmuera, se secé (sobre MgSO,), se filtré y se concentrd para dar el compuesto 24c como un sélido
de color blancuzco (0,2 g). Este material (0,14 g) se disolvié en DMSO y se purificé por HPLC preparativa para dar el
compuesto 24c como un sélido de color blanco después de liofilizacién (35 mg, 33%). HPLC (98%); MS (FAB) m/z.
637,3 (MH"); HRMS calculado para C;sHy,sN,O; (MH*) 637,36011: encontrado 637,36250; la '"H NMR (DMSO-dg)
muestra una poblacién de rotdmeros, 6 8,91 (2xd, J =4,1y 4,1 Hz, 1H), 8,40-8,36 (m, 2H), 7,90 (d, J = 7,6 Hz, 1H),
7,77 (d,J =7,0 Hz, 1H), 7,6-7,54 (m, 2H), 6,80 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 5,18 y 5,16 (2 x s, 2H), 4,40 (bs, 1H), 4,31 (t,J =
8,3 Hz, 1H), 4,12 (d, ] = 11,44 Hz, 1H), 4,03 (t, J = 7,9 Hz, 1H), 3,78-3,72 (m, 1H), 3,56 (s, 3H), 2,35-2,27 (m, 1H),
2,06-1,97 (m, 1H), 1,71-1,55 (m, 10H), 1,53-1,38 (m, 2H), 1,26 (s, 9H), 1,18-1,06 (m, 2H), 1,02-0,93 (m, 2H), 0,89
(t,J=7,3 Hz, 3H).

Compuesto 304

¢) Al compuesto 24c (30 mg, aproximadamente 0,047 mmol) se le afiadieron MeOH (1 ml), THF (1 ml) e hidréxido
de litio monohidratado (12 mg, 0,29 mmol) en H,O (1 ml). La solucién transparente se agitd rapidamente durante 48 h
antes de ser concentrada en vacio. El péptido bruto se disolvié en DMSO y se purificé por HPLC preparativa para dar el
compuesto 304 como un sélido de color blanco después de liofilizacién (21 mg, 72%). HPLC (99%); MS (FAB) m/z:
(MH") 623,3; HRMS calculado para C5,H,sN,O; (MH*) 623,34448; encontrado: 623,34630, la '"H NMR (DMSO-d,)
muestra una poblacién de rotdmeros de 1:1, 6 8,90 (2 x d, J = 4,1 Hz, 1H), 8,37 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 8,26 (s, 1H), 7,89
(d,J=8,3Hz, 1H), 7,77 (d,J = 6,7 Hz, 1H), 7,6-7,53 (m, 2H), 6,88 y 6,79 (2x d,J=8,6 y 7,9 Hz, 1H), 5,17 y 5,16 (2
x s, 2H), 4,43-4,35 (bs, 1H), 4,29 (t, J = 8,3 Hz, 1H), 3,82-3,71 (m, 1H), 2,35-2,27 (m, 1H), 2,06-1,97 (m, 1H), 1,72-
1,53 (m, 10H), 1,52-1,44 (m, 2H), 1,37 y 1,29 (2 x s, 9H), 1,18-1,05 (m, 3H), 1,0-0,94 (m, 1H), 0,91 (t, J = 7,3 Hz,
3H).

Ejemplo 25

Sintesis del compuesto 301

O
Boc-Chg-N
OH
N
o H

Compuesto 301
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a) El compuesto 25a (=12a) (282 mg, 1,23 mmol) se suspendié en CH;CN anhidro (6 ml). Se afiadieron consecutiva-
mente DBU (221 ul, 11,48 mmol) y bromuro de bencilo (161 ul, 1,35 mmol) y la mezcla de reaccion se agit6 durante
una noche a TA. La mezcla se concentrd, el aceite resultante se diluyé con EtOAc y 4cido citrico acuoso (aq.) al 10%
y se lavé consecutivamente con 4cido citrico al 10% (2 veces) con NaHCO; aq. saturado (2 veces), con agua (2 veces)
y con salmuera (1 vez). La capa de EtOAc se secé (sobre MgSQ,), se filtré y se evapord hasta sequedad. El aceite
incoloro bruto se purificé por cromatografia con resolucion rapida (eluyente-mezclas de hexano y EtOAc; de 95:5 a
90:10) para proporcionar el producto bencilado 25b como un aceite incoloro (368 mg, 93%).

MS (FAB) 318,2 MH™ MH* 342,2 (M+Na)*.

'H NMR (CDCly) 6 7,37-7,28 (m, 5H), 5,22 -5,10 (m, 1H), 5,19 (d, J = 12 Hz, 1H), 5,16 (d, J = 12 Hz, 1H), 1,60-
1,40 (m, 4H), 1,39 (s, 9H), 1,31-1,22 (m, 1H), 0,91 (t, J = 7.5, 14,5 Hz, 3H).

b) El compuesto 25b (368 mg, 1,15 mmol) se traté con una mezcla de HCI 4 N y dioxano (6 ml) como se ha
descrito con anterioridad. La sal hidrocloruro bruta se acoplé al compuesto 4 (procedente del Ejemplo 4) (470,8 mg,
1,27 mmol) con NMM (507 ul, 4,61 mmol) y HATU (en lugar de TBTU, 525,6 mg, 1,38 mmol) en CH,Cl, (6 ml)
como se describe en el Ejemplo 22 para proporcionar el dipéptido racémico bruto como un aceite de color anaranjado.
El material bruto se purificé por cromatografia con resolucién rdapida (eluyente - mezcla de hexano y Et,0; 50:50)
para proporcionar el dipéptido 25¢ puro (la mancha de elucién menos polar) como una espuma de color blanco (223
mg; 68% del rendimiento tedrico).

MS 571,4 MH™ 573,3 MH* 595,3 (M+Na)*.

"H NMR (CDCl;), mezcla aproximadamente 1:1 de rotdmeros, § 8,03 (bd, J = 8 Hz, 1H), 7,86 (bd, J = 7,5 Hz, 1H),
7,82 (bd, J = 6,5 Hz, 1H), 7,61 (bs, 0,5H), 7,57-7,40 (m, 4H), 7,31-7,21 (m, 5H), 6,48 (bs, 0,5 H), 5,22-5,11 (m, 1H),
5,08-4,81 (m, 3H), 4,41-3,74 (m, 3H), 3,49-3,18 (m, 1H), 2,76-1,90 (m, 2H), 1,69-1,48 (m, 3H), 1,40 (s, 9H), 1,40-
1,23 (m, 2H), 0,92 (t, J = 7,5, 15 Hz, 3H).

¢) El dipéptido 25¢ (170,1 mg, 0,297 mmol) se traté con una mezcla de HCl 4 N y dioxano (2 ml) como antes
se ha descrito. La sal hidrocloruro bruta se acoplé a Boc-Chg-OH (84,1 mg, 0,327 mmol) con NMM (130,7 ul, 1,19
mmol) y HATU (en lugar de TBTU, 135,5 mg; 0,356 mmol) en CH,Cl, (2 ml) durante 2,75 h a TA y luego se trat6
como se ha descrito con anterioridad para proporcionar el tripéptido 25d bruto como una espuma de color marfil
(aproximadamente 211,4 mg; 100%). MS (FAB) 712,5 MH".

Compuesto 301

d) El tripéptido 25d bruto (aproximadamente 15,4 mg, 0,022 mmol) se disolvié en etanol absoluto (2 ml) y se
afiadié una cantidad estimada (punta de espatula) tanto del catalizador de Pd al 10%/C como de acetato de amonio.
La mezcla se hidrogend durante una noche bajo un globo relleno de hidrégeno a TA y a la presién atmosférica. La
mezcla de reaccién se filtré a través de un filtro Millex® 0,45 um, se evaporé hasta sequedad y luego se diluy6 con
EtOAc y 4cido citrico acuoso al 10%, y se lavé de nuevo con dcido citrico acuoso al 10% (1 vez), con agua (2 veces) y
con salmuera (1 vez). La capa orgénica se secé (sobre MgSQ,), se filtrd, se evapord hasta sequedad y se liofiliz6 para
proporcionar el tripéptido 301 como un sélido amorfo de color blanco (11,0 mg; 82%). MS (FAB) 622,5 MH+ 644,5
(M+Na)+ '"H NMR (DMSO) mezcla aproximadamente 1:4 de rotdmeros, 6 8,54 y 8,27 (s, 1H), 8,06-7,99 (m, 1H),
7,96-7,91 (m, 1H), 7,87 (d, J = 8 Hz, 1H), 7,57-7,42 (m, 4H), 6,81 (d, ] = 8 Hz, 1H), 4,99 (d, J = 12 Hz, 1H), 4,88 (d,
J =12 Hz, 1H), 4,46-4,19 (m, 2H), 4,17-4,02 (m, 2H), 3,88-3,67 (m, 1H), 2,28-2,19 (m, 1H), 2,05-1,93 (m, 1H), 1,73-
1,43 (m, 8H), 1,32-1,07 (m, 6H), 1,29 (s, 9H), 1,03-0,85 (m, 2H), 0,91 (t, ] = 7,5, 15 Hz, 3H).

(Esquema pasa a pagina siguiente)
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Ejemplo 26

Sintesis del compuesto 306
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o™ d) LioH o
=
A I
o
Compuesto 306 26d

a) El 4cido 26a (180 mg, 0,500 mmol) y la amina 15d (96 mg, 0,500 mmol) se acoplaron utilizando TBTU (192
mg, 0,600 mmol) y DIPEA (226 mg, 1,75 mmol) en CH,Cl, (10 ml) durante 20 h. La mezcla de reaccién se concentro,
se recogio en acetato de etilo, se lavd dos veces con NaHCO; saturado y una vez con salmuera. La capa orgdnica se
secé sobre MgSOy,, se filtr6 y se concentré para dar el compuesto 26¢c como un aceite de color pardo, que se uso sin
purificacion en la siguiente operacion.

b, ¢) El compuesto bruto 26¢ (aproximadamente 0,500 mmol) se agité durante 30 min en una mezcla de HCI 4
N y dioxano (4 ml) y se concentr6 hasta sequedad. El sélido se recogié en CH,Cl, (10 ml) y se afiadié DIPEA (226
mg, 1,75 mmol) seguido por Boc-Chg-OH monohidratado (138 mg, 0,500 mmol) y TBTU (192 mg, 0,600 mmol).
La solucién se agité a TA durante 5 h. La mezcla de reaccién se concentrd, se recogié en acetato de etilo, se lavo
dos veces con una solucidén saturada de NaHCO; y una vez con salmuera. La capa orgdnica se secé sobre MgSQO,, se
filtr6 y se concentrd para dar un aceite de color pardo, se purificé por cromatografia con resolucién rapida para dar el
compuesto 26d como un aceite de color amarillo, 204 mg, 64% en el transcurso de dos acoplamientos.

'H NMR (CDCl,), 6 8,77 - 8,74 (m, 1H), 8,14 (d, ] =9 Hz, 1H), 7,69 (dd, J =9, 7 Hz, 1H), 7,52 (d, J = 5 Hz, 1H),
747 (dd, J =8, 7 Hz, 1H), 6,78 (d, J = 5 Hz, 1H), 5,80-5,70 (m, 1H), 5,35-5,27 (m, 2H), 5,14-5,07 (m, 2H), 4,89-4,83
(m, 1H), 4,39-4,32 (m, 1H), 4,30-4,24 (m, 1H), 4,20-4,07 (m, 2H), 4,00-3,92 (m, 1H), 3,04-2,92 (m, 1H), 2,39-2,29
(m, 1H), 2,16-2,04 (m, 1H), 1,91-1,83 (m, 1H), 1,82-1,62 (m, 7H). 1,45-1,35 (m, 9H), 1,27-1,07 (m, 8H).

d) El compuesto 26d (136 mg, 0,214 mmol) se disolvié en THF (4 ml) y MeOH (2 ml). Se afiadié una solucién
acuosa (2 ml) de LiOH hidratado (72 mg, 1,72 mmol) y la mezcla de reaccidn se agité a TA durante 20 h. La solucién
se concentrd y purificé por HPLC preparativa para dar el compuesto 306 (el isomero menos polar) como un sélido de
color blanco (25 mg).
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Compuesto 306: MS(FAB) 607,4 (MH+)

'"H NMR (DMSO-d,) 6 9,16 (d, J = 6 Hz, 1H), 8,55 (s, 1H), 8,35 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 8,12 (d, ] = 9 Hz, 1H), 8,05
(dd,J=8,7Hz, 1H), 7,76 (dd, ] =8, 7 Hz, 1H), 7,59 (d, J = 6 Hz, 1H), 7,02 (d, J = 8 Hz, 1H), 5,75-5,66 (m, 2H), 5,19
(d, J =18 Hz, 1H), 5,07 (d, J = 10 Hz, 1H), 4,55 (d, J = 12 Hz, 1H), 4,43 (dd, J = 10, 8 Hz, 1H), 4,03 (d, J = 10 Hz,
1H), 3,87-3,83 (m, 1H), 2,66-2,59 (m, 1H), 2,36-2,30 (m, 1H), 1,98 (dd, J = 18, 9 Hz, 1H), 1,75-1,56 (m, 8H), 1,38-
1,35 (m, 1H), 1,25-1,22 (m, 1H), 1,09 (s, 9H), 1,12-0,95 (m, 3H).

Ejemplo 27

Sintesis del compuesto 307
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Compuesto 307

¢) Una solucidn del 4cido (8) procedente del Ejemplo 8 (505 mg, 105 mmol) en 5 ml de diclorometano se traté con
TBTU (376 mg, 1,17 mmol). La sal con HCI del (R,S) vinil-AccaOEt (18) (procedente del Ejemplo 18) (279 mg, 1,46
mmol) en 7 ml de diclorometano, que contenia (0,60 ml, 5,46 mmol) de N-metil-morfolina, se afiadi6 a la precedente
solucién del éster activado. La solucién resultante se agité a TA durante una noche. El disolvente se evapord en vacio.
El residuo se diluy6é con acetato de etilo, se lavé dos veces con una solucién saturada de hidrégeno-carbonato de
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sodio y una vez con salmuera. La capa orgédnica se secé (sobre MgSQO,), se filtré y se evapord en vacio. El residuo se
cromatografié sobre gel de silice (mezcla 60:40 v/v de hexanos y acetato de etilo) para proporcionar 173 mg (27%) del
dipéptido 27c.

d, e) Una solucién del dipéptido 27¢ (70 mg, 0,114 mmol) en 3 ml de una solucién 4,0 M de cloruro de hidrégeno
en 1,4-dioxano se agit6 a TA durante 1 h (un precipitado procedi6 de la reaccién después de 10 min). El disolvente se
eliminé en vacio. La sal hidrocloruro de amina 27d (0,114 mmol), diluida en 1,5 ml de acetonitrilo, se neutralizé por
adicion de 65 ul (0,591 mmol) de N-metil-morfolina. Una solucién del Boc-CHgOH-H,O (39 mg, 0,142 mmol) en 1,5
ml de acetonitrilo se traté con TBTU (46 mg, 0,143 mmol) y luego se afiadi6 a la solucién precedente de la amina. La
solucién resultante se agité a TA (durante 2 dias). El disolvente se eliminé en vacio. El residuo, diluido con acetato de
etilo, se lavé dos veces con una solucién saturada de hidrégeno-carbonato de sodio y una vez con salmuera. La capa
orgdnica se sec6 (sobre MgSQ,), se filtrd y se evapord en vacio. Se obtuvieron 86 mg (100%) del tripéptido 27e. Este
compuesto bruto se utiliz6 en la siguiente reaccion sin purificacion adicional.

f) A una solucién del tripéptido 27e (86 mg, 0,114 mmol) en 5 ml de una mezcla de THF y H,O (2,5:1) se le
afiadié hidréxido de litio monohidratado (22 mg, 0,524 mmol). Se afiadieron 0,25 ml adicionales de MeOH con el fin
de obtener una solucién homogénea. La solucidn resultante se agité a TA durante una noche antes de que el disolvente
se evaporase en vacio. El residuo se repartié entre agua y EtOAc. La capa acuosa se acidificé con HC1 1 M y se extrajo
luego dos veces con acetato de etilo. Se ha encontrado el compuesto deseado en el acetato de etilo que procede de la
primera extraccidon en condiciones basicas. Esta capa orgdnica se secé (sobre MgSQ,), se filtré y se evapord en vacio
para proporcionar 69 mg del acido bruto, que se purificé por HPLC preparatoria. El compuesto se disolvié en MeOH
(4 ml) y se inyect6 sobre una columna de fase inversa C18 Whatman Partisil 10-ODS-3 (2,2 x 50 cm). (4 = 230 nm,
disolvente A = 0,06% de TFA en H,0, disolvente B = 0,06% de TFA en CH;CN). Programa de purificacién: desde
20% hasta 70% del disolvente B en 60 min. Las fracciones fueron analizadas por HPLC analitica. Las apropiadas
fracciones fueron recogidas y liofilizadas para proporcionar 50 mg (60%) del deseado tripéptido 307 como un sélido
amorfo de color blanco.

