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RESUMO

"NOVOS PEPTIDOS COMO INIBIDORES DE SERINA PROTEASE NS3 DO

VIRUS DA HEPATITE C"

A presente invencdo descreve compostos novos que
tém actividade inibidora de proteases de HCV bem como
métodos para a preparacdo desses compostos. Noutra forma de
realizacdo, a invencdo descreve composicdes farmacéuticas
compreendendo esses compostos bem como métodos para a sua
utilizacdo para tratar doencas associadas as proteases de

HCV.
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DESCRICAQO

"NOVOS PEPTIDOS COMO INIBIDORES DE SERINA PROTEASE NS3 DO

VIRUS DA HEPATITE C"

CAMPO DA INVENGAO

A presente invencdo relaciona-se com novos ini-
bidores de ©proteases do virus da hepatite C ("HCV"),
composicBes farmacéuticas contendo um ou mais desses
inibidores, métcdos de preparacdo desses inibidores e a
utilizacdo desses 1inibidores para tratar hepatite C e
doencas relacionadas. Esta invencdo especificamente des-
creve novos compostos peptidicos como inibidores da serina

protease NS3/NS4a de HCV.

ANTECEDENTES DA INVENQKO

O virus da hepatite C (HCV) & um virus de ARN de
cadeia simples de sentido (+) que foi implicado como ©
principal agente causal na hepatite ndo A, ndo B (NANBH),
particularmente em NANBH associada ac  sangue (BB-
NANBH) (ver, publicacdo do pedido de patente internacional
N° WO 89/04669 e publicacdo do pedido de patente ecuropeia
N°® EP 381216). A NANBH distingue-se de outros tipos de

doenca hepédtica induzida por wvirus, tal como o virus da
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hepatite A (HAV), o virus da hepatite B (HBV), o virus da
hepatite delta (HDV), o citomegalovirus (CMV) e o virus
Epstein-Barr (EBV), bem como de outras formas de doenca
hepatica tais como o alcoolismc e a cirrose biliar

primaria.

Recentemente, foi identificada, clonada e expres-
sa uma protease de HCV necessdria para o processamento de
polipéptidos e a replicacdo viral; (ver, e.g., patente U.S.
N° 5712145). Esta poliproteina contém aproximadamente 3000
aminodcidos, desde o terminal amina até ao terminal
carboxilo, uma proteina nucleocapsidica (C), proteinas
encapsuladas (E1 e E2) e varias proteinas ndo estruturais
(NS1, 2, 3, 4a, 5a e 5b). A NS3 ¢& uma proteina com
aproximadamente 68 kda, codificada por aproximadamente 1893
nucledtidos do genoma do HCV, e tem dois dominios distin-
tos: (a) um dominio de serina protease que consiste em
aproximadamente 200 dos aminodcidos N-terminais; e (b) um
dominio de ATPase dependente de ARN no terminal C da
proteina. A protease NS3 é considerada um membro da familia
da quimiotripsina devido 4&s semelhancas na seguéncia
proteica, estrutura tridimensional global e mecanismo de
catalise. Outras enzimas semelhantes a quimiotripsina s&o
elastase, factor Xa, trombina, tripsina, plasmina,
uroquinase, tPA e PSA. A serina protease NS3 de HCV &
responsavel pela protedlise do polipéptido (poliproteina)
nas unides NS3/NS4a, NS4a/NS4b, NS4b/NS5a e NS5a/NS5b e é

por 1sso responsével por gerar quatro proteinas virais
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durante a replicacdo viral. Isto tornou a serina protease

NS3 de HCV um alvo atraente para quimiocterapia antiviral.

Foli estabelecido que a proteina NS4a, um poli-
péptido com aproximadamente 6 kda, é um co-factor para a
actividade de serina protease da NS3. A autoclivagem da
unido NS3/NS4a pela serina protease NS3/NS4 ocorre
intramolecularmente (i.e., c¢is) enquantoc que os outros
sitiocs de clivagem s&o processados intermolecularmente

(i.e., trans).

A analise dos sitios de clivagem natural da
protease de HCV mostrou a presenca de cisteina em Pl e de
serina em Pl' e que estes residuos sdo estritamente
conservados nas unides NS4a/NS4b, NS4b/NSbha e NSha/NSbHb. A
unido NS3/NS4a contém uma treonina em Pl e uma serina em
P1'. Estéd postulado que a substituicdo Cys—Thr em NS3/NS4a
¢ responsavel pelo requisito de processamento cis em vez de
trans nesta uni&doc. Ver, e.g., Pizzi et al. (1994) Proc.
Natl. Acad. Sci. (USA) 91:888-892, Failla et al. (199%06)
Folding & Design 1:35-42. O sitio de clivagem de NS3/NS4a
também ¢é mais tolerante a mutagénese do gue os outros
sitiocs. Ver, e.g., Kollykhalov et al. (1994) J. Virol.
©8:7525-7533. Também se verificou que s&o necessarios
residuos acidos na regido a montante do sitio de clivagem
para uma clivagem eficiente. Ver, e.g. Komoda et al. (1994)

J. Virol. 68:7351-7357.
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Os inibidores de protease de HCV gque foram
descritos incluem anti-oxidantes (ver publicacdoc do pedido
de patente internacional N° WO 98/14181), certos péptidos e
andlogos de péptidos (ver publicacdo do pedido de patente
internacional N° WO 98/17679, Landro et al. (1997) Biochem.
36:9340-9348, Ingallinella et al. (1998) Biochem. 37:8906-
8914. Llinas-Brunet et al. (1998) Bioorg. Med. Chem. Lett.
8:1713-1718), inibidores baseados no polipéptido com 70
amincacidos eglina ¢ (Martin et al. (1998) Biochem.
37:11459-11468, afinidade de inibidores seleccionados do
repertdério de inibidores de tripsina de secregdo pan-
credtica humana (hPSTI-C3) e minicorpos (MBip) (Dimasi et
al. (1997) J. Virol. 71:7461-7469), cVgE2 (um fragmento de
anticorpo de dominio varidvel "camelizado") (Martin et ai.
(1997) Protein FEng. 10:607-614), e ol-antiquimiotripsina
(ACT) (Elzouki et al.) (1997) J. Hepat. 27:42-28). Foi
recentemente descrita uma ribozima concebida para destruir
selectivamente o ARN do virus da hepatite C (ver, BioWorid

Today 9(217):4 (November 10, 1998)).

Faz-se também referéncia as publicacbes PCT N° WO
88/17679, publicada em 30 de 2bril de 1998 (Vertex
Pharmaceuticals Incorporated); WO 98/22496, publicada em 28
de Maio de 1998 (F. Hoffmann-La Roche AG); e WO 99/07734,
publicada em 18 de Fevereiro de 1999 (Boehringer Ingelheim

Canada Ltd.).

O HCV foi implicado na cirrose do figado e na
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inducdo de carcinoma hepatocelular. O progndéstico de
doentes que sofrem de infeccdo por HCV é actualmente mau. A
infeccdo por HCV & mais dificil de tratar do que outras
formas de hepatite devido a falta de imunidade ou remissdo
associadas a infeccdo por HCV. Os dados actuais indicam uma
taxa de sobrevivéncia inferior ao 50% aos quatro anos apds
o diagndéstico de cirrose. 0s doentes diagnosticados com
carcinoma hepatocelular ressectavel localizado tém uma taxa
de sobrevivéncia acs cinco anos de 10-30%, enquanto que os
gue tém carcinoma hepatocelular ndo ressectavel localizado

tém uma taxa de sobrevivéncia aos cinco anos inferior a 1%.

Faz-se referéncia a A. Marchetti et al., Synlett,
S1, 1000-1002 (1999) que descreve a sintese de anidlogos
biciclicos de um inibidor de protease NS3 de HCV. Um

composto ai descrito tem a férmula:

Faz-se também referéncia a W. Han et al.,
Bioorganic & Medicinal Chem., Lett., (2000) 10, 711-713, que
descreve a preparacdo de certas o-cetoamidas, a-cetoés-

teres e a-dicetonas contendo funcionalidades alilo e etilo.
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Faz-se também referéncia ao documento WO 00/09558
(requerente: Boehringer Ingelheim Limited; publicado em 24
de Fevereiro de 2000) que descreve derivados peptidicos de

férmula:

em que 0s varios elementos estdo ai definidos. Um composto

ilustrativo dessa série é:

Faz-se também referéncia ao documentc WO 00/09543
(requerente: Boehringer Ingelheim Limited; publicado em 14

de Fevereiro de 2000) que descreve derivados peptidicos de
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féormula:

em que 0s varios elementos estdo ai definidos. Um composto

ilustrativo desta série é:

s terapéuticas correntes para a hepatite C
incluem interferdo-o (INF,) e terapéutica de associagdo com

ribavirina e interferéo. Ver, e.g., Beremguer et al. (1998)
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Proc. Assoc. Am. Physicians 110(2):98-112. Estas terapéu-
ticas sofrem de uma baixa taxa de resposta sustentada e de
efeitos secundarios freguentes. Ver, e.g., Hoofnagle et al.
(1997) N. Engl. J. Med. 336:347. Actualmente, ndo esta

disponivel nenhuma vacina para a infeccdo por HCV.

Os documentos US2002107181, US 2002016294, US
2002102235, US 2003036501, US 2002160962, US 2002147139 e
US 2002068702 descrevem varios tipos de péptidos e/ou
outros compostos como inibidores de serina protease NS-3 do

virus da hepatite C.

