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ES 2269 141 T3

DESCRIPCION

Disulfuros ciclicos de pirrolidincarbonilamino como antagonistas de VCAM-VLA4.

La invenciodn se refiere, en general, a los compuestos disulfuro ciclicos de pirrolidinilo ttiles como agentes tera-
péuticos para el tratamiento de las enfermedades inflamatorias.

La molécula-1 de adhesién vascular celular (VCAM-1), un miembro de la familia de supergenes de inmunoglo-
bulina (Ig) se expresa en el endotelio activado. La integrina VLA-4 (a,83,), es el principal receptor para VCAM-1.
La VLA-4 se expresa en muchos tipos de células, inclusive en los linfocitos en circulacion, en eosinéfilos, baséfilos
y monocitos. La VCAM-1 también se une con una segunda integrina LPAM-1 (molécula de adhesion a parches de
Peyer) que se expresa en las células B y T. La integrina LPAM-1 también puede unirse con otra molécula de adhesién
celular denominada mucosal que se concentra en la molécula de adhesion celular (MadCAM). La unién de las integri-
nas VLA-4 y LPAM-1 con las moléculas de adhesién celular VCAM-1 o0 MadCAM generalmente permite el paso de
las macromoléculas y las células en circulacién desde la sangre a los tejidos. Sin embargo, la unién de las integrinas
con las moléculas de adhesién celular puede producir una inflamacién no deseable en la que los tipos de células antes
citados se infiltran en el tejido y producen dafios en dichos tejidos.

Por lo tanto, los antagonistas de molécula de adhesion celular/integrina que inhiben la unién de las integrinas con
las moléculas de adhesion celular pueden evitar la inflamacién no deseable. A modo de ejemplo, tales antagonistas son
necesarios para evitar el dafio tisular provocado por el sindrome de intestino inflamable, la de emigracion de células T
en la artritis, la acumulacion de eosindfilos y la broncoconstriccion en el asma asi como la prolongacién del tiempo de
sobrevida de los aloinjertos de tejidos.

J. Med. Chem., vol. 40, n° 21, 1997, pags. 3359-3368, D. Y. Jancksone et al. describe péptidos ciclicos que son
potentes antagonistas peptidicos a,g;.

Por lo tanto, constituye un objeto de la presente invencidn proporcionar compuestos de la siguiente formula general
1:

R2

donde R, y R; son, cada una de manera independiente, alquilo inferior o junto con el dtomo de carbono que tienen
unido forman un anillo carbociclico alifatico con entre 4 y 6 4tomos de carbono, Rs es hidrégeno, alquilo inferior, R-
SO;,-.

R¢-(CH,),-CO- 0 Rg-X-(CH,),-CO-; R es alquilo inferior; R y Rg son hidrégeno o alquilo inferior; X es -O- o
-NH-; m es un entero que vade 1 a7,y es un entero que vade 0 a7, y n es un entero que vade 1 a 3; donde a, b, cy d
denotan dtomos de carbono asimétricos; y

sus ésteres o éteres hidrolizables.

R, y R; junto con el carbono que tienen unido pueden formar un grupo cicloalcano o cicloalqueno que contie-
ne entre 4 y 7 dtomos de carbono, tales como ciclopentano, ciclopenteno, ciclobutano, ciclobuteno, ciclohexano o
ciclohexeno.

Las siguientes también son formas de realizacion que se prefieren de la presente invencion:

(i) Los compuestos de acuerdo con la férmula I en la cual R, y R; junto con el carbono unido a ellas forman un
anillo de cicloalcano alifético que contiene entre 4 y 6 dtomos de carbono o una sal farmacéuticamente aceptable del

mismo.

(i1) Los compuestos de acuerdo con (i), en los cuales R, y R;, junto con el carbono unido a ellas, forman un anillo
de ciclopentano o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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(ii1) Los compuestos de acuerdo con (ii), con la férmula

OH
a “:\ O
H
d H
N ~s-s o
N b i NH
R5 5 5

o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

(iv) Un compuesto de acuerdo con (iii), que es dcido (8R,13R)-13-[[[3-(R)-(4-hidroxifenil)-2-(S)-pirrolidinil]
carbonil]amino]-6,14-dioxo-10,11-ditia-7,15-diazaspiro[4.12]heptadecan-8-carboxilico o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

(v) Los compuestos de acuerdo con (iii) donde Rs es R¢(CH,),,CO- o una sal farmacéuticamente aceptable de los
mismos.

(vi) Un compuesto de acuerdo con (v) que es dcido (8R,13R)-13-[[[1-acetil-3-(R)-(4-hidroxifenil)-2-(S)-pirroli-
dinil]carbonil]amino]-6,14-dioxo-10,11-ditia-7,15-diazaspiro[4.12]heptadecan-8-carboxilico o una sal farmacéutica-
mente aceptable del mismo.

(vii) Un compuesto de acuerdo con (v) que es dcido (8R,13R)-13-[[[1-(2,2-dimetil-1-oxopropil)-3-(R)-(4-hidroxi-
fenil)-2-(S)-pirrolidinil]-carbonil]amino]-6,14-dioxo-10,11-ditia-7,15-diazaspiro[4.12]heptadecan-8-carboxilico o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

(viii) Los compuestos de acuerdo con (iii), donde Rs es Rg-X-(CH,),-CO- o una sal farmacéuticamente aceptable
de los mismos.

(ix) Los compuestos de acuerdo con (viii) donde X es oxigeno o una sal farmacéuticamente aceptable de los
mismos.

(x) Los compuestos de acuerdo con (iii), donde Rs es hidrégeno o una sal farmacéuticamente aceptable de los
mismos.

(xi) Un compuesto de acuerdo con (x) que es dcido (8R,13R)-13-[[[3-(R)-(4-hidroxifenil)-2-(S)-pirrolidinil]carbo-
nilJamino]-6,14-dioxo-10,11-ditia-7,15-diazaspiro[4.12]heptadecan-8-carboxilico o una sal farmacéuticamente acep-
table del mismo.

(xii) Los compuestos de acuerdo con (iii), donde Rs es R-SO,- o una sal farmacéuticamente aceptable de los
mismos.

(xiii) Los compuestos de acuerdo con (iii), donde Rs es alquilo inferior o una sal farmacéuticamente aceptable de
los mismos.

(xiv) Los compuestos de acuerdo con (xii) que es 4cido (8R,13R)-13-[[[1-metilsulfonil-3-(R)-(4-hidroxifenil)-2-
(S)-pirrolidinil]carbonil]Jamino]-6,14-dioxo-10,11-ditia-7,15-diazaspiro[4.12]heptadecan-8-carboxilico o una sal far-
macéuticamente aceptable del mismo.

(xv) Los compuestos de acuerdo con (i), donde R, y R; junto con el carbono unido a ellas forman un anillo de
ciclohexano o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2269 141 T3

(xvi) Los compuestos de acuerdo con (xv) de la férmula:

(xvii) Los compuestos de acuerdo con (xvi), que es dcido (9R,14R)-14-[[[3-(R)-(4-hidroxifenil)-2-(S)-pirrolidi-
nil]carbonil]amino]-7,15-dioxo-11,12-ditia-8,16-diazaspiro[S.12]octadecan-9-carboxilico o una sal farmacéuticamen-
te aceptable del mismo.

(xviii) Los compuestos de acuerdo con (xvi), donde Rs es R¢-(CH,),,-CO- o0 una sal farmacéuticamente aceptable
de los mismos.

(xix) Un compuesto de acuerdo con (xviii) que es dcido (9R,14R)-14-[[[1-acetil-2-(R)-(4-hidroxifenil)-2-(S)-pirro-
lidinil]carbonil]amino]-7,15-dioxo-11,12-ditia-8,16-diazaspiro[5.12]octadecan-9-carboxilico o una sal farmacéutica-
mente aceptable del mismo.

(xx) Los compuestos de la férmula general “A’:

R [

o
y 0
NG d
R9 $ OR,

o Rio- NH

o
HN
(A)

n R3

donde R, con el oxigeno que tiene unido forma un grupo éster hidrolizable; R, y R; son, cada una de manera indepen-
diente, alquilo inferior, o junto con el 4&tomo de carbono que tienen unido forman un anillo carbociclico alifitico con
entre 4 y 6 dtomos de carbono; Ry es un grupo de protecciéon amino; Riy- y Ryy’, son grupos de proteccién tio; y n es
un entero que vade 1 a 3.

(xxi) Los compuestos de acuerdo con (xx), donde R, y R; junto con el carbono que tienen unido forman un anillo
de ciclopentano.

(xxii) Un compuesto de (xxi) que es 1,1-dimetiletil éster del 4dcido 2(R)-[[[1[[2(R)-[[(1,1-dimetiletoxi)carbonil]
amino]-1-oxo-3-[(trifenilmetil)tio]propil]Jamino]etil]ciclopentil]Jcarbonil Jamino-3-[(trifenilmetil tio]propanoico.
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(xxiii) Los compuestos de la férmula general “B”’:

H c
R9™ S—S OR
NH

o

HN o

n R3 ®

R2

donde R, con el oxigeno que tiene unido forma un grupo éster hidrolizable; R, y R; son, cada una de manera indepen-
diente, alquilo inferior, o junto con el 4&tomo de carbono que tienen unido forman un anillo carbociclico alifatico con
entre 9 y 6 dtomos de carbono; Ry es un grupo de proteccién amino; y n es un entero que va de 1 a 3.

(xxiv) Un compuesto de acuerdo con (xxiii), donde R, y R; junto con el carbono que tienen unido forman un anillo
de ciclopentano.

(xxv) Un compuesto de (xxiv), que es 1,1-dimetiletil éster del acido (8R,13R)-13-[[(1,1-dimetiletoxi]carbonil]
amino]-6,14,dioxo-10,11-ditia-7,15-diazaspiro[4.12]heptadecan-8-carboxilico.

(xxvi) Los compuestos de la formula general “C”:

H,N ¢ d
S—S OR1
- 8
HN ~0
e ©
R2

donde R, con el oxigeno que tiene unido forma un grupo éster hidrolizable; R, y R; son, cada una de manera indepen-
diente, alquilo inferior, o junto con el d&tomo de carbono que tienen unido forman un anillo carbociclico alifatico con
entre 4 y 6 dtomos de carbono; y n es un entero que va de 1 a 3; y sus ésteres y éteres hidrolizables.

(xxvii) Los compuestos de acuerdo con (xxvi), donde R, y R junto con el carbono que tienen unido forman un
anillo de ciclopentano.

(xxviii) Un compuesto de (xxvii), que es 1,1-dimetiletil éster del dcido (8R,13R)-13-amino-6,14-dioxo-10,11-
ditia-7,15-diazaspiro[4.12]heptadecan-8-carboxilico.

Los compuestos de la presente invencion son agentes antiinflamatorios efectivos. De acuerdo con la presente inven-
cién, los compuestos de disulfuro ciclicos combaten la inflamacién al inhibir la adhesion de las células que expresan
la @4 integrina al endotelio. La accién mecdnica general de los compuestos de disulfuro ciclicos es la inhibicién de la
unién de las células que expresan la a4 integrina a las moléculas de adhesion celular del endotelio. Estos compuestos
también pueden inhibir la activacion local de tales células en el lugar de la inflamacién, por ejemplo en el pulmén.
Los compuestos de la presente invencion son particularmente ttiles para el tratamiento de la inflamacidn, por ejemplo
la inflamacién asociada con las enfermedades inflamatorias crénicas entre las que se incluyen inflamacién pulmonar,
asma, artritis reumatoide, esclerosis miiltiple (MS, del inglés Miiltiple sclerosis), y el sindrome de intestino inflamable
(IBD, del inglés: Inflammatory Bowel Disease).

Tal como se utiliza en toda esta solicitud, el término “alquilo inferior” incluye grupos alquilo de cadena lineal y
ramificada con entre 1 y 7 dtomos de carbono, tales como metilo, etilo y propilo, preferentemente metilo. Tal como se
utiliza en la presente, el término “alcoxi inferior” comprende un grupo alcoxi de cadena lineal o ramificada con entre
1 y 7 atomos de carbono, tales como metoxi, etoxi, n-propoxi, isopropoxi, n-butoxi, ter-butoxi y similares. Ademas,
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tal como se utiliza en la presente, el término “4cidos alcanoicos inferiores” comprende un 4cido alcanoico con entre 2
y 7 dtomos de carbono tales como dcido propidnico y 4cido acético. Tal como se utiliza més adelante en la presente,
el término “halégeno” o “halo”, a menos que se incluya una indicacién en contrario, comprende fldor, cloro, bromo y
yodo.

El término “alquilo inferior sustituido” hace referencia a un grupo alquilo inferior sustituido por uno o méas grupos
que se seleccionan, de manera independiente, entre hidroxi, halégeno, ciano, alcoxi inferior, alcanoilo inferior, alquil-
tio inferior, alquilsulfinilo inferior, alquilsulfonilo inferior y amino sustituido. Entre los ejemplos de grupos alquilo
inferior sustituidos se incluyen 2-hidroxietilo, 2,2,2-trifluoroetilo, cianometilo y 2-nitropropilo.

El término “alcanoilo inferior” o “acilo” denota un radical obtenido a partir de un dcido carboxilico alifatico con
entre 2 y 7 atomos de carbono, por ejemplo, acetilo, propionilo y similares. El término “acilo”, ademads de referirse a
“alcanoilo inferior” también hace referencia a un aroilo, por ejemplo, benzoilo.

También tal como se lo utiliza en el presente, el término “arilo” significa grupos hidrocarburos aromdticos mono-
nucleares tales como fenilo, tolilo, etc., que pueden estar insustituidos o sustituidos en una o mds posiciones con un
sustituyentes alquilendioxi inferior, halégeno, nitro, alquilo inferior o alcoxi inferior y grupos arilo polinucleares tales
como naftilo, antrilo, fenantrilo, azulilo, etc., que pueden estar sustituidos con uno o mds de los grupos antes citados.
Los grupos arilo que se prefieren son los grupos arilo mononucleares sustituidos e insustituidos, en particular fenilo.
El término “aralquilo” denota un grupo alquilo, donde alquilo es alquilo inferior y en el que se ha reemplazado uno de
los 4tomos de hidrégeno por un grupo arilo. Entre los ejemplos de grupos aralquilo se encuentran bencilo, 2-feniletilo,
3-fenilpropilo, 4-clorobencilo, 4-metoxibencilo y otros similares.