Compuesto 307: "H NMR (DMSO-dg) rotdmeros - 2:8 § 8,86 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 8,85 (s, 0,2H), 8,64 (s, 0,8 H),
8,49 (dd, J = 9.5, 3 Hz, 0,2H), 8,45 (dd, J = 9, 2 Hz, 0,8H), 8,30-8,33 (m, 2H), 8,20 (d, J = 9,5 Hz, 0,2H), 8,18 (d, J
=9,5 Hz, 0,8H), 7,81 (s, 0,2H), 7,78 (s, 0,8 H), 7,64-7,56 (m, 3H), 6,87 (d, J = 8 Hz, 0,8H), 6,36 (d, ] = 9 Hz, 0,2H),
5,82-5,67 (m, 2H), 5,27-5,17 (m, 1H), 5,09-5,03 (m, 1H), 4,73 (t, J = 8 Hz, 0,2H), 4,55 (dd, J = 10, 7,5 Hz, 0,8H),
4,49-4,40 (m, 1H), 3,83-3,76 (m, 1H), 2,87-2,80 (m, 0,2H), 2,69-2,62 (m, 0,8 H), 2,39-2,26 (m, 1H), 2,08-2,00 (m,
1H), 1,75-1,41 (m, 7H), 1,37 (s, 1,8H), 1,32-1,27 (m, 1H), 1,17-0,82 (m, 5H), 0,94 (s, 7,2H).

Ejemplo 28

Sintesis del compuesto 311

Compuesto 311

El compuesto 311 se prepar6 usando el procedimiento descrito en el Ejemplo 24 pero utilizando los bloques de
formacién apropiados.

Compuesto 311

'H NMR (DMSO-dy) 6 8,98 (d, J = 6 Hz, 1H), 8,52 (s, 1H), 8,24 (d, J = 9 Hz, 1H), 8,08 (d,J =2 Hz, 1H), 7,63 (d,
J=9Hz, 1H), 7,37 (d, ] = 6 Hz, 1H), 6,98 (d, J = 8 Hz, 1H), 5,75-5,66 (m, 1H), 5,57 (s ancho, 1H), 5,24-5,19 (m, 1H),
5,08-5,01 (m, 1H), 4,57-4,40 (m, 2H), 4,00-3,96 (m, 1H), 3,82 (dd, J =9, 8 Hz, 1H), 2,59-2,54 (m, 1H), 2,32-2,26 (m,
1H), 1,99 (dd, J = 17, 9 Hz, 1H), 1,74-1,55 (m, 8H), 1,37 (s, 1H), 1,26-1,22 (m, 1H), 1,14-1,08 (m, 9H), 1,02-0,91 (m,
3H).
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Ejemplo 29

Sintesis del compuesto 302

¢

302

El compuesto 302 se prepard utilizando el procedimiento descrito en el Ejemplo 27 pero usando los bloques de
formacién apropiados.

'H NMR (DMSO-dq) 6 8,34 (s, 1H), 8,04-8,01 (m, 1H), 7,94-7,92 (m, 1H), 7,87 (d, J = 8 Hz, 1H), 7,54-7,50 (m,
3H), 7,45 (dd, J = 17, 8 Hz, 1H), 7,22 (d, J = 8 Hz, 1H), 4,94 (dd, J = 55, 12 Hz, 2H), 4,34 (s, 1H), 4,27 (dd, J = 8, 8
Hz, 1H), 4,16 (d,J = 11 Hz, 1H), 4,07 (dd, J = 8, 8 Hz, 1H), 3,72-3,65 (m, 2H), 3,59-3,54 (m, 1H), 2,24-2,18 (m, 1H),
2,02-1,95 (m, 2H), 1,75-1,70 (m, 1H), 1,53-1,44 (m, 2H), 1,32-1,27 (m, 1H), 1,21-1,17 (m, 1H), 0,96-0,85 (m, 10H),
0,80-0,77 (m, SH), 0,62-0,57 (m, 1H).

Ejemplo 30

Sintesis del compuesto 308

K

4015@&(

308

El compuesto 308 se preparé utilizando el procedimiento descrito en el Ejemplo 27 pero utilizando los bloques de
formacién apropiados.

'H NMR (DMSO-dy) rotdmeros - 2:8 & 8,77 (s, 0,2H), 8,45 (s, 0,8H), 8,13 (d, J = 8,5 Hz, 0,8H), 8,03 (d, J = 8,5
Hz, 0,2H), 7,89-7,83 (m, 1H), 7,55-7,37 (m, 4H), 7,05-6,59 (m, 1H), 6,95 (d, J = 8 Hz, 0,8H), 6,26 (d, J = 8,5 Hz,
0,2H), 5,81-5,54 (m, 1H), 5,33-5,28 (m, 1H), 5,26-5,15 (m, 1H), 5,08-5,02 (m, 1H), 4,60 (t, J = 7,5 Hz, 0,2H), 4,38-
427 (m, 1,8H), 4,09-3,91 (m, 1,8H), 3,74 (dd, J = 12,5, 4 Hz, 0,2H), 2,69-2,60 (m, 0,2 H), 2,50-2,40 (m, 1H), 2,36-
2,28 (m, 0,2H), 2,23-2,14 (m, 0,8H), 2,05-1,97 (m, 0,8H), 1,76-1,44 (m, 7H), 1,37 (s, 1,8H), 1,29 (s, 7,2H), 1,28-1,20
(m, 1H), 1,16-0,88 (m, 5H).
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Ejemplo 31

Sintesis del compuesto 309

El compuesto 309 se preparé utilizando el procedimiento descrito en el Ejemplo 27 pero utilizando los bloques de
formacién apropiados.

"H NMR (DMSO-d¢) rotdmeros - 2:8 § 8,75 (s, 0,2H), 8,50 (s, 0,8H), 7,89-7,78 (m, 3H), 7,50-7,44 (m, 1H), 7,42-
7,32 (m, 2H), 7,17-7,09 (m, 0,8 H), 7,08-7,03 (m, 0,2H), 6,79 (d, J = 8,5 Hz, 0,8H), 6,33 (d, J = 9 Hz, 0,2H), 5,81-
5,65 (m, 1H), 5,30-5,16 (m, 2H), 5,10-5,02 (m, 1H), 4,56 (t, J = 7,5 Hz, 0,2H), 4,33 (t, J = 8 Hz, 0,8H), 4,10-3,90
(m, 2,8H), 3,74-3,68 (m, 0,2H), 2,45-2,37 (m, 1H), 2,34-2,17 (m, 1H), 2,05-1,97 (m, 1H), 1,75-1,48 (m, 7H), 1,37 (s,
1,8H), 1,23 (s, 7,2H), 1,21-0,88 (m, 6H).

Ejemplo 32

Sintesis del compuesto 305

e

AALE S

El compuesto 305 se preparé utilizando el procedimiento descrito en el Ejemplo 27 pero utilizando los bloques de
formacién apropiados.

le}

'H NMR (DMSO-d,) rotdmeros (1:9) & 8,68 (s, 0,1H), 8,43 (s, 0,9H), 8,04-8,00 (m, 1H), 7,95-7.91 (m, 1H), 7,87
(d,J = 8,5 Hz, 1H), 7,75-7,49 (m, 3H), 7,47-7,42 (m, 1H), 6,82 (d, J = 8,5 Hz, 0,9H), 6,21 (d, J = 8,5 Hz, 0,1H), 5,80-
5,64 (m, 1H), 5,21 (dd, J = 17, 2 Hz, 0,1H), 5,18 (dd, J = 17, 2 Hz, 0,9H), 5,06 (dd, J = 10,5, 2 Hz, 1H), 5,02-4,85
(m, 2H), 4,43 (t, J = 7,5 Hz, 0,1H), 4,34 (s ancho, 1H), 4,23 (t, J = 8,5 Hz, 0,9H), 4,16-4,05 (m, 1,8H), 3,89-3,82 (m,
0,2H), 3,74 (dd, J = 11, 3,5 Hz, 0,9H), 3,53 (dd, J = 12,5, 4 Hz, 0,1H), 2,30-2,21 (m, 1H), 2,02-1,94 (m, 2H), 1,74-
1,38 (m, 7H), 1,36 (s, 0,9H), 1,28 (s, 8,1H), 1,25-0,87 (m, 6H).
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Ejemplo 33

Sintesis del compuesto 303

El compuesto 303 se preparé utilizando el procedimiento descrito en el Ejemplo 27 pero utilizando los bloques de
formacién apropiados.

"H NMR (DMSO-dy) 6 8,29 (s, 1H), 8,04-8,01 (m, 1H), 7,94-7,92 (m, 1H), 7,87 (d, J = 8 Hz, 1H), 7,56-7,52 (m,
3H), 7,46 (dd, J =8, 7 Hz, 1H), 7,19 (d, J =9 Hz, 1H), 5,01 (d, J = 12 Hz, 1H), 4,86 (d, J = 12 Hz, 1H), 4,34 (s ancho,
1H), 4,24 (t, ] = 8 Hz, 1H), 4,18-4,09 (m, 2H), 3,74-3,53 (m, 3H), 2,24-2,18 (m, 1H), 2,04-1,95 (m, 1H), 1,74-1,45
(m, 10H), 1,31-1,13 (m, 4H), 0,96-0,86 (m, 7H), 0,79-0,76 (m, SH).

Ejemplo 34

Sintesis del compuesto 403

1. LIOHacu,
cN;°Macu.

o

2. TBTU
DIEA (19€)
NH,.HCI
CO,CH,
DMF

a) Acoplamiento de P2 con P1

El derivado del éster metilico del compuesto 7 (34a) (170 mg, 0,355 mmol) se agité en una mezcla de 50% de THF
y metanol (4 ml) y LiOH acuoso (1 M, 1 ml) a TA durante 1 h. La solucién se concentré (en un Rotavap, a 30°C),
y luego el residuo se acidificé a pH 6 y la solucién se liofiliz6. El polvo resultante se agité en DMF seca (3 ml) en
presencia de DIEA (0,4 ml), seguido por la adicién consecutiva del hidrocloruro del éster metilico de dcido 1,1-amino-
ciclobutil-carboxilico (34b) (140 mg, 0,845 mmol) y TBTU (134 mg, 0,417 mmol). Después de haber agitado durante
18 h a TA, la mezcla se purificé por cromatografia con resolucién rapida en gel de silice (mallas 230-400) utilizando
una mezcla 1:2 de acetato de etilo y hexano para proporcionar un aceite de color anaranjado (98 mg, pureza de 90%
segtin HPLC).
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b) Acoplamiento de PI1-P2 con P3

o_.
1. HC} / dioxano

Q \N—/ 2. Boc-NH\é/ COH
o)

TBTU /DIEA/ DMF $
o_ > H.
Y 3.KOH,c,,. >L N N
%/o A< o0 CH,OH O’go P 0.
' 4.TFA 0" N H
H (o] ACU. H (o]
(34b) 403

El dipéptido 34b (97 mg, 90%, 0,155 mmol) se agité en una mezcla de HCl 4 N y dioxano (5 ml) durante 1 h a
TA. La solucidn se concentr6 luego hasta sequedad (en un Rotavap, a alto vacio) para proporcionar un sélido de color
beige. Este material se agité en DMF seca (2 ml) a TA en presencia de DIEA (0,4 ml), seguido por adicién de L-Boc-
Tbg (80 mg, 0,35 mmol) y TBTU (112 mg, 0,35 mmol). Después de haber agitado durante 2 dias a TA, la solucién
se vertié en acetato de etilo para generar la base libre utilizando carbonato de potasio acuoso al 5%. La fase orgdnica
se tratd para dar un residuo oleoso de color amarillo. El material se purificé por cromatografia con resolucién rapida
sobre una columna de gel de silice (mallas 230-400) utilizando mezclas 1:2 y 3:1 v/v de acetato de etilo y hexano para
proporcionar 40 mg de un aceite, que es homogéneo segiin HPLC.

El éster metilico (40 mg) fue finalmente saponificado en hidréxido de potasio 1 N (2 ml) en metanol (4 ml) por
agitacion a TA durante 3 h. La mezcla se concentré (Rotavap, 30°C) y se acidificé a pH 4 con dcido clorhidrico
2 N. Esta mezcla se purific6 por HPLC preparativa en una columna de C18 utilizando un gradiente de 0-50% de
acetonitrilo acuoso (0,1% de TFA) a 220 nm. Las fracciones se agruparon, se concentraron hasta la mitad de volumen
y se liofilizaron para proporcionar el compuesto 403 como un sélido esponjoso de color blanco (10 mg).

"H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) § mezcla de rotdmeros: NH+ (1H, s, 8,6 ppm), CH (3H, m, 8,2 ppm), Ph (5H, s
ancho, 7,66 y 7,53 ppm), CH (1H, ancho, 7,22 ppm), NH (1H, d, J=7,6 Hz, 6,71 ppm), CHO (1H, s ancho, 5,76 ppm),
CH (2H, m, 4,58-4,49 ppm), CH (1H, m, 4,04 ppm), CH;0O (3H, s, 3,97 ppm), CH (1H, d, 3,86 ppm), CH (7H, muy
ancho, 1,8-2,6 ppm), grupo Boc (9H, s, 1,25 ppm) y grupo t-butilo (9H, s, 0,97 ppm). MS manifesté M+H + a m/e 675
(100%).

Pico de HPLC 98% a 18,9 min.
Ejemplo 35

Sintesis del compuesto 333 (Tabla 3)

o}

Cone H

MeO NH MeO N

: I | MeOH ' OMe
+ Reflyj
][]

H

CO,Me MeO,C

(35a) (35b) (35¢)

Una solucién de m-anisidina (35a) (9,15 ml, 81,4 mmol) y acetileno-dicarboxilato de dimetilo (35b) (10,0 ml, 81,3
mmol) en 160 ml de metanol se calienta a reflujo durante 2 h. El disolvente se elimina en vacio y el residuo se purifica
por una cromatografia en columna con resolucién rapida (mezla 90:10 de hexanos y acetato de etilo). El compuesto
35¢ (17,0 g, rendimiento 79%) se obtiene como un aceite de color anaranjado.

'H NMR (CDCL) 6 9,62 (s ancho, 1H), 7,17 (dd, J = 7 y 8,5 Hz, 1H), 6,65-6,62 (m, 1H), 6,49-6,45 (m, 2H), 5,38
(s, 1H), 3,77 (s, 3H), 3,74 (s, 3H), 3,71 (s, 3H).
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(o]
Me “ MeO
e N
| OMe Ph,0 AN OMe
———
H 240-260° -
MeO,C
HO
(35¢c) (35d)

Se calienta difenil-éter (50 ml) en un bafio de arena hasta una temperatura interna de ~250°. El aducto de diéster
(35¢) (7,5 g, 28,3 mmol), disuelto en 5 ml de difenil-éter, se afiade en el transcurso de 2 min al disolvente en ebullicién.
El calentamiento se mantiene durante 5 min y la mezcla de reaccion se deja luego enfriar hasta la temperatura ambiente.
Réapidamente se separa por precipitacion un sélido de color beige. El sélido se filtra y luego se tritura con metanol,
para proporcionar 4,1 g (rendimiento 62%) del deseado compuesto 35d.

'H NMR (DMSO-dg) 6 7,97 (d, J = 9 Hz, 1H), 7,40 (d, J = 2 Hz, 1H), 6,96 (dd, J = 9 y 2 Hz, 1H), 6,55 (s, 1H),
3,95 (s, 3H), 3,84 (s, 3H).