O documento WO 01/40262 descreve compostos
cetoamidas e cetoésteres que se afirma serem Uteis como

inibidores de protease NS3 de HCV.

Existe necessidade de novos tratamentos e tera-
péuticas para a infeccdo por HCV. E portanto um objecto
desta invencdo proporcionar compostos Uteils no tratamento
ou prevencdo ou melhoramento de um ou mais sintomas de

hepatite C.

Qutro objecto da presente inveng¢do é proporcionar
compostos TUteis para modulacdo da actividade de serina
proteases de HCV, particularmente a serina protease NS3/NS4

de HCV.
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Outro objecto aqui é proporcionar compostos Uteis

para modulacido do processamento do polipéptido de HCV.

SUMARIO DA INVENGAO

Nas suas muitas formas de realizacdo, a presente
invencdo proporciona novos inibidores de protease de HCV,
composicdes farmacéuticas contendo um ou mais dos compos-
tos, e métodos de preparacdo de formulacdes farmacéuticas
compreendendo um ou mais desses compostos, e sdo também
descritos métodos de tratamento, prevencgdo ou melhoramento
de um ou mais dos sintomas de hepatite C. Também sé&o
descritos métodos de modulacdo da interaccdoc de um
polipéptido de HCV com protease de HCV. Entre os compostos
aqul proporcionados, sdo preferidos os compostos que inibem
a actividade de serina proteases NS3/NS4 de HCV. O presente
pedido proporciona um composto que apresenta actividade
inibidora de protease de HCV, ou enantidmeros, estereo-
isdmeros, rotémeros, tautdmeros ou racematos do referido
composto, ou sals ou solvatos farmaceuticamente aceitiveis
do referido composto, sendo ¢ referido composto selec-

cionado de estruturas listadas adiante:
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Também estdo incluidos na invencdo os tautodmeros,
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rotdmeros, enantidmeros e outros isdmeros Opticos de
compostos da invencgdo, bem como sais, solvatos e o0s seus

derivados farmaceuticamente aceitaveis.

Uma outra caracteristica da invencdo sdo compo-
sicdes farmacéuticas contendo como ingrediente activo um
composto da invencdo (ou seu sal, solvato ou isdémeros) con-
juntamente com um veiculc ou excipiente farmaceuticamente

aceitavel.

A  invencdo também proporciona métodos para
prepara¢do de compostos da invengdo, bem como descreve
métodos para o tratamento de doencas associadas ao HCV. Os
métodos de tratamento compreendem a administracdo a um
doente que sofre da referida doenca ou doencas de uma
guantidade terapeuticamente eficaz de um composto da
invencdo, ou de composicgdes farmacéuticas compreendendo um

composto da invencéo.

Também se descreve a utilizacdo de um composto da
invencdo para o fabrico de um medicamento para tratamento

de uma doenga associada a HCV.

Também se descreve um método de tratamento de uma
doenca associada ao virus da hepatite C, compreendendo a
administracdo de uma qguantidade eficaz de um ou mais

compostos da invencéo.

Também se descreve um método de modulacdo da
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actividade da protease do virus da hepatite C (HCV),
compreendendo fazer contactar protease de HCV com um ou
mais compostos da invencdo, em que o referido método &€ um
método que ndo um método terapéutico de tratamento do corpo

humano ou animal.

Também se descreve um método de tratamento,
prevencdo ou melhoramento de um ou mais sintomas de
hepatite C, compreendendo a administracdo de uma quantidade
eficaz de um ou mais compostos da invencdo. A protease de
HCV é& a protease NS3 ou NS4a. Os compostos da invencédo
inibem essa protease. Também modulam o© processamento do

polipéptido do virus da hepatite C (HCV).

DESCRIQiO PORMENORIZADA DE FORMAS DE REALIZAQKO

PREFERIDAS

Numa forma de realizacdo, a presente invencdo
descreve compostos da invenc¢do como inibidores de protease
HCV, especialmente a serina protease de HCV NS3/NS4a, ou um

seu derivado farmaceuticamente aceitavel.

Dependendo da sua estrutura, os compostos da
invencdo podem formar sais farmaceuticamente aceitiveis com
dacidos organicos ou inorganicos ou bases orgénicas ou
incrgénicas. Exemplos de &acidos adequados para a formacgdo
desses sais sdo os &cidos cloridrico, sulftrico, fosférico,
acético, citrico, maldnico, salicilico, mélico, fuméarico,

succinico, ascodrbico, maleico, metanossulfénico e outros
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dcidos minerais e carboxilicos bem conhecido pelos peritos
na técnica. Para a formacdo de sais com bases, as bases
adequadas s&o, por exemplo, NaOH, KOH, NH,OH, hidréxido de

tetraalgquilaménio e outras semelhantes.

Noutra forma de realizag¢do, esta invengdo propor-
ciona composicbdes farmacéuticas compreendendo os péptidos
da invencdo como um ingrediente activo. As composigdes
farmacéuticas geralmente compreendem adicionalmente um
diluente transportador, excipiente ou wveiculo farmaceu-
ticamente aceitdvel (colectivamente aqui referidos como
materiais transportadores). Devido & sua actividade
inibidora de HCV, essas composicdes farmacéuticas possuem
utilidade no tratamento da hepatite C e doencas rela-

cionadas.

Ainda noutra forma de realizacdo, a presente
invenc&o descreve métodos para preparacdo de composicdes
farmacéuticas compreendendo os compostos da invencdo como
um ingrediente activo. Nas composi¢8es farmacéuticas e
métodos da presente invencdo, o0s ingredientes activos véo
tipicamente ser administrados misturados com materiais
transportadores adequados devidamente seleccionados no que
diz respeito a forma de administrac¢do pretendida, 1.e.
comprimidos orais, capsulas (cheias de s6lido, cheias de
semi-s6lido ou cheias de liguido), pds para reconstituicéo,
geles orais, elixires, granulos dispersaveis, xaropes,
suspensbes, etc., e consistentes com a pratica farmacéutica

convencional. Por exemplo, para administracido cral na forma
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de comprimidos ou cépsulas, o componente farmacologicamente
activo pode ser combinado com qualguer veiculo inerte
farmaceuticamente aceitdvel ndo tdxico oral tal como
lactose, amido, sacarose, celulose, estearato de magnésio,
fosfato dicélcico, sulfato de <calcio, talco, manitol,
dlcool etilico (formas liguidas) e outras semelhantes. Além
disso, quando desejado ou necessario, também podem ser
incorporados na mistura aglutinantes, lubrificantes,
agentes de desintegracdo e corantes adequados. Os pds e
comprimidos podem ser constituidos por desde cerca de 5 a
cerca de 95 por cento da composicdo da invencdo. Os
aglutinantes adequados incluem amido, gelatina, aclcares
naturais, edulcorantes de milho, gomas naturais e
sintéticas tais como acacia, alginato de sbdio,
carboximetilcelulose, polietilenoglicol e ceras. Entre os
lubrificantes podem ser mencionados para utilizacdo nestas
formas de dosagem &acido bdérico, benzoato de sb6dio, acetato
de sbédio, cloreto de sbébdio e outros semelhantes. Os
desintegrantes incluem amido, metilcelulose, goma de guar e

outros semelhantes.

Também podem ser incluidos edulcorantes e agentes
arcmatizantes e conservantes quandc necessario. Alguns dos
termos acima referidos, nomeadamente desintegrantes, dilu-
entes, lubrificantes, aglutinantes e outros semelhantes,

sdo discutidos em mais pormenor adiante.

Adicionalmente, as composicdes da presente inven-

cdo podem ser formuladas em forma de liberacdo controlada
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para proporcionar a libertacdo de taxa contrclada de um ou
mais dos componentes ou ingredientes activos para optimizar
os efeitos terapéuticos, i.e., actividade inibidora de HCV
e outras semelhantes. As formas de dosagem adequadas para
libertacdo controlada incluem comprimidos em camadas
contendo camadas com diferentes taxas de desintegracdo ou
matrizes poliméricas de libertacdo controlada impregnadas
com 0s componentes activos e com a forma de comprimidos ou
capsulas contendo essas matrizes poliméricas porosas

impregnadas ou encapsuladas.

As prepara¢des em forma liquida incluem soluc¢des,
suspensdes e enulsdes. Como exemplo podem ser mencionadas
solugdes de Agua ou agua e propilencglicol para injeccgdes
parentéricas ou adicdo de edulcorantes e calmantes para
solugdes, suspensdes e emulsdes orais. As preparacdes em
forma liquida também podem incluir solugdes para adminis-

tracdo intranasal.

As preparacgdes em aerosscol adequadas para inala-
cdo podem incluir solucdes e s6lidos em forma de pd, que
podem estar em combinacdo com um veiculo farmaceuticamente

aceitdvel tal como um gas comprimido inerte, e.g. azoto.

Para preparacgdo de supcsitérios, uma cera de
baixo ponto de fusdo, tal como uma mistura de glicéridos de
dcidos gordos como a manteiga de cacau é primeiro fundida,
e o0 ingrediente activo ¢ ai disperso homogeneamente por

agitacdo ou mistura semelhante. A mistura homogénea fundida
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¢ entdo vertida em moldes de tamanho conveniente, deixada

arrefecer e assim solidificar.

Também estdo incluidas preparacdes em forma
s6lida que se destinam a ser convertidas, pouco antes da
utilizacdo, em preparacdes em forma liquida para adminis-
tracdo oral ou parentérica. Essas formas liquidas incluem

solugdes, suspensdes e emulsdes.