Tal como se utiliza en la presente, el término “grupo éster o éter hidrolizable” designa cualquier éster o éter que
puede hidrolizarse para obtener un grupo hidroxilo y/o un grupo carboxilo. Entre los ejemplos de grupos ésteres ttiles
con este fin en los que el radical acilo se obtiene a partir de un didcido carboxilico alcanoico inferior, arilalcanoico
inferior o alcano inferior. Entre los 4dcidos activados que se pueden utilizar para formar tales grupos ésteres se encuen-
tran los anhidridos 4cidos y los haluros dcidos, preferentemente los cloruros o bromuros dcidos obtenidos a partir de
cidos arilo o alcanoico inferior. Entre los ejemplos de anhidridos se incluyen anhidrido acético, anhidrido caproico,
anhidridos de 4cido benzoico, y anhidridos de didcido carboxilico alcano inferior, por ejemplo anhidrido succinico.
Ademas, los ésteres hidrolizables pueden formarse a partir de cloroformatos, por ejemplo, tricloroetilcloroformato.

Un grupo de proteccion éter adecuado es, por ejemplo, tetrahidropiranil éter o 4-metoxi-5,6-dihidro-2H-piranil
éter. Otros son los éteres arilmetilo tales como éteres de bencilo, benzhidrilo, o tritilo o un éter a-alcoxi inferior
alquilo inferior, por ejemplo, los éteres metoximetilo o alilicos, o los éteres alquilsililo tales como el trimetilsililéter.

Como alternativa, el término “grupo éster hidrolizable” designa un éster que puede hidrolizarse para obtener un
grupo carboxilo. Por lo general, el radical alcoxilo se obtiene a partir de un alcanol inferior o un alcanol inferior
sustituido. Entre los alcanoles que se pueden utilizar para formar tales grupos ésteres se encuentran los alcanoles
primarios, secundarios y terciarios sustituidos o insustituidos, tales como etanol, metanol, isopropanol, ter-butanol y
2-(dimetilamino)etanol.

El término “grupo de proteccién tio” denota cualquier grupo que puede fragmentarse para obtener un grupo tio
libre. Entre los grupos de proteccidn tio que se prefieren se encuentran los grupos triarilmetano, tri-alquilmetano y
aralquilo como bencilo. Los grupos acilo que se prefieren son alcanoilo y aroilo inferior, en particular, benzoilo. Por
lo general, se prefiere la utilizacién de un dcido que pueda fragmentarse en grupos de proteccidn tio, por ejemplo, un
grupo tri-arilmetilo y, en especial se prefiere un grupo tritilo.

El término “grupo de proteccién amino” denota cualquier grupo que puede fragmentarse para obtener un grupo
amino libre. El grupo de proteccién amino puede ser cualquier grupo de protecciéon amino convencional utilizado en la
sintesis de péptidos. En general, se prefieren los grupos de proteccion amino que pueden fragmentarse en condiciones
dcidas suaves con un pH comprendido entre 2,0 y 3,0. En particular, los grupos de proteccién amino que se prefieren
son los grupos alquilo inferior terciario, alquilo inferior y tri-alquilmetilo inferior.

El término “sales farmacéuticamente aceptables” se utiliza para incluir sales farmacéuticamente aceptables tanto
inorgdnicas como orgdnicas tales como de dcido clorhidrico, dcido bromhidrico, dcido nitrico, dcido sulfiirico, dcido
fosforico, acido citrico, acido férmico, dcido maleico, dcido acético, acido succinico, 4cido tartarico, acido metansul-
fénico, 4cido para-toluensulfénico y similares. Todos aquellos calificados en la técnica pueden formar estas sales con
bastante simplicidad recurriendo al uso de técnicas convencionales.

En la representacion grafica de los compuestos que se presentan en toda esta solicitud, una linea cénica gruesa
('¥) indica un sustituyente que estd por sobre el plano del anillo al que pertenece el carbono asimétrico, una linea de
trazos (---) indica un sustituyente que esta por debajo del plano del anillo al que pertenece el carbono asimétrico y una
linea ondulada (~) indica un sustituyente que puede estar por encima o por debajo del plano de la molécula. Deberd
entenderse que la representacion grafica de los compuestos que se brindan en toda esta especificacion se proporcionan
a los fines de una mayor conveniencia, y se debera interpretar que incluyen otras formas entre las cuales se encuentran
los estereoisdémeros, los enantidémeros y los racematos. Por lo tanto, no se los deberd interpretar como limitados a la
forma particular que se ilustra.
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Los compuestos de la férmula 1 y sus sales farmacéuticamente aceptables, asi como los intermediarios de los com-
puestos de la férmula 1 presentan estereoisomerismo. Los compuestos de esta invencidn pueden ser cualquiera de los
isémeros del compuesto de la férmula 1 o bien las mezclas de estos isémeros. Los compuestos y los intermediarios de
la presente invencién que tienen uno o mas dtomos de carbono asimétricos pueden obtenerse como mezclas racémicas
de estereoisémeros que pueden resolverse, en los pasos adecuados dentro del procedimiento de la presente inven-
cidn, a través de métodos muy conocidos en la técnica para obtener un determinado estereoisémero o un enantiémero
puro con la estereoconfiguracion deseada. Como alternativa, los isémeros deseados pueden sintetizarse directamente
siguiendo métodos conocidos en la técnica.

Se denota a los dtomos de carbono asimétricos en los compuestos de la presente invencién como a, b, ¢ y d. Las
configuraciones estereo de cada uno de los dtomos de carbono asimétricos denotados como a, b, ¢ y d pueden estar
designadas de acuerdo con el estereoisémero particular que representan. Los compuestos de la presente invencién
incluyen aquellos compuestos en los que el 4tomo de carbono denotado como ““a” tiene la configuraciéon S, R, o R,S-;

[Pt

el atomo de carbono denotado como “b” tiene la configuracién S, R o R,S-; el 4tomo de carbono denotado como “c
tiene la configuracion S, R, o R,S-; y el 4tomo de carbono denotado como “d” tiene la configuracién S, R, o R,S-.

La estereoconfiguracion que se prefiere de los compuestos de la presente invencion son los estereoisémeros puros
de los compuestos de la férmula 1. Los compuestos que poseen esta estereoconfiguracion preferida son los compuestos
de la férmula 1la:

OH
as _ (?
b N 4
A v — OH
hs O e NH
HN 0
n R3 la

donde R, y R; en el compuesto anterior, tomadas junto con el 4tomo de carbono que tienen unido forman un anillo de
ciclopentano, y la configuracién que se prefiere es un compuesto de la férmula:

OH
as O
H
b N
N ¥ s—s OH
;\25 o O hH
o

Iz

Los compuestos de la férmula 1 y, en especial, sus andlogos obtenidos a partir de los (+)-trans isémeros puros de
pirrolidina de los compuestos de la férmula 1 presentan una gran potencia como agentes antiinflamatorios. Un medio
para determinar la potencia de estos agentes anti-inflamatorios es mediante la evaluacién de su capacidad para inhibir
la unién de la integrina VLA-4 a la molécula de adhesion celular VCAM-1. Por ejemplo, la potencia de los compuestos
de la presente puede determinarse en relacién con la concentracién del compuesto a un 50% de inhibicion de la unién
de VCAM/VLA-4 (ICs,) conforme se mide mediante un ensayo de unién de VLA-4/VCAM-1. Los compuestos de la
presente invencion, en especial las formas(+)-trans isoméricas sustancialmente puras, es decir, los (+)-trans isémeros
que contienen menos que aproximadamente un 5% de los estereoisémeros correspondientes, presentan una potencia
mayor que la de los antagonistas VCAM/VLA-4 anteriormente conocidos.
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De acuerdo con la presente invencion, se puede utilizar cualquier método convencional conocido en la técnica
para determinar la inhibicién de la unién de VCAM-1/VLA-4. Por ejemplo, se puede utilizar un ensayo ELISA de
anticuerpos dual de fase sé6lida o un ensayo de deteccién basado en células de Ramos para determinar la inhibicién de
la unién VCAM-1/VLA-4.

Los compuestos de la formula 1 que se prefieren especialmente son:

Acido (8R,13R)-13-[[[1 -acetil-3-(R)-(4-hidroxifenil)-2(S)-pirrolidinil]-carbonil]-amino]-6,14-dioxo-10, 1 1-ditia-
7,15-diazaspiro[4.12]heptadecan-8-carboxilico;

Acido (9R,14R)-14-[[[1-acetil-3-(R)-(4-hidroxifenil)-2(S)-pirrolidinil]-carbonil]Jamino]-7,15-dioxo-11,12-ditia-
8,16-diazaspiro[5.12]octadecan-9-carboxilico;

Acido (8R,13R)-13-[[[1-metilsulfonil-2-(R)-(4-hidroxifenil)-2-(S)pirrolidinil]carbonil]amino]-6,14-dioxo-10,11-
ditia-7,15-diazaspiro[4.12]-heptadecan-8-carboxilico;

Acido (8R,13R)-13-[[[1-(2,2-dimetil-1 -oxopropil)-3-(R)-(4-hidroxifenil)-2-(S)-pirrolidinil]Jcarbonil Jamino]-6,14-
dioxo-10,11-ditia-7,15-diazaspiro-[4.12]heptadecan-8-carboxilico; y

Acido (8R,13R)-13-[[[3-(R)-(4-hidroxifenil)-2-(S)-pirrolidinilJcarbonil]-amino]-6,14-dioxo-10,11-ditia-7,15-dia-
zaspiro[4.12]heptadecan-8-carboxilico.

Los compuestos de la invencién pueden administrarse por via oral, rectal o parenteral, por ejemplo, por via in-
travenosa, intramuscular, subcutdnea, intratecal o transdérmica; o bien por via sublingual, como preparaciones oftal-
moldgicas 0 como un aerosol para el tratamiento de la inflamacién pulmonar. Las cdpsulas, tabletas, suspensiones o
soluciones para la administracién por via oral, los supositorios, las soluciones para inyecciones, las gotas oculares, los
protectores y las soluciones en atomizado son ejemplos de sus formas de administracidn.

Una forma de administracién que se prefiere es la administracién por via intravenosa, intramuscular, oral o por
inhalacién. Las formas de dosificacién en las que se administran los compuestos de la invencién en cantidades efec-
tivas dependerdn de la naturaleza del ingrediente activo especifico, la edad y las necesidades del paciente asi como
también del modo de administracion. Las formas de dosificacion pueden determinarse empleando cualquier método
convencional, por ejemplo, mediante ensayos clinicos de limitacién de dosis. De esta manera, la invencién comprende,
ademads, un método para el tratamiento de un huésped que padece una enfermedad en la que la unién de VCAM-1 o
fibronectina a las células que expresan VLA-4 es un factor causal de los sintomas de la enfermedad o afeccién al
administrar una cantidad de un compuesto de la invencion suficiente para inhibir la unién de VCAM-1 o fibronectina
a las células que expresan la VLA-4 de forma tal que se reducen tales sintomas o afecciones. En general, se prefie-
ren las dosificaciones comprendidas entre 0,1 y 100 mg/kg de peso corporal por dia, y en particular se prefieren las
dosificaciones comprendidas entre 1 y 25 mg/kg por dia y, las que se prefieren particularmente son las dosificaciones
comprendidas entre 1 y 10 mg/kg de peso corporal por dia.

La invencién comprende, ademds, composiciones farmacéuticas que contienen una cantidad farmacéuticamente
efectiva de un compuesto de la invencién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Tales composiciones pueden
formularse siguiendo cualquier medio convencional. Las tabletas o granulados pueden contener una serie de aglutinan-
tes, rellenadores, vehiculos o diluyentes. Las composiciones liquidas pueden presentarse, por ejemplo, en la forma de
una solucién miscible en agua estéril. Las cdpsulas pueden contener una carga o un espesador ademads del ingrediente
activo. Asimismo, por lo general se utilizan aditivos mejoradores del sabor y también sustancias como agentes conser-
vantes, estabilizantes, conservadores de la humedad y emulsionantes asi como también pueden encontrarse presentes
sales para modificar la presién osmdtica, amortiguadores y otros aditivos.

El uso de un compuesto de la presente invencion en la preparacion de un medicamento que contiene dicho compues-
to como agente activo para el tratamiento de enfermedades inflamatorias, en especial, de las enfermedades mediadas
por la unién no deseada de las integrinas a las moléculas de adhesién celular, como por ejemplo el asma, también
constituye un objeto de la presente invencion.

Los materiales vehiculos y diluyentes que se mencionaran antes pueden comprender cualquier sustancia organica
o inorgdnica farmacéuticamente aceptable convencional, por ejemplo, agua, gelatina, lactosa, almidén, estearato de
magnesio, talco, goma arabiga, poli-alquilenglicoles y otros similares.

Los compuestos, siempre que se los prepare siguiendo los procedimientos de la presente invencién, también cons-
tituyen un objeto de la presente invencion.

De acuerdo con la presente invencion, los compuestos de la férmula 1 se preparan al hacer reaccionar el compuesto
de nicleo peptidico ciclico de la férmula 13
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donde R, con el oxigeno que tiene unido forma un grupo éster hidrolizable, y R, y R; son tal como se citara antes, con

el compuesto de la férmula 19

Rys

19

donde R;s es alquilo inferior, R-SO,-, R¢-(CH,),,-CO- 0 RgX-(CH,),CO- y R, R¢ y Rg son tal como se ha expuesto
antes.

El niicleo peptidico ciclico 13 adecuado para la preparacion de los compuestos de esta invencidn pueden prepararse
haciendo reaccionar los compuestos de las formulas 2 y 3 de acuerdo al Siguiente Esquema de Reaccién 1 que se
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donde R, con el oxigeno que tiene unido forma un grupo éster hidrolizable; R, y R; son como se ha expuesto antes;
R; con el oxigeno que tiene unido forma un grupo éster hidrolizable; Ry es un grupo de proteccién amino; Ry y Ry
son grupos de proteccion tio; y n es tal como ha expuesto antes.

R; en el compuesto de la férmula 2 se forma a partir del 4cido correspondiente al proteger el grupo carboxi libre
de este dcido mediante la esterificacién. R; es, preferentemente, alquilo inferior, por ejemplo un grupo metilo. Para
la preparacién del compuesto de la férmula 2, se hace reaccionar el acido libre correspondiente en el compuesto de
la férmula 2 con un alquilhaluro para formar el éster protector. Se puede utilizar cualquier método convencional para
la conversién del grupo acido libre correspondiente de la férmula 2 en un grupo de proteccién de éster hidrolizable
estandar.