MeO,C._ N OMe
~
&
OH 0o
MeO,C._ N OMe
>
BocN . BoCN
P
PPh3, DEAD
—_—
o HO THF o
O8n 0*- TA 0Bn
(35¢) (359) (359)

Una solucién del derivado de cis-4-hidroxi-L-prolina (35¢) (1,71 g, 5,33 mmol), del derivado de 4-hidroxi-quino-
lina (35f) (1,25 g, 5,36 mmol) y trifenil-fosfina (2,80 g, 10,68 mmol) en 75 ml de THF se enfria a 0°C para la adicién
gota a gota (~1 h) de DEAD (1,70 ml, 10,80 mmol). La mezcla de reaccién se dejé luego calentar lentamente hasta la
temperatura ambiente y la agitacién se continué durante una noche. El disolvente se elimina en vacio y el residuo se
purifica mediante una cromatografia en columna con resolucién rapida (mezcla 70:30 de acetato de etilo y hexanos).
El compuesto 35 g (0,7 g del compuesto 35g puro y 1,8 g del compuesto 35g contaminado con =50% de 6xido de
trifenil-fosfina) se obtiene como un sélido de color blanco.

'H NMR (DMSO-d,) rotdmeros (4:6) & 8,04 (d, J = 9 Hz, 1H), 7,54 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 7,40-7,32 (m, 6H), 7,23
(dd,J=9y 2,5 Hz, 0,1H), 5,33-5,13 (m, 3H), 4,66 (t, ] = 7,5 Hz, 0,4H), 4,54 (t, ] = 8 Hz, 0,6H), 4,07 (s, 3H), 3,94 (s,
3H), 4,04-3,80 (m, 2H), 2,78-2,65 (m, 1H), 2,47-2,34 (m, 1H), 1,45 (s, 3,6H), 1,37 (s, 5,4 H).

MeO,C._ _N OMe MeO,C._ _N OMe
B |
= s
\o \o
H,: Pd al 10%/C
BocN T N
MeOH-AcOEt
0™ “oBn 0™ “on
(359) (3sh)

Al derivado de éster bencilico de prolina (35g) (0,70 g, 1,31 mmol) en solucién en una mezcla de metanol y
acetato de etilo (10 ml-10 ml) se le afiaden 100 mg de Pd al 10%/C. La suspension resultante se agita a la temperatura
ambiente bajo una atmésfera de hidrégeno durante 1 %2 h. El catalizador se filtra luego sobre un filtro Millex-HV
Millipore (unidad de filtro de 0,45 um) y los disolventes se evaporan en vacio. Se obtiene un rendimiento cuantitativo
del deseado acido 35h (0,59 g).
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'H NMR (CDCls) rotdmeros 70:30 & 8,06 (d, J = 9,5 Hz, 0,3H), 8,01 (d, J = 9 Hz, 0,7H), 7,56 (d, J = 2 Hz, 1H),
7,44 (s ancho, 0,7H), 7,41 (s ancho, 0,3H), 7,24 (dd, J =9 y 2,5 Hz, 1H), 5,31-5,25 (m, 1H), 4,67 (t,J = 7,5 Hz, 0,7H),
4,55 (t,J =7,5 Hz, 0,3H), 4,08 (s, 3H), 3,95 (s, 3H), 4,04-3,80 (m, 2H), 2,83-2,72 (m, 1H), 2,71-2,47 (m, 1H), 1,45 (s,
9H).

MeO,C._ _N OMe
~ MeO,C._ N OMe
AN
=
%
0
~ ‘0
BocN *
BocN
o]
OH o
(35h) (35i) (35i)

La sal de la amina 351 (215 mg, 1,21 mmol) en 7 ml de acetonitrilo se trata con 0,95 ml de DIEA (5,45 mmol).
Luego esta solucion se afiade a una solucion del dcido 35h (590 mg, 1,32 mmol) y TBTU (389 mg, 1,21 mmol) en 5 ml
de CH;CN, y la solucién resultante se agita a la temperatura ambiente durante una noche. El disolvente se elimina en
vacio y el residuo se diluye con acetato de etilo y se lava dos veces con una solucién saturada de hidrégeno-carbonato
de sodio y una vez con salmuera y se seca sobre MgSQO,. El disolvente se elimina en vacio y el residuo se purifica
por cromatografia en columna con resolucién rapida (mezcla 75:25 de AcOEt y hexanos) para proporcionar 527 mg
(rendimiento 70%) del deseado dipéptido (35j).

'H NMR (CDCL) 6 8,01 (d, J = 9 Hz, 1H), 7,55 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 7,45 (s, 1H), 7,22 (dd, T = 9 y 2,5 Hz, 1H),
5,81-5,71 (m, 1H), 5,36-5,28 (m, 2H), 5,18-5,12 (m, 1H), 4,61-4,45 (m, 1H), 4,07 (s, 3H), 3,94 (s, 3H), 3,91-3,74 (m,
2H), 3,72 (s, 2H), 2,99-2,84 (m, 1H), 2,49-2,34 (m, 1H), 2,20-2,08 (m, 1H), 1,97-1,84 (m, 1H), 1,58-1,52 (m, 1H),
1,44 (s, 9H).

MeO,C Ny OMe HO,C N OMe
N
Z =
0 NaOH 1M S
THF: MeOH
00
BocN BocN
0 0

El diéster 35j (716 mg, 1,25 mmol) en solucién en una mezcla de THF y MeOH (1,5 ml-1,5 ml) se enfria a 0° antes
de ser tratado con una solucién acuosa 1 M de NaOH (1,25 ml, 1,25 mmol). Después de agitar durante 1 h a 0°C, se
afiaden 3 gotas de acido acético glacial para neutralizar el NaOH. Los disolventes se eliminan en vacio y el compuesto
se seca sobre la bomba durante unas pocas horas.
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o]
OMe !
N N\ OMe
0
)J\ 7
. Cl O/YEtaN, THE. 0°
2. CH,N,/ éter '
BocN 0°-TA : BocN

Una solucién de la sal de sodio del acido 35k (1,25 mmol) y E;N (0,19 ml, 1,36 mmol) en 8 ml de THF se
enfria a 0°C y se aflade cloroformiato de isobutilo (0,18 ml, 1,39 mmol). Después de 40 min, se aflade diazometano
(9 ml, 6,30 mmol) y la solucién resultante se agita a 0°C durante 30 min y a temperatura ambiente durante 2 h. Los
disolventes se eliminan en vacio. El residuo, diluido con acetato de etilo, se lava dos veces con una solucion saturada
de NaHCO;, una vez con salmuera y se seca sobre MgSQO,, el disolvente se evapora en vacio y el residuo se purifica
por cromatografia en columna con resolucién rapida (mezcla 50:50 de hexanos y AcOEt) para proporcionar 378 mg
(rendimiento 52%) de la esperada diazocetona 351.

'H NMR (CDCL,) § 8,00 (d, J = 9 Hz, 1H), 7,42 (s, 1H), 7,35 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 7,20 (dd, J = 9 y 2,5 Hz, 1H),
6,92 (s, 1H), 5,81-5,71 (m, 1H), 5,35-5,28 (m, 3H), 5,17-5,13 (m, 1H), 4,61-4,40 (m, 1H), 3,97 (s, 3H), 3,96-3,74 (m,
2H), 3,72 (s, 3H), 2,94-2,38 (m, 2H), 2,18-2,06 (m, 1H), 1,98-1,84 (m, 1H), 1,57-1,52 (m, 1H), 1,42 (s, 9H).

Q 0
N,HC Ny OMe Br Ny OMe
/ P
HBr 46%
° THF 0* Ky
BocN BocN

A una solucién enfriada (a 0°C) de la diazocetona 351 (0,37 g, 0,642 mmol) en 15 ml de THF se le afiaden 0,25
ml de HBr al 48%. La resultante solucién de color amarillo se agita a 0° durante 1 h. La mezcla de reaccidn se reparte
entre acetato de etilo y una solucién saturada de NaHCO;. La fase orgénica se lava una vez mas con NaHCO; y se seca
con NaSQO,. Después de evaporacion de los disolventes en vacio, se aislan 0,36 g (rendimiento 90%) de la @-bromo-
cetona 35m.
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OMe

BocN . 75° !
Boc?
y OMe
o}
0 ™y
H

La a-bromo-cetona 35m (170 mg, 0,271 mmol) en 10 ml de isopropanol se trata con l-acetil-2-tiourea (64 mg,
0,542 mmol). La solucién resultante se calienta a 75°C durante 1 h. El disolvente se elimina en vacio. El residuo se
diluye con acetato de etilo y se lava dos veces con una solucién saturada de NaHCO;, una vez con salmuera y se seca
con MgSO,. La evaporacion del disolvente en vacio proporcioné 182 mg (>100%) del material bruto 35n.

=N
N N OMe OMe
AN
| HCl 4M
—————
= dioxano
TA
)
BocN
(o)
0 }‘NH
BocNH\/u—-OH HATU o =N
+ H DIEA s
H CH,CN-CH,C1, = Na OMe
o~ w |
&
0
BocNH

El dipéptido 35n (145 mg, 0,223 mmol) se trata con 3 ml de una solucién 4 M de HCI en dioxano. La solucién
resultante se agita a la temperatura ambiente durante 1 h. Los disolventes se eliminan en vacio y el residuo se seca
sobre la bomba.

La sal de la amina 350 en 5 ml de CH;CN se trata con 195 ul (1,12 mmol) de DIEA. Esta solucién se anade luego a
la solucidén de la Boc-ferc.-butil-glicina (103 mg, 0,446 mmol) y HATU (186 mg, 0,489 mmol) en 3 ml de CH;CN. La
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mezcla de reaccién se agita a la temperatura ambiente durante una noche. El CH;CN se evapora en vacio. El residuo
se diluye con acetato de etilo, se lava dos veces con una solucién saturada de NaHCO;, una vez con salmuera y se seca
con MgSO,. Después de haber eliminado el disolvente, se obtienen 274 mg del tripéptido bruto 35p (> 100%).

‘),NH

(o} =N
s T OMe Me

J\ NH,HCI

HOI4M _ CL,CO” ocCl,

o w© dioxano DIEA o
L TA CHCl 0°
o N
o]

N
H
(35p)
OMe
|/
Me Jc])\ 0
%Au A
o
0
(35q)

El tripéptido 35p (56 mg, 0,0733 mmol) en 4 ml de una solucién 4 M de HCI en dioxano, se agita a la temperatura
ambiente durante 2 h. El disolvente se elimina en vacio y el residuo se seca sobre la bomba.

La sal de la amina, que se ha obtenido, se disuelve en 4 ml de CH,Cl, y se trata con 0,13 ml de DIEA (0,746 mmol)
seguido por 26 mg de trifosgeno (0,0876 mmol). Después de 3 h, se afiade 1,2,2-trimetil-propilamina (20 mg, 0,146
mmol) (que se sintetiza tal como se ha descrito en la cita de Moss N., Gauthier J., Ferland J.M., Feb. 1995, SynLett.
(2), 142-144). El baiio de hielo se retira y la mezcla de reaccidn se agita a la temperatura ambiente durante una noche.
El CH,(l, se evapora en vacio. El residuo, diluido con acetato de etilo, se lava dos veces con una solucidén saturada de
NaHCOs;, una vez con salmuera y se seca con MgSQO, para proporcionar 60 mg (=100%) de la deseada urea 35q.

o] >§N »,,NH
S\ AN OMe >=

B 0 ¢ N
I = N OMs
P I =
&
e JOL o° LIOH.H,0 v o !
-— -
N N .
XLH . PN THF:H,0 XL"J\"I("
o %, OMe MeOH H H 3 =
359 (o] u o o N OMe
o] H
Compuesto 333 o}

Una solucidn del éster metilico 35q (57 mg, 0,0721 mmol) en una mezcla de THF y H,O (2,5 ml:1 ml) se trata
con LiOH-H,0 sélido (25 mg, 0,595 mmol) y se afiade 1 ml de MeOH con el fin de clarificar la solucién. Después de
haber agitado durante 4 h a la temperatura ambiente, la mezcla de reaccidn se neutraliza por adicién de una solucién

63



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2326707 T3

1 M de HCI. Los disolventes se eliminan en vacio y el residuo se purifica por una cromatografia preparativa. El
compuesto se disuelve en 2,5 ml de MeOH, se inyecta en una columna de fase inversa C;3 Whatman Partisil 10-ODS-
3 equilibrada (2,2 x 50 cm). Programa de purificacién: gradiente lineal a 20 ml/nm, A 220 nm, se inyecta a razén de
10% de A hasta 60% de A en 60 min. A: 0,06% de TFA/CH;CN; B: 0,06% de TFA/H,O. Las fracciones se analizaron
por HPLC analitica. El producto recogido se liofiliz6 para proporcionar 15 mg del compuesto 333 como un sélido de
color blancuzco (rendimiento 27%).

'H NMR (DMSO-dy) 6 8,88 (s, 0,2H), 8,84 (d, J = 4,5 Hz, 0,2H), 8,68 (d, J = 8,5 Hz, 0,H), 8,56 (s, 0,8H), 8,40-
8,13 (m, 1,5H), 7,96 (d, J = 9,0 Hz, 0,2H), 7,27-7,44 (m, 2,4H), 7,35-7,09 (m, 1,2H), 6,98 (d, J = 9 Hz, 0,2H), 6,15
(d,J =9 Hz, 0,2H), 6,06 (d, J = 9 Hz, 0,8H), 5,93 (d, J = 9,5 Hz, 0,24H), 5,86 (d, J = 9 Hz, 0,8H), 5,79-5,67 (m, 1H),
5,69-5.44 (m, 1H), 5,24-5,14 (m, 1H), 5,09-5,11 (m, 1H), 4,50-4,35 (m, 2H), 4,24 (d, J = 9,0 Hz, 0,2H), 4,20 (d, J
= 9,0 Hz, 0,8H), 4,06-3,98 (m, 2H), 3,95 (s, 3H), 3,77-3,60 (m, 2H), 2,58-2,50 (m, 1H), 2,33-2,28 (m, 1H), 2,22 (s,
2,4H), 2,21 (s, 0,6H), 2,02 (q, J - 9 Hz, 1H), 1,56-1,38 (m, 1H), 0,97 (s, 9H), 0,83 (d, J = 6 Hz, 3H), 0,72 (s, 9H).

MS (FAB) 778,3 (m + H)*, 776,3 (M — H).
Ejemplo 36
Clonacion, expresion y purificacion de la proteasa de NS3 del HCV recombinante de tipo 1b

Se obtuvo suero de un paciente infectado por HCV por medio de una colaboracién externa (Bernard Willems
MD, Hopital St-Luc, Montréal, Canadd y Dr. Donald Murphy, Laboratoire de Santé Publique du Québec, Ste-An-
ne de Bellevue, Canadd). Un molde de ADNc de plena longitud tratado por biotecnologia. del genoma de HCV se
construyé a partir de los fragmentos de ADN obtenidos por PCR de transcripcién inversa (RT-PCR) del ARN del
suero y utilizando cebadores especificos seleccionados sobre la base de homologia entre otras cepas del genotipo 1b.
A partir de la determinacion de toda la secuencia gendmica, se asigné un genotipo 1b al material aislado de HCV
de acuerdo con la clasificacién de Simmonds y colaboradores (J. Clin. Microbiol., (1993), 31, paginas 1.493-1.503).
Se demostrd que la secuencia de aminodcido de la regién no estructural, NS2-NS4B, era idéntica en mds de un 93%
al genotipo 1b del HCV (materiales aislados de BK, JK y 483) e idéntica en un 88% al genotipo la del HCV (ma-
terial aislado de HCV-1). Se generé por PCR un fragmento de ADN que codificaba el precursor de poliproteina
(NS3/NS4A/NS4B/NS5A/NS55B) y se introdujo en vectores de expresion eucaridtica. Después de transfeccion tran-
sitoria, el tratamiento de la poliproteina, mediado por la proteasa de NS3 del HCV se demostr6 por la presencia de la
proteina NS3 madura utilizando un andlisis por transferencia Western. La proteina NS3 madura no fue observada con
la expresion de un precursor de poliproteina que contenia la mutacién S1165A, que desactiva a la proteasa de NS3,
confirmando la funcionalidad de la proteasa de NS3 del HCV.