Os compostos da invencdo também pode ser adminis-
trados transdermicamente. As composi¢des transdérmicas
podem tomar a forma de cremes, locdes, aerossoles e/ou
enulsdes e podem ser incluidas num penso transdérmico do
tipo de matriz ou de reservatdrio como s&o convencionais na

técnica para este fim.

De preferéncia o composto é administrada por via

oral, intravenosa ou subcutéanea.

De preferéncia, a preparacdo farmacéutica esté
numa forma de dosagem unitédria. Nessa forma, a preparacdo é
subdividida em doses unitéarias de tamanho adequado contendo
guantidades apropriadas dos componentes activos, e.g. uma

guantidade eficaz para atingir o objectivo desejado.

A quantidade da composicdo activa da invencdo
numa dose unitaria de preparacdo de dose pode ser geral-
mente variada ou ajustada de cerca de 1,0 miligrama a cerca

de 1000 miligramas, de preferéncia de cerca de 1,0 a cerca
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de 950 miligramas, mais preferencialmente de cerca de 1,0 a
cerca de 500 miligramas, e tipicamente de cerca de 1 a
cerca de 250 miligramas, de acordo com a aplicacdc parti-
cular. A dose real empregada pode variar dependendo da
idade do doente, sexo, peso e gravidade da patologia a ser
tratada. Essas técnicas s&o bem conhecidas pelos peritos na

técnica.

Geralmente, a forma de dosagem oral humana con-
tendo os ingredientes activos pode ser administrada 1 ou 2
vezes por dia. A quantidade e a frequéncia da administracgéo
vai ser regulada de acordo com a avaliac&o do médico
assistente. Uma posologia didria geralmente recomendada
para administrac&o oral pode variar de «cerca de 1,0
miligrama de cerca de 1000 miligramas por dia, em doses

Gnicas ou em doses divididas.

A seguir descreve-se alguns termos Uteis:

Capsula - refere-se a um recipiente ou invdlucro
especial feito de metil celulose, &lcoois polivinilicos ou
gelatinas desnaturadas ou amido para manter ou conter
composicBes compreendendo 08 ingredientes activos. As
capsulas de invdélucro duro s&o tipicamente feitas de
misturas de gelatinas de o0ssos e pele de porco com rigidez
do gel relativamente elevada. A proépria capsula pode conter
pequenas quantidades de corantes, agentes opacificantes,

plastificantes e conservantes.

Comprimido - refere-se a uma forma de dosagem
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s6lida comprimida ou mecldada contendo o©os ingredientes
activos com diluentes adequados. O comprimido pode ser
preparado por compressdo de misturas ou granulados obtidos
por granulacdo por via humida, granulacdo seca ou por

compactacao.

Gel oral - refere-se aos ingredientes activos
dispersos ou solubilizados numa matriz semi-sdélida

hidréfila.

P6 para reconstituicdo refere-se a misturas de pd
gque contém os ingredientes activos e diluentes adequados

gue podem ser suspensos na agua Ou SUMOS.

Diluente - refere-se a substéncias que normal-
mente constituem & maior parte da composicdo ou forma de
dosagem. Diluentes apropriados incluem agucares tais como
lactose, sacarose, manitol e sorbitol; amidos derivados do
trigo, milho, arroz e batata; e celuloses tais como
celulose microcristalina. A quantidade de diluente na
composicdo pode variar de cerca de 10 a cerca de 90% em
peso da composicdo total, de preferéncia de cerca de 25 a
cerca de 75%, mais preferencialmente de cerca de 30 a cerca
de 60% em peso, mais preferencialmente ainda de cerca de 12

a cerca de 60%.

Desintegrante - refere-se a materiais adicionados
a composicdo para a ajudar a separar-se (desintegrar-se) e

libertar o0s medicamentos. 0Os desintegrantes adequados
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incluem amidcs, amidos modificados "sollGvelis em &gua fria"
tais como carboximetilamido de sdédio; gomas naturais e
sintéticas, tals como goma de semente de alfarroba, karaya,
guar, tragacanta e agar; derivados de celulose, tais como
metilcelulose e carboximetilcelulose de sédio; celuloses
microcristalinas e celuloses microcristalinas reticuladas
tais como croscarmelose de sdédio; alginatos tais como acido
alginico e alginato de sddio; argilas tais como bentonites;
e misturas efervescentes. A quantidade de desintegrante na
composicdo pode variar de cerca de 2 a cerca de 15% em peso
da composicdo, mais preferencialmente de cerca de 4 a cerca

de 10% em peso.

Aglutinante - refere-se as substlncias que ligam
ou "colam™ pds e os tornam coesos formando granulos,
servindo assim como o "adesivo" na formulacdo. 0Os
aglutinantes adicionam resisténcia intrinseca j& disponivel
no diluente ou agente de volume. 0Os aglutinantes adequados
incluem acgucares como a sacarose; amidos derivados do
trigo, arroz, milho e batata; gomas naturais, tais como
acadcia, gelatina e tragacanta; derivados de algas tais como
dcido alginico, alginato de sdédio e alginato de ambnio e
calcio, alginato de aménio; materiais celuldsicos tais como
metilcelulose e carboximetilcelulose de sédic e hidroxi-
propilmetilcelulose; polivinilpirrolidona; e aglutinantes
inorganicos, tais como silicato de aluminio e magnésio. A
guantidade de aglutinante na compcsicdo pode variar de
cerca de 2 a cerca de 20% em peso da composicdo, mais

preferencialmente de cerca de 3 a cerca de 10%, em peso,
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mais preferencialmente ainda de cerca de 3 a cerca de 6% em

peso.

Lubrificante - refere-se a uma substancia
adicionada & forma de dosagem para permitir que ©
comprimido, granulado, etc., apds ter sido comprimido, se
liberte do molde ou matriz por reducdo da fricgcdo ou
desgaste. Os lubrificantes adequados incluem estearatos
metédlicos, tais como estearato de magnésio, estearato de
cdlcio ou estearato de potédssio; acido estedrico; ceras de
alto ponto de fusdo; e lubrificantes soliveis em agua, tais
como cloreto de sédio, benzoato de sédio, acetato de sbédio,
oleato de sédio, polietilenoglicéis e d,l-leucina. Os
lubrificantes s&o normalmente adicionados no Gltimo passo
antes da compressdo, uma vez que tém de estar presentes na
superficie dos grénulos e entre eles e as pecas de prensa
de comprimidos. A quantidade de lubrificante na composicgéo
pode variar de cerca de 0,2 a cerca de 5% em peso da
composicdo, de preferéncia de cerca de 0,5 a cerca de 2%,
mais preferencialmente de cerca de 0,3 a cerca de 1,5% em

peso.

Deslizante - material que impede a aglutinacdo e
melhora as caracteristicas de fluidez de granulados de modo
gue o fluxo é homogéneo e uniforme. O deslizantes adequados
incluem didéxido de silicio e talco. A quantidade de
deslizante na composicdo pode variar de cerca de 0,12 a
cerca de 5% em peso da composicdo total, de preferéncia de

cerca de 0,5 a cerca de 2% em peso.
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Agentes corantes - excipientes que proporcionam
coloracdo da composicdo ou da forma de dosagem. Esses
excipientes podem incluir corantes de qualidade alimentar e
corantes de qualidade alimentar adsorvidos num absorvente
adequado tal como argila ou d6xido de aluminic. A quantidade
do agente corante pode variar de cerca de 0,1 a cerca de 5%
em peso da composicido, preferencialmente de cerca de 0,1 a

cerca de 1%.

Biodisponibilidade - refere-se a velocidade e
extensdo com que o ingrediente farmacologicamente activo ou
unidade terapéutica é absorvido na circulacdo sistémica a
partir de uma forma de dosagem administrada em comparacido

com um padrdo ou controlo.

Os métodos convencionais para a preparacdo de
comprimidos s&do conhecidos. Esses métodos incluem métodos a
seco, tais «como compressdo directa e compressdo de
granulados produzidos por compactacdo, ou métodos por via
himida e outros procedimentos especiais. 0Os métodos
convencional para fazer outras formas para administracgdo,
tais como, por exemplo, cépsulas, supositdédrios e outros

semelhantes, também sdo bem conhecidos.

As composicbes farmacéuticas descritas acima
podem ser utilizadas para o tratamento da hepatite C. O
método compreende a administracdo de uma quantidade

terapeuticamente eficaz da composicdo farmacéutica da
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invencdo a um doente que tem essa doengca ou doengas e

necessita desse tratamento.