En el Esquema de Reaccion I, se alquila el éster de la férmula 2 al hacer reaccionar el compuesto de la férmula
2 con el dibromoalcano de la férmula 3. De manera conveniente, esta alquilacién se lleva a cabo al tratar el éster
de la féormula 2 con una base fuerte, por ejemplo diisopropilamida de litio, en un disolvente inerte, por ejemplo
THF mantenido a baja temperatura, por lo general a una temperatura comprendida entre -40 y -78°C y luego al hacer
reaccionar la mezcla de reaccidn con el dibromoalcano de la férmula 3 a esta temperatura para proporcionar el bromuro
de la férmula 4. Se hace reaccionar el bromuro de la férmula 4 con una azida de metal alcalino para formar la azida
de la férmula 5. Se puede utilizar cualquier medio convencional para la conversion de un haluro en un grupo azida en
este paso de la reaccion. Por ejemplo, una azida sédica en un disolvente inerte adecuado como DMF a una temperatura
comprendida entre temperatura ambiente y 80°C permite obtener la azida de la férmula 5.

La azida de la férmula 5 se convierte en el compuesto de la férmula 6 mediante la hidrélisis del grupo de proteccién
de éster formado por R;. Esta hidrdlisis para producir el compuesto de la férmula 6, que es el dcido libre correspon-
diente de la azida de la férmula 5, puede llevarse a cabo siguiendo cualquier medio convencional para la hidrdlisis
del éster. Por ejemplo, la hidrdlisis del grupo éster de la férmula 5 puede llevarse a cabo mediante el tratamiento con
un exceso de hidréxido de litio en metanol acuoso a una temperatura comprendida entre temperatura ambiente y la
temperatura de reflujo del disolvente, lo que permite obtener el 4cido de la férmula 6.

En el siguiente paso de la reaccién, se hace reaccionar el dcido libre de la férmula 6 con la amina de la férmula 7
para formar un enlace amida entre el grupo de dcido libre de la férmula 6 y el grupo amino libre de la férmula 7, por lo
que se obtiene el compuesto azida de la férmula 8. Al formar el compuesto de la férmula 8, se puede utilizar cualquier
método convencional para la formacién de amida al llevar a cabo esta reaccion. La reaccién de condensacién de los
compuestos de las férmulas 6 y 7 se lleva a cabo, preferentemente, utilizando reactivos de acoplamiento convencionales
tal como se emplea en la quimica de péptidos, por ejemplo, HBTU en presencia de una base terciaria base como
diisopropiletilamina en un disolvente adecuado, por ejemplo, DMF a temperatura ambiente.

En el compuesto de la formula 7, el grupo carboxilo estd protegido por R;. El uso de un grupo ter-butilo se prefiere
porque se lo puede retirar con facilidad en las posteriores reacciones dentro de este esquema de reaccidn sin que afecte
a otros grupos de proteccién en el anillo. En el compuesto de la férmula 7, R, es también un grupo de proteccién tio.
Tal como se describiera antes, se puede utilizar cualquier grupo de proteccién tio adecuado.

El compuesto 7 que tiene un dtomo de carbono asimétrico denotado como “d” puede tener una estereoconfigura-
cion especifica. Por otra parte, el compuesto 7 puede ser una mezcla de estereoisémeros. La estereoconfiguracién del
compuesto 7 se lleva a cabo en todo el esquema de reaccién. Por lo tanto, la estereoconfiguracién del producto final,
el compuesto 1 depende de la estereoconfiguracion del compuesto 7. Es decir, en el dtomo de carbono asimétrico de-
notado como “d”, el Compuesto 1 tendré la misma estereoconfiguracion especifica del compuesto 7, o si el compuesto
7 es una mezcla de estereoisémeros, entonces el compuesto 1 se producird como una mezcla de estereoisémeros.

El compuesto de la férmula 8 se convierte en el compuesto de la férmula 9 mediante la reduccion del grupo azida
en la amina primaria correspondiente. Se puede utilizar cualquier método convencional para la reduccién de una azida
en la amina primaria correspondiente. Por lo general, la reduccién de la azida 8 para formar la amina de la férmula 9
se lleva a cabo usando agentes de reduccion convencionales y, preferentemente, una fosfina, por ejemplo trimetil- o
trifenilfosfina en un disolvente inerte adecuado como diclorometano a temperatura ambiente.

10
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En el paso siguiente de la reaccidn, se acopla la amina primaria de la férmula 9 con el dcido carbociclico libre
del derivado de cisteina de la férmula 10, para formar un grupo amida que produce un enlace peptidico que forma el
compuesto de la férmula 11. Se acopla el grupo amino de la férmula 9 con el 4cido libre del derivado de cisteina 10 si-
guiendo cualquier método de acoplamiento peptidico convencional como se describiera antes. Al formar el compuesto
de la formula 11, Ry del compuesto 10 puede ser cualquier grupo de proteccién amino convencional utilizado en la
sintesis de péptidos. Por lo general, los grupos de proteccién amino que se prefieren son aquellos que pueden frag-
mentarse en condiciones dcidas suaves a un pH comprendido entre 2,0 y 3,0. En particular, los grupos de proteccién
amino que se prefieren son grupos alcoxi carbonilo inferior terciarios, por ejemplo el grupo Boc. En el compuesto de
la formula 10, también R, es un grupo de proteccion tio. Tal como se describiera antes, se puede utilizar cualquier
grupo de proteccion tio adecuado.

El compuesto 10 en su d&tomo de carbono asimétrico denotado como “c” puede tener una estereoconfiguracién
especifica. Por otra parte, el compuesto 10 puede ser una mezcla de estereoisdmeros. La estereoconfiguracion del
compuesto 10 se lleva a cabo en todo el esquema de reaccién. En consecuencia, en la estereoconfiguracién del
producto final, el compuesto 1 depende de la estereoconfiguracién del compuesto 10. Es decir, en el dtomo de
carbono asimétrico denotado como “c”, el Compuesto 1 tendrd la misma estereoconfiguracién especifica del com-
puesto 10, o si el compuesto 10 es una mezcla de estereoisdmeros, entonces el compuesto 1 serd una mezcla de
estereoisémeros.

El acoplamiento de amida de los compuestos de las férmulas 9 y 10 puede llevarse a cabo cuando ambos o
cualquiera de los compuestos 9 y 10 tienen estereo-configuraciones especificas o bien pueden ser mezclas de los
mismos. De preferencia, ambos compuestos se obtienen a partir de L-cisteina. En los casos en los que se utilizan
mezclas de estereoisémeros, el compuesto 11 se produce como una mezcla de esteroisdémeros que se mantiene du-
rante todo el esquema de reaccién. Como alternativa, en los casos en los que el compuesto 11 se forma como un
esteroisomero, la estereoconfiguracién especifica de ese estereoisémero se mantiene durante todo el esquema de rea-
ccién.

El compuesto de la férmula 11 se cicliza para formar el compuesto de la férmula 12. En general, la ciclizacién
del compuesto 11 puede llevarse a cabo a través del tratamiento en una solucién diluida a entre 0,5 y 2 g/litro con
una solucién de diclorometano y yodo a, aproximadamente, temperatura ambiente, lo que permite obtener el disulfuro
ciclico de la férmula 12. En estas condiciones, se eliminan los grupos de proteccion tio Ry, y Ryy y del compuesto de
la férmula 11 para permitir que el acoplamiento de los dos grupos tio ciclice el compuesto de la férmula 11 formando
el disulfuro ciclico 12.

En el paso siguiente de la reaccién, el compuesto de la férmula 13 se forma mediante la eliminacién selectiva
del grupo de proteccién amino Ry del compuesto de disulfuro ciclico 12. El disulfuro ciclico 12 contiene un grupo
de proteccién amino Ry y un grupo de proteccioén de éster R,. Por lo tanto, se deberd tratar al compuesto de la for-
mula 12 en condiciones acidas a temperaturas bajas y, preferente-mente, a 0-20°C, en HCI 1N en acetato de etilo
para eliminar el grupo de proteccién amino Ry al mismo tiempo que no afecta al grupo de proteccidn éster R, para
proporcionar el derivado de amina libre 13 que resulta adecuado para el paso de acoplamiento siguiente. En los casos
favorables, el producto 13 puede precipitarse de la mezcla de reaccion y, en otros casos, el aislamiento puede llevarse
a cabo mediante la precipitacién a través del agregado de un disolvente como éter o hexano o mediante una cuidadosa
concentracion.

Las estereoconfiguraciones especificas de los dtomos de carbono asimétricos “c” y “d” en el compuesto 11 se
llevan a cabo a través del compuesto 13. En consecuencia, la o las estereoconfiguraciones de los compuestos 7 y 10
utilizados para producir el compuesto 11.

El compuesto 19 puede prepararse de acuerdo con el procedimiento que se ilustra en el Esquema de Reaccién 2
que aparece a continuacion.

11
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Esquema de reaccién 2
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donde R;; es un grupo de proteccidn éter; Z es un grupo saliente; R,s es alquilo inferior; Rss es R-SO,-; Rss es Re-
(CH,)n-CO- 0 R¢-X-(CH,),-CO-; R3-X-(CH,),-CO-; R, R¢, Rg, X, y, y m son tal como se ha expuesto antes.

El compuesto de la férmula 19 se produce, en primer lugar, al hacer reaccionar el compuesto de la férmula 14 con
el compuesto de la férmula 15 para formar el compuesto de la férmula 16. De acuerdo con esta reaccidn, se agrega el
compuesto 15 por el enlace doble del compuesto de la férmula 14 con el agregado de 1,4-enolato. Se puede utilizar
cualquier método de agregado de enolato convencional por el enlace doble al llevar a cabo esta reaccién. Por ejemplo,
al llevar a cabo este agregado de 1,4-enolato, se convierte el compuesto 14 en su enolato de litio utilizando un medio
convencional como la reaccién del compuesto de la formula 14 con el R-bislactim dimetiléter del compuesto 15 y n-
BuLi. La realizacién de la reaccion de los compuestos 14 y 15 a una temperatura que va de -60 a -78°C permite obtener
el producto deseado 16.

En el atomo de carbono asimétrico denotado como “a”, el compuesto 14 puede existir como uno de dos isémeros
geométricos posibles o como una mezcla de estos dos isdmeros geométricos. De igual modo, debido al dtomo de
carbono asimétrico denotado como “e”, el compuesto 15 puede existir como un estereoisémero especifico o como una
mezcla de estereoisémeros. Por lo tanto, de acuerdo con las estereo-configuraciones especificas de los compuestos
14 y 15, se puede producir uno de los cuatro estereoisémeros posibles del compuesto 16 o bien sus mezclas. Estas
diversas estereoconfiguraciones se llevan a cabo en el compuesto 18.

La estereoconfiguracién del compuesto 16 que se prefiere es la siguiente:

) Me
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donde R,; es como se definiera antes.

En el compuesto de la férmula 16, el grupo Ry, es, preferentemente metilo. El compuesto de la férmula 16 se
convierte en el compuesto de la férmula 17 a través de la reduccién del grupo carboximetilo del compuesto 16 en el
grupo CH,OH correspondiente y luego se convierte en OH en el grupo CH,OH en un grupo saliente Z. En general, esta
reaccion de reduccion se lleva a cabo usando un reactivo reductor de litio-aluminio o borohidruro de litio, por ejemplo
LiBH, o LAH en un disolvente inerte adecuado, por ejemplo THF, a una temperatura comprendida entre -20°C y la
temperatura ambiente, para proporcionar un compuesto que no estd normalmente aislado, pero que se convierte direc-
tamente en el compuesto 17 mediante la reaccion con un agente adecuado para producir el grupo saliente Z que puede
ser cualquier grupo saliente convencional como mesiloxi o tosiloxi. Se puede utilizar cualquier medio convencional
para hacer reaccionar el compuesto 17 para producir el grupo saliente Z, por ejemplo, el tratamiento como cloruro de
metan sulfonilo en diclorometano en presencia de una base de amina terciaria, por ejemplo, diisopropiletilamina.

Se convierte el compuesto 17 en la lactama 18 mediante la ciclizacién en presencia de yoduro de sodio en DMF
a una temperatura comprendida entre 60 y 130°C. En general, la reaccién se lleva a cabo, de manera conveniente, al
destilar el disolvente de diclorometano con un punto de ebullicién mds bajo a medida que aumenta la temperatura
de reaccién hasta que se completa la reaccion. Se puede aislar la lactama 18 utilizando un medio convencional como
cromatografia en gel de silice. Al formar la lactama 18, se convierten los dos grupos metoxilo unidos a los carbonos
en el anillo que contiene nitrégeno heterociclico del compuesto 17 en los grupos carbonilo.

Se convierte la lactama 18 en el compuesto de la férmula 19a mediante hidrélisis. Se puede utilizar cualquier mé-
todo conocido que hidrolizara tanto el grupo de lactama como el grupo de proteccion formado por R;; en el compuesto
de la férmula 18. Por ejemplo, el tratamiento de la lactama 18 con HBr al 48% en 4cido acético a una temperatura
comprendida entre 100 y 130°C durante varias horas efectiia la eliminacién del grupo R, y abre el anillo de lactama
para proporcionar el 19a. Con la hidrdlisis, se realizan las esteroconfiguraciones especificas de los 4tomos de carbono
asimétricos “a” y “b” en el compuesto 18 a través del compuesto 19a. Por lo tanto, la o las estereoconfiguraciones del
compuesto 19a serdn el producto de las estereoconfiguraciones de los compuestos 14 y 15 utilizados para producir el

compuesto 16.

El estereoisémero que se prefiere del compuesto 19 es el siguiente:

OH

191

De acuerdo con esta invencion, se convierte el compuesto de la férmula 19a en el compuesto de la férmula 19b al
hacer reaccionar el compuesto de la férmula 19a con cloruro de acetilo en presencia de una base orgdnica débil como
bicarbonato de sodio. De esta manera, se protege el grupo amino libre en el compuesto de la férmula 19b.

El compuesto de la férmula 19b puede convertirse en el compuesto de la férmula 19¢ mediante el tratamiento del
compuesto de la férmula 19c con 4cido clorhidrico anhidro en metanol a una temperatura comprendida entre 40°C y
80°C. De esta forma, se convierte el compuesto de la férmula 19b en el dcido protegido de 19¢c que ahora posee un
grupo amino libre. Se puede convertir por separado el grupo amino libre en los sustituyentes R,s, Rss y Rss.