El fragmento de ADN que codificaba la proteasa de NS3 del HCV recombinante (aminodcidos 1027 hasta 1206)
fue clonado en el vector de expresion bacteriana pET11d. La expresion de la proteasa de NS3 en E. coli BL21(DE3)
pLysS fue inducida por incubacién con IPTG 1 mM durante 3 h a 22°C. Una fermentacién tipica (18 1) proporciond
aproximadamente 100 g de una pasta himeda de células. Las células fueron vueltas a suspender en un tampén de lisis
(3,0 ml/g) que constaba de fosfato de sodio 25 mM, de pH 7,5, glicerol al 10% (v/v), EDTA 1 mM, NP-40 al 0,01%,
y se almacend a -80°C. Las células se descongelaron y homogeneizaron después de la adicién de DTT 5 mM. Se
afiadieron luego al material homogeneizado cloruro de magnesio y DNasa en concentraciones finales de 20 mM y 20
ug/ml respectivamente. Después de una incubacién durante 25 min a 4°C, el material homogeneizado fue sonicado y
centrifugado a 15.000 x g durante 30 min a 4°C. El pH del material sobrenadante se ajusté luego a 6,5 utilizando una
solucién 1 M de fosfato de sodio.

Una operacidn adicional de cromatografia con filtracion en gel se agregé al proceso de purificacién de 2 operacions
descrito en el documento WO 95/22985 (que se incorpora a la presente por su referencia). Dicho brevemente, el
material sobrenadante procedente del extracto bacteriano fue cargado sobre una columna SP HiTrap (Pharmacia)
previamente equilibrada a un caudal de 2 ml/min en el tampén A (fosfato de sodio 50 mM, pH 6,5, glicerol al 10%,
EDTA 1 mM, DTT 5 mM, NP-40 al 0,01%). Luego la columna se lavé con el tampén A que contenia NaCl 0,15 M y
la proteasa se eluy6 aplicando 10 volimenes de columna de un gradiente lineal de NaCl desde 0,15 hasta 0,3 M. Las
fracciones que contenian la proteasa de NS3 fueron agrupadas y diluidas a una concentracién final de NaCl de 0,1 M.
La enzima se purificé adicionalmente sobre una columna con HiTrap Heparin (Pharmacia) equilibrada en el tamp6n B
(fosfato de sodio 25 mM, de pH 7,5, glicerol al 10%, DTT 5 mM, NP-40 al 0,01%). La muestra se cargd a un caudal
de 3 ml/min. La columna se lavé luego con el tampén B que contenia NaCl 0,15 M a un caudal de 1,5 ml/min. Se
realizaron lavados en dos etapas en presencia del tampén B que contenia NaCl 0,3 6 1 M. La proteasa se recuperd
en el lavado con NaCl 0,3 M, se diluyd a 3 veces con el tampdn B, se volvié a aplicar sobre la columna con Hitrap
Heparin y se eluy6 con el tampén B que contenia NaCl 0,4 M. Finalmente, las fracciones que contenian proteasa de
NS3 fueron aplicadas sobre una columna con Superdex 75 HiLoad 16/60 (Pharmacia) equilibrada en tampdén B que
contenia NaCl 0,3 M. Se estim6 que la pureza de la proteasa de NS3 del HCV, obtenida a partir de las fracciones
agrupadas era mayor que 95% segtin SDS-PAGE seguido por andlisis mediante densitometria.

La enzima se almacend a -80°C y se descongelo sobre hielo y se diluy6 justamente antes de su uso.
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Ejemplo 37
Andlisis radiométrico de la mezcla de proteasa de NS3 del HCV recombinante y péptido cofactor de NS4A

La enzima se clond, expresd y preparé de acuerdo con el protocolo descrito en el Ejemplo 36. La enzima se
almacend a -80°C, se descongel6 sobre hielo y se diluyd justo antes de utilizarse en el tampdn de anélisis que contenia
el péptido de cofactor de NS4A.

El substrato utilizado para el andlisis radiométrico de la proteasa de NS3 y el péptido cofactor de NS4A, DDIVPC-
SMSYTW, es disociado entre los residuos de cisteina y de serina por la enzima. La secuencia DDIVPC-SMSYTW
corresponde al sitio natural de disociacién de NS5A/NS5B en que el residuo de cisteina en P2 ha sido reemplazado por
una prolina. El substrato de péptido DDIVPC-SMSYTW Yy el trazador biotina-DDIVPC-SMS['*I-Y]TW se incuban
con la proteasa de NS3 recombinante y con el cofactor de péptido de NS4A KKGSVVIVGRIILSGRK (relacién molar
de enzima a cofactor 1:100) en la ausencia o presencia de inhibidores. La separacién del substrato a partir de los
productos se realiza afiadiendo glébulos de agarosa revestidos con avidina a la mezcla sometida a andlisis, seguido por
filtracién. La cantidad del producto SMS['**I-Y]TW encontrado en el material filtrado permite el cdlculo del porcentaje
de conversion del substrato y del porcentaje de inhibicién.

A. Reactivos
Los tampones Tris y Tris-HCI (Ultra Pure) se obtuvieron de Gibco-BRL. El glicerol (Ultra Pure) y los productos
MES y BSA se adquirieron de Sigma. El TCEP se obtuvo de Pierce, el DMSO de Aldrich y el NaOH de Anache-

mia.

Tampon para andlisis: Tris HC1 50 mM, de pH 7,5, glicerol al 30% (p/v), BSA 1 mg/ml, TCEP 1 mM (el TCEP se
afiade justamente antes del uso a partir de una solucién de reserva 1 M en agua).

Substrato: DDIVPCSMSYTW, concentracién final 25 ¢M (a partir de una solucién original 2 mM en DMSO,
almacenada a -20°C para evitar la oxidacion).

Trazador: substrato mono-yodado reducido, biotina DDIVPC SMS['*I-Y]TW (~1 nM).

Proteasa de NS3 del HCV del tipo 1b, concentracién final 25 nM (a partir de una solucién de reserva en fosfato de
sodio 50 mM, de pH 7,5, glicerol al 10%, NaCl 300 mM, DTT 5 mM, NP-40 al 0,01%).

Péptido cofactor de NS4A: KKGSVVIVGRIILSGRK, concentracién final 2,5 uM (a partir de una solucién de
reserva 2 mM en DMSO, almacenada a -20°C).

B. Protocolo

El andlisis se realizé en una placa de poliestireno de 96 pocillos procedente de Costar. Cada pocillo contenia:

20 ul de mezcla de substrato y trazador en tamp6n para andlisis;

10 1 de mezcla de + inhibidor en 20% de DMSO y tampoén para andlisis;

10 1 de mezcla de proteasa de NS3 1b y péptido cofactor de NS4 (relacion molar 1:100).

Una muestra en vacio (sin inhibidor y sin enzima) y una muestra testigo (sin inhibidor) se prepararon también en
la misma placa para andlisis.

La reaccion enzimdtica fue iniciada por la adicién de la solucién de enzima y péptido de NS4A, y la mezcla parra
analisis se incubé durante 40 min a 23°C con suave agitacién. Se afiadieron 10 pl de NaOH 0,5 N y luego se afiadieron
10 ul de MES 1 M, pH 5,8, para sofocar la reaccién enzimadtica.

Se anadieron 20 ul de glébulos de agarosa revestidos con avidina (adquiridos de Pierce) a una placa de filtracién
de Millipore MADP N65. La mezcla de andlisis sofocada se transfirié a la placa de filtracién y se incub6 durante 60
min a 23°C con suave agitacion.

Las placas se filtraron utilizando un aparato de Filtracién Millipore MultiScreen Vacuum Manifold, y se transfi-
rieron 40 ul del material filtrado a una placa opaca de 96 pocillos que contenia 60 ul de fluido de escintilacién por
pocillo.

Los materiales filtrados se contaron en un instrumento Packard TopCount utilizando un protocolo de '**I-liquido
durante 1 minuto.
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El % de inhibicién se calculd con la siguiente ecuacion:

100 — [(cOHmputos;,, — COMPULOS, s )/ (COMPULOS s, — COMPULOS, o) X 100]

Un ajuste de curva no lineal con el modelo de Hill se aplicé a los datos de inhibicién y concentracién y la con-
centracion efectiva de 50% (Cls,) se calculd por el uso de programa 16gico SAS (Statistical Software System; SAS
Instituye, Inc. Cary, N.C.).

Ejemplo 38
Andlisis de la proteina heterodimera NS3-NS4A de plena longitud

La region no codificadora de NS2-NS5B-3’ fue clonada mediante RT-PCR (reaccién en cadena de polimerasa de
fase inversa) en el vector pCR®3 (Invitrogen) utilizando el ARN extraido del suero de un individuo infectado por
HCYV del genotipo 1b (proporcionado por el Dr. Bernard Willems, Hopital St-Luc, Montréal, Québec, Canadd). Luego
la regiéon de ADN de NS3-NS4A fue subclonada por PCR en el vector de expresién de baculovirus HTa pFastBac®
(Gibco/BRL). La secuencia del vector incluye una region que codifica una secuencia terminal en N de 28 residuos,
que contiene una marca de hexahistidina. El sistema de expresién de baculovirus Bac-to-Bac® (Gibco/BRL) se utili-
70 para producir el baculovirus recombinante. La proteina heterodimera NS3 y NS4 madura de plena longitud (His-
NS3-NS4AFL) fue expresada infectando 10° células Sf21/ml con el baculovirus recombinante a una multiplicidad de
infeccién de 0,1-0,2 a 27°C. El cultivo infectado se coseché a las 48 hasta 64 h mds tarde por centrifugacion a 4°C.
El sedimento celular se homogeneiz6 en NaPO, 50 mM, pH 7,5, glicerol al 40% (p/v), B-mercaptoetanol 2 mM, en
presencia de un céctel de inhibidores de proteasas. Luego la His-NS3-NS4AFL fue extraida a partir del material lisado
celular con NP-40 al 1,5%, Triton X-100 al 0,5%, NaCl 0,5 M, y un tratamiento con DNasa. Después de ultracentrifu-
gacion, el extracto soluble se diluy6 a 4 veces y se fij6 a una columna con Ni-quelante Hi-Trap de Pharmacia. La His-
NS3-NSS4AFL fue eluida en una forma pura en >90% (segun se estima por SDS-PAGE), utilizando un gradiente de
imidazol desde 50 a 400 mM. La His-NS3-NS4AFL se almacen¢ a -80°C en fosfato de sodio 50 mM, de pH 7,5, gli-
cerol al 10% (p/v), NaCl 0,5 M, imidazol 0,25 M, NP-40 0,1%. Esta se descongel6 sobre hielo y se diluyé justamente
antes de su uso.

La actividad de proteasa de la His-NS3-NS4AFL se analiz6 en Tris-HCI 50 mM, de pH 8,0, citrato de sodio 0,25
M, n-dodecil-B-D-maltosido 0,01% (p/v), TCEP 1 mM. Cinco (5) uM del substrato sofocado internamente antranilil-
DDIVPAbu[C(0)-O]-AMY (3-NO,)TW-OH en presencia de diversas concentraciones del inhibidor se incubaron con
1,5 nM de His-NS3-NS4AFL durante 45 min a 23°C. La concentracién final de DMSO no supera el 5,25%. La
reaccion se terminé con la adicién de MES 1 M, de pH 5,8. La fluorescencia del producto terminal de N se vigil6 en
un fluorémetro Perkin-Elmer LS-50B equipado con un lector de placas de 96 pocillos (longitud de onda de excitacion:
325 nm; longitud de onda de emisién: 423 nm).

El % de inhibicién se calculé con la siguiente ecuacién:

100 — [(cOHmputos;,, — COMPULOS,4eio)/ (COMPULOS s, — COMPULOS,,eio) X 100]

Un ajuste de curva no lineal con el modelo de Hill se aplicé a los datos de inhibicién y concentracién y la concen-
tracion efectiva de 50% (Cls) se calculé mediante el uso del sistema 16gico SAS (Statistical Software System; SAS
Institute, Inc. Cary, N.C.).

Ejemplo 39

Andlisis basado en células de proteasa NS3

Este andlisis se realizé con células Huh-7, una linea célular humana derivada de un hepatoma, co-transfectada con
2 estructuras artificiales de ADN.

- una, que expresaba una poliproteina que comprendia las proteinas no estructurales del HCV fusionadas a tTA en
el siguiente orden: NS3-NS4A-NS4B-NS5B-tTA (denominada NS3);

- otra, que expresaba la proteina reportera, fosfatasa alcalina secretada bajo el control de tTA (denominada SEAP).

La poliproteina debe de ser disociada por la proteasa de NS3 para que las proteinas maduras sean liberadas.
Después de la liberacion de las proteinas maduras, se cree que las proteinas viricas formaran un complejo junto a la
membrana del reticulo endopldsmico mientras que la tTA migrard hacia el ndcleo y transactivard el gen de SEAP. Por
lo tanto, la reduccién de la actividad proteolitica de NS3 debera conducir a la reduccién de los niveles de tTA madura
y ala disminucién concomitante en la actividad de SEAP.
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Para controlar otros efectos de los compuestos, se realizé una transfeccion paralela en la que una estructura artificial
que expresaba tTA a solas (denominada tTA) fue co-transfectada con la estructura artificial SEAP de manera tal que
la actividad de SEAP sea independiente de la actividad proteolitica de NS3.

Protocolo del andlisis: células Huh-7, que crecian en CHO-SFMII + 10% de FCS (suero de ternero fetal), fueron
co-transfectadas o bien con NS3 y SEAP o con tTA y SEAP, utilizando el protocolo FuGene (de Boehringer Mann-
heim). Después de 5 h a 37°C, las células fueron lavadas, tripsinizadas y sembradas en placas (a razén de 80.000
células/pocillo) en placas de 96 pocillos que contenian una gama de concentraciones de los compuestos que se habian
de ensayar. Después de un periodo de incubacién de 24 h, se extrajo una parte alicuota del medio y la actividad de
SEAP en esta parte alicuota se midi6 con el estuche Phospha-Light (de Tropix).

El andlisis de la inhibicién porcentual de la actividad de SEAP con respecto a la concentracion del compuesto se
realizé con el programa 16gico SAS para obtener la CEs.

La toxicidad del compuesto (CTs,) se averigud luego utilizando el andlisis MTT de la siguiente manera:

Se afiadieron 20 ul de una solucién de MTT (5 mg/ml de medio) por pocillo y se incubaron a 37°C durante 4 h; el
medio se retird y se afiadieron 50 ul de HC1 0,01 N + Triton X-100 al 10%; después de agitar a TA durante al menos
1 h, se leyo la densidad 6ptica (DO) de cada pocillo con una longitud de onda de 595 nm.

La CTs, se calcul6 de la misma manera que la CEsy.
Ejemplo 40
Andlisis de especificidad

La especificidad de los compuestos se determind frente a una diversidad de proteasas de serina: la elastasa de
leucocitos humanos, la elastasa pancredtica porcina y la @-quimotripsina pancredtica bovina y una proteasa de cistina:
catepsina B de higado humano. En todos los casos se utilizé un protocolo con el formato de placa de 96 pocillos
utilizando un substrato de p-nitroanilida (pNA) colorimétrico, que era especifico para cada enzima. Cada andlisis
incluia una pre-incubacidén a 30°C durante 1 h con inhibidor de enzima seguido por la adicién del substrato e hidrélisis
hasta una conversién ~30%, como se mide en un lector de microplacas UV Thermomax®. Las concentraciones del
substrato se mantuvieron lo mas bajas que fuera posible en comparacién con la Ky, para reducir la competencia por el
substrato. Las concentraciones del compuesto variaron entre 300 y 0,06 uM dependiendo de su potencia.

Las condiciones finales para cada andlisis fueron las siguientes:

®  Tris-HCI 50 mM de pH 8, Na,SO, 0,5 M, NaCl 50 mM, EDTA 0,1 mM, DMSO al 3%, Tween-20 al 0,01%
con:

¢ [Succ-AAPF-pNA 100 uM y a-quimotripsina 250 pM], [Succ-AAA-pNa 133 uM vy elastasa porcina 8 nM],
[Succ-AAV-pNa 133 uM y elastasa de leucocitos 8 nM]; o

® [NaHPO, 100 mM de pH 6, EDTA 0,1 mM, DMSO al 3%, TCEP 1 mM, Tween-20 al 0,01%, Z-FR-pNA 30
uM y catepsina B 5 nM (la enzima de reserva se activé en tampén que contenia TCEP 20 mM antes del uso)].