Os compostos da invencdo podem ser utilizados
para o tratamentc de hepatite C em seres humanos no modo de
monoterapéutica ou num modo de terapéutica de associagdo
(e.g., associacgdo dupla, associacdo tripla, etc.) tal como,
por exemplo, em associac¢do com agentes antivirais e/ou
imuncmoduladores. Exemplos desses agentes antivirais e/ou
imunomoduladores incluem Ribavirin (da Schering-Plough
Corporation, Madison, New Jersey) e Levovirin™ (de ICN
Pharmaceuticals, Costa Mesa, Califérnia), VP 50406™ (de
Viropharma, Incorporated, Exton, Pennsilvania), ISIS 14803™
(de ISIS Pharmaceuticals, Carlsbad, Califérnia), Heptazyme™
(de Ribozyme Pharmaceuticals, Boulder, Colorado), VX 497™
(de Vertex Pharmaceuticals, Cambridge, Massachusetts),
Thymosin™ (de SciClone Pharmaceuticals, San Mateo,
Califérnia), Maxamina™ (Maxim Pharmaceuticals, San Diego,
Califérnia), micofenolato mofetil (de Hoffman-LaRoche,
Nutley, New Jersey), interferdo (tal como, por exemplo,
interferdo alfa, conjugados de PEG-interferdo alfa) e
outros semelhantes. 0s "conjugados de PEG-interferdo alfa"
sdc moléculas de interferdo alfa ligadas covalentemente a

uma molécula de PEG. Conjugados de PEG-interferdo alfa

ilustrativos incluem interferdo alfa-Za (Roferon™ de
Hoffman La-Roche, Nutley, New Jersey) na forma de
interferdo alfa-2¢ pegilado (e.g., comercializado com a

marca comercial Pegasys™), interferdoo alfa-2b (Intron™, de

Schering-Plough Corporation) na forma de interferdo alfa-2b
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pegilado (e.g., comercializado com a marca comercial PEG-
Intron™), interferdo alfa-2c (Berofor Alpha™, de Boehringer
Ingelheim, Ingelheim, Alemanha) ou interferdo de consenso
definido por determinagdo de uma sequéncia de consenso de
interedes alfa de ocorréncia natural (Infergen™, de Amgen,

Thousand Oaks, Califérnia).

Tal como afirmado anteriormente, a invencdo tam-
bém inclui tautdmeros, rotadmeros, enantidmeros e estereo-
isémeros dos compostos da invencdo. Assim, como serd enten-
dido por um perito na matéria, alguns dos compostos da
invenc&o podem existir em formas isoméricas adequadas.
Essas variacg¢des estlo contemplados como estando dentro do

ambito da invencéo.

Os compostos da invencdo s&o um subconjunto de
uma classe de compostos mails ampla, representados pela

estrutural geral ilustrada na Foérmula I:

Férmula I

em que:
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Y é seleccionado do grupo que consiste em alquilo, alguil-
arilo, heteroalquilo, hetercarilo, aril-hetercarilo, al-
guil-heteroarilo, ciclocalguilo, alquiloxi, alguil-ariloxi,
ariloxi, hetercariloxi, heterocicloalquiloxi, cicloal-
guiloxi, alguilamino, arilamino, alquilarilamino, aril-
amino, heterocarilamino, cicloalgquilamino e heterocicloal-
guilamino, com a condicdo de que Y pode estar opcionalmente

substituido com X' ou X'%;

X & alquilo, alcenilo, alcinilo, cicloalquilo, ciclo-
alguil-algquilo, heterociclilo, heterociclilalquilo, arilo,
alguilarilo, arilalquilo, heterocarilo, alquil-heterocarilo,
ou hetercarilalquilo, com a condicdo de que X' pode estar

adicionalmente opcionalmente substituido com X'°;

X & hidroxilo, alcoxi, ariloxi, tio, alquiltio, ariltio,
amino, alquilamino, arilamino, alquilsulfonilo, arilsul-
fonilo, alquilsulfonamido, arilsulfonamido, carboxilo, car-
balcoxi, carboxamido, alcoxicarbonilaminc, alcoxicarbo-
niloxi, alquilureido, arilureido, halogéneo, c¢iano ou
nitro, com a condicdo de gue os referidos alquilo, alcoxi e
arilo podem estar opcionalmente adicionalmente substituidos
com unidades seleccionadas independentemente de X

g

R' & -C(0)R®> ou -B(OR),, em que R° é H, -OH, -OR", -NR’

RlO,
-CF5, =-C,Fs, -CsF;, -CF.R®°, -R%, ou -C(O)R’ em que R’ é H,
-OH, -ORY, -CHR'RY, ou -NRRY, em que R%°, R, R’ e R sdo
seleccionados independentemente do grupo que consiste em H,

alquilo, arilo, heterocalquilo, hetercarilo, cicloalquilo,
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cicloalquilo, arilalquilo, heteroarilalquilo, -I[CH(R")].C(O)-

OR™, -[CHER")ILCONR"R®, -[CH(R)IS(0,)RY, -[CHR')ILCIORY,
-[CH®R") J,CH(OH)R",  -CH(R')C(O)N(H)CH®R")C(O)OR",  -CH[R')C(0)-
N(H)CH(R)C(O)NR“R"”,  -CH(R')C(O)N(H)CH(R*)R,  -CH(R")C(O)N(H)-
CH(R*/C (O)N(E)CH (R") C (Q)ORY, -CH(R"")C (O)N (H) CH(R*") C (O) N (H) CH-
(R’")C (0)NR¥RY, —CH(RY)C (O)N (H) CH(R*")C (O)N (H)CH(R™") C (O) N (H) CH-
(R"')C(0)OR™, ~CH(R")C(O) N (H)CE (R*')C (O)N (H) CH (R”") C (O) N (H) CH (R"') -
C (0)NR¥RY, ~CH(RY)C(0)N(H)CH(R*)C(O)N (H) CH(R*)C(O)N (H)CH (R"") -

C(O)N(H)-CH(R”)C(C)OR" e -CH(R')C(O)N(H)CH(R')C(0O)N(E)CH(R")C(O)N-
(H)CH(R*")C(0)N(H)CH (R”") -C (0O) NRMRY,

em que RY, R, RY, RY, R, RY, RY¥, RY¥, e R' s30 selec-
cionados independentemente do grupo gque consiste em H,
alguilo, arilo, heterocalguilo, hetercarilo, cicloalquilo,
alguil-arilo, alquil-heterocarilo, aril-alquilo e hete-

roaralquilo;

Z & seleccionado de O, N, C(H) ou C(R);

W pode estar presente ou ausente, e se W estd presente, W &

seleccionado de C(=0), C(=S), C(=N-CN) ou S(0:);

Q pode estar presente ou ausente, e quando Q esta presente,
Q é C(H), N, P, (CBE:;)s, (CHR)y, (CRR"),, O, NR, S, ou SO,; e
guando Q estd ausente, M pode estar presente ou ausente;
guando Q e M estdo ausentes, A estd directamente ligado a

L;

A & 0, CHs;, (CHR),, (CHR-CHR'")p, (CRR")p, N(R), S, S(0:2) ou

uma ligacéo;



PE1481000 - 36 -

E &€ CH, N, CR, ou uma ligacdo dupla a A, L ou G;

G pode estar presente ou ausente, e guando G estd presente,
G é (CHz)p, (CHR)p, ou (CRR'):; e quando G estd ausente, J
estd presente e E estd directamente ligado ao atomo de

carbono na Férmula I ao qual estd ligado G;

J pode estar presente ou ausente, e quando J estd presente,
J é& (CHy)p, (CHR)p, ou (CRR')p, S(0,), N(H), N(R) ou 0O; e
guando J estd ausente, G estd presente e E esté
directamente ligado ac N ilustrado na Foérmula I que esté

ligado a J;

L pode estar presente ou ausente, e guando L estd presente,
L & C(H), C(R), O, S ou N(R); e guando L estd ausente,
entdoc M pode estar presente ou ausente; e se M esta
presente com L estando ausente, entdo M estd directamente e
independentemente ligado a E, e J estd directamente e

independentemente ligado a E;

M pode estar presente ou ausente, e quando M estid presente,

M é 0, NR, S, S(0z), (CHz)z, (CHR)z, (CHR-CHR')p, ou (CRR")p;

p & um nimero de 0 a 6; e

R, R', R’>, R® e R’ podem ser iguais ou diferentes e sdo
P g

seleccionados independentemente do grupo que consiste em H;

C1-Ci¢ alquilo; Cs-Cip alcenilo; Cs-Cg¢ cicloaquilo; C3-Cg
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heterocicloalquilo, alcoxi, ariloxi, alquiltio, ariltio,
aminc, amido, éster, &acido carboxilico, carbamato, ureia,
cetona, aldeido, ciano, nitro, halogéneo; (cicloalquil)-
alguilo e (heterocicloalguil)alquilo, em que o referido
cicloalquilo ¢é constituido por trés a oito A4atomos de
carbono, e zero a seis &tomos de oxigénio, azoto, enxofre
ou fésforo, e o referido alquilo tem um a seis atomos de
carbono; arilo; heterocarilo; alguil-arilo; e alquil-

heterocarilo;

em que as referidas wunidades alquilo, heterocalquilo,
alcenilo, heterocalcenilo, arilo, hetercarilo, cicloalquilo
e heterocicloalquilo podem estar substituidas opcionalmente
e de forma quimicamente adequada, com o referido termo
"substituidas" a referir-se a substituicdo opcional e
guimicamente adequada com uma ou mals unidades selec-
cicnadas do grupo que consiste em alquilo, alcenilo,
alcinilo, arilo, aralquilo, c¢icloalquilo, heterociclilo,
halogéneo, hidroxilo, tio, alcoxi, ariloxi, alquiltio,
ariltio, amino, amido, éster, &acido carboxilicoc, carbamato,
ureia, cetona, aldeidc, c¢iano, nitro, sulfonamido, sul-
foxido, sulfona, sulfonilureia, hidrazida, e hidroxamato; e
ainda em que a referida unidade N-C-G-E-L-J-N na Férmula I
representa ou uma estrutura em anel ciclica com cinco
membros ou uma estrutura em anel ciclica com seis membros
com a condigdo de que quando a referida unidade N-C-G-E-L-
J-N representa uma estrutura em anel ciclica com cinco
membros, ou quando a estrutura em anel biciclica na Férmula

I compreendendo N, C, G, E, L, J, N, A, Q, e M representa
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uma estrutura em anel ciclica com cinco membros, entdo a
referida estrutura em anel ciclica com cinco membros ndo

tem um grupo carbonilo como parte do anel ciclico.