Al convertir el compuesto de la férmula 19¢ en el compuesto de la formula 22, donde R,s es un grupo alquilo, se
trata el compuesto de la férmula 19¢ al hacerlo reaccionar con alquilaldehido inferior y se forma una amina interme-
diaria a la que, a su vez, se la trata con un agente de reduccién adecuado, por ejemplo borohidruro de ciano sédico,
por lo general, en presencia de un 4dcido orgdnico débil, por ejemplo, dcido acético, para obtener el compuesto de la
férmula 22. Se convierte el compuesto de la férmula 22 en el compuesto de la formula 19g mediante hidrélisis en
condiciones bésicas, por ejemplo con el tratamiento con una base alcalina, por ejemplo, hidréxido de sodio.

Por otra parte, se puede convertir el compuesto de la férmula 19¢ en el compuesto de la férmula 19e mediante
la reaccién con un cloruro de alquilsulfonilo inferior. De este modo, se convierte la férmula 19¢ en el compuesto de
la férmula 20. Se puede utilizar cualquier método convencional que condense una amina secundaria con un cloruro
alquil-sulfonilo inferior al convertir el compuesto de la férmula 19¢ en el compuesto de la férmula 20. Se convierte el
compuesto de la férmula 20 en el compuesto de la férmula 19e mediante hidrélisis en condiciones basicas, por ejemplo
con una base alcalina, por ejemplo hidréxido de sodio en condiciones acuosas. De esta manera, se puede producir el
compuesto de la férmula 19e, donde R;s es un grupo alquilsulfonilo inferior.

14
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Se convierte el compuesto de la formula 19c en el compuesto de la férmula 21 al hacer reaccionar el compuesto
de la férmula 19 con un agente de acilacién, en particular, un derivado reactivo de:

O O

I |
R — (CH,)m — COH 0 R, — X — (CH2) — C — OH

Los derivados reactivos incluyen haluros dcidos o anhidridos 4cidos. Se puede utilizar cualquier método conven-
cional para acilar una amina secundaria con estos anhidridos 4cidos o haluros 4cidos en este procedimiento. De esta
manera, se produce el compuesto de la férmula 19f.

El compuesto de la férmula 19 consiste en los compuestos de la férmula 19f, 19g y 19e. Se puede convertir este
compuesto en el compuesto de la férmula Ig siguiendo el siguiente esquema de reaccién 3.

Esquema de reaccién 3

OH
7 N
j“ -
7 N N
— o S- 5«(3\ N n s—s/\/?koa,
S 0. NH
N OH N‘TCH,)H R, C
R O ™ Hrcrong 7=m,
19a 13 e

—_— > N
S-S OR, -
fo) O, _NH
C j‘ ; on‘

“(CH,)n

donde R, R,, R;, Ry, Rs, Rg y R;5 son tal como se ha expuesto antes.

Tal como se ha descrito antes, se convierten los compuestos de las férmulas 13 y 19 en el compuesto de la férmula
la mediante la sintesis de amida estdndar, por ejemplo mediante el tratamiento de 13 y 19 con un leve exceso de
HBTU y diisopropiletilamina en un disolvente polar aprético tales como DMF a una temperatura comprendida entre
la temperatura ambiente y +45°C para obtener un compuesto de la férmula la. R, con el dtomo de oxigeno que
tienen unido forma un grupo de éster hidrolizable tal como se ha descrito antes. El ulterior tratamiento de la en
condiciones dcidas adecuadas para la fragmentacion de ésteres hidrolizables, por ejemplo con 4cido clorhidrico 4N en
dioxano/diclorometano a temperatura ambiente y, después de completar la reaccion, la precipitacién del producto con
éter produce el compuesto de la invencidn 1.
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Al convertir el compuesto de la férmula 1a en el compuesto de la férmula 1, donde R;s es un grupo ter-butoxi
carbonilo (grupo Boc), es decir donde R;s es R3-X-(CH,),-CO-; y Ry es ter-butilo, X es O e Y es cero, se eliminara este
grupo mediante hidrélisis dcida a partir del compuesto de la férmula Ia para producir el compuesto de la férmula 1, y
R; es hidrégeno. Por otra parte, se puede convertir el compuesto de la férmula 1 donde Rs es hidrégeno nuevamente en
el grupo Boc al hacer reaccionar el compuesto de la férmula 1 en la que Rs es hidrégeno con anhidrido de Boc en las
mismas condiciones que se utilizan para formar el compuesto de la férmula 21, a partir del compuesto de la férmula
19c. Si se utiliza el compuesto de la formula 19g como el material inicial en el esquema de reaccién 3 en lugar del
compuesto de 19a, se formara el compuesto de la férmula 1 con el grupo amino que esta sustituido con R,s. Por otra
parte, si se utiliza el compuesto de la férmula 19f en lugar del compuesto de la férmula 19a, en el esquema de reaccién
3, se formara el compuesto de la férmula 1 con el sustituyente Rss. Por otro lado, si se sustituye el compuesto de la
férmula 19e por el compuesto de la férmula 19a en el esquema de reaccién 3, se formard el compuesto de la férmula
1 con el sustituyente Rjs.

La invencién se ilustra ain mds con los ejemplos que se incluyen a continuacién. Los términos que se utilizan en
los ejemplos son los que se definen de la siguiente forma:
THF es tetrahidrofurano,
DMF es N,N-dimetilformamida,

HOBT es 1-hidroxibenzotriazol,

BOP es hexafluorofosfato de [(benzotriazol-1-il)oxi]tris (dimetilamino)fosfonio,
HATU es hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio,
HBTU es hexafluorofosfato de O-benzotriazol-N,N,N’,N’-tetrametiluronio,

DIPEA es diisopropiletilamina,

DMAP es 4-(N,N-dimetilamino)piridina,

DPPA es difenilfosforilazida,
DBU es 1,8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-eno,
NaH es hidruro de sodio,

Salmuera es una solucién de cloruro de sodio saturada,

TLC es cromatografia de capa fina,

LiOH es hidréxido de litio,

LDA es diisopropilamida de litio,

BOP-C1 es cloruro bus(2-oxo-3-oxazolidinil)fosfinico,
NMP es N-metil pirrolidinona,

Fmoc es (9-fluorenilmetoxi)carbonilo,

TFA es acido trifluoroacético,

HOAC es acido acético,

HRMS es espectroscopia de masa de alta resolucion,
Tritil es trifenilmetilo,

LAH es hidruro de litio-aluminio,

DCM es diclorometano,
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Boc es [[(1,1-dimetil)etoxi]carbonil]-anhidrido de Boc es di-ter-butil-dicarbonato,
Boc,0 es di-ter-butil-dicarbonato,
HRP es peroxidasa de rdbano picante,

DMSO es dimetilsulféxido,

BSA es albumina sérica bovina,

CHO es ovario de hamster chino,

EDTA es acido tetraacético de etilendiamina,
PMSF es fluoruro de p-toluensulfonilo,

PBS es solucién amortiguadora de fosfato.
Ejemplos

Ejemplo 1

Preparacion de dcido 1-(2-azidoetil)ciclopentan carboxilico

L2Hs Br 2L2Hs

a. A una solucién enfriada con hielo de di-isopropilamina (56 mL, 0,396 mol) en THF 85 (mL), se agregé n-butil
litio en solucién de hexano (240 mL, 1,6 M, 0,393 mol) en 20 min. Se agit6 la mezcla a 0°C durante 30 min., se la
enfrié a una temperatura de bafio de -65°C y se agregé etilciclopentano carboxilato (37,4 g, 0,263 mol) en THF (50
mL) durante 20 min. Después de 1 hora, se agregé una solucién de 1,2-dibromoetano (47 mL, 0,545 mol) en THF (50
mL), se mantuvo la mezcla a -65°C durante 3 horas y se la dejé templar hasta temperatura ambiente durante la noche.
Se enfri6 la reaccién mediante el agregado de una solucién de cloruro amoénico saturado (200 mL), se separaron las
capas y se extrajo la capa acuosa con acetato de etilo (100 mL). Se lavaron los extractos combinados con agua:salmuera
1:1 (250 mL) y se los sec6 (Na,SO,. Se filtré la solucién y luego se la concentrd y diluyé con tolueno (100 mL) y se
la concentré. Se repitieron dos veces la dilucion y la concentraciéon para producir el bromuro que es 1-(2-bromoetil)
ciclopentan carboxilato de etilo (52,5 g).

er 0L Hs N 0L Hs

b. Se agité una solucién del bromuro antes citado (52,5 g, 0,211 mol) y azida sddica (54 g, 0,831 mol) en DMF
(200 mL) a 50°C durante 5 horas en una atmésfera de nitrégeno y se filtré. Se concentr6 el filtrado hasta llegar casi
a la sequedad, se lo diluy6 con acetato de etilo (500 mL), se lo filtr6 y se lo concentré para obtener 1-(2-azidoetil)
ciclopentan carboxilato de etilo crudo (40,9 g) como un aceite pardo. Se combiné este material con el producto de una
partida anterior (total de 63,5 g) y se purificé mediante cromatografia en 250 g de gel de silice, eluyendo con 5% de
acetato de etilo en hexano para obtener 50,3 g de 1-(2-bromoetil)ciclopentan carboxilato de etilo como un aceite pardo
claro.

02C Hs OH

c. Se disolvi6 el 1-(2-bromoetil)ciclopentan carboxilato de etilo anterior (50,3 g, 0,238 mol) en THF (750 mL) y
metanol (375 mL) y se agregé una solucién de hidréxido de litio hidratado (15 g, 0,357 mol) en agua (300 mL). Se
agit6 la solucién resultante a 40°C durante la noche y se concentré. Se disolvié el residuo en 2 L de agua que contenia
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40 mL de hidréxido de sodio 1N y posteriormente se lavé con hexano (1 L). Se hizo 4dcida la capa acuosa con HCI 1N
(375 mL) y se extrajo con éter (2 x 1L). Se secaron los extractos combinados (Na,SO,) y se los concentrd para obtener
dcido 1-(2-azidoetil)ciclopentan carboxilico (37,5 g) como un liquido color dmbar.

Ejemplo 2

Preparacion de N-fluorenilmetoxicarbonil-S-tritil-L-cisteina-t-butil éster

Tf"'s Tnl"s
H >
Em anw/o Fmoo_uj\"/osu
O

O

Se calent6 una suspension de Fmoc-S-tritil-L-cisteina (2,9 g, 5 mmol) en tolueno seco (10 mL) a 80°C. A esta sus-
pension se agregd en 20 min., acetal de di-ter-butildimetilformamida (4,8 mL, 20 mmol). Se enfri6 la solucién, se lavo
con agua, se satur6 con bicarbonato de sodio (2 x 19 mL) y se evapord. Se purifico el residuo mediante cromatografia
instantdnea eluyendo con acetato de etilo/hexanos (15/85), para obtener 2,2 g de N-fluorenilmetoxicarbonil-S-tritil-L-
cisteina-t-butil éster.

Ejemplo 3

Preparacion de 1,1-dimetiletil éster de N-[[1-(2-azidoetil)ciclopentil [carbonil |-S-trifenilmetil-L-cisteina

C.H CeHs O J<
8''s
c,,usxs/\/ko

H NH2 NH
N, CO,H CeHs
e i S 6 s
ng o
6a 7a
8a

A una solucién de 1,1-dimetiletil éster de N-fluorenilmetoxicarbonil-S-tritil-L-cisteina (640 mg, 1 mmol) en 5 mL
de DMF se agregaron 2 mL de piperidina. Se agit6 la solucién durante 20 min., y se evapord el disolvente. Se retird
la piperidina residual al efectuar la azeotropia del sélido con DMF (3 x 20 mL) y al secar a alto vacio durante 1 hora
para obtener 1,1-dimetiletil éster de S-tritil-L-cisteina como un sélido. A este sélido se agregaron 5 mL de DMEF, a lo
que le sigui6 dcido 1-(2-azidoetil)ciclopentan carboxilico (6a) (183 mg, 1 mmol), HBTU (379 mg, 1 mmol) y DIPEA
(0,18 mL, 1 mmol). Se agit6 la solucién resultante durante 5 horas y se retird el disolvente a alto vacio. Se purificé el
residuo mediante cromatografia en columna de gel de silice usando acetato de etilo/hexano (15/85) como eluyente para
obtener 500 mg (86%) de 1,1-dimetiletil éster de N-[[1-(2-azidoetil)ciclopentil[carbonil]-S-trifenilmetil-L-cisteina.

Ejemplo 4

Preparacion de 1,1-dimetiletil éster del dcido 2(R)-[[[1-[[2(R)-[[(1,1-dimetiletoxi)carbonil Jamino ]-1-0xo-3-[[trife-
nilmetil Jtio [propil Jamino Jetil Jciclopentil Jcarbonil Jamino-3-[(trifenilmetil )tio Jpropanoico (11a)

CeH
CeHs

CeHsiHs O/l< ;iHS H
el cans—C_ A<
NM CeHs &H Boc—NH o

10
Nr(CHz)zEf ~O HaN—~CHy) —
3a
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CeH 8 Cecfls’zlci): ;\} o’l<

CsHs NH

n“(CHz)
Boc—NH (o)

11a

A una solucién de 1,1-dimetiletil éster de N-[[1-(2-azidoetil)ciclopentil]carbonil]-S-trifenilmetil-L-cisteina, (500
mg, 0,86 mmol) en 5 mL de THF, se agregé en argén, una solucién de trimetilfosfina en THF (1,41 mL de una solu-
cién 1M, 1,5 equiv.). Se agit6 la solucién durante 3 horas y, después se agregaron 6 gotas de agua. Se agité la solucién
resultante durante 15 minutos, se evapord el disolvente al vacio y se sec6 el residuo a alto vacio durante 14 horas. Al
aceite resultante se le agregd una solucion de N-[(1,1-dimetiletoxi)carbonil]-S-tritil-L-cisteina 10 (463 mg, 1 mmol),
HBTU (379 mg, 1 mmol) y DIPEA (0,18 mL, 1 mmol) en 5 mL de DMF. Se agit6 la solucién durante 6 horas y se
evaporo el disolvente a alto vacio. Se purificé el residuo mediante cromatografia en gel de silice eluyendo con 35%
de acetato de etilo en hexano, para obtener 510 mg de 1,1-dimetiletil éster del acido 2(R)-[[[1-[[2(R)-[[(1,1-dimeti-
letoxi)carbonil]Jamino]-1-oxo-3-[[trifenilmetilJtio]propil Jamino]etil]ciclopentil]-carbonil Jamino-3-[(trifenilimetil )tio]
propanoico (11a) (59%).