Un ejemplo representativo se resume seguidamente para elastasa pancredtica de porcino.

A una placa de 96 pocillos de fondo plano de poliestireno se le afiadieron, utilizando un manipulador de liquido
Biomek (de Beckman):

® 40 ul de tampodn para andlisis (Tris-HCI 50 mM, de pH 8, NaCl 50 mM, EDTA 0,1 mM);

® 20 ul de una solucién de enzima (Tris-HC1 50 mM, de pH 8, NaCl 50 mM, EDTA 0,1 mM, Tween-20 al 0,02%,
elastasa pancredtica porcina 40 nM); y

® 20 ul de solucién de inhibidor (Tris-HC1 50 mM, de pH 8, NaCl 50 mM, EDTA 0,1 mM, Tween-20 al 0,02%,
inhibidor 1,5 mM-0,3 uM, DMSO al 15% v/v).

Después de pre-incubacién durante 60 min a 30°C, se afiadieron a cada pocillo 20 ul de una solucién de substrato
(Tris-HCI 50 mM, de pH 8, Na,SO, 0,5 M, NaCl 50 mM, EDTA 0,1 mM, Succ-AAA-pNA 665 uM) y la mezcla de
reaccion se incubd adicionalmente a 30°C durante 60 min, después de cuyo periodo de tiempo se ley6 la absorbancia
en el lector de placas UV Thermomax®. Se asignaron filas de pocillos para las muestras testigos (sin inhibidor) y para
las muestras en vacio (sin inhibidor y sin enzima).
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Las diluciones a 2 veces consecutivas de la solucién de inhibidor se realizaron en una placa dispuesta por separado
por el manipulador de liquidos utilizando Tris-HC1 50 mM de pH 8, NaCl 50 mM, EDTA 0,1 mM, Tween-20 al 0,02%,
DMSO al 15%. Todos los otros andlisis de la especificidad se realizaron de una manera similar.

El porcentaje de inhibicidn se calculé utilizando la férmula:

[1 - ((Uvinh - vaacio)/(UVtst - UVVaCfﬂ))] x 100

Un ajuste de curva no lineal con el modelo de Hill fue aplicado a los datos de inhibicién y concentracidn, y la
concentracion efectiva de 50% (Cls) se calcul6 por el uso del sistema logico de SAS (Statistical Software System;
SAS Institute, Inc. Cary, N.C.).

Tablas de compuestos

Las siguientes Tablas enumeran compuestos representativos del invento. Los compuestos de este invento se anali-
zaron o bien en uno o en ambos de los andlisis de los Ejemplos 37 y 38 y se encontrd que eran activos con valores de
ClIs, por debajo de 50 uM (A); por debajo de 5 uM (B) o por debajo de 0,5 uM (C).

Actividad en células y especificidad

Compuestos representativos del invento se ensayaron también en el andlisis basado en células subrogadas del
Ejemplo 39, y en uno o varios andlisis del Ejemplo 40. Por ejemplo, se encontr6 que el compuesto 601 procedente de
la Tabla 6 tenfa una Cls, de 50 nM en el andlisis del Ejemplo 37 y de 30 nM en el andlisis del Ejemplo 38. La CEs, que
se determind por el andlisis del Ejemplo 39, es de 8,2 uM. En los andlisis de especificidad del Ejemplo 40 se encontrd
que el mismo compuesto tenia la siguiente actividad: HLE >75 uM, PPE >75 uM, a-Chym >75 uM; Cat. B >75 uM.
Estos resultados indican que esta familia de compuestos es muy especifica para proteasa de NS3 y al menos ciertos
miembros de esta familia son activos en un andlisis basados en células subrogadas.

Las siguientes abreviaturas se utilizan dentro de las presentes tablas:
MS: datos de espectrometria de masas; Ac: acetilo; Bn: bencilo; Boc: ferc.-butiloxicarbonilo; cHex: ciclohexilo;

Chg: ciclohexilglicina (4cido 2-amino-2-ciclohexil-acético); iPr: isopropilo; O-Bn: benciloxi; Ph: fenilo; t-Bu: ferc.-
butilo; Tbg: terc.-butil-glicina; 1- 6 2-Np: 1- 6 2-naftilo; 1- 6 2-NpCH,O: 1- 6 2-naftilmetoxi.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 1
Rz
T () S o
B N N
3 "o
o) o)
‘Tabla1| B Ra R, MS . margen de
Comp N° actividad
101 Boc cHex -O-CH,-1-naftilo 594 A
102 q/i . cHex -0-CH,-1-naftilo 632 A
§ I
103 9 cHex |  -O-CHz1-naftilo 642 A
~AO-
T 0 cHex  -O-CH-1-naftilo 728 A
619 A

105 0 eHex  -O-CH,1-nafiilo
|
(O

565 B S

H -ios. ,. RS- B_ob CHex ,,,,, BM
2 © )10
N02

~°

107 @\ o | CHex | -O-CH-i-naftilo 720 A
C|>P<0/L~I M+Na*
. C
: ci ;

108 | Boc iPr 662 A
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70

Tabiail B R TR r——
CompNe . actividad
109 acetilo . cHex @ 644 A

10
NO,
~° |
110 ~ Boc i-Pr N ¢ 575.1 A
|
: : -0
T Bee T B S —— 5613 =
O /N 0\
0
0
TABLA 2
RZ
R’ N R
Bl N OH
NJ\W :
@) o) 0]
‘ Tabla2 '@ B R, x R, o Ry MS  Margen
. Comp. N° ? anti para | de
e carboxi actividad
201 . Boc ciclohexilo; -O-CH-1-naftilo etilo 622 | A
(un ?
‘ : ; ;, isomero)
202 Boc ciclohexilo -O-CH-1-naftilo etilo 622 A
: (otro
; 3 isdmero)
203 | Boc t+Bu vinlo 6875 | €
' 1R, 2R
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TABLA 3

| Tabla3
. Comp. N° .

301

cHex

R,

[ OCHA-naftiio

R,

| sin para
. carboxi

MS

Margen
de activ.:

etilo

622

302

iPr

-0O-CH,-1-natftilo

etilo

A

A

303

cHex

-O-CH,-1-naftilo

~etilo

622

P

etio

623

305

a8

" Boc

cHex

-0-CH-1-naftilo

vinilo

620

Boc

“cHex

vinilo

FS— 307 RO

Boc

cHex

vinilo

728

607

308

s 309 [P —

Boc

cHex

vinilo

606

Bos”

cHex

o

cHex

vinilo

606

71

vinilo

607
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72

‘Tabla3 | B Rs R, Ry MS Margen
Comp. N° | sin para de activ.
; ) b carboxi
311 Boc cHex @ N  vinilo 641 B
O
312 Boc cHex N vinlo | 607 | A
IC©
313 Boc | cHex  ~ M “vinilo 621 B
\@@
B4 ""Boc cHex vinilo | 683 c
315 Boc cHex vinilo 698 B
316 Acetio " cHex vinilo 7825 B
318 CF;-C(0O)- i-Pr vinilo 639.3 B
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“aba3 SRR
. Comp. N° ?

R,
sin para
carboxi

MS

Mar_cié.n“
.de activ.

319

BT T R T TR

, vinilo

732.3

c

- vinilo

vinilo

7043

6587

vinilo

76

T 7 B e e

A

6724 |

vinilo

7075

A

701.4

vinilo

7083
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Tabla 3 B Ra i Rz R1 MS Margén
Comp. N° iigrgz;? de activ.
TR o tBu 2 vinilo | 6103 | €
i >l\N)j\ NS l
x
e
"""""" 328 Boc tBu | <] vinilo [ 61531 B
|
329 Boc FBu | vinilo | 6853 | C
|
330 = Boc tBu | j\ vinilo | 6275 | A
o vinil .
331 S I8 tBu inlo | 6565 | €
N
332 Boc tBu vinilo | 6893 | €
!’
|
i
333 /,?\ t-Bu >:o vinlo | 7783 | ¢
N HN
i >:N
s = N. QMe
1
NS
, -0
B 7R ),0\ HBu iy vinilo | 7644 | ¢
z*“ | o
=
i S\ OMe
H /i
NS
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TABLA 4

Tablad B | R; Rz Ry
- Comp. N° i

MS

margen |
de activ.!

401 Boc  iPr c'\@[@ H

589.1

R CE©

6036

403 Boc  tBu | H
i

teceny

. 675.4

687.1

405 Boc | tBu

2-vinilo

77023

406 Boc  tBu 2-Et

703.3
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TABLA 5
[ Tabla5 | R MS Margen de
: Comp. N° actividad

501 t-Bu 581.3 c

502 H 530.2 | A

503 Q'/ 625.3 B
O\(

504 l 582.6 B
ow“\‘

505 ‘ 583.2 B
0\‘/

506 Q 659.2 B

O\(

507 9] 670.2 B
X

508 | ’ﬂ 703.3 B

s\k

509 k’ 581.3 c

5"’&( T o

511 ©637.2 B

O\]/DH
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TABLA 6

Rara

601

FPr

- Margen de

actividad

6733

c

t-Bu

Ph

7172

C

671.2

-

605

oThak

Ph

606

tBu

607

6112

1 7153

8152

6012

608

CHz'IPr

6153

609

TR

6802

W WO o oo o

O\/
610 @ tBu Cl - 613.3

611

tBu

: 7-N(Me)2

700.5

612

tBu

666.4

650.4

614

Bu

. 664.5

-Bu

- 7-N(Me),

624.5
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fabias = Ho e TS e e
_Comp. N° _. . actividad
616 -Bu H,N \«NJ/' - 678.4 (o]
; : "
617 t+Bu C\ """" - 664.5 c
N—»
618 tBu e = 6385 B
Me—N\/f
619 tBu B ZT 7008 T B
Me—N\/
620 tBu Me<, - 6795 C
L
- 621 tBu Mo N -- . 6783 c
| X7 |
622 t-Bu Mo~ - 625.4 c
623 t-Bu MeO- - 611.3 c
624 tBu (Me)2N- - 624.4 B
625 tBu Ph 7-S(Me) | 703.4 c
626 t-Bu Ph 7-Br | 7373 c
627  tBu Ph 7F 733 ¢
628 tBu o 7-N(Me), 7642 €
N
| pe
620 tBu ' 7-N(Me), 7643 c
N ) — :
D=n
szl
630 t-Bu 7-N(Et), | 792.3 c
Y=o
N
D=
S\&'\\
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TABLA 7
R21A N\ O\
P
0
X T
% o ﬁ/Hl/N
0] 0]
T TR Ron MS Margen de
Comp.N° S
701 HBU e N 6913 ¢
V=
702 #Bu | e~ 7134
703 “Bu N | 655.3 |
504 £Bu 728.4
N
| N
6k Bu S 696.4 ¢
l\/N\~
\_/
................ o7 B 5 694.3 c
g
| 508 £Bu Ph-N(Me)- 7164 c
" 700 tBu H,N /b/ 709.2 ¢
\g /
710 +Bu HOOC- 655.3 B
71 By we {7/ 708.2
\g /
__________ 712 t-Bu """"" (Me)zN- 654-3
T tBu /N 692.3 c
o
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80

Tabla7 " R; R2sa MS _Margen de .
Comp. N° actividad
714 tBu | g 17/ 722.3 c !
7
e
715 ‘”t_Bu ..__., \N 688.3 c
| =
716 t-Bu Ny 688.3 c
I S~
717 t-Bu Me\'" . 723.3 c
\g /
- 718 tBu NH, 626.3
B 2T tBu H N 7512
7
~
- 720 tBu )4 - 7334 c
N/
\ )/
T 5 .,___..../O\O o s =
N
T e =
N
HN /J/
\g /
723 tBu 751.4 c
N
HN /_]/'
e
724 tBu b 708.4 [0}
N\
725 tBu .
u N /%N 689.4 c
L/k«
726  tBu j-Pr 653.3 c
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R

MS

| Margen de .

actividad

-Bu

688.3

C

3

- 731

728

+Bu

786.1

- 729

t-Bu

730

 +Bu

- 689.3

t-Bu

669.2

732

t+Bu

- 791.0

733

t-Bu

B

765.3

671.3

735

“tBu

683.3

736

tBu

t-Bu

667.4

737

-Bu

CHex

693.4
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TABLA 8

Tabla 8
_Comp. N°

R,

Rx NS

Margen de
_actividad

801

tBu

- 6867

802

-Bu

-Bu

o S8E 5

- 7277

i

804

-Bu

805

-Bu

- 629.6

806

)
|

Bu

S FL YA
i

t-Bu

T eT24

808

t-Bu

T 24

c

82




20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2326 707 T3

" "Tabla8 |
: Comp. N° !

Rarwim

809

FPro

WRu

MS

‘Margen de.
. actividad

6403

c

810

tBu

77493

tBu

4-Cl

7213

-Bu

7062

8i3

" tBu

7022

-Bu

7213

95

tBu

. 7213

816 0 +-Bu T es83
/\N H
] o - -

817

7202

818

419

Bu

; 728.3

7623

820

7322

821

6791

822

FPr

6633

o,

Boc

Bu

2-OMe

72

tBu

3-OMe

7192

+Bu

4-OMe

7192

O o 0|
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% Tabla 8 B Rs Rz MS Margen de
i Comp. N° actividad
826 @\/r ~Pr - 663.3 B
827 8 O +Bu - 673.2 c
|
828 Pr - 691.3 C
Me\ﬁ
o
829 Me #Bu ~ 7343 c
| ‘
N/‘\
Me
830 '0 t+Bu - 645.3 C
- \o
T We D FBu T 7018 6
| ‘
H,Nm)\N /K
0
832 Me O £Bu - 7013 c
: |
HzNY\NJ\
v}
833 Me § -Bu - 715.2 C
" N)i\
o
834 Q\ -Pr - 663.3 C
|
Me
835 Me,_Me tBu -~ 17025 c
H \)<N/K
836 °zN\©\ Pr - 694.4 c
837 C’@ Pr - 683.3 C
; N
L
' 838 iPr - 679.1 C
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' Tabla8 |
; Comp. N° ! )

Rs

s

Margen de’
actividad

839

Pr

6745

c

840

je8

FPr

6674

Boc

+Bu

2-Me

7015

842

Boc

~ tBu

1 3Me

7015

Bo

PN

t-Bu

7015

845

(o]

gae

i-Pr

O 0 0o o

6934

- 847

Boc

cHex

848

Boc

NIV

6875

849

Boc

7015

850

Boc

857

Boc

SPeIS IS B

O

-

N

. 689.5

Boc

s

689.5
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- Tabla 8
f_l Comp. N°

Rs

NS

‘Margen de

actividad

765.5

C

853 (}H )

= B - 7284 ¢
(MY

855 HO\/U FPr - 6933 ¢

856 Nc/\@\ +Pr -oeees e

7164

858

-Bu

7004

8E9

860

862

863

864

7014

5 -
I
D NN
Mo |
O\ FPr - e554 | B
F\© @ e 7503 €
O
v@\ iPr ~es83 ¢
Ff T EPr 83 €
FPr N Y
©:i iPr ZTTee73 T C
tBu - c
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Tabla 8
Comp I_\!°

866

'MS Margen de
. getividad

1 702.4

c

867

SN

Bu

b

QL

+-Bu

CU\

 tBu

7133

(o

\X&

tBu

+Bu

7004

- ,..C e e

875

%Nﬁ\

-Bu

714.4

873

Sl

" +Bu

- 714.3
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TABLA 9

e ———g NS Margen G

Comp. N° actividad |

901 = Boc 6853 c

902 825.4 c
: XOY\/"\

769.3 (o

O
HOY\/l\

707.3 c

905 685.2 Cc

906 | S 728.2 ¢
t

907 U 5 519 &
: |
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Tabla9 | B MS Margen de
Comp. N° ; actividad
908 | 691.2 c