Os compostos de Formula I, incluindo os compostos
da invencdo, podem ser preparados por varias técnicas
conhecidas na especialidade. Procedimentos ilustrativos
representativos estdo apresentados nos esquemas reaccionais
seguintes. Entender-se-4 gue embora o0s seguintes esquemas
ilustrativos seguintes descrevam a preparacdo de alguns
compostos representativos da invencdo, a substituicédo
adequada de qualgquer dos aminocdcidos tanto naturais como
n&c naturais vai resultar na formacdo dos compostos dese-
jados com base nessa substituic&o. Essas variagdes estédo

contempladas como estando dentro do &mbito da invencdo.

As abreviaturas que sdo utilizadas nas descrigdes

dos esquemas, preparacdes e exemplos que se seguem S&0:

THF: Tetra-hidrofurano

DMF: N,N-Dimetilformamida

EtOAc: Acetato de etilo

AcOH: Acido acético

HOOBt: 3-Hidroxi-1,2,3-benzotriazin-4 (3H)-ona

EDCl: Cloridrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etil-carbo-
diimida

NMM: N-Metilmorfolina

ADDP: 1,1'-(Azodicarbonil)dipiperidina

DEAD: Azodicarboxilato de dietilo
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MeOH: Metanol

EtOH: Etanol

Et,0: Eter dietilico

DMSO: Sulfdoxido de dimetilo

HOBt: N-Hidroxibenzotriazole

PyBrOP: Hexafluorofosfato de bromo-tris-pirrolidinofosfdénio
DCM: Diclorometano

DCC: 1,3-Diciclo-hexilcarbodiimida

TEMPO: 2,2,6,6-Tetrametil-1-piperidiniloxi

Phg: Fenilglicina

Chg: Ciclo-hexilglicina

Bn: Benzilo

Bzl: Benzilo

Et: Etilo

Ph: Fenilo

iBoc: isobutoxicarbonilo

iPr: isopropilo

“Bu ou Bu': terc-Butilo

Boc: terc-Butiloxicarbonilo

Cbz: Benziloxicarbonilo

Cp: Ciclopentildienilo

Ts: p-toluenossulfonilo

Me: Metilo

HATU: Hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-1il)-
1,1,3,3-tetrametilurdnio

DMAP: 4-N,N-Dimetilaminopiridina

Bop: hexafluorofosfato de benzotriazol-l-il-oxi-tris-

(dimetilamino)
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Esquemas preparativos gerais:

Os esquemas seguintes descrevem o©s métodos de

sintese de blocos de construcdo intermédios:

ESQUEMA 1
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Preparagdo de intermediirios:

Exemplo preparativo 1

Passc A: Composto (1.1)

QX 4y (2

N AL A

BocHN., o Eh

{1.08}

{1.08}

A uma solugdo com agitagdo do Composto (1.08)
(3,00 g, 12,0 mmol (S. L. Harbeson et al., J. Med. Chem. 37
No.18 (1994) 2918-2929) em DMF (15 mL) e CH.Cl; (15 mL) a -
20°C adicionou-se HOOBt (1,97 g, 12,0 mmol), N-metil
morfolina (4,0 mL, 36,0 mmol) e EDCl (2,79 g, 14,5 mmol) e
agitou-se durante 10 minutos, a que se seguiu a adicdo de
HC1-H,N-Gly-OBn (2,56 g, 13,0 mmol). A solucdc resultante
foi agitada a -20°C durante 2 horas, mantida refrigerada de
um dia para o outro e depois concentrada até & secura, a
gue se seguiu diluicdo com EtOAc (150 mL). A solucdo de
EtOAc foi entdc lavada duas vezes com NaHCOz saturado, H:0,
HsPO; a 5%, solucdo aquosa saturada de cloreto de sédio,
seca sobre Na,;S0,, filtrada e concentrada até a secura para

dar o Composto (1.09) (4,5 g, 94%). LRMS m/z MH'= 395,1.

Passo B: Composto (1.1)

o B
EQMNFH( N\_}"U\Qﬁ Ph ..... 3o
Q

£1.08)
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Uma solug¢do de Composto (1.09) (7,00 g, 17,8
mmol) em etanol absolutc (300 mL) foi agitada a temperatura
ambiente numa atmosfera de hidrogénio na presenca de Pd
sobre C (300 mg, 10%). A evolucdo da reacgdo foi
monitorizada por TLC. 2pbés 2 h, a mistura foi filtrada
através de uma camada de Celite e a solucdo resultante foi
concentrada em vacuo para dar Composto (1.1) (5,40 g,

quantitativo). LRMS m/z MH'= 305,1.

Exemplo preparativo 2

Passo A Composto (1.3)

O

o o o
" |
| NV’ltm-H HoN" an& NS B“H“P/J\‘(NVJL “CooBy

(1.1} {1.2) {1.3}
Uma mistura de Composto (1.1) do Exemplo
preparativo 1, Passo B acima (1 eq.), Composto (1.2) (de

Novabiochem, N° de catdlogo 04-12-5147) (1,03 eqg.), HOOBt
(1,03 eg.), N-metilmorfolina (2,2 eqg.) e dimetilformamida
(70 mL/g) foi agitada a -20°C. Adicionou-se EDCl (1,04 eq.)
e a reaccdo foi agitada durante 48 h. A mistura reaccional
foi vertida em KH;PO, aquoso a 5% e extraida com acetato de
etilo (2x). Os extractos orgénicos combinados foram lavados
com K,CO; aquoso a 5% frio, depois KH;PO, aquosc a 5%,
depois solugdo aquosa saturada de cloreto de sédic, e a
camada orgénica foli seca sobre MgSO, anidro. A mistura foi

filtrada, depois evaporada e o filtrado seco em vacuo, ©
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residuo foi triturado com Et,0-hexano, e filtrado para dar
o composto em epigrafe (1.3) (86% de rendimento), CysH30N307

(493,060), espectroc de massa (FAB) M+1 = 494, 3.

Passo B Composto (1.4)

O composto (1.3) do Exemplo preparativo 2, Passo
A (3,0 g) fol tratado com HCl 4 N/dioxano (3¢ mL) e agitado
a temperatura ambiente durante 7 min. A mistura foi vertida
em 1,5 L de hexano frio (5°C) e agitada, depois deixada em
repouso no frio durante 0,5 h. A mistura foi filtrada com
succdo em atmosfera seca, e o sbé6lido recolhido foi seco
adicionalmente para dar o composto em epigrafe (1.4) (2,3
g, 88% de rendimento), CspHsNsO5.HC1, H' NMR (DMSO-dg¢/NaOD)
o 7,38 (m, 5H), 5,25 (m, 1H), 4,3-4,1 (m, 1H), 3,8 (m, 2H),
3,4-3,3 (m, obscurecido por D;0), 1,7-1,1 (m, 4H), 1,35 (s,

SH), 0,83 (m, 3H).

Exemplo preparativo 3

Composto (1.5)

BN,

B
N H"l*mo-au*

4.3)
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O composto (1.3) do Exemplo preparativo 2, Passo
A, foi tratado essencialmente da mesma maneira gue no
Exemplo preparativo 7, Passo A adiante para dar Composto

(1.5).

Exemplo preparativo 4

Composto (1.6)

4 & Ph O FPh
ﬁ CO0BE N’“!‘lcmsui
_ &
(1.5} {1.6)

O Composto (1.5) do Exemplo preparativo 3 foi
tratado essencialmente da mesma maneira que no Exemplo

preparativo 2, Passo B, para dar o Composto (1.6).

Exemplo preparativo 5

Passo A Composto (2.09)

{2.09}

A uma solucdo de cloridrato de dimetilamina (1,61

g, 19,7 mmol), N-Boc-fenilglicina, Composto (2.08) (4,50 g,
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17,9 mmol, Bachem Co. # A-2225), HOOBt (3,07 g, 18,8 mmol)
e EDCL (4,12 g, 21,5 mmol) em DMF anidra (200 mL) e CH.Cl;
(150 mL) a -20°C adicionou-se NMM (5,90 mL, 53,7 mmol).
Depois de ter sido agitada a esta temperatura durante 30
min, a mistura reaccional foi mantida num congeladcr de um
dia para o outro (18 h). Foi depois deixada aquecer até a
t.a., e adicionou-se EtOAc (450 mwmL), solugcdo aquosa
saturada de cloreto de sddio (100 mL) e H3PO, a 5% (100
mL) . Depois de as camadas terem sido separadas, a camada
orgénica foi lavada com HsPO, a 5% (100 mL), soluc&o aquosa
saturada de bicarbonato de sédio (2 X 150 mL), &gua (150
mL), e solucdo aquosa saturada de cloreto de sédio (150
mL), seca (MgSQO4), filtrada e concentrada em vacuo para dar
Composto (2.09) (4,86 g) como um sélido branco, que foi

utilizado sem purificaclo adicional.

Passo B Composto (2.1)

HocHN

(2.00) (2.1)

O Composto (2.09) do Exemplo preparativo 5, Passo
A (4,70 g, em bruto) foi dissolvido em HCl1 4 N (60 mL, 240
mmol) e a solucdo resultante foi agitada a temperatura
ambiente. A evolucdo da reaccido foi monitorizada por TLC.
Apbs 4 h, a solucdo foi concentrada em vacuo para dar

Composto (2.1) como um sélido branco que foi utilizado na
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reaccdo seguinte sem purificacdo adicional. LRMS m/z MH =

179,0.