Ejemplo 5

Preparacion de 1,1-dimetiletil éster del dcido (8R,13R)-13-[[(1,1-dimetiletoxi)carbonil Jamino -6, 14-dioxo-10,11-di-
tia-7,15-diazaspiro[4.12 Jheptadecan-8-carboxilico

1ia 12e

A una solucién de 1,1-dimetiletil éster del acido 2(R)-[[[1-[[2(R)-[[(1,1-dimetiletoxi)carbonil]amino]-1-0x0-3-
[[trifenilmetil]tio]propil]amino]etil]ciclopentil]carbonilJamino-3-[(trifenilmetil)tio]propanoico (11a) (510 mg, 0,51
mmol) en 500 mL de diclorometano-metanol 9/1 se agregd en 5 min., una solucién de yodo (520 mg, 4 equiv.) en
500 mL de diclorometano-metanol 9/1. Se agit6 la mezcla de reaccién resultante durante 10 min. y se la apagé con
300 mL de Na,S,0; 0,1 M. Se separaron las capas y se extrajo la capa orgdnica con 200 mL de diclorometano. Se
lavaron las capas orgdnicas combinadas con agua, se las secé en sulfato de magnesio anhidro y se las evapor$ para
obtener un aceite. La purificaciéon mediante cromatografia en gel de silice eluyendo con de acetato de etilo/hexano 1/1
permitié obtener 160 mg (61%) de 1,1-dimetiletil éster del acido (8R,13R)-13-[[(1,1-dimetiletoxi)carbonil]amino]-
6,14-dioxo-10,11-ditia-7,15-diazaspiro[4.12]heptadecan-8-carboxilico.

Ejemplo 6

Preparacion de 1,1-dimetiletil éster del dcido (8R,13R)-13-amino-6,14-dioxo-10,11-ditia-7,15-diazaspiro[4.12 [hep-
tadecan-8-carboxilico

H
Boc—N S H—n
(o} H H
HN-{CH3) ———
( o -

12a 13a

Se agregd a una mezcla de metanol (0,15 mL, 3,8 mmol) en 5 mL de acetato de etilo a 0°C, en una atmésfera
de argon, cloruro de acetilo (0,27 mL, 3,8 mmol). Se agit6 la solucién a 0°C durante 10 min. y luego a temperatura
ambiente durante 30 min. Se agregé a la solucién 1,1-dimetiletil éster del acido (8R,13R)-13-[[(1,1-dimetiletoxi)car-
bonil]Jamino]-6,14-dioxo-10,11-ditia-7,15-diazaspiro [4.12]heptadecan-8-carboxilico (130 mg, 0,25 mmol). Se agitd
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la mezcla durante 7 horas. Se recogi6 el precipitado en una frita de vidrio y se lavé con éter dietilico. Después del
secado a alto vacio, se obtuvieron 92 mg de 1,1-dimetiletil éster del dcido (8R,13R)-13-amino-6,14-dioxo-10,11-ditia-
7,15-diazaspiro[4.12]heptadecan-8-carboxilico (rendimiento del 96% basado en el material inicial recuperado después
de la evaporacion del filtrado y los lavados).

Ejemplo 7

Preparacion de metil éster del dcido 3(R)-[(2S,5R)-2,5-dihidro-3,6-dimetoxi-5-(1-metiletil)-2-pirazinil ]-3-(4-metoxi-
fenil)propanoico

Me Me Me Me
~N
+ P
— — M NY
OMe MeO MeO

A una solucién de (R)-2,5-dimetoxi-3-isopropil-3,6-dihidropirazina (18,4 g, 100 mmol) en 250 mL de THF seco
a -70°C (temperatura interna) se adicioné a gotas una solucién de n-BuLi (1,6 M en hexano, 63 mL, 100 mmol)
durante 3 horas para mantener la temperatura interna por debajo de -70°C. Después del agregado, se agit6 la solucién
a -70°C durante 40 min. Después de ello, se agregaron a la soluciéon 90 mL de una solucién de THF de metil trans-
4-metoxicinamato (21,2 g, 110 mmol) en 1 hora. Se agité la solucién resultante a -70°C durante un lapso adicional
de 4 horas. Se templ6 la reaccién con el agregado de 4cido acético (6,1 mL, 100 mmol) a -70°C y se templé la
suspension resultante a temperatura ambiente para obtener una solucién amarilla. Se diluyé la solucién con éter hasta
1000 mL y se lavo la capa orgdnica con agua (3 x 80 mL) y salmuera (3 x 80 mL) y, después de ello, se sec6é en
MgSO,. Después de retirar el disolvente, se purificé el residuo (44,3 g) mediante HPLC en gel de silice, eluyendo
con acetato de etilo/hexano (1:5:5) para obtener metil éster del dcido 3(R)-[(2S,5R)-2,5-dihidro-3,6-dimetoxi-5-(1-
metiletil)-2-pirazinil]-3-(4-metoxifenil )propanoico (30,6 g, 81,3 mmol, 81,3%). TLC: Rf - 0,3, acetato de etilo/hexano
(1/5). HRMS, obs. 377.2071, Calc. 337.2076. Anal. calc. Para C,yH,xN,Os; C, 64,16; H, 7,00; N, 7,48. Observado: C,
64,05; H, 7,28; N, 7,37.

Ejemplo 8

Preparacion de 3(R)-[(2S,5R)-2,5-dihidro-3,6-dimetoxi-5-( 1-metiletil)-2-pirazinil ]-3-(4-metoxifenil )propanol

Me Me Me Me
H - 4 Y

MeO L} ~ Me H

OH

En un matraz de dos cuellos seco equipado con un embudo de goteo y termdmetro, se agregd metil éster del dcido 3
(R)-[(2S,5R)-2,5-dihidro-3,6-dimetoxi-5-(1-metiletil)-2-pirazinil]-3-(4-metoxifenil)propanoico (17,5 g, 46,48 mmol)
y 559 mL de solucién THF seco y posteriormente se enfrié a -10°C en un bafio de acetona-hielo. A la solucién se
agregd en forma de gotas una solucién de hidruro de litio aluminio en THF (0,8 M, 60 mL, 48 mmol) a una velocidad
que permitiera mantener la temperatura interna por debajo de 0°C. Después del agregado, se retiré el bafio de hielo, y
se agitd la mezcla de reaccidn a temperatura ambiente durante 2 horas. Se templd la reaccion con el agregado de 10
ml de acetato de etilo, a lo que le siguieron 25 mL de solucién de sulfato de sodio saturada. Se filtr6 el precipitado
blanco resultante y se lo lavé con acetato de etilo (4 x 100 mL). Posteriormente se concentr6 el filtrado combinado
para obtener 3(R)-[(2S,5R)-2,5-dihidro-3,6-dimetoxi-5-(1-metiletil)-2-pirazinil]-3-(4-metoxifenil)propanol como un
aceite incoloro (17,7 g). TLC (Rf: 0,5, acetato de etilo/hexano = 1:1) tnico punto.
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Ejemplo 9

Preparacion de 3(R)-[(2S,5R)-2,5-dihidro-3,6-dimetoxi-5-(1-metiletil)-2-pirazinil |-3-(4-metoxifenil )propil éster del
dcido metansulfonico (29)

N OCHs OCH,4
-~
H -
o~ -
H,CO” N
on 28

H,C 6

Se disolvi6 el aceite anterior 3(R)-[(2S,5R)-2,5-dihidro-3,6-dimetoxi-5-(1-metiletil)-2-pirazinil]-3-(4-metoxifenil)
propanol (28) (17,7 g) en 300 mL de diclorometano. A la solucién a -5°C se agregd cloruro de metan sulfonilo (8,02
g, 5,42 mL, 70 mmol) a lo que le sigui6 diisopropiletilamina (DIPEA, 12 mL, 70 mmol) en forma de gotas en 10 min.
Se agité la reaccion a 0°C durante 2 horas. Se diluy6 la solucién amarilla clara con 2L de éter y se la lavé con agua (3
x 200 mL) y salmuera (2 x 200 mL). Después del secado en sulfato de sodio, se concentr6 la solucién en un volumen
de 160 mL al vacio a 20°C. TLC en EA/H (= 1:1): Rf = 0,74, como un punto principal; RF = 0,21, como un punto
menor.

Ejemplo 10
Preparacion de (3R,8R,8aS)-hexahidro-8-(9-metoxifenil)-3-(1-metiletil)pirrolo[ 1,2-a]pirazin- 1,4-dioxido (30)

H
N0 OCH,
H

ONH

30

A un matraz de tres cuellos de 2L equipado con un embudo de goteo ecualizado por presion, un termémetro y
un cabezal rigido de via corta se cargaron 1.000 mL de DMF y yoduro de sodio (33 g, 200 mmol). Se agregd una
solucién de metano sulfonato crudo 29, obtenida antes en el Ejemplo 9, a la soluciéon de DMF a través del embudo de
goteo durante 1,2 horas a una temperatura de bafio comprendida entre 60 y 120°C en argén. Después del agregado, se
retiraron los componentes con baja ebulliciéon mediante destilacidn a través del cabezal rigido a una presién de 100
mm. Se agité el residuo a 120°C (temperatura interna) durante un lapso adicional de 2,5 horas. Después de enfriar la
mezcla de reaccion a temperatura ambiente, se evapord el disolvente al vacio y se diluyé el residuo con acetato de etilo
(700 mL). Se recogio el solido blanco resultante por filtrado, se lavé con acetato de etilo (3 x 100 mL) y se descarto.
Se lavé el filtrado combinado con agua (3 x 100 mL). Se satur6 la capa de agua con NaCl y se la extrajo con acetato
de etilo (3 x 200 mL). Se secaron las capas de acetato de etilo combinadas en sulfato de sodio y se las concentré para
obtener 16,5 g del crudo 30. Después del filtrado por 300 g de gel de silice eluyendo con acetato de etilo, se obtuvo
el producto 30 (11,5 g que contiene 1 equivalente de DMF). La purificacién HPLC en una columna de gel de silice
eluyendo con acetato de etilo:hexano (8:1) permiti6é obtener 9,3 g de 30 como un sélido espumoso blanco, HRMS
(M+H): obs. 302.1627, calc.: 302.1630.

Ejemplo 11
Preparacion de (+)-(2S,3R)-1-acetil-3-(4-hidroxi)fenilprolina (29)
H
N

OCH, OH

0
d

O NH
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Se disolvi6 el compuesto 30 obtenido antes en el ejemplo 10 (8,0 g, 26,45 mmol) en 60 mL de 4cido bromhidrico
acuoso al 48% y 18 mL de 4cido acético. Se agit6 la solucidén a una temperatura de bafio de 130-135°C durante
3,5 horas. Se controld la reacciéon mediante HPLC de fase inversa. Después de ello, se diluyé un total de 65 mL
del disolvente al vacio y se enfri6 el residuo a temperatura ambiente. Se retiré el sélido cristalino blanco resultante
(bromhidrato de valina, 2,15 g) por filtrado y se diluy6 el filtrado con agua (70 mL). Se traté la capa acuosa con
NaHCOs;s6lido (25,6 g) para obtener una suspension marrén de 31. Después de ello, se agregd a la suspension anterior
cloruro de acetilo (12,2 mL, 171 mmol) en 60 mL de THF en 2 horas a 20°C. Durante el agregado, se introdujeron
otros 1,2 g de NaHCO; en varias porciones para mantener el pH de la reaccion por encima de 7. Después del agregado,
se agitd la suspension a temperatura ambiente durante la noche. Después de la acidificaciéon con TFA a pH <3, se
concentré la suspension hasta alcanzar la sequedad y se extrajo el residuo pardo con acetona (2 x 250 mL). Se sec6
la solucién de acetona en sulfato de sodio y se concentrd para obtener una goma parda. Se extrajo este residuo pardo
con acetato de etilo caliente (2 x 250 mL) para retirar la N-acetilvalina. Se disolvi6 la goma parda restante (11,2 g) en
60 mL de agua y se purificé mediante RP-HPLC (columna Delta Prep C- 18 Waters de 5 x 30 cm eluyendo con un
gradiente lineal de 5% a 95% de acetonitrilo en agua, 150 mL/min.) para obtener (+)-(2S,3R)-1-metilcarbonil-3-(4-
hidroxi)fenilprolina (32) como un sélido blanco (3,45 g, 14,28 mmol) (53,8%). HRMS (M+H), obs. 250.1078, calc.
250.1079.

Ejemplo 12

Preparacion de dcido (8R,13R)-13-[[[1-acetil-3-(R)-(4-hidroxifenil)-2-(S)-pirrolidinil [carbonil Jamino ]-6, 14-dioxo-
10,11-ditia-7,15-diazaspiro[4.12 |heptadecan-8-carboxilico

A una solucién de (2S,3R)-1-metilcarbonil-3-(4-hidroxi)fenilprolina (29), preparada en el Ejemplo 11, (1,37 g, 5,5
mmol) y 1,1-dimetiletil éster del 4cido (8R,13R)-13-amino-6,14-dioxo-10,11-ditia-7,15-diazaspiro[4.12]heptadecan-
8-carboxilico, preparado en el ejemplo 6 (2,27 g, 5,0 mmol) en 20 mL de DMF, se agregé HBTU (2,08 g, 5,5 mmol) y
DIPEA (2,7 mL, 15 mmol) a temperatura ambiente. Se agitd la solucién en argén durante 1,5 horas. Luego se templd
la reaccién con 30 mL de salmuera y se extrajo la mezcla resultante con acetato de etilo (3 x 100 mL). Se lavaron las
capas orgdnicas combinadas con cloruro de hidrégeno 0,1 N, NaHCO; saturado y salmuera (2 x 30 mL, cada uno)
y se sec6 en Na,SO,. Después de retirar el disolvente, se recristalizé la espuma amarilla resultante a partir de di-
clorometano-hexano para obtener 1,1-dimetiletil éster del 4cido (8R,13R)-13-[[[1-acetil-3-(R)-(4-hidroxifenil)-2-(S)-
pirrolidinil]carbonil]amino]-6,14-dioxo-10,11-ditia-7,15-diazas-piro[4.12]heptadecan-8-carboxilico, como un polvo
amarillo claro (3,01 g).