.
909 O\\SI? 7272 c
910 0 7163 c
i
%O)\
911 ‘o 7213 c
HO
912 0.9 7332 c
s ‘S\
o
913 </\S o 7133 c
|
—
N)\N)\
914 o 8053 c
ST
\Y
Ve
}-N
915 \_’[S 6922 ¢
A
N
916 680.3 c
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TABLA 10

—
OH
(0]
AR s TR 5T S W @
- Comp. N° actividad
1001 Ph-N(Me)- i-Pr o) H 663.3 c

1002 Boc-NH- tBu S OMe 703.4 c
1003 | ipr o0 663.3 c
Q.
Me §

90
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la férmula (I) o un racemato, diastereoisémero o isémero 6ptico del mismo

en la que B es H, un arilo C¢ 0 Cy, arilalquilo C,_;¢; Het o (alquil inferior)-Het, todos ellos opcionalmente sustitui-
dos con alquilo C,_g; alcoxi C,_g; alcanoilo C,_s; hidroxi; hidroxialquilo; halo; haloalquilo; nitro; ciano; cianoalquilo;
amino opcionalmente sustituido con alquilo C,_g; amido; o (alquil inferior)amida;

o B es un carboxilo de féormula R,-O-C(O); una amida de férmula R,-NH-C(O)-; una tioamida de férmula R4-N
(R5)-C(S)-; o un sulfonilo de férmula R4-SO, en que

R, es (i) alquilo C,_;y opcionalmente sustituido con carboxilo, alcanoilo C,_¢, hidroxi, alcoxi C,_¢, amino op-
cionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_4, amido o (alquil inferior)-amida;

(i) cicloalquilo C;_5, cicloalcoxi C;_; o alquil-cicloalquilo C,_,, todos ellos opcionalmente sustituidos con
hidroxi, carboxilo, (alcoxi C,_g)-carbonilo, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_s, amido
o (alquil inferior)-amida;

(iii) amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_¢; amido; o (alquil inferior)amida;

(iv) arilo Cg_ 0 arilalquilo C;_¢, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_¢, hidroxi, amido, (alquil
inferior)amida o amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C; 4; 0

(v) Het o (alquil inferior)-Het, ambos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_4, hidroxi, amido, (alquil infe-
rior)amida o amino opcionalmente mono- o di-sustitui-do con alquilo C,_g;

R;s es H o alquilo C,_g;

o B es un derivado de acilo de la férmula R,-C(O)-; en que

R, es (i) alquilo C,_;, opcionalmente sustituido con carboxilo, alcanoilo C,_4, hidroxi, alcoxi C,_¢ o amino
opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g;

(ii) cicloalquilo C;_5, cicloalcoxi Cs;_; o alquil-cicloalquilo C,4_jo, todos ellos opcionalmente sustituidos con
hidroxi, carboxilo, (alcoxi C,_4)-carbonilo o amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C;_¢;

(iii) amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_¢;

(iv) arilo Cg4 0 Cy o arilalquilo C;_;¢, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_g, hidroxi o amino
opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C, _4; 0

(v) Het o (alquil inferior)-Het, ambos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_s, hidroxi o amino opcional-
mente mono- o di-sustituido con alquilo C,_;

con la condicién de que cuando B es una amida o una tioamida, R, no ha de ser un cicloalcoxi;
Y es H o alquilo C,_g;

R? es alquilo C,_g, cicloalquilo C;_; o alquilcicloalquilo C,_,, todos ellos opcionalmente sustituidos con hidroxi,
alcoxi C,_g, tioalquilo C,_4, amido, (alquil inferior)amido, arilo Cs 0 C,, o arilalquilo C;_j¢;
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R, es CH,-Ryy, NH-R,y, O-Ryy 0 S-Ry, en que Ry es un cicloalquilo C;_; o (alquilcicloalquilo) C4_;y saturado o
insaturado, todos ellos opcionalmente mono-, di- o tri-sustituidos con R,

0 Ry, es un arilo C¢ 0 Cy o arilalquilo C,_y4, todos ellos opcionalmente mono-, di- o tri-sustituidos con R,,
o R, es Het o (alquil inferior)-Het, ambos opcionalmente mono-, di- o tri-sustituidos con R,

en que cada R,; es independientemente alquilo C,_g; alcoxi C,_g; tioalquilo inferior; sulfonilo; NO,; OH; SH; halo;
haloalquilo; amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g, arilo C4 0 C,q,

arilalquilo C;_,4, Het o (alquil inferior)-Het;

amido opcionalmente mono-sustituido con alquilo C,_g, arilo C4 o C,, arilalquilo C ;_,4, Het o (alquil inferior)-
Het; carboxilo; carboxi(alquilo inferior); arilo Cg 0 Cyy, arilalquilo C,_, o Het, estando dichos arilo, arilalquilo o Het
opcionalmente sustituidos con Ry;

en que Ry, es alquilo C,_g; cicloalquilo C;_7; alcoxi C,_4; amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo
C,_¢; sulfonilo; (alquil inferior)sulfonilo; NO,; OH; SH; halo; haloalquilo; carboxilo; amido; (alquil inferior)amida; o
Het opcionalmente sustituido con alquilo C;_g;

R! es H; alquilo C,_g; cicloalquilo Cs_; o alquenilo C,_g, todos ellos opcionalmente sustituidos con halégeno;

en que

alquilo(inferior), solo o0 en combinacién con otro sustituyente, significa sustituyentes alquilo aciclicos, de cadena
lineal o ramificada que contienen de 1 a seis d4tomos de carbono;

aminoarilalquilo, solo 0 en combinacién con otro radical, significa un grupo amino sustituido con un grupo arilal-
quilo C7716;

(alquil inferior)amido, solo o en combinacién con otro radical, significa una amida sustitui-da con un alquilo C,_¢;

carboxilalquilo(inferior), solo o en combinacidn con otro radical, significa un grupo carboxilo (COOH) enlazado
a través de un grupo alquilo(inferior) segtin se define antes;

Het es un radical monovalente derivado de la separacién de un hidrégeno de un heterociclo de cinco, seis o siete
miembros, saturado o insaturado (incluido aromético) que contiene de uno a cuatro heterodtomos seleccionados de
nitrégeno, oxigeno y azufre, o un heterociclo segiin se define antes condensado a uno o més de otros ciclos; y

(alquil inferior)-Het es un radical heterociclico segtin se define antes para Het, enlazado a través de un grupo alquilo
de cadena lineal o ramificado, en que alquilo es como se define antes, que contiene de 1 a 6 d&tomos de carbono;

o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente aceptables.

2. Un compuesto de la férmula I de acuerdo con la reivindicacién 1 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que

B es un arilo C4 0 Cyq o arilalquilo C,_j¢, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C;_¢, alcoxi C;_g,
alcanoilo C,_g, hidroxi, hidroxialquilo, halo, haloalquilo, nitro, ciano, cianoalquilo, amido, (alquil inferior)amido o
amino opcionalmente sustituido con alquilo C,_4; 0

B es Het o (alquil inferior)-Het, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_g4, alcoxi C,_g, alcanoilo C,_g,
hidroxi, hidroxialquilo, halo, haloalquilo, nitro, ciano, cianoal-quilo, amido, (alquil inferior)amido o amino opcional-
mente sustituido con alquilo C, .

3. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 1 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que B es R;-SO,, en que R, es amido; (alquil inferior)amida; arilo C4 0 C,, arilalquilo C;_,, o Het,
todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_g.

4. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 1 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que B es un derivado de acilo de férmula Ry-C(O)- en el que R, es

@) alquilo C,_;y opcionalmente sustituido con carboxilo, hidroxi o alcoxi C;_¢ 0 amino opcionalmente mono-
o di-sustituido con alquilo C,_g;

(i)  cicloalquilo Cs_; o alquilcicloalquilo C,_;q, ambos opcionalmente sustituidos con hidroxi, carboxilo, (alcoxi
C,_¢)carbonilo, o amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_¢;
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@iv) arilo Cg 0 Cy o arilalquilo C,_4, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_¢, hidroxi o amino
opcionalmente sustituido con alquilo C,_¢; 0

(\2) Het o (alquil inferior)-Het, ambos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_s, hidroxi o amino opcional-
mente sustituido con alquilo C, .

5. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 1 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que B es un carboxilo de férmula R4-O-C(O)-, en el que R, es

@) alquilo C,_,, opcionalmente sustituido con carboxilo, alcanoilo C,_g, hidroxi, alcoxi C,_s, amino opcional-
mente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g, amido o (alquil inferior)amida;

(i)  cicloalquilo C;_7, alquilcicloalquilo C,_j, todos ellos opcionalmente sustituidos con carboxilo, (alcoxi C,_4)
carbonilo, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_4, amido o (alquil inferior)amida;

@iv)  arilo C4 0 Cyy 0 arilalquilo C,_4, opcionalmente sustituido con alquilo C,_g, hidroxi, amido, (alquil inferior)
amido, o amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C_4; o

(v)  Heto (alquil inferior)-Het, ambos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_g4, hidroxi, amino opcionalmente
mono- o di-sustituido con alquilo C,_4, amido o (alquil inferior)amido.
6. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 1 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente

aceptables, en el que B es una amida de féormula R,-N(R5)-C(O)- en que R, es

1) alquilo C,_,y, opcionalmente sustituido con carboxilo, alcanoilo C,_g, hidroxi, alcoxi C,_¢, amido, (alquil
inferior)amido, o amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_¢;

(i)  cicloalquilo C;_; o alquilcicloalquilo C,4_,y, todos ellos opcionalmente sustituidos con carboxilo, (alcoxi
C,_¢)carbonilo, amido, (alquil inferior)amido, o amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo
1-65

(iii)  amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_s;

@iv) arilo C4 o Cyy o arilalquilo C;_;¢, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_g, hidroxi, amido,
(alquil inferior)amida o amino opcionalmente sustituido con alquilo C,_¢; 0

(v)  Heto (alquil inferior)-Het, ambos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_g4, hidroxi, amino opcionalmente
sustituido con alquilo C,_¢, amido o (alquil inferior)amida; y

R5 es H o metilo.

7. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 1 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que B es una tioamida de férmula R,-NH-C(S)-; en que R, es

@) alquilo C,_, opcionalmente sustituido con carboxilo, alcanoilo C,_¢ o alcoxi C;_¢;

(i)  cicloalquilo C;_; o alquilcicloalquilo C,_jy, todos ellos opcionalmente sustituidos con carboxilo, (alcoxi
C,_¢)carbonilo, amino o amido.

8. Un compuesto de féormula I de acuerdo con la reivindicacién 2 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que B es un arilo C¢ o C,, opcionalmente sustituido con alquilo C,_4, alcoxi C,_4, alcanoilo C,_g,
hidroxi, hidroxialquilo, halo, haloalquilo, nitro, ciano, cianoalquilo, amido, (alquil inferior)amida, o amino opcional-
mente mono- o di-sustituido con alquilo C;_.

9. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 2 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que B es Het opcionalmente sustituido con alquilo C, ¢, alcoxi C,_4, alcanoilo C,_g4, hidroxi, halo,
amido, (alquil inferior)amida, o amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,;_.

10. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacioén 4 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que B es un derivado de acilo de férmula Ry-C(O)-, en que R, es

@) alquilo C,_4 opcionalmente sustituido con carboxilo, hidroxi o alcoxi C_4; 0
(i)  cicloalquilo C;_; o alquilcicloalquilo C,_;y, ambos opcionalmente sustituidos con hidroxi, carboxilo, (alcoxi

C,_¢)carbonilo, o
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arilo C¢ o C o arilalquilo C;_4, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_g, hidroxi; o

Het opcionalmente sustituido con alquilo C,_4, hidroxi o amino.

11. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 5 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que B es un carboxilo de férmula R4-O-C(O)-, en que R, es

@

(ii)

(iv)

)

alquilo C,_;, opcionalmente sustituido con carboxilo, alcanoilo C,_4, hidroxi, alcoxi C,_¢ 0 amido, (alquil
inferior)amida, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g;

cicloalquilo C;_5, alquilcicloalquilo C,_,o, todos ellos opcionalmente sustituidos con carboxilo, (alcoxi C,_¢)
carbonilo, amido, (alquil inferior)amida, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_¢, 0

arilo C4 0 Cy o arilalquilo C;_i4, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_¢, hidroxi, amino
opcionalmente sustituido con alquilo C,_¢; 0

Het o (alquil inferior)-Het, ambos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_g, hidroxi, amido, o amino
opcionalmente mono-sustituido con alquilo C,_g.

12. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 6 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que B es una amida de féormula R4-N(R5)-C(O)-, en que R, es

@) alquilo C,_,, opcionalmente sustituido con carboxilo, alcanoilo C,_g, hidroxi, alcoxi C,_¢, amido, (alquil
inferior)amida, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C;_g;

(i)  cicloalquilo C;_; o alquilcicloalquilo C,_jy, todos ellos opcionalmente sustituidos con carboxilo, (alcoxi
C,_¢)carbonilo, amido, (alquil inferior)amida, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g;

(iii) amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_3; o

@iv)  arilo C¢ o Cyy o arilalquilo C;_¢, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_4, hidroxi, amino o
amido opcionalmente sustituido con alquilo C,_4; 0

(v)  Het opcionalmente sustituido con alquilo C,_g, hidroxi, amino o amido; y

R; es H.

13. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 7 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que B es una tioamida de férmula R,-NH-C(S)-; en que R, es (i) alquilo C,_,; o (ii) cicloalquilo Cs_;.

14. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 12 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que B es una amida de férmula R,-NH-C(O)-, en que R, es

®

(i)

(iv)

alquilo C,_;, opcionalmente sustituido con carboxilo, alcanoilo C,_g, hidroxi, alcoxi C;_s, amido, (alquil
inferior)amida, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g;

cicloalquilo C;_; o alquilcicloalquilo C,_4, todos ellos opcionalmente sustituidos con carboxilo, (alcoxi
C,_¢)carbonilo, amido, (alquil inferior)amida, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g;

arilo C4 0 C o arilalquilo C;_4, opcionalmente sustituido con alquilo C,_¢, hidroxi, amino o amido.

15. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 1 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que B es

terc.-butoxicarbonilo (Boc) o

s

16. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 1 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que Y es H o metilo.
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17. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 16 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que Y es H.

18. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 1 o una de sus sales o ésteres farmacéutica-
mente aceptables, en el que R? es alquilo C,_, cicloalquilo C;_; o alquilcicloalquilo C,_j, todos ellos opcionalmente
sustituidos con hidroxi, alcoxi C,_g, tioalquilo C,_4, acetamido, arilo C4 0 C, 0 arilalquilo C;_y,.

19. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 18 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que R? es la cadena lateral de terc.-butilglicina (Tbg), Ile, Val Chg o:

l\‘\

y O

20. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 19 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que R? es la cadena lateral de Tbg, Chg o Val.

21. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 1 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que R, es S-Ry, u O-Ry, en que Ry es un arilo Cg 0 Cyy, arilalquilo C;_;5, Het o -CH,-Het, todos
ellos opcionalmente mono-, di- o tri-sustituidos con R,; en que

R, es alquilo C,_g; alcoxi C,_g; tioalquilo inferior; amino o amido opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo
C,_, arilo C¢ 0 Cyy, arilalquilo C;_;s, Het o (alquil inferior)-Het; NO,; OH; halo; trifluorometilo; carboxilo; arilo C4 0
C), arilalquilo C;_;s o Het, estando dicho arilo, arilalquilo o Het opcionalmente sustituido con R,,, en que:

Ry, es alquilo C,_g; cicloalquilo C;_5; alcoxi C,_4; amino; mono- o di-(alquil inferior)amino; (alquil inferior)amida;
sulfonilalquilo; NO,; OH; halo; trifluorometilo; carboxilo o Het.

22. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 21 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que R, es alquilo C,_g4; alcoxi C,_¢; amino; di(alquil inferior)amino; (alquil inferior)amida; arilo C4 0
C,o, 0 Het, estando dichos arilo o Het opcionalmente sustituidos con R»,, en que Ry, es alquilo C,_g; cicloalquilo C;_7;
alcoxi C_¢; amino; mono- o di(alquil inferior)amino; amido; (alquil inferior)amido; halo; trifluorometilo o Het.

23. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 22 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que Ry, es alquilo C,_g; alcoxi C,_¢; halo; amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo
inferior; amido; (alquil inferior)amida; o Het.

24. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 1 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que Ry, es metilo; etilo; isopropilo; terc.-butilo; metoxi; cloro; amino opcionalmente mono- o di-
sustituido con alquilo inferior; amido, (alquil inferior)amida; o (alquil inferior)-2-tiazol.

25. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 21 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que R, se selecciona entre el grupo que consiste en:

/\ N\N N (o)

N N

N LN\KNI ~ T ?\
0
I

. . S . / Ly

26. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 21 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que R, es 1-naftilmetoxi; 2-naftilmetoxi; benciloxi; 1-naftiloxi; 2-naftiloxi; o quinolinoxi sin sustituir,
mono- o di-sustituido con R,; como se define en la reivindicacién 21.

27. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 26 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente

aceptables, en el que R, es 1-naftilmetoxi; o quinolinoxi sin sustituir, mono- o di-sustituido con R,; como se define en
la reivindicacién 26.
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28. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 27 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que R, se selecciona entre el grupo que consiste en:

CF,
N o _N OMe CF._ _N HN N OMe

29. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacion 26 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que R, es:

Raa N\

-0

en que R, es alquilo C,_¢; alcoxi C,_g; tioalquilo inferior; halo; amino opcionalmente mono-sustituido con alquilo
C,_¢; 0 arilo Cg, C, arilalquilo C;_s, 0 Het, estando dicho arilo, arilalquilo o Het opcionalmente sustituido con R,
en que Ry, es alquilo C,_g, alcoxi C,_g, amido, (alquil inferior)amida, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con
alquilo C, ¢, o Het.

30. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 29 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que R, es arilo Cg, C,y 0 Het, todos ellos opcionalmente sustituidos con R,, como se define en la
reivindicacién 29.

31. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 30 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
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aceptables, en el que R, 4 se selecciona entre el grupo que consta de:
AT Y Y
NN s -
e Ho N
N N
Y A U

\\
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o Xl
\(/f Hn\g,J/' HN\g/_fy s\)\ff
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32. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 29 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que R, es:

N Raie

en que Ry, es alquilo C,_4; alcoxi C,_¢; 0 halo; y Ry es alquilo C,_g, alcoxi C;_4, amino, di(alquil inferior)amino,
(alquil inferior)amida, NO,, OH, halo, trifluorometilo, o carboxilo.

33. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacion 29 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que R, es:

RZZB
.
S\ N
7
I Fre

en que Ry es alquilo C,_¢, amino opcionalmente mono-sustituido con alquilo C,_¢, amido o (alquil inferior)amido; y
R, es alquilo C,_g, alcoxi C,_g, amino, di(alquil inferior)amino, (alquil inferior)amida, NO,, OH, halo, trifluorometilo
o carboxilo.

34. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 32 6 33 o una de sus sales o ésteres farmacéutica-
mente aceptables, en el que R, es alcoxi C,_¢ o di(alquil inferior)amino.

35. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 32 6 33 o una de sus sales o ésteres farmacéutica-
mente aceptables, en el que R,;p es metoxi.

36. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 1 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que P1 es un anillo de ciclobutilo o ciclopropilo, ambos opcionalmente sustituidos con Ry, en que R,
es H, alquilo C,_s, cicloalquilo C;_5 0 alquenilo C,_4, todos ellos opcionalmente sustituidos con halo.

37. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 36 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que P1 es ciclopropilo y R! es etilo, vinilo, ciclopropilo, 1- 6 2-bromo-etilo 6 1- 6 2-bromo-vinilo.

38. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 37 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que R! es vinilo.
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39. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 37 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que R! en el carbono 2 est4 orientado en ““sin” con respecto al carbonilo en la posicién 1, representado

por el radical:
—
' R, R,
2 ~ =
1 .
N -— «Ng/
I ] I I; Y H
0O 0]

40. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 37 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que R! en la posicién 2 estd orientado en “anti” con relacion al carbonilo en posicion 1, representado
por el radical:

R, [ R R,
<N <N R A N S
H IO 0 H Il y H

41. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 37 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que el carbono 1 tiene la configuracién R:

R1
= Ro S
<N
H |
0]

42. Un isémero 6ptico de un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 41 o una de sus sales o
ésteres farmacéuticamente aceptables, en el que dicho sustituyente R' y el carbonilo estdn en una orientacién “sin” en
la siguiente configuracién absoluta:

43. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 42 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que R! es etilo, y por lo tanto los 4tomos de carbono asimétricos en las posiciones 1 y 2 tienen la
configuracién R,R.
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44. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 42 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que R! es vinilo, y por lo tanto los d4tomos de carbono asimétricos en las posiciones 1y 2 tienen la
configuraciéon R, S.

45. Un compuesto de formula I de acuerdo con la reivindicacién 1 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que

B es un arilo C4 o Cyy o arilalquilo C,_;¢, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_g, alcoxi C,_g,
alcanoilo C,_g, hidroxi, hidroxialquilo, halo, haloalquilo, nitro, ciano, cianoalquilo, amido, (alquil inferior)amido, o
amino opcionalmente sustituido con alquilo C,_4; o

Het o (alquil inferior)-Het, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_g, alcoxi C,_, alcanoilo C,_g,
hidroxi, hidroxialquilo, halo, haloalquilo, nitro, ciano, cianoalquilo, amido, (alquil inferior)amido, o amino opcional-
mente sustituido con alquilo C,_¢; 0

B es R4-SO,, en que R, es preferiblemente amido; (alquil inferior)amido; arilo Cg o Cyy, arilalquilo C,_;; o Het,
todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C_4; 0

B es un derivado de acilo de férmula R,-C(O)-, en que R, es

@) alquilo C,_;, opcionalmente sustituido con carboxilo, hidroxi o alcoxi C,_¢ 0 amino opcionalmente mono-
o di-sustituido con alquilo C,_g;

(i)  cicloalquilo Cs_; o alquilcicloalquilo C,_;4, ambos opcionalmente sustituidos con hidroxi, carboxilo, (alcoxi
C,_¢)carbonilo o amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g;

@iv)  arilo Cg 0 Cy o arilalquilo C;_;4, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_¢, hidroxi o amino
opcionalmente sustituido con alquilo C,_¢;

(v)  Het o (alquil inferior)-Het, ambos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_s, hidroxi o amino opcional-
mente sustituido con alquilo C,_¢, 0
B es un carboxilo de férmula R4-O-C(O)-, en que R, es

@) alquilo C,_;, opcionalmente sustituido con carboxilo, alcanoiflo C,_g, hidroxi, alcoxi C,_s, amino opcional-
mente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g, amido o (alquil inferior)amida;

(i)  cicloalquilo C;_7, alquilcicloalquilo C,_;, todos ellos opcionalmente sustituidos con carboxilo, (alcoxi C;_4)
carbonilo, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_s, amido o (alquil inferior)amida;

@iv)  arilo C4 0 Cyy 0 arilalquilo C,_5, opcionalmente sustituido con alquilo C,_g, hidroxi, amido, (alquil inferior)
amido o amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_4; 0

(%) Het o (alquil inferior)-Het, ambos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_g, hidroxi, amino opcionalmente
mono- o di-sustituido con alquilo C,_¢, amido o (alquil inferior)amido; o
B es una amida de férmula R4-N(R5)-C(O)-, en que R, es

@) alquilo C,_,, opcionalmente sustituido con carboxilo, alcanoilo C,_g, hidroxi, alcoxi C,_¢, amido, (alquil
inferior)amido, o amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_;

(i)  cicloalquilo C;_; o alquilcicloalquilo C,_jy, todos ellos opcionalmente sustituidos con carboxilo, (alcoxi
C,_¢)carbonilo, amido, (alquil inferior)amido, o amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo
1-65

(iil)) amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_3;

@iv) arilo C4 0 Cyy o arilalquilo C;_, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_4, hidroxi, amido,
(alquil inferior)amida, o amino opcionalmente sustituido con alquilo C,_; 0

(\2) Het o (alquil inferior)-Het, ambos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_g, hidroxi, amino opcionalmente
sustituidos con alquilo C,_s, amido o (alquil inferior)amida; y

R5 es H o metilo; o
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B es una tioamida de férmula R,-NH-C(S)-; en que R, es
@) alquilo C,_;, opcionalmente sustituido con carboxilo, alcanoilo C,_¢ 0 alcoxi C;_g;

(i)  cicloalquilo C;_; o alquilcicloalquilo C,_jy, todos ellos opcionalmente sustituidos con carboxilo, (alcoxi
C,_¢)carbonilo, amino o amido;

Y es H o metilo;

R? es alquilo C,_g, cicloalquilo C;_; o alquilcicloalquilo C,_,, todos ellos opcionalmente sustituidos con hidroxi,
alcoxi C,_g, tioalquilo C,_g4, acetamido, arilo C4 0 C,, 0 arilalquilo C;_;o;

R, es S-Ry, u O-Ry, en que Ry, es preferiblemente un arilo C¢ o Cy, arilalquilo C,_;, Het o -CH,-Het, todos ellos
opcionalmente mono-, di- o tri-sustituidos con R,;, en que

R, es alquilo C,_¢; alcoxi C,_g; tioalquilo inferior; amino o amido opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo
C,_, arilo C¢ 0 Cyy, arilalquilo C;_;4, Het o (alquil inferior)-Het; NO,; OH; halo; trifluorometilo; carboxilo; arilo Cg 0
Cyy, arilalquilo C;_;¢, 0 Het, estando dichos arilo, arilalquilo o Het opcionalmente sustituidos con R,,, en que

Ry, es alquilo C,_g; cicloalquilo C;_7; alcoxi C;_g; amino; mono- o di-(alquil inferior)amino; (alquil inferior)amida;
sulfonilalquilo; NO,; OH; halo; trifluorometilo; carboxilo o Het; o

R, se selecciona entre el grupo que consta de:

/\ NN N o]
NS
NS N I N~

o R, es 1-naftilmetoxi; 2-naftilmetoxi; benciloxi; 1-naftiloxi; 2-naftiloxi; o quinolinoxi sin sustituir, mono- o di-
sustituido con R,; tal como se ha definido anteriormente; y

el segmento P1 es un anillo de ciclopropilo, opcionalmente sustituido con R!, en que R! es alquilo C,_s, cicloalquilo
C;_;5 o alquenilo C,_, opcionalmente sustituido con halo, y dicho R' en el carbono 2 estd orientado en “‘sin” con respecto
al carbonilo en posicién 1, representado por el radical:

o una sal farmacéuticamente aceptable o éster de éste.

46. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 45 o una de sus sales o ésteres farmacéutica-
mente aceptables, en el que B es un arilo C¢ o Cy, opcionalmente sustituido con alquilo C,_¢, alcoxi C,_g, alcanoilo
C,_s, hidroxi, hidroxialquilo, halo, haloalquilo, nitro, ciano, cianoalquilo, amido, (alquil inferior)amida o amino op-
cionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_4; 0 B es Het opcionalmente sustituido con alquilo C,_g, alcoxi C, _g,
alcanofilo C,_g, hidroxi, halo, amido, (alquil inferior)amida o amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo
Cig;0

B es R;-SO,, en que R, es arilo C¢ o Cy, un arilalquilo C;_,, o Het, todos ellos opcionalmente sustituidos con
alquilo C,_4; amido, (alquil inferior)amida; B es un derivado de acilo de férmula R,-C(O)-, en que R, es

@) alquilo C,_,, opcionalmente sustituido con carboxilo, hidroxi o alcoxi C,_¢; 0

100



10

15

20

25

30

35

40

45

50

60

65

(ii)

(v)
)

ES 2326707 T3

cicloalquilo C;_; o alquilcicloalquilo C,_,y, ambos opcionalmente sustituidos con hidroxi, carboxilo, (alcoxi
C,_¢)carbonilo; o

arilo C4 0 C o arilalquilo C;_,,, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_4, hidroxi; o

Het opcionalmente sustituido con alquilo C,_g, hidroxi o amino;

o B es un carboxilo de férmula R4-O-C(O)-, en que R, es

®

(ii)

(iv)

)

alquilo C,_,, opcionalmente sustituido con carboxilo, alcanoilo C,_g, hidroxi, alcoxi C,_4, 0 amido, (alquil
inferior)amida, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g;

cicloalquilo C;_5, alquilcicloalquilo C,_,o, todos ellos opcionalmente sustituidos con carboxilo, (alcoxi C,_¢)
carbonilo, amido, (alquil inferior)amida, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_4; o

arilo C4 0 Cy o arilalquilo C;_i4, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_g, hidroxi, amino
opcionalmente sustituido con alquilo C,_¢; 0

Het o (alquil inferior)-Het, ambos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_¢, hidroxi, amido o amino
opcionalmente mono-sustituido con alquilo C;_g;

o B es una amida de férmula R4-N(R5)-C(O)-, en que R, es

®

(i)

alquilo C,_;, opcionalmente sustituido con carboxilo, alcanoilo C,_g, hidroxi, alcoxi C;_s, amido, (alquil
inferior)amida, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g;

cicloalquilo C;_; o alquilcicloalquilo C,_4, todos ellos opcionalmente sustituidos con carboxilo, (alcoxi
C,_¢)carbonilo, amido, (alquil inferior)amida, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g;
y Rs es H o metilo; o

R, es (iii) amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_3; o

(iv)

)

arilo C¢ o Cy o arilalquilo C;_j, todos ellos opcionalmente sustituidos con alquilo C,_4, hidroxi, amino o
amido opcionalmente sustituido con alquilo C,_4; o

Het opcionalmente sustituido con alquilo C,_4, hidroxi, amino o amido; o

B es una tioamida de férmula R,-NH-C(S)-; en que R, es

@

alquilo C,_y; o (ii) cicloalquilo C;_;; 0

Y es H;

R? es la cadena lateral de ferc.-butilglicina (Tbg), Ile, Val, Chg o:

\\

R, es l-naftilmetoxi; o quinolinoxi sin sustituir, mono- o di-sustituido con R, tal como se ha definido anterior-

mente; 0
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R, es:

Ra1a N\

, _ Ria

0

en que Ry, es alquilo C,_4; alcoxi C,_g; arilo Cg, Cyy 0 Het; tioalquilo inferior; halo; amino opcionalmente mono-
sustituido con alquilo C,_g; o arilo Cg, C), arilalquilo C,_;s o Het, opcionalmente sustituido con R,,, en que R, es
alquilo C,_g, alcoxi C,_¢, amido, (alquil inferior)amida, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C;_¢;
o Het;

P1 es un anillo de ciclopropilo en el que el carbono 1 tiene la configuracion R,

R! es etilo, vinilo, ciclopropilo, 1- 6 2-bromo-etilo o 1- 6 2-bromo-vinilo.