Exemplo preparativo 6

Passo A Composto (2.2)

Bocktir Ay Mo HzN"\Qc}mag o BOSHRNAY N‘)}\ﬁ“l‘wwsz
{1.1 2.9 {2.2)

Essencialmente da mesma maneira gque no Exemplo
preparativo 2, Passo A, substituinte o cloridratc do éster
t-butilico de fenilglicina ©por cloridrato de N,N-
dimetilamida de fenilglicina, foi preparado o Composto

(2.2), espectro de massa (FAB) M+1 = 465, 3.

Passo B Composto (2.3)

S SITY:
H { a
2.2 £2.3)

Fez-se reagir o Composto (2.2) do Passo A (1,85
g) com HC1 4 N/dioxanc (50 mL) & temperatura ambiente
durante 1 h. A mistura foil evaporada em vacuo num banho de

dgua a 20°C, triturada com éter isopropilico, filtrada,
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seca para dar Composto (2.3) (1,57 g, 98% de rendimento),

C1¢H»3N404.HC1, espectro de massa (FAB) M+1 = 365,3

Exemplo preparativo 7

Passo A Composto (2.4)

. ; o

™ ﬁ CONMe: e N“}LﬁJﬁsﬂNW%
) (2.4)

Uma solucdo de Composto (2.2) do Exemplo

preparativo 5, Passo A (2,0 g) em diclorometanc (60 mL) foi
tratada com sulféxido de dimetilo (3,0 mL) e acido 2,2-
dicloroacético (0,70 mL). A mistura com agitacdo foi
arrefecida a 5°C e depois adicionou-se solucio 1 M de
diciclo-hexilcarbodiimida/diclorometano (8,5 mL). O Dbanho
frio foi retirado e a mistura agitada durante 22 h. Em
seguida adicionou-se Z2-propanol (0,5 mL), e agitou-se
durante mais 1 h. A mistura foi filtrada e depois lavada
com NaOH 0,1 N gelado (50 mlL), depois HCl 0,1 N gelado (50
mL), depois KH;PO, aquoso a 5%, depois solucdo aquosa
saturada de cloreto de sdédio. A solugdoc organica foi seca
sobre sulfato de magnésio anidro, e depois foi filtrada. O
filtrado foil evaporado e cromatografado em gel de silica,
eluindo com acetato de etilo para dar Composto (2.3) (1,87
g, 94% de rendimento), C»3HzuN.0s, espectro de massa (FAB)

M+1 = 463, 3.
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Passo B Composto (2.5)

{2.43

Essencialmente da mesma maneira gue no Exemplo

preparativo 2, Passo B, foil preparado o Composto (2.5).

Exemplo preparativo 8

Passo A Composto (3.1)

: &
mf@mm@ ebe N N enoms
(3,00 3.1}

Num baldo combinou-se éster metilico de N-Cbz-
hidroxiprolina (disponivel de Bachem Biosciences,
Incorporated, King of Prussia, Pennsilvania), composto
(3.01) (3,0 g), tolueno (30 mL), e acetato de etilo (30
mL). A mistura fol agitada vigorosamente, e depois
adicionou-se uma solucdo de NaBr/dgua (1,28 g/5 mL). A esta
adicionou-se de radical livre 2,2,6,6-tetrametil-1-
piperidiniloxi  (TEMPO, 17 mg, de Aldrich Chemicals,
Milwaukee, Wisconsin). A mistura com agitacdo foi
arrefecida a 5°C e depois adicionou-se uma solucdo de

oxidante preparada [lixivia disponivel comercialmente,
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Clorox(® (18 mL), NaHCOs (2,75 g) e é&gua para perfazer 40
mL,] gota a gota durante 0,5 h. A esta adicionou-se 2-
propanol (0,2 mL). A camada orgéanica fol separada e a
camada aquosa foi extralida com acetato de etilo. Os
extractos orgénicos foram combinados, lavados com
tiossulfato de sédio a 2%, e depois com solucdo aquosa
saturada de cloreto de sdédio. A solucdo orgdnica fol seca
sobre MgS0O, anidro, filtrada, e o filtrado evaporado em
vacuc para dar uma goma amarela palida adequada para as
reacgdes subsequentes (2,9 g, 97% de rendimento), CiiH;5NOs

(2777,28), espectro de massa (FABR) M+l = 278,1.

Passo B Composto (3.2).

— szi
L e oo C00Me

{3.2}

{3.1)

O Composto (3.1) do Passo A acima (7,8 g) foi
dissolvido em diclorometanc (100 mL), e arrefecido a 15°C.
2 esta mistura adicionou-se primeiro 1,3-propancditiol (3,1
mL), seguido por eterato de trifluoreto de boro destilado
de fresco (3,7 mL). A mistura fol agitada a temperatura
ambiente durante 18 h. FEnquanto se agitava vigorosamente,
adicionou-se cuidadosamente uma solugdo de K,COs/agua (2
g/30 mL), seguida por NaHCO; saturado (10 mL). A camada

orgénica fol separada da camada aquosa (pH ~7,4), lavada
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com &gua (10 mL) e depois solugdo aquosa saturada de
cloreto de sdbdio. A solucédo orgadnica foi seca sobre MgSO,
anidro, filtrada, e evaporada em vacuo. O residuo foi
cromatografado em gel de silica, eluindo com tolueno,
depois com um gradiente de hexano-Et;0 (2:3 a 0:1) para dar
um O6leo castanho (7,0 g, 68% de rendimento), C17Hz1NO4S;

(367,48), espectro de massa (FAB) M+1 =368,1.

Passo C Composto (3.3)

‘ —_
NGO M B COCHe

o
(3.2} (1.3)

Uma solucdo de composto (3.2) do Passo B acima
(45 g) em acetonitrilo (800 mL) a 20°C foi tratada com
iodotrimetilsilano destilado de fresco (53 mL) de uma sd
vez. A reaccdo foi agitada durante 30 min, depois vertida
numa solugdo preparada de fresco de dicarbonato de di-t-
butilo (107 g), éter etilico (150 mL), e
diisopropiletilamina (66,5 mlL). A mistura foili agitada
durante mais 30 min e depois foi lavada com hexano (2 x 500
mL) . Adicionou-se acetato de etilo (1000 mL) a camada
inferior de acetonitrilo, e depois a camada foi lavada com
KH,PO, aquoso a 10% (2 x 700 mL) e solugdo aquosa saturada
de cloreto de sédio. O filtrado foil evaporado em vacuo num
banhc de &gua a 25°C, retomado em acetato de etilo fresco

(1000 mL) e lavado sucessivamente com HC1 0,1 N, NaCH 0,1
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Q.

N, KH:PO, aquoso a 10%, e solugdo aquosa saturada de
cloreto de sddio. A solucdo orgédnica fol seca sobre MgSO,
anidro, filtrada, e evaporada em vacuo. O residuo (66 g)
foi cromatografado em gel de silica (2 kg), eluindo com
hexano (2 L), depois Et,0/hexano (55:45, 2 1), depois Et;0
(2 L) para dar uma goma cor de laranja que cristalizou
lentamente em repouso (28 g, 69% de rendimento), Ci14H»3NO;S,

(333,40), espectro de massa (FAB) M+l = 334,1.

Passo D Composto (3.4)

M

8. 8 8.8
fi: I ii:-
NN e00Me e COUH

B
3.3) (3.4)

Uma solugdo de composto (3.3) do Passo C acima
(11 g) em dioxano (150 mL) a 20°C foi tratada com LiOH
aquoso 1 N (47 mL) e agitada durante 30 h. A mistura foi
concentrada em vacuo num banho de &gua a 30°C até metade do
volume. O remanescente foi diluido com &gua (300 ml) e
extraido com Et,0 (2 x 200 mL). A camada aquosa foi
acidificada até pH ~4 com HCl 12 N (3-4 mL), extraida com
acetato de etilo, e lavada com solugdo aquosa saturada de
cloreto de sé6dio. A solucdo orgédnica fol seca sobre MgSO,
anidro, filtrada, e evaporada em v&cuo para dar o Composto
(3.4) (8,1 g, 778%), C-3Hy NO4S, (319,44), espectro de massa

(FAB) M+1 = 320,1.
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Passo E Composto (3.5).

~NCo0Me ~CooMs

Ba HOWH"
(3.3) A

A uma solucdo de composto (3.3) do Passo C acima
(1 g) em dioxano (5 mlL), adicionou-se solucdc de HC1 4 N em
dioxano (50 mL). A mistura foi agitada vigorosamente
durante 1 h. A mistura foli evaporada em vacuo num banho de
dgua a 25°C. O residuo fol triturado com Et;0 e filtrado
para dar o composto em epigrafe (0,76 g, 93% de
rendimento), CoHisNO»S,.HC1 (269,81), espectro de massa

(FAB) M+1 = 234,0.

Exemplo preparativo 9

Passo A Composto (3.6)

1

s?i
N CO0Me

chr”

{3.8}

Seguindo essencialmente © mesmo procedimento do
Exemplo preparativo 8, Passo B, substituindo propano ditiol

por etano ditiol, obteve-se o composto (3.6).
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Passo B Composto (3.7).

mﬁ Su_ .S
iiil‘ﬂ@ﬁ“e | ééil‘

ooz Bm.x” S CO0Me

(3.8 an

Seguindo essencialmente © mesmo procedimento do
Exemplo preparativo 8, Passo C, substituindo o composto
(3.2) pelo composto (3.6), obteve-se o produto composto

(3.7).