A una solucién de este éster (3,01 g en 15 mL de diclorometano seco se agregé HCI 4N en dioxano (50 mL) en una
porcién a temperatura ambiente. Se agité la solucion resultante a temperatura ambiente durante 4,5 horas para producir
una suspension. Se diluyé la suspensién con 50 mL de un disolvente mezclado (diclorometano:éter 3:7) y se filtr6. Se
lavé la torta de filtrado amarillo claro con el disolvente mezclado antes citado (2 x 20 mL) a lo que le sigui6 éter (2
x 20 mL). Se secd la torta al vacio para obtener un polvo amarillo claro (2,51 g, pureza HLPC: >85%). Se efectué la
purificacion final con RP-HPLC para obtener acido (8R,13R)-13-amino-6,14-dioxo-10,11-ditia-7,15-diazaspiro[4.12]
heptadecan-8-carboxilico como un sélido blanco (1,55 g, 2,61 mmol) con un rendimiento del 52%. HRMS (M+H)
Obs. 593.209, Calc. 593.2103.

Ejemplo 13
Preparacion de dcido 1-(2-azidoetil)ciclohexan carboxilico
N OH

20

Usando el método que se describe en el ejemplo 1 y a partir de etil éster del 4cido ciclohexan carboxilico, se obtuvo
acido 1-(2-azidoetil)ciclohexan carboxilico como un aceite. Espectro de masa de baja resolucién (ES-) m/z 196,1 [(M-
H) Calc. para CoH4,N;0,: 196,1].
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Ejemplo 14

Preparacion de metil éster de N-[[(1-(2-azidoetil)ciclohexano Jcarbonil |-S-trifenilmetil-L-cisteina (22)

Trit-
vo—ﬂe
N/(S‘Tfl( O N‘H
TFA Hj COMe

Ny

22

A una solucién de dcido 1-(2-azidoetil)ciclohexan carboxilico (20) (0,60 g, 3,0 mmol), en la sal de TFA de metil
éster de S-trifenilmetil-L-cisteina (1,4 g, 3,0 mmol) y diisopropiletilamina (0,78 g, 6,0 mmol) en DMF (12 ml) se
agreg6 HBTU (1,1 g, 3,0 mmol). Se agit6 la mezcla resultante a temperatura ambiente durante 4 horas. Se verti6 la
mezcla de reaccién en un embudo separador que contenia acetato de etilo (100 mL) y agua (35 mL). Se separ6 la capa
acuosa y se volvio a extraer con acetato de etilo (2 x 50 mL). Se lavaron las capas orgdnicas combinadas con salmuera
saturada, se las sec6 en MgSO,, se las filtr6 y luego se las concentré al vacio. La purificacién mediante cromatografia
en columna instantdnea eluyendo con hexano:acetato de etilo (8:1) permitié obtener la azida 22 (1,25 g, 74%) como un
solido blanco. Espectro de masa de alta resolucién m/z 579.2396 [(M+Na)*; Calc. para C;,H3,N,O;SNa: 579.2406].

Ejemplo 15

Preparacion de metil éster, 23 N-[[(1-[(2-[(1, ]-dimetiletoxi)carbonil Jamino -etil |ciclohexano Jcarbonil |-S-trifenilme-
til-L-cisteina, metil éster

Ph,yC
PthvO M vone

O N~y 0 ~H

BocH

22 23

A una solucién de la azida 22 obtenida antes en el ejemplo 14 (1,24 g, 2,2 mmol) en THF (10 ml) se agregd
trimetilfosfina (2,5 ml, IM en THF, 2,5 mmol) en forma de gotas. Se agit6 la mezcla resultante a temperatura ambiente
durante 30 min. y se agreg6 agua (0,080 g, 4,5 mmol) a 1a mezcla de reaccién. Después de agitar durante 2 h, se diluy6
la mezcla de reaccién con CH,Cl, (70 mL) se la sec6 en Na,SO,, se la filtr6 y concentré in vacuo. Se sec el aceite a
alto vacio durante 5 h.

Se disolvi6 la amina cruda en acetato de etilo (10 mL) y se agregé Boc,O (1,0 g, 4,6 mmol) a la mezcla. Se agitéd
la mezcla resultante durante la noche. Se vertié la mezcla de reaccion en un embudo separador que contenia acetato
de etilo (75 mL) y agua (25 mL). Se separ6 la capa acuosa y se la volvié a extraer con acetato de etilo (1 x 50 mL).
Se lavé la capa orgdnica combinada con salmuera saturada, se la secé en MgSQ,, se la filtré y luego se la concentrd
in vacuo. La purificacién mediante cromatografia en columna instantdnea eluyendo con hexano-acetato de etilo (6:1 y
luego 4:1) permitié obtener metil éster de N-[[(1-[(2-[[(1,1-dimetiletoxi)carbonil]amino]etil]-ciclohexano]carbonil]-
S-trifenilmetil-L-cisteina (23) (0,88 g, 62%). Espectro de masa de alta resolucién m/z 653.3007 [(M+Na)*; Calc. para
C3;Hy6N,O5SNa: 653.3025].
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Ejemplo 16

Preparacion de metil éster del dcido 2(R)-[[[1-[2-[[3-[[(acetilamino)metil]tio ]2(R)-[[(9H-fluoren-9-ilmetoxi)carbo-
nilJamino |- 1-oxopropil Jamino Jetil ciclohexil |-carbonil Jamino |-3-[ (trifilmetil )tio [propanoico (24)

%H5+CQH5 Y CGHS CBHS

& HN._S !
1
HN™ "CO,CH, mee HN" ~CO,CH;

Boc-NH HN

23 24

A una solucién del éster 23 (0,88 g, 1,4 mmol), producida en el Ejemplo 15 en diclorometano (10 ml) se agregd
TFA (5 ml). Se agit6 la mezcla durante 45 min. y se la concentré in vacuo. Se secé la sal de TFA a alto vacio durante
2 horas.

A una solucién de la sal de TFA cruda, Fmoc-Cys(Acm)-OH (575 mg, 1,4 mmol) y diisopropiletilamina (1 ml,
exceso) en DMF (10 ml) se agregé HBTU (595 mg, 1,6 mmol). Se agité la mezcla resultante durante la noche. Se
verti6 la mezcla de reaccién en un embudo separador que contenia acetato de etilo (150 ml) y se lavé con HCI 0,3
M (2 x 30 ml). Se combinaron las capas acuosas y se las volvié a extraer con acetato de etilo (1 x 50 ml). Se la-
v6 la capa organica combinada con NaHCO; saturado (1 x 30 ml), se sec6 en MgSQ,, se filtr6 y se concentré in
vacuo. La purificacién mediante cromatografia en columna instantdnea eluyendo con hexano-acetato de etilo (1:1 y
luego 2:3), permiti6 obtener metil éster del acido 2(R)-[[[1-[2-[[3-[[(acetilamino)metil]tio]-2(R)-[[(9H-fluoren-9-il-
metoxi)carbonil] amino]-1-oxopropil]amino]etil]ciclohexil]-carbonil]amino]-3-[(trifilmetil)tio]propanoico (24) (1,05
g, 80%). HRMS: (Cs;H5sN,O4S,): obs. m/z 949.3636, (M+Na)*. Calc. 949.3645.

Ejemplo 17
Preparacion de metil éster del dcido 2(R)[[[1-[2-[[3-[[(acetilamino)metil[tio]-2(R)-[[(2(S)3(R)-1-acetil-3-(4-hidro-

xifenil)pirrolidin-2-il Jcarbonil Jamino |- 1-oxopropil ]-amino Jetil Jciclohexil Jcarbonil Jamino |-3- [ (trifilmetil )tio ] propa-
noico

H
HO N CeH
0 CSHS \[( w Coﬂse > CGHS
N c,H,;\},ch5 O s
HN s
N S &0 1
H HN C020H3

O
25

Fmoc-HN . _HNTTCO,CH,

24

A una solucion del compuesto de metil éster del acido 2(R)[[[1-[2-[[3-[[(acetilamino)metil]tio]-2(R)-[[(9H-fluo-
ren-9-ilmetoxi)carbonil]Jamino]-1-oxopropil]-amino]etil]ciclohexil]carbonilJamino]-3-[(trifilmetil )tio]propanoico (24)
(500 mg, 0,54 mmol) en DMF (3 ml) se agregd piperidina (2 ml). Se agit6 la mezcla durante 1 h y se la concentr6 al
vacio. Se seco el residuo a algo vacio durante la noche. Se lavé el residuo crudo con hexano (3 x 25 ml) y se secé a
alto vacio durante 45 min. para proporcionar la amina cruda (364 mg) resultante de la remocién del grupo Fmoc del
24. Se almacen6 esta amina cruda en argén a -10°C.

A una solucién de la amina antes citada (50 mg, 0,07 mmol), (2S,3R)-1-acetil-3-(4-hidroxi)fenilprolina (32) (18
mg, 0,07 mmol) y diisopropiletilamina (0,05 ml, exceso) en DMF (1 ml) se agreg6 HBTU (30 mg, 0,08 mmol).
Se agité la mezcla resultante a temperatura ambiente durante 3,5 h. Se vertié la mezcla de reaccién en un embudo
separador que contenia acetato de etilo (50 ml) y se lavé con HC1 0,5M (2 x 15 ml). Se combinaron las capas acuosas
y se las volvié a extraer con acetato de etilo (1 x 20 ml). Se lavé la capa organica combinada con NaHCO; saturada
(1 x 15 ml), se la secé en MgSO,, se la filtré y luego se la concentré in vacuo para obtener 50 mg del crudo 25. Este
material fue dificil de purificar y, por lo tanto, se llevé a cabo una caracterizacién completa después de la hidr6lisis del
metiléster.
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Ejemplo 18

Preparacion del dcido 2(R)[[[1-[2-[[3-[[(acetilamino)metil[tio]-2(R)-[[(2(S)3(R)-I-acetil-3-(4-hidroxifenil )pirroli-
din-2-ilJcarbonil Jamino |- 1-oxopropil J-amino Jetil ciclohexil Jcarbonil Jamino |- 3-[ (trifilmetil )tio [propanoico (26)

H H
ol ot
\ NH - scpeh, \ (N“ SCPh,
\ < M \ co
N I S VLD B e
NH { A NH
/k /g %o
o N o) N
H H
25 26

A una solucién de metil éster del acido 2(R)[[[1-[2-[[3-[[(acetilamino)metil]ti0o]-2(R)-[[(2(S)3(R)-1-acetil-3-(4-hi-
droxifenil)pirrolidin-2-il]carbonil]amino]- 1 -oxopropil]-amino]etil]ciclohexilcarbonilJamino]-3-[(trifilmetil )tio] pro-
panoico (25) (50 mg crudo) en MeOH (0,5 ml) se agregd una solucién de hidréxido de litio (2,5 mg, 0,060 mmol)
en agua (0,25 ml). Se agit6 la mezcla durante 2 h y se acidificé la mezcla de reaccién (pH ~1-2) con HCI 0,5 M
(varias gotas). Se verti6é la mezcla de reaccién en un embudo separador que contenia acetato de etilo (20 ml) y agua
(5 mL). Se separé la capa acuosa y se la volvid a extraer con acetato de etilo (2 x 10 mL). Se lavé la capa orgédnica
combinada con salmuera saturada, se la secé en MgSQOy,, se la filtré y se la concentr6 al vacio. La purificacién mediante
HPLC de fase inversa usando un gradiente al 15-95% de acetonitrilo-agua durante 25 min., permitié obtener 4cido 2
R)[I[1-[2-[[3-[[(acetilamino)metil]tio]-2(R)-[[(2(S)3(R)-1-acetil-3-(4-hidroxifenil)pirrolidin-2-il]carbonil Jamino]-1-
oxopropil]-amino]etil]ciclohexil]carbonil]amino]-3-[(trifilmetil)tio] propanoico (26) (42 mg). Espectro de masa de
alta resolucién m/z 944.3701 (M+Na)*; Calc. para CsoHsoN5OgS,Na: 944.3703.

Ejemplo 19

Sintesis de dcido (9R, I14R)-14-[[[ 1-acetil-3-(R)-(4-hidroxifenil)-2-(S)-pirrolidinil Jcarbonil Jamino]-7,15-dioxo-11,12-
ditia-8, 16-diazaspiro[5.12 Joctadecan-9-carboxilico

} 0‘?*‘ SCPh, & :H . /\rco H
CO,H N ~s
i o — DA
e TN

27

A una solucién de acido 2(R)[[[1-[2-[[3-[[(acetilamino)metil]tio]-2(R)-[[(2(S)3(R)-1-acetil-3-(4-hidroxifenil )pi-
rrolidin-2-il]carbonil]amino]-1-oxopropil]-amino]etil]ciclohexil]carbonil]Jamino]-3-[(trifilmetil)tio] propanoico (26)
(40 mg, 0,045 mmol) en CH,Cl,/MeOH (100 ml, 9:1) a temperatura ambiente se agregd en forma de gotas una
solucién de I, (41 mg, 0,16 mmol) en CH,CIl,/MeOH (100 ml, 9:1) en 25 min. Después de terminar con el agregado,
se agitd la mezcla de reaccidn durante 5 min. y se agregd una solucién saturada de Na,S,0s5 (1 mL) en forma de gotas.
Se filtr6 la mezcla de reaccién y se concentrd al vacio. La purificacién mediante HPLC de fase inversa, usando un
gradiente de 15-95% de acetonitrilo-agua en 25 min. permitié obtener acido (9R,14R)-14-[[[1-acetil-3(R)-(4-hidroxi-
fenil)-2-(S)-pirrolidinil]carbonil]amino]-7,15-dioxo-11,12-ditia-8,16-diazaspiro[5.12]octadecan-9-carboxilico (6 mg,
23%). Espectro de masa de alta resolucién m/z 607.2255 [(M+H)*; Calc. para C,3H;39N,0,S,: 607.2260].
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Ejemplo 20

Sintesis de clorhidrato de metil éster del dcido (2S,3R)-3-(4-hidroxifenil)pirrolidin-2-carboxilico

H H

¥ 1. HCUM@OH, Retvio S
’{ OH 5 HCuMeOH, RT 9\”’0\
0

Se saturé una solucién de acido (2S,3R)-1-acetil-3-(4-hidroxifenil)pirrolidin-2-carboxilico (1,0 g) en 50 mL de
metanol con gas de HCI. Se someti6 la solucién a reflujo durante 24 horas y se evapord el disolvente para obtener un
s6lido pardo. Después de ello, se disolvié este s6lido pardo en 20 mL de HCl saturado anhidro en metanol y se agité la
solucidn resultante durante la noche a temperatura ambiente. Después de retirar el disolvente, se obtuvo el clorhidrato
de metil éster del acido (2S,3R)-3-(4-hidroxifenil)pirrolidin-2-carboxilico como un sélido pardo claro (0,83 g).