47. Un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 46 o una de sus sales o ésteres farmacéuticamente
aceptables, en el que

B es una amida de férmula R4-NH-C(O)-, en que R, es

1) alquilo C,_,, opcionalmente sustituido con carboxilo, alcanoilo C,_g, hidroxi, alcoxi C,_¢, amido, (alquil
inferior)amida, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_¢;

(i)  cicloalquilo C;_; o alquilcicloalquilo C,_jy, todos ellos opcionalmente sustituidos con carboxilo, (alcoxi
C,_¢)carbonilo, amido, (alquil inferior)amida, amino opcionalmente mono- o di-sustituido con alquilo C,_g;

(iv)  arilo C4 0 Cy 0 arilalquilo C;_;s opcionalmente sustituido con alquilo C,_4, hidroxi, amino o amido;
R® es la cadena lateral de Tbg, Chg o Val;

R, es:

Ry
Ry =N
N R
7 I 218 S \ N
’d
NN ~ I Rais

N o A

en que Ry, es alquilo C,_¢ (tal como metilo); alcoxi C,_¢ (tal como metoxi); o halo (tal como cloro); R,,z es alquilo
C,_s, amino opcionalmente mono-sustituido con alquilo C,_g, amido o (alquil inferior)amida; y R,z es alquilo C,_g,
alcoxi C,_¢, amino, di(alquil inferior)amino, (alquil inferior)-amida, NO,, OH, halo, trifluorometilo, o carboxilo;
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ES 2326707 T3

48. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 45, representado por la férmula:

en la que B, R; y R, son como se definen seguidamente:

R
R’ :
. g NSZKOH
O o)

Tabla 1 B R3 Rz
pomp N°

101 Boc cHex -O-CHg-1-naftilo
102 o cHex | -O-CHy-1-naftilo
|

103 5T TCHex | -O-CH-1-naftilo

103
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 -O-CH,-1-naftilo

105

cHex

-O-CH,-1-naftilo

106

cHex |

cHex

iPr

109

i1

acetilo

- cHex

Boc

i-Pr

Ci

~ Boc

/”_\z
W
/o

49. Compuesto N° 111 de acuerdo con la reivindicacion 48.
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50. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 45, representado por la férmula:

en la que B, R;, R, y R; son como se definen seguidamente:

. Tabla 2 B Rs 1‘ R, : R, ;
- Comp. N° : anti para carboxi :
201 Boc ciclohexilo: -O-CH.-1-naftilo etilo
! (un isbmero)
202 | Boc ciclohexilo, -O-CHx-1-naftlo = etilo
i (otro isémero)
y Boc tBu @ vinilo
; N o 1R, 2R
203 O @
, N ‘

51. Compuesto N° 203 de acuerdo con la reivindicacién 49.

52. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 45, representado por la férmula:

: R'
3 >
i .__OH
B. N N™R
N H o
O o}
en la que B, R;, R, y R, son como se definen seguidamente:
' Tabla3 | B . Rs R, R,
| Comp. N° | sin para
; ; carboxi
301 Boc . cHex | -O-CH:-1-natftilo etilo
302 5T iBr T 0-CHy-1-naftilo &tilo
: >/\o)\
Y\o"\x
3

105
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s S

" Comp. N°

ES 2326707 T3

Rs

R.

Ri
sin para
carboxi

304

Boc

cHex

O
; :N:
O,

etilo

305

Boc

cHex

-O-CH,-1-naftilo

vinilo

306

cHex

vinilo

307

-~ cHex

vinilo

308

Boc

cHex

O
”8f§f%

vinilo

Boc

cHex

8

vinilo |

5o

cHex

311

Boc

vinilo

312

Boc

cHex

OZ/OOZ/O

vinilo

313

Boc

cHex

g

106

vinilo

-



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2326 707 T3

Tabla 3

Comp. N°

R:

Ry
sin para
carboxi

314

: Boc

vinilo

315 Boc  cHex vinilo

316

Acetilo

cHex

vinilo

e

Boc

!

cHex

318

CF-C(O)- | iPr

319

vinilo

vinilo

320

cHex

vinilo

321

Boc

t-Bu

107
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. Tabla3 | B Rs Ra R
i Comp. N° | sin para
! carboxi
L322 Boc tBu o €% vinilo
: : X Ny
] g
323 Boc t-Bu
ey | A
Ve
324 Boc | tBu ' inilo |
| i O’W vinilo
) f k/N\r/N O\
| ‘ N | ?
2! B ; /) é
325 oC i t+Bu
§
{ O N OMe
D

36 | Boc tBu | /M | vinilo
| MNPSOS
; \Nr\ !
; : o
!
a7 i j\ Q t-Bu N OMe vinilo
; H ]
s
328 Boc t-Bu ¢ vinilo
|
!
|
329 Boc +Bu vinilo
l
H ]
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{ Tabla 3 B R; R, Ry
Comp. N° sin para
carboxi
330 Boc t-Bu 0 vinilo
N
‘/0
331 1 +-Bu vinilo
[
}\N/j\\ @
H !
. 332 Boc ! t+Bu etilo
i ;
i- :
i i
‘ 4
i
333 0 -Bu vinilo
} N/H\k N>:°
H D=
5~ N OMe
7
~
0
Ly e ' t+Bu vinilo
l N)]\ >
334 N
, H D=n
{ s -~ > OMe
¥

53. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 52, seleccionado entre el grupo que consta de los compuestos
N* 307, 314, 317, 319, 321, 324, 325, 326, 327, 329, 331, 332, 333 y 334.

54. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, representado por la férmula:

109
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en la que B, R;, R, y R; son como se definen seguidamente:

. Tabla 4 B R3 Rz R1
C°mP Ne
401 = Boc iPr c N H
@)
402  Boc | tBu a N H
o
/p
. 403 Boc  tBu B H
404 Boc | tBu 3-(=CHy)
405 Boc t.Bu [P S 2-Vinik_) ........
| y Boc t-Bu 2-Et
406

55. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 54, seleccionado entre el grupo que consta de los compuestos

N> 403, 405 y 406.

56. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 45, representado por la férmula:

N
A
=

0

>t

110
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cen la que R; es como se define seguidamente:

Tabla b Rs; Tabla § R;
Comp. N° Comp. N°
501 t-Bu ; 507 o]
| Y
i rN H
S\k
502 H ; 508 K@
s\k
503 ﬁ/ ; 509
504 5 510 H/
505 | ; y
0\( 511 O\ron

57. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 56, seleccionado entre el grupo que consta de los compuestos

N* 501, 509 y 510.

58. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 46, representado por la férmula:

e

R21A

111

N

AN
P Rze
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en la que R;, Ry;a y Ry son como se definen seguidamente:

. Tabla6
mp. N° !

Ri

ﬁzm - sz -

H _.602

601

i-Pr

B - T

7-OMe

604

t-Bu

t-Bu

606

+-Bu

" Ph 7o

i

Pr

608

- 609

" CHPr |

v ar o e ’ JR— .7-CI -

t-Bu

610

-Bu

611

t+Bu

612

Bu

613

-Bu

614

t-Bu

t-Bu

112
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Tabla 6 R; Rzia R21s
Comp. N°
616 tBu | N N .
2 \«j
S
617 tBu -
O
618 tBu e -
Me—er
619 | #Bu | B -
j MG-N\/
i
620 tBu ; Me\N -
L
621 | Bu Mo A -
~7
622 £Bu Mo~ =
623 tBu MeO- -
624 | tBu (Me),N- -
625 ; tBu Ph 7-5(Me)
626 tBu Ph 7-Br
627 Bu Ph 7F
628 +Bu o - 7-N(Me);
HN N
od
629 t-Bu : 7-N(Me), |
HN
D=n
Sehl
y t-Bu 7-N(Et)2
630 >=°
HN
D=
S\’Pl\\

113

-e

59. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 58, seleccionado entre el grupo que consta de los compuestos
N*: 601, 602, 603, 604, 605, 606, 607, 610, 611, 612, 615, 616, 617, 620, 621, 622, 625, 626, 627, 628, 629 y 630.
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60. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 46, representado por la férmula:

ES 2326707 T3

S A A Ly

en la que R; y R,;4 son como se definen seguidamente:

. Tabla7
Comp. N°®

R,

R2‘"\

701

+Bu

g
~

e

- 703

t+Bu

ﬁh——;\/

-Bu

+Bu

705

-Bu

£Bu

707

tBu

708

t-Bu

Ph-N{Me)-

tBu

710

t-Bu

114
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. Comp. N°

ES 2326707 T3

RZ‘!A

712

1
i
i
H

-Bu

(Me)N-

713

Bu

3

714

-Bu

715

-Bu

716

717

-Bu

719

t-Bu

720

t-Bu

722

+Bu

723

EBU

724

+-Bu

115
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Tabla 7 Rs | Rz1a ’
Comp. N° : f
725 t-B .
u NI&N B
K/Lx E
726 tBu iPr ;
727 +Bu N ;
' A
| Z
!
728 | tBu o\\s,,o ;
E ~ \\(N
o4
\_/
729 tBu -
i N ;8
| O
730 | tBu | ;
A
? ' ~
!
731 tBu NS
N
732 +Bu .
—N |
S .z /j']/‘
s §
733 #Bu .
HN- A
<X
734 t-Bu —\ ;
S
735 Bu 7/\ ;
S
736 t-Bu +-Bu ;
y tBu CHex .
737

61. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 60, seleccionado entre el grupo que consta de los compuestos
N> 701, 702, 703, 704, 705, 706, 707, 708, 709 y 711 hasta 737.

116



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

62. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacidn 45, representado por la férmula:

ES 2326707 T3

]
N OMe
I =N
L
o

R

B.
¥
o]

o

en la que B, R; y Ry, son como se definen seguidamente:

-_—

3 N H
J\H/Q(” °©
0]

¢ Tabla8 i B R@ Ra
{ Comp. N°
i 801 | >L ‘0 -Bu -
AN
__H
. 802 \L tBu -
HO
803 >l\)'0\ t-Bu -
. 804 ,0: tBu -
{

805 Ac tBu -

806 ,O: +Bu -
807 0 +Bu -
; |

PUN
H

-

-

-e

-y
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| Tabla 8 B Rs R,
| Comp. N°
808 O\ tBu -
l
K
H
809 @\ i-Pr -
810 q tBu -
o’\lg' :
L 811 Boc tBu 4-Cl
TTe2 ©\ A tBu =
: |
| ﬂ)\
- ﬂ\ S tBu -
: |
§ N/k\
i H
814 Boc +Bu 2-Cl
815 Boc tBu 3-Ci
. 816 ‘ B +Bu
Ny _,
H
817 . +Bu -
o
H
818 | O\ . #Bu T
; )
! ﬁ)\*
3
819 OJIJ\ FPr -
; CFg
820 | HzNI)\ Pr "
CF;
| 821 OMe EPr -
% 822 M°\©\ Pr -
823 Boc tBu 2-OMe

118
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| Tabla8 B Rs Rz,
: Comp. N°
| 824 Boc +Bu | 3-OMe
825 Boc +Bu 4-OMe
826 | @ iPr »
| H
TR We o FBu -
! b NG '
: i Me” TN
E | e
828 i Pr -
1 i Me\’(Q\ |
829 | Me £Bu =
i |
| O
i Me
830 0 +Bu -
i
e | e N/‘L\ “¥Bu S
: 1 HZN\n/]\ }
& H
832 Ve O tBu -
s
HN
Y
i 833 j]>< Me )}\~ t"Bu —
. 834 /Q iPr -
Me
0O A -
N
;‘” 836 ON Pr -
| Y
T m\@ iPr .
~ |

119
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| Tabla8 B Rs Rz
, Comp. N° i
838 -Pr -
o L
839 Nc\@ iPr =
840 FO\ -Pr -
[ 8M Boc " tBu 2-Me
842 Boc t-Bu 3-Me
843 Boc -Bu 4-Me |
844 )\ ,o £Bu_ | 4-OMe ,
! N)\
845 H Pr -
he
g
846 <0 Pr -
O@\
847 Boc cHex -
848 Boc ‘/L - !
849 Boc ‘/k -
850 Boc -
\\c‘:f
851 Boc | -

o)

.
\[.\‘

120
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. Tabla8 | B R, Rz
¢ Comp. N° | .
865 | @\ o tBu -
: 0& |
866 . ﬁ\ t-Bu -
S
i 867 @ L t'BU -
L
868 | O\ . tBu -
j j )
N
Cwe g w
j ) ;. S
870 SO FBu |
: i H :
CeTt 0 tBu -
I !
NN
TTgre | o EBu N
% : I |
TR TR -
y : /ik\ tBu
. 873 | >l/\*'f §

63. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 62, seleccionado entre el grupo que consta de los compuestos

N° 801 hasta 825, 827 hasta 858 y 860 hasta 873.

64. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 45, representado por la férmula:
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en la que B es como se define seguidamente:
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Tabla 9 B
Comp. N°
201 Boc
802 I°
}\/or\)\
0 ©
903 l°
HO\[M
“““““ 904 0
905 o l0
BN
906 ﬁ/( {0
N
: H
907 S o
S\
O
908 501
809 0, gO
Oh
910 o
]
o)\
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Tabla 9 B
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916

en la que B, X, R3, zy Ry son como se definen seguidamente:

Tabia 10
- Comp. N°
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“Fabla 10 BX- R, = Z Roe
Comp. N° -
1002 Boc-NH- T#Bu .S OMe;
y iPr 0 S
1003 §
i {N) :
Me ;

66. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz contra el virus de la hepatitis C de un
compuesto de la férmula I de acuerdo con la reivindicacién 1, o una sal terapéuticamente aceptable o éster de éste, en
mezcla con un medio de vehiculo o agente auxiliar farmacéuticamente aceptable.

67. Un compuesto de formula (I) de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 65 en calidad de un
medicamento.

68. El uso de un compuesto de férmula (I) de acuerdo con la reivindicacién 1 o una sal terapéuticamente acep-
table o éster de éste, o una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 66 para la preparacién de un
medicamento para tratar una infeccién causada por el virus de la hepatitis C en un mamifero.

69. El uso de un compuesto de férmula (I) de acuerdo con la reivindicacién 1 o una sal terapéuticamente aceptable
o éster de éste, para la preparacion de una composicion farmacéutica para inhibir la replicacion del virus de la hepatitis
C.

70. El uso de una combinacién de un compuesto de férmula I de acuerdo con la reivindicacién 1, o una sal
terapéuticamente aceptable o éster de éste, con otro agente anti-HCV, para la preparaciéon de un medicamento para
tratar una infeccion causada por el virus de la hepatitis C en un mamifero.

71. El uso de acuerdo con la reivindicacion 70, en que dicho otro agente anti-HCV es un interferén.

72. El uso de acuerdo con la reivindicacion 70 6 71, en el que dicho otro agente anti-HCV se selecciona entre el
grupo que consta de: interferén-a 6 -6, ribavirina y amantadina.

73. El uso de acuerdo con la reivindicacién 70, en el que dicho otro agente anti-HCV comprende un inhibidor de
otras dianas en el ciclo de vida del HCV, seleccionado entre: helicasa, polimerasa, metaloproteasa o IRES.

74. Un procedimiento para la preparacién de un compuesto de la reivindicacién 1, en el que P1 es un residuo de
dcido amino-ciclopropil-carboxilico sustituido, que comprende la operacién de:

acoplar un péptido seleccionado entre el grupo que consta de: APG-P3-P2; o APG-P2;

con un compuesto intermedio de P1 de férmula:

en el que R, es alquilo C,_g, cicloalquilo o alquenilo C, g4, todos ellos opcionalmente sustituidos con halégeno, CPG
es un grupo protector de carboxilo y APG es un grupo protector de amino y P3 y P2 son como antes se definen.
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75. Uso de un compuesto intermedio de P1 de férmula:

R, R, ~
$hes cPG
O-CPG S O-CPG
H,N HNA H,N
0 ’ o 4 0 o

en que R, es alquilo C,_, cicloalquilo o alquenilo C,_4, todos ellos opcionalmente sustituidos con halégeno, y CPG es
un grupo protector de carboxilo, para la preparacién de un compuesto de férmula I como antes se define.

76. Un compuesto andlogo a un aminoécido de férmula:

s
Ot
HN
0 )

77. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 74, en el que dicho grupo protector de carboxilo (CPG) se
selecciona entre el grupo que consta de:

ésteres de alquilo, ésteres de arilalquilo y ésteres que son disociables por tratamiento con una base débil o por
medios reductores débiles.

78. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 74, en el que dicho grupo protector de amino (APG) se
selecciona entre el grupo que consta de:

grupos acilo, grupos carbamato aromaticos, grupos carbamato alifaticos, grupos alquil-carbamato ciclicos, grupos
alquilo, trialquil-sililo y grupos que contienen diol.

79. Uso de un andlogo a prolina de férmula:

R21 A N

~
> RZI B
O

HN

OOH

en el que R, 5 es alquilo C,_g; alcoxi C,_g; tioalquilo inferior; halo; amino opcionalmente mono-sustituido con alquilo
C,_; arilo Cg, Cyy, arilalquilo C;_;4 0 Het, estando dichos arilo, arilalquilo o Het opcionalmente sustituidos con R,,, en
que R,, es alquilo C,_g, alcoxi C,_s, amido, (alquil inferior)amido o amino opcionalmente mono- o di-sustituido con
alquilo C,_4, o Het;

y

R, es alquilo C,_g4, alcoxi C,_g, amino, di(alquil inferior)amino, (alquil inferior)amido, NO,, OH, halo; trifluoro-
metilo o carbonilo,

para la sintesis de andlogo a un péptido de férmula I de acuerdo con la reiviindicacién 29.
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