Passo C Composto (3.8)

4 B8
AT CO0Me o’ COOH

(3.7 {3.8)

Seguindo essencialmente © mesmo procedimento do
Exemplo preparativo 8, Passo D, substituindo o composto
(3.3) pelo composto (3.7) obteve-se o produto composto

(3.8).

Passo D Composto (3.9)

e ol
N e OO N"wea0ide

Boc” HEEH
{3.7} {3.8)
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Seguindo essencialmente © mesmo procedimento do
Exemplo preparativo 8, Passo E, substituindo o composto
(3.3) pelo composto (3.7) obteve-se o produto composto

(3.9).

Exemplo preparativo 10

Passo A Composto (4.1)

Essencialmente da mesma maneira gque no Exemplo
preparativo 2, Passoc A, foil preparado o Composto (4.1)

C33H43N40032 (708,89) .

Passo B Composto (4.2)
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Essencialmente da mesma maneira gque no Exemplo
preparativo 2, Passo B, fol preparado o Composto (4.2)

espectro de massa (FAB) M+1 = 609,3.

Passo C Composto (4.3)

ohw 8 4 secchgon
HOI o 0 0 '

g
(4.3)

Essencialmente da mesma maneira que no Exemplo
preparativo 2, Passo A, foi preparado o Composto (4.3),

C41He1N:019S2 (708,89), espectro de massa (FAB) M+l = 709, 3.

Passo D Composto (4.4)

Essencialmente da mesma maneira gque no Exemplo

preparativo 7, Passo A, fol preparado o Composto (4.4).
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Exemplo preparativo 11

Passo A Composto (4.5)

5.5 oy § R
d » wor Ay A oog,
| 4
A weoow © ,

Boc
(1.4)

(3.4)

Essencialmente da mesma maneira gue no Exemplo

preparativo 2, Passo A, foil preparado o Composto (4.5).

Passc B. Composto (4.6)

;ﬂqﬁ\i f%aau | | -. | &ﬁﬁ‘ﬁﬁiﬁw
| 4 0 0
{4.5) |

(4.6)

Essencialmente da mesma maneira gque no Exemplo

preparativo 2, Passo B, foli preparado o Composto (4.6).



PE1481000 - 67 -

Passo C, Composto (4.7)

oy 8
; N M Lopyt 4 ibes-Ghg-OH
ot (4.9)
' {4.8)
Fez-se reagir o Composto (4.9) do Exemplo

preparativo 12, com o Composto (4.6) do Passo B acima,
essencialmente da mesma maneira que no Exemplo preparativo

2, Passo A, para dar o Composto (4.7).

Passc D, Composto (4.8)

(48)

Essencialmente da mesma maneira gue no Exemplo

preparativo 7, Passo A, fol preparado o Composto (4.8).

Exemplo preparativo 12

Composto (4.9)

MEUGOOTT ¢ MlhgOH et oo Uhg~OH

{4.01) (4.02) {4.5)
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Uma solugdo de L-ciclo-hexilglicina (4.02) (1,0
eq.), dimetilformamida (20 mL/g) e diisopropiletilamina
(1,1 eq.) a 5°C & tratada com cloroformato de isobutilo
(4,01) (1,1 eg.). O banho de arrefecimento é retirado e é
agitada durante 6 h. A mistura reaccional é vertida em
KH,PO, aguoso a 5% e extraida com acetato de etilo (2x). Os
extractos orgldnicos combinados sdo lavados com K;CO;3 aquoso
a b% frio, depois KH,PO, aquoso a 5%, depois solucdo aquosa
saturada de cloreto de sédio, e os extractos orgidnicos séo
secos sobre MgSO, anidro. A mistura € filtrada, o filtrado
& evaporado em vacuo, ¢ residuo <cromatografado @se
necessadrio ou entdo o residuo é triturado com Et,0-hexano,
e filtrado para dar o composto em epigrafe (4.9), Ci3Hp3NO,4

(257,33) .

Exemplo preparativo 13

Composto (13.1)

FBuQCOCE + H-Thr(Ba)OH ~—m  (hoeThe(Bal-OH

(4.01) {13.02) (13.)
Essencialmente da mesma maneira gque no Exemplo
preparativo 12, substituindo L-ciclo-hexilglicina (4.02)
por L-O-benziltreonina (13.02) (Wang et al., J. Chem. Soc.
Perkin Trans. 1, (1997) ©N°5, 621-624) & preparado ©
Composto (13.1) CieHp3NOs (309,36), espectro de massa (FAB)

M+1 = 310, 2.
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Exemplo preparativo 14

N
hee-Chy'

Fez-se reagir o Composto (4.8) do Exemplo
preparativo 11, Passo D (1,.0 g) com uma solucdo de &cido
tricloroacético-diclorometano anidro(l:1, 50 mL) durante 2
h, A sclucdo foi diluida com xileno (100 mL) e evaporada em
vacuo. O residuo foi triturado com Et,0, e filtrado para
dar o composto em epigrafe (5.1) (0,9 g), CaHs3N504S,

(775,98), espectro de massa (FAB) M+l = 776,5.

Passo B Composto (5.2)

JN: ‘
bog-Chy

Essencialmente da mesma maneira gque no Exemplo
preparativo 2, Passo A, fez-se reagir o Composto (5.1) com
amcniaco (sclugdo 0,5 M em 1,4-dioxano), para obter o
composto em epigrafe (5.2) Ci7Hs5.NgOsS; (774,99), espectro de

massa (FAB) M+1 = 775,4.
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Exemplo preparativo 15

O

& Eh
B I H i '
. g}j}}rﬁ “‘)LN’L“' hifides
5 t 3

H o ChgfEN |
soc-Cl
5.4) °r

{5.3)

Uma mistura de Composto (5.1) do Exemplo prepa-
rativo 14, Passo A (0,15 g), N,N-dimetilamina (0,12 mL de
solucdo 2 M em THF), dimetilformamida (10 mL), e reagente
de condensacdo PyBrOP (0,11 g) foi arrefecida a 5°C, depois
adicionou-se diisopropiletilamina (DIEA ou DIPEA, 0,12 mL).
A mistura foil agitada no frio durante 1 min, depois agitada
a temperatura ambiente durante 6 h. A mistura reaccional
foi vertida em H3PO, aquoso a 5% frio (50 mL) e extraida
com acetato de etilo (2x). 0Os extractos orgénicos
combinados foram lavados com K;CO; aquoso a 5% frio, depois
KH,PO, aquoso a b%, depois solugdo aquosa saturada de
cloreto de sdédio. A solucédo orgidnica foi seca sobre MgSO,
anidro, filtrada e evaporada em vacuo. O residuo foi
cromatografado em gel de silica, eluindo com MeOH-CH,CI,
para dar o composto em epigrafe (5.3), CioHssNg035, (803,05),

espectro de massa (FAB) M+l = 803,5.

Exemplo preparativo 16

Passo A Composto (6.2)

5 lpon-Chg Ol |
o U H P

4.9) ‘ (8.2}

o Chg
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Essencialmente da mesma maneira gque no Exemplo
preparativo 2, Passo A, fez-se reagir o Composto (6.1)
cloridrato do éster benzilico de hidroxiprolina com o©
Composto (4.9) do Exemplo preparativo 12, para obter o
composto em epigrafe (6.2), CysHy¢N204, espectro de massa

(FAB) M+1 = 461,2.

Passo B Composto (6.3)

. R N OGHPR
Soe-Chy o Rae-Thy

{6.2) (6.3}

Essencialmente da mesma maneira que no Exemplo
preparativo 8, fol preparado o Composto (6.3), CzsH3N20g

(458,55), espectro de massa (FABR) M+l = 459,2.

Passo C Composto (6.4)

hoe-Ohd

{6.3) {6.4)

Uma mistura de Composto (6.3) do Passo B (1 g),
Pd a 10% sobre C (0,05 g) e EtOH (100 mL) foi agitada sob 1
atm de H; durante 6 h. A mistura foi filtrada, e evaporada

até a secura em vacuo para dar o composto em epigrafe (6.4)
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(0.77 g), CisHzsN:0s (368,42) espectro de massa (FAB) M+1 =
369, 2.

Exemplo preparativo 17

Passo A Composto (7.1)

O 2H H & B

O 4 H,ENP)TNVJL

bocChg 4 ] Qo
6.4) (2.3)
: & Fh
Ho$H Q\j\ 1
bae-chg s} H
(r.1)
Fez-se reagir o Composto (6.4) do Exemplo

preparativo 16, Passo C, com o Composto (2.3) do Exemplo
preparativo 6, Passo B, essencialmente da mesma maneira que
no Exemplo preparativo 2, Passo A, para dar o Composto
(7.1), CseHsqNgOs (714,85), espectro de massa (FAB) M+1 =
715, 9.

Passo B Composto (7.2)

'Q Ph

1

ﬁ “CONMe,

(7.2}

Fez-se reagir o Composto (7.1) essencialmente da
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mesma maneira que no Exemplo preparativo 7, Passo A, para
dar o Composto (7.2), CseHsoNegOs (712,83), espectro de massa

(FAB) M+1 = 713,5.

Passo C Composto (7.3)

g O Eh (A“

U o
N"CCONME, g,

£

hos-Ch
7.2) ¥

Fez-se reagir o Composto (7.2) do Passo B acima,
essencialmente da mesma maneira que no Exemplo preparativo
8, Passo B, com 1,4-butanoditicl, para obter o composto em
epigrafe (7.3), CaoHgoNeOgS, (817,07), espectro de massa

(FAB) M+1 = 817,5.