Ejemplo 21

Sintesis de dcido (2S,3R)- 1-metansulfonil-3-(4-hidroxifenil)pirrolidin-2-carboxilico

A la suspension de clorhidrato de metil éster del 4cido (2S,3R)-3-(4-hidroxifenil)pirrolidin-2-carboxilico (100 mg,
0,38 mmol), preparada en el Ejemplo 20, en diclorometano (2 mL) se agregé DIPEA (129 mg, 1,15 mmol) y cloruro
de metan sulfonilo (80,2 mg, 0,70 mmol) a 0°C. Se agit6 la solucién a temperatura ambiente durante 6 horas y se la
diluyé con acetato de etilo (20 mL). Luego se lavé la solucién con bicarbonato de sodio saturado (2 x 5 mL) y salmuera
(2x5mL) y se la concentrd. Se filtré el residuo por una almohadilla de gel silice para obtener un aceite incoloro (89,9
mg). Se disolvié el aceite MeOH/THF (1 mL/1 mL) y se traté la solucién resultante con hidréxido de sodio (0,5 mL,
0,5 mmol). Se agité la solucién a temperatura ambiente durante 4 horas y se acidificé con 4cido acético. Se purificd
el producto crudo mediante HPLC de fase inversa (5-95% de acetonitrilo que contenia 0,75% de TFA en agua) en 40
min. de gradiente lineal) para obtener 4cido (2S,3R)-1-metansulfonil-3-(4-hidroxifenil)pirrolidin-2-carboxilico como
un s6lido blanco (22 mg, 0,08 mmol). HRMS (M+H): Obs. 286.0757, Calc. 286.0750.

Ejemplo 22

Sintesis de dcido (S8R, 13R)-13-[[[I-metilsulfonil-3-(R)-(4-hidroxifenil)-2-(S )pirrolidinil Jcarbonil Jamino -6, 14-dioxo-
10,11-ditia-7,15-diazaspiro[4.12 ]-heptadecan-8-carboxilico

R
H, P /\} O)< / H !
.7\ N\

26



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2269 141 T3

A la mezcla de 4cido (2S,3R)-1-metansulfonil-3-(4-hidroxifenil)-pirrolidin-2-carboxilico (15 mg, 0,05 mmol) y
clorhidrato de 1,1-dimetiletil éster del 4cido (8R,13R)-13-amino-6,14-dioxo-10,11-ditia-7,15-diazaspiro[4.12]hepta-
decan-8-carboxilico (22,7 mg, 0,05 mmol), preparada en el Ejemplo 6, se agregd, en 0,2 mL de DMF, DIPEA (19,4
mg, 0,15 mmol) y HBTU (19 mg, 0,05 mmol). Se agité la solucién a temperatura ambiente durante 3 horas y se la di-
luyé con agua a 3 mL. Se recolect6 el precipitado blanco resultante y se secé durante la noche a presion reducida para
obtener 40 mg de un sélido blanco. Se disolvié el sélido seco en 1 mL de diclorometano y se traté la solucién con HCl1
4N en dioxano (2 mL). Se agit6 la solucién durante la noche y se la concentré. Se purificé el residuo mediante HPLC
de fase inversa (5-95% de acetonitrilo que contenia un 0,75% de TFA en agua en un gradiente lineal de 40 min) para
obtener 4cido (8R,13R)-1-3-[[[1-metilsulfonil-3-(R)-(4-hidroxifenil)-2-(S)-pirrolidin-il]-carbonil ]Jamino]-6,14-dioxo-
10,11-ditia-7,15-diazaspiro[4.12]heptadecan-8-carboxilico como un sélido blanco (17,3 mg). HRMS (M+H): Obs.
629.1767, Calc. 629.1773.

Ejemplo 23

Sintesis de dcido (2S,3R)-1-(2,2-dimetil- 1-oxopropil)-3-(4-hidroxifenil)-pirolidin-2-carboxilico

H H H
Al Al
—— et et et T
H
‘e o (léro
0 ]
Hor © o

A la solucién de clorhidrato de metil éster del 4dcido (2S,3R)-3-(4-hidroxifenil)pirrolidin-2-carboxilico, (200 mg,
0,76 mmol), preparada en el Ejemplo 20, en THF/H,O (2 mL/1 mL) se agregé NaHCO; saturado (5 mL). A la mezcla
antes citada se le agregd cloruro de trimetilacetilo (420 mg, 3,5 mmol) en 20 min. Después de ello, se agit6 la solucién
resultante a temperatura ambiente durante 4 horas y se diluydé con acetato de etilo hasta 30 mL. Luego se lavé la
capa orgdnica con salmuera (2 x 5 mL) y se la concentré para obtener metil éster del 4cido (2S,3R)-1-(1-0x0-2,2,2-
trimetiletil)-3-(4-hidroxifenil)pirrolidin-2-carboxilico, como un sélido blanco (320 mg). Se disolvié este sélido en 3
mL de EtOH y se agit6 con hidréxido de sodio 1N (3 mL, 3 mmol) a temperatura ambiente durante 8 horas. Después
de la acidificaciéon con HCI 6N, se retir6 el disolvente y se extrajo el residuo con diclorometano. Después de la
concentracion, se lavé el residuo con éter para obtener acido (2S,3R)-1-(2,2-dimetil-1-oxopropil)-3-(4-hidroxifenil)
pirrolidin-2-carboxilico como un sélido blanco (117 mg). HRMS (M+H): Obs. 292.1556, Calc. 292.1549.

Ejemplo 24

Sintesis de dcido (S8R, 13R)-13-[[[1-(2,2-dimetil-1-oxopropil)-3-(R)-(4-hidroxifenil)-2(S)-pirrolidinil [carbonil Jamino |-
6, 14-dioxo-10,11-ditia-7,15-diazaspiro[4.12 Jheptadecan-8-carboxilico

O

H

HCI ©

H
o
&£ HZNI\S_ O/l< Y $/ﬁj\
H S— OH
H H - I\
’; O @) 04 NH
19 O

A una mezcla de acido (2S,3R)-1-(2,2-dimetil-1-oxopropil)-3-(4-hidroxifenil)pirrolidin-2-carboxilico (45 mg,
0,15 mmol) y clorhidrato de 1,1-dimetiletil éster del 4cido (8R,13R)-13-amino-6,14-dioxo-10,11-ditia-7,15-diazas-
piro[4.12]heptadecan-8-carboxilico (70 mg, 0,15 mmol), preparada en el Ejemplo 6, en 0,5 mL de DMF, se agregd
DIPEA (58 mg, 0,45 mmol) y HTBU (59 mg, 0,15 mmol). Se agité la solucién a temperatura ambiente durante 3
horas y se diluyé con agua hasta los 3 mL. Se recolect6 el precipitado blanco resultante y se sec6 durante la noche
a presion reducida para obtener 98 mg de 1,1-dimetiletil éster del dcido (8R,13R)-13-[[[1-(2,2-dimetil-1-oxopropil)-
3(R)-(4-hidroxi-fenil)-2-(S)-pirrolidinil]-carbonil]amino]-6,14-dioxo-10,11-ditia-7,15-diazaspiro[4.12]heptadecan-8-
carboxilico como un sélido blanco. Se disolvié este sélido seco en 1 mL de diclorometano y se tratd la solucién con
HCI 4N en dioxano (2 mL). Se agit6 la solucién durante la noche y se concentrd. Se purificé el residuo mediante
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HPLC de fase inversa (5-95% de acetonitrilo que contenia 0,75% de TFA en agua en gradiente lineal de 40 min.) pa-
ra obtener 4cido (8R,13R)-13-[[[1-(2,2-dimetil-1-oxopropil)-3(R)-(4-hidroxifenil)-2(S)-pirrolidinil]Jcarbonil Jamino]-
6,14-dioxo-10,11-ditia-7,15-diazaspiro[4.12]heptadecan-8-carboxilico como un sélido blanco (9 mg). HRMS (M+H):
Obs. 635.2543, Calc. 635.2573.

Ejemplo 25

Sintesis de dcido (2S,3R)-1-[(1, I-dimetiletoxi)carbonil ]-3-(4-hidroxifenil)-pirolidin-2-carboxilico

=t i

A la suspension de clorhidrato de metil éster del acido (2S,3R)-3-(4-hidroxifenil)pirrolidin-2-carboxilico (100 mg,
0,38 mmol), preparada en el Ejemplo 20, en THF (2 mL), se agregé DIPEA (65 mg, 0,5 mmol) y Boc,0 (218 mg, 1
mmol) a 20°C. Después de ello, se agité la solucidn a temperatura ambiente durante 16 horas y se diluy6 con acetato
de etilo (20 mL). Luego se lavé la solucién con bicarbonato de sodio saturado (2 x 5 mL) y salmuera (2 x S mL) y
posteriormente se concentrd. Se filtr6 el residuo a través de gel de silice para obtener metil éster del acido (2S,3R)-
1-[(1,1-dimetiletoxi)carbonil]-3-(4-hidroxifenil)pirrolidin-2-carboxilico como un aceite incoloro (113 mg). Después
de ello, se disolvi6 este aceite en MeOH/THF (2 mL/ImL) y se traté la solucién resultante con hidréxido de sodio 1N
(0,7 mL, 0,7 mmol). Se agit6 la solucién a temperatura ambiente durante 4 horas y se la torné dcida con dcido acético.
Se purifico el producto crudo mediante HPLC de fase inversa (5-95% de acetonitrilo que contenia 0,75% de TFA en
agua en un gradiente lineal de 40 min.) para obtener 4cido (2S,3R)-1-[(1,1-dimetiletoxi)carbonil]-3-(4-hidroxifenil)
pirrolidin-2-carboxilico como un sélido blanco (70 mg, 0,22 mmol). HRMS (M+H): Obs. 308.1511, Calc. 308.1498.

Ejemplo 26

Sintesis de dcido (8R,13R)-13-[[[3(R)-(4-hidroxifenil)-2(S)-pirrolidinil carbonil ]-aminoJ-6, 14-dioxo- 10,1 1 -ditia-

7,15-diazaspiro[4.12 Jheptadecan-8-carboxilico
H .
a3
H2 Ok \

£ s—s/\’/fi }
OH o o g H NH
(¢

© HC!

A la mezcla de acido (2S,3R)-1-[(1,1-dimetiletoxi)carbonil]-3-(4-hidroxifenil)pirrolidin-2-carboxilico (46 mg,
0,15 mmol) y clorhidrato de 1,1-dimetiletil éster del 4cido (8R,13R)-13-amino-6,14-dioxo-10,11-ditia-7,15-diazas-
piro[4.12]heptadecan-8-carboxilico (70 mg, 0,15 mmol), preparada en el Ejemplo 6, en 0,5 mL de DMF, se agregd
DIPEA (58 mg, 0,45 mmol) y HBTU (59 mg, 0,15 mmol). Se agitd la solucién a temperatura ambiente durante 3
horas y se diluy6 con agua a 3 mL. Se recogi6 el precipitado blanco resultante y se sec6 durante la noche a presién
reducida para obtener 105 mg de 1,1-dimetiletil éster del 4cido (8R,13R)-13-[[[3(R)-(4-hidroxifenil)-2(S)-pirrolidinil]
carbonil]amino]6,14-dioxo-10,11-ditia-7,15-diazaspiro[4.12]heptadecan-8-carboxilico como un sélido blanco. Se di-
solvié este s6lido seco (85 mg) en 2 mL de diclorometano y se traté la solucién con HCI 4N en dioxano (2 mL). Se
agit6 la solucién durante la noche y posteriormente se retir6 el disolvente. Se purificé el residuo mediante HPLC de
fase inversa (5-95% de acetonitrilo que contenia 0,73% de TFA en agua en gradiente lineal de 40 min.) para obtener
acido (8R,13R)-13-[[[3(R)-(4-hidroxifenil)-2(S)-pirrolidinil]carbonil]amino]-6,14-dioxo-10,11-ditia-7,15-diazaspiro
[4.12]heptadecan-8-carboxilico como un sélido blanco (58 mg). HRMS (M+H): Obs. 551.2017, Calc. 551.1998.
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Ejemplo 27
Ensayo de deteccion de VLA-4/VCAM-1

Se cuantificé la actividad antagonista de VLA-4, definida como la capacidad para competir en la unién a VCAM-
1 inmovilizada, utilizando un ELISA de anticuerpo dual de fase sélida. Se detecté la VLA-4 (41 integrina) unida
a VCAM-1 mediante un complejo de anticuerpo anti-integrina 81: IgG anti-ratén conjugada con HRP: sustrato cro-
mogénico (K Blue). En un principio, esto comprendié recubrir placas de 96 pocillos (Nunc Maxisorp) con VCAM-
1 humana recombinante (0,4 ug en 100 ul de PBS), cerrando herméticamente cada placa y luego dejando reposar las
placas a 4°C durante 18 horas. Posteriormente, se bloquearon las placas recubiertas con VCAM con 250 ul de 1%
de BSA/0,02% de NaN; para reducir la unién no especifica. El dia del ensayo, se lavaron todas las placas dos veces
con amortiguador para Ensayo VCAM (200 ul/pozo de Tris-HCl 50 mM, NaCl 100 mM, MnCl, 1 mM, 0,05% de
Tween 20; pH 7,4). Se disolvieron los compuestos de prueba en DMSO 100%, y posteriormente se diluy6 1:20 en el
amortiguador para Ensayo VCAM suplementado con 1 mg/mL de BSA (es decir, DMSO final = 5%). Se llevé a cabo
una serie de diluciones 1:4 para alcanzar un intervalo de concentracién de 0,005 nM - 1.563 uM para cada compuesto
de prueba. Se agregaron 100 ul por pocillo en cada dilucién a las placas recubiertas con VCAM, a lo que le siguieron
10 ul de VLA-4 derivado de células Ramos. Posteriormente, se mezclaron en forma secuencial estas placas en una
agitadora de plataforma durante 1 min., se las incubd durante 2 horas a 37°C, y posteriormente se las lavé cuatro veces
con 200 ul/pocillo de amortiguador para Ensayo VCAM. Se introdujeron 100 ul de anticuerpo bl de integrina anti-
humana de ratén en cada pocillo (0,6 ug/mL en amortiguador para Ensayo de VCAM + 1 mg/mL de BSA) y se dejé
incubar durante 1 hora a 37°C. Al finalizar este periodo de incubacién, se lavaron todas las placas cuatro veces con
amortiguador para Ensayo VCAM (200 ul/pocillo). Posteriormente se agregd un segundo anticuerpo correspondien-
te, IgG anti-ratén de cabra conjugado con HRP (100 ul por pocillo @ dilucién 1:800 en amortiguador para Ensayo
VCAM + 1 mg/mL de BSA), en cada pocillo) a lo que le siguié 1 hora de incubacion a temperatura ambiente y, esto
culminé con tres lavados (200 ul/pocillo) con amortiguador para Ensayo VCAM. El desarrollo del color comenzé con
el agregado de 100 ul de K-Blue por pocillo (15 min. de incubacién, temperatura ambiente) y terminé con el agregado
de 100 ul de amortiguador Red Stop por pocillo. Luego se efectud la lectura de todas las placas en un espectrofoté-
metro DV/Vis a 650 nM. Se calcularon los resultados como el % de inhibicion de la unién total (es decir, VLA-4 +
VCAM-1 en ausencia del compuesto de prueba).

Ejemplo 28
Protocolo del ensayo de deteccion (VLA-4/VCAM-1) de Ramos
Materiales

Se purific6 VCAM-1 humana recombinante soluble (mezcla de dominio 5- y 7-Ig) a partir de medios de cultivo
celular de CHO mediante cromatografia de inmunoafinidad mantenida en una solucién que contenia Tris-glicina 0,1M
(pH 7,5), NaCl 0,1 M, EDTA 5 mM, PMSF 1 mM, 0,02% de NaN; y 10 ug/mL de leupeptina. Se compr6 Calcein-
AM de la firma Molecular Probes Inc.

Métodos

Se cuantificéd la actividad antagonista VLA-4 (a4bl integrina), definida como la capacidad para competir con
la VLA-4 de superficie celular para la unién con la VCAM-1 inmovilizada, usando un ensayo de adhesion celular
VCAM-1 Ramos. Se marcaron las células Ramos que portaban VLA-4 de superficie celular con un colorante fluores-
cente (Calcein-AM) y se dejo6 unir la VCAM-1 en presencia o ausencia de los compuestos de prueba. Una reduccién
en la intensidad de la fluorescencia asociada con las células adherentes (% de inhibicién) reflejé una inhibicién com-
petitiva de la adhesion celular mediada por VLA-4 con el compuesto de prueba.

Inicialmente, esto conllevé el recubrimiento de placas de 96 pocillos (Nunc Maxisorp) con VCAM-1 humana
recombinante (100 ng en 100 ul de PBS), cerrando herméticamente cada placa y dejando que las placas reposaran a
4°C durante -18 horas. Posteriormente, se lavaron las placas recubiertas con VCAM dos veces con 0,05% de Tween-20
en PBS y, después de ello, se bloqueé durante 1 hora (temperatura ambiente) con 200 ul de amortiguador de bloqueo
(1% de BSA/0,02% de timerosal) para reducir la unién no especifica. Después de la incubacién con amortiguador de
bloqueo, se invirtieron las placas, se las manchd y se aspiré el amortiguador restante.

Se disolvieron los compuestos de prueba en 100% de DMSO y posteriormente se diluyeron 1:25 en amortiguador
de ensayo de adhesién celular VCAM (CaCl, 4 mM, MgCl, 4 mM en TRIS-HCI 50 mM, OH 7,5) (DMSO final
= 4%). Se llevé a cabo una serie de ocho diluciones 1:4 para cada compuesto (intervalo de concentracién general
de 1 nM-12,500 nM). Se agregaron 100 ul/pocillo de cada dilucién en las placas recubiertas con VCAM, a lo que
le siguieron 100 ul/pocillo de células Ramos (200,00 células/pocillo en 1% de BSA/PBS). Se dejaron incubar las
placas que contenian los compuestos de prueba y las células Ramos durante 45 minutos a temperatura ambiente y,
después de ello, se agregaron 165 ul/pocillo de PBS. Se invirtieron las placas para eliminar las células no adherentes,
se las manchd y se introdujeron 300 ul/pocillo de PBS. Se volvieron a invertir las placas, se las manchd y se aspir6d
suavemente el amortiguador restante. Se agregaron 100 ul de amortiguador de Lisis (0,1% de SDS en TRIS-HCI 50
mM, pH 8,5) en cada cavidad y se agité durante 2 min. en una plataforma de agitacion giratoria. Luego se efectud
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Cytofluor 2300 (Millipore) (excitacién = 485 nm, emisién = 530 nm).

Compuesto del Ejemplo|ICsg de Prueba|ICsq de Prueba
ELISA nM Celular Ramos

TRCT72 227 1.800 B
12 0.185 0.21

24 0.14 0.18

26 0.19 0.15

22 0.17 0.32

19 0.12 ~10.28

Dafwj“( 1.65 24
S N
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REIVINDICACIONES

1. Los compuestos de la férmula general 1:

donde R, y R; son, cada una de manera independiente, alquilo inferior o junto con el &tomo de carbono que tienen
unido forman un anillo carbociclico alifatico con entre 4 y 6 atomos de carbono, Rs es hidrégeno, alquilo C,_;, R-SO,,
R¢-(CH,),,-CO- 0 Rg-X-(CH,),-CO-; R es alquilo C,_7; Rs y Rg son hidrégeno o alquilo C,_;, X es -O- o0 -NH-; m es
un entero que vade 1 a7,y es un entero que vade 0 a 7, y n es un entero que va de 1 a 3; donde a, b, c y d denotan
atomos de carbono asimétricos; y

sus ésteres o éteres hidrolizables o sus sales farmacéuticamente aceptables.
2. Compuestos de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizados porque R, y R; junto con el carbono que
tienen unido forman un anillo de cicloalcano alifatico con entre 4 y 6 4&tomos de carbono o sus sales farmacéuticamente

aceptables.

3. Compuestos de conformidad con la reivindicacién 2, caracterizados porque R, y R; junto con el carbono que
tienen unido forman un anillo de ciclopentano o su sal farmacéuticamente aceptable.

4. Compuestos de conformidad con la reivindicacién 3, de la férmula:

OH

o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

5. Un compuesto de conformidad con la reivindicacién 4, caracterizado porque es acido (8R,13R)-13-[[[3-(R)-(4-
hidroxifenil)-2-(S)-pirrolidinil]carbonil]amino]-6,14-dioxo-10,11-ditia-7,15-diazaspiro[4.12]heptadecan-8-carboxili-
co o su sal farmacéuticamente aceptable.

6. Compuestos de conformidad con la reivindicacién 4, caracterizados porque Rs es R¢-(CH,),,CO- o sus sales
farmacéuticamente aceptables.
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7. Un compuesto de conformidad con la reivindicacién 6, caracterizado porque es el dcido (8R,13R)-13-[[[1-ace-
til-3-(R)-(4-hidroxifenil)-2-(S)-pirrolidinil]Jcarbonil Jamino]-6,14-dioxo-10,11-ditia-7,15-diazaspiro[4.12]heptadecan-
8-carboxilico o su sal farmacéuticamente aceptable.

8. Un compuesto de conformidad con la reivindicacién 6, caracterizado porque es el 4cido (8R,13R)-13-[[[1-(2,2-
dimetil-1-oxopropil)-3-(R)-(4-hidroxifenil)-2-(S)-pirrolidinil]-carbonil]amino]-6, 14-dioxo-10,11-ditia-7,15-diazaspi-
ro[4.12]heptadecan-8-carboxilico o su sal farmacéutica-mente aceptable.

9. Compuestos de conformidad con la reivindicacién 4, caracterizados porque Rs es Rg-X-(CH,),-CO- o sus sales
farmacéuticamente aceptables.

10. Compuestos de conformidad con la reivindicacién 9, caracterizados porque X es oxigeno o sus sales farma-
céutica-mente aceptables.

11. Compuestos de conformidad con la reivindicacién 4, caracterizados porque Rs es hidrégeno o una sal farma-
céuticamente aceptable de los mismos.

12. Un compuesto de conformidad con la reivindicacién 11, caracterizado porque es dcido (8R,13R)-13-[[[3-(R)-
(4-hidroxifenil)-2-(S)-pirrolidinil]carbonilJamino]-6,14-dioxo-10,11-ditia-7,15-diazaspiro[4.12]heptadecan-8-carbo-
xilico o su sal farmacéuticamente aceptable.

13. Compuestos de conformidad con la reivindicacién 4, caracterizados porque Rs es R-SO, o su sal farmacéuti-
camente aceptable.

14. Compuestos de conformidad con la reivindicacién 4, caracterizados porque R es alquilo C1-7 o sus sales
farmacéuticamente aceptables.

15. Un compuesto de conformidad con la reivindicacién 13, caracterizados porque es dcido (8R,13R)-13-[[[1-me-
tilsulfonil-3-(R)-(4-hidroxifenil)-2-(S)-pirrolidinil]Jcarbonil Jamino]-6,14-dioxo-10,11-ditia-7,15-diazaspiro[4.12]hep-
tadecan-8-carboxilico o su sal farmacéuticamente aceptable.

16. Compuestos de conformidad con la reivindicacion 2, caracterizados porque R, y R; junto con el carbono que
tienen unido forman un anillo de ciclohexano o sus sales farmacéuticamente aceptables.

17. Compuestos de conformidad con la reivindicacion de la férmula

18. Compuestos de conformidad con la reivindicacién 17, caracterizado porque es acido (9R,14R)-14-[[[3-(R)-(4-
hidroxifenil)-2-(S)-pirrolidinil]carbonil]amino]-7,15-dioxo-11,12-ditia-8,16-diazaspiro[5.12]octadecano-9-carboxili-
co o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

19. Compuestos de conformidad con la reivindicacién 17, caracterizados porque Rs es R¢-(CH,),,-CO o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

20. Un compuesto de conformidad con la reivindicacion 19, caracterizado porque es acido (9R,14R)-14-[[[3-(R)-

(4-hidroxifenil)-2-(S)-pirrolidinil]carbonil]amino]-7,15-dioxo-11,12-ditia-8,16-diazaspiro[5.12]octadecano-9-carbo-
xilico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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21. Compuestos de la férmula general:

/Rw'
H

RQ/ N c d OR
i, \l) 1

o Rio- NH

HN o

o R3

R2

caracterizados porque R, con el oxigeno que tiene unido forma un grupo éster hidrolizable; R, y R; son, cada una de
manera independiente, alquilo C,_;, o junto con el 4tomo de carbono que tienen unido forman un anillo carbociclico
alifatico con entre 4 y 6 4tomos de carbono; Ry es un grupo de proteccién amino; R4+ y R,y , son grupos de proteccion
tio; y n es un entero que va de 1 a 3, denotando ¢ y d dtomos de carbono asimétricos.

22. Los compuestos de conformidad con la reivindicacién 21, caracterizados porque R, y R; junto con el carbono
que tienen unido forman un anillo de ciclopentano.

23. Un compuesto de conformidad con la reivindicacién 22, caracterizado porque es 1,1-dimetiletil éster del acido
2(R)-[[[1-[[2(R)-[[(1,1-dimetiletoxi)carbonil]amino]- 1 -oxo-3-[(trifenilmetil)tio] propil Jamino]etil] ciclopentil ] carbo-
nilJamino-3-[(trifenilmetil)tio]propanoico.

24. Compuestos de la férmula general:

R S—S OR,
NH

HN O

n R3
R2

caracterizados porque R, con el oxigeno que tiene unido forma un grupo éster hidrolizable; R, y R; son, cada una de
manera independiente, alquilo C,_;, o junto con el &tomo de carbono que tienen unido forman un anillo carbociclico
alifdtico con entre 4 y 6 dtomos de carbono; Ry es un grupo de proteccién amino; y n es un entero que vade 1 a 3,
denotando ¢ y d d&tomos de carbono asimétricos.

25. Un compuesto de conformidad con la reivindicacién 24, caracterizado porque R, y R; junto con el carbono
que tienen unido forman un anillo de ciclopentano.

26. Un compuesto de conformidad con la reivindicacién 25, caracterizado porque es 1,1-dimetiletil éster del

acido (8R,13R)-13-(1,1-dimetiletoxi)carbonil]amino]-6,14-dioxo-10,11-ditia-7,15-diazaspiro[4.12]heptadecan-8-car-
boxilico.
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27. Compuestos de la férmula general:

d
H,NC s oR,
HN
o
HN O
- R3
’ R2

caracterizados porque R, con el oxigeno que tiene unido forma un grupo éster hidrolizable; R, y R; son, cada una de
manera independiente, alquilo C,_;, o junto con el &tomo de carbono que tienen unido forman un anillo carbociclico
alifdtico con entre 4 y 6 dtomos de carbono; y n es un entero que va de 1 a 3; denotando c y d dtomos de carbono
asimétricos y sus ésteres y éteres hidrolizables.

28. Compuestos de conformidad con la reivindicacion 27, caracterizados porque R, y R; junto con el carbono que
tienen unido forman un anillo de ciclopentano.

29. Un compuesto de conformidad con la reivindicacién 28, caracterizado porque es 1,1-dimetiletil éster del 4cido
(8R,13R)-13-amino-6,14-dioxo-10,11-ditia-7,15-diazaspiro[4.12]heptadecan-8-carboxilico.

30. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad farmacéuticamente efectiva de un compuesto o
su sal farmacéuticamente aceptable, de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20 y, si se desea un
vehiculo inerte farmacéutico ya citado.

31. Un procedimiento para la preparacién de un compuesto, de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado
porque se hace reaccionar el compuesto de nicleo ciclico de la férmula 13.

0
S-S /\‘9/0\09,

o) NH

—C Hz)n 7<g
O

R2 R3

H,N

O

Iz

donde R, con el oxigeno que tiene unido forma un grupo éster hidrolizable;

y R, y ¢, d y R; son tal como se define en la reivindicacién 1,

H
a
OH
N

Ris

con el compuesto de la férmula 19

19
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donde R;s es alquilo C,_;, R-SO,-, R¢-(CH,),,-CO- 0 R3-X-(CH,),CO- y R, R¢, Rg y a, b tal como se define en la
reivindicacion 1.

32. Un compuesto de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, siempre que se prepare siguiendo
un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 31.

33. Un compuesto de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20 como un agente terapéutico.
34. El uso de un compuesto, de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, para la preparacién de un
medicamento que contiene dicho compuesto como un agente activo para el tratamiento de enfermedades inflamatorias,

en especial las enfermedades mediadas por la unién no deseada de integrinas a las moléculas de adhesion celular, por
ejemplo el asma.
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