Utilizando os procedimentos referidos acima e
aqui descritos, foram preparados os compostos das Tabelas 2
a 6 anexas. Como uma nota geral para todas as Tabelas (de 1
a 6) que estido anexadas bem como os Exemplos e Esquemas
desta especificacdo, qualquer atomo de azoto em aberto com
valéncia ndo preenchida nas estruturas quimicas e nos
Exemplos e Tabelas refere-se a NH, ou no casoc de um azoto
terminal, -NH2. Analogamente, qualquer atomo de oxigénio em
aberto com valéncia n&o preenchida nas estruturas quimicas
e nos Exemplos e Tabelas refere-se a -OH e qualquer atomo
de carbonc em aberto com valéncia ndo preenchida é

apropriadamente preenchido com -H.
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Sintese em fase sélida:

Procedimento geral para reacgbes de condensacdo em fase

sélida.

A sintese foi feita numa reactor que foi
construido a partir de um cartucho de seringa em
polipropileno equipado com uma frita de polipropileno no
fundo. Os aminoacidos protegidos com Fmoc foram condensados
por técnicas em fase sélida correntes. Cada reactor foi
carregado com 100 mg de resina FmocSieber de partida
(aproximadamente 0,03 mmol). A resina foli lavada c¢om
porcBes de 2 mL de DMF (2 vezes). O grupo protector Fmoc
foi removido por tratamento com 2 mL de uma solucdo a 20%
v/v de piperidina em DMF durante 20 min. A resina foi
lavada com porgdes de 2 mL de DME (4 vezes). A condensacdo
foi feita em DMF (2 mL), wutilizando 0,1 mmol de Fmoc-
aminoacido, 0,1 mmol de HATU [hexafluorofosfato de O-(7-
azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurdénio] e 0,2 mmol
de DIPEA (N,N-diisopropiletilamina). Apds agitacdo durante
2 h, o reactor foli escorrido e a resina foi lavada com
porcdes de 2 mL de DMF (4 vezes). O ciclo de condensagéo
foi repetido com o Fmoc-aminodcido seguinte ou grupo

capsulador.

Procedimento geral para oxidacdo de Dess-Martin em fase

sélida

A  sintese foi feita numa reactor que foi

construido a partir de um cartucho de seringa em poli-
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propileno equipado com uma frita de polipreopileno no fundo.
0 composto hidroxilado ligado & resina (aproximadamente
0,03 mmol) foi tratado com uma solucdo de 0,12 mmol de
periocdinano de Dess-Martin e 0,12 mmol de t-BuCH em 2 mlL de
DCM durante 4 h, A resina foi lavada com porcdes de 2 mL de
uma solucdo a 20% v/v de 1iPrOH em DCM, THF, uma solucdo a
50% v/v de THF em &agua (4 vezes), THF (4 vezes) e DCM (4

vezes).

Exemplo preparativo 18

Preparacdo de N-Fmoc-2',3'-dimetoxifenilglicina Composto

(901)

aq. EtOH

A uma solugi&o de cianeto de potassio (1,465 g,
22,5 mmol) e carbonato de aménic (5,045 g, 52,5 mmol) em

agua (15 mL) adicionou-se uma solucdo de 2,3-dimetoxi-
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benzaldeido 901A (2,5 g, 15 mmol) em etanol (15 mL). A
mistura reaccional foi aquecida a 40°C durante 24 h. O
volume da solucdoc fol reduzido para 10 mL por evaporacido a
pressé&o reduzida. Adicionou-se acido cloridrico concentrado
(15 mL) e obteve-se o composto 901B como um precipitado
branco. O composto 901B foi isclado por filtracdo (2,2 g,
9,3 mmol). O composto 901B foi dissolvido em sclucdo aquosa
de hidréxido de sédio a 10% p/p (15 mL) e a solucdo
resultante foi aquecida a refluxo durante 24 h. Adicionou-
se 4cido cloridrico concentrado e o pH foi ajustado a
neutralidade (pH 7). A solucdo resultante contendo composto
901C foi evaporada a pressdo reduzida. O rzresiduo foi
dissolvido em solucdo aguosa de bicarbonato de sédio a 5%
p/p (150 mL). A solucdo foi arrefecida a 0°C num banho de
gelo e adicionou-se 1,4-dioxano (30 mL) e uma solucdo de
carbonato de 9-fluorenilmetil succinimidilo (2,7 g, 8 mmol)
em 1,4-dioxanc (30 mL) a 0°C. A mistura reaccional foi
deixada aquecer até a temperatura ambiente e foi agitada a
temperatura ambiente durante 24 h. 0O 1,4-dioxano foi
evaporado a pressdo reduzida. A solucdc aquosa foili lavada
com  éter dietilico. Adicionou-se acido cloridrico
concentrado e o pH foi ajustado para 4acido (pH 1).
Adicionou-se acetato de etilo e a camada organica foi
lavada com agua e solucdo aquosa saturada de cloreto de
sédio. A camada orgédnica fol seca sobre sulfato de sdédio
anidro. O solvente foi evaporadc a pressdo reduzida para
dar o composto 901 desejado como um sdlido espumoso branco
(3,44 g, 7,9 mmol). MS (LCMS com electropulverizacdo) 434,1

MH".
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Exemplo preparativo 19

Composto (801)

FmookN T
&
861

A uma solucdo de N-Fmoc-fenilalanina 801A (5 g,
12,9 mmol) em DCM anidro (22 mlL) arrefecida a -30°C num
banho de gelo seco-acetona adicionou-se N-metilpirrolidina
(1,96 mL, 16,1 mmol) e cloroformato de metilo (1,2 mL, 15,5
mmol) sequencialmente. A mistura reaccional foi agitada a -
30°C durante 1 h e adicionou-se uma solucdo de cloridrato
de N,O-dimetilhidroxilamina (1,51 g, 15,5 mol) e N-
metilpirrolidina (1,96 mL, 16,1 mmol) em DCM anidro (8 mL).
A mistura reaccional foil deixada aquecer até a temperatura
ambiente e foi agitada a temperatura ambiente de um dia
para o outro. Adicionou-se toluenc e a camada orgdnica foi
lavada com &cido cloridrico diluido, solucgdo aquosa de
bicarbonato de sédio e solucdo aquosa saturada de cloreto
de sédio. A camada organica foi seca sobre sulfato de sédio
anidro. O solvente foil evaporado a pressido reduzida para

dar o composto 801B (4 g, 9.29 mmol).
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A uma solucdo de Red-AI (6,28 mL, 21,4 mmcl) em
tolueno anidro (8 mL) arrefecida a -20°C num banho de gelo
seco-acetona adicionou-se uma solucido de composto 801B (4
g, 9,29 mmol) em tolueno anidro (12 mL). A mistura
reaccional foi agitada a -20°C durante 1,5 h. A camada
orgadnica foi lavada com Aacido cloridrico diluido, solugdo
aquosa de bicarbonato de sddio e solugdo aquosa saturada de
cloreto de sédio. A camada orgdnica foil seca sobre sulfato
de sbdio anidro. O solvente foi evaporade a pressdo
reduzida e o produto em bruto 801C foi utilizado na reacgdo
seguinte sem purificacdoc adicional. A uma solugdo de
composto 801C (aproximadamente 9,29 mmol) em hexano (15 mlL)
adicionou-se uma solucido de cianeto de potéassio (24 mg,
0,37 mmol) e iodeto de tetrabutilaménio (34 mg, 0,092 mmol)
em adgua (4 mL) e cianidrina de acetona (1,27 mL, 13,9 mmol)
sequencialmente. A mistura reaccional foi agitada a
temperatura ambiente durante 24 h. Adicionou-se acetato de
etilc e a camada orgénica foi lavada com &agua e solugdo
aquosa saturada de cloreto de sb6dio. A camada orgdnica foi
seca sobre sulfato de sdédio anidro. O solvente foi
evaporado a pressdo reduzida para dar o composto 801D (2,4

g, 6,03 mmol).

A uma solugdo de composto 801D (Z,4 g, 6,03 mmol)
em 1,4-dioxanc (11 mL) adicionou-se A4cido cloridrico
concentrado (11 mL). A mistura reaccional foi aquecida a
80°C durante 3 h. Adicionou-se acetato de etilo (25 mL) e

agua (25 mlL). A camada organica foi lavada com solugdo
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aquosa saturada de cloreto de sdédio e seca sobre sulfato de
s6dic anidro. O solvente foi evaporado a pressido reduzida
para dar o composto desejado 801 como um sélido espumoso
branco (2 g, 4,8 mmol). MS (LCMS-Electropulverizac&o) 418,1

MH'.

Os compostos da invencdo que foram preparados e
as suas gamas de actividade (Ki*) estido apresentadcs na
Tabela 1 anexa. O procedimento utilizado para preparar o0s

compostos da Tabela 1 estd descrito a seguir.

I) Sintese de intermedidrios:

Exemplo I. Sintese de éster metilico de 4,4-dimetil prolina

(H-Pro(4,4-diMe) -OMe)

e

c;'

Passo 1. Sintese de N-terc-butoxicarbonil-4-metil-L-

piroglutamato de terc-butilo (Boc-PyroGlu(4-metil)-0tBu):

\ E | O |
N ,Qﬁw€> G,*{: T _ N “lii
T e
o >§/ b o
A uma solucao de N-terc-butoxicarbonil-

piroglutamato de terc-butilo (11,5 g, 40 mmol) em THEF (200
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mL) com agitacdo a -78°C, adicionou-se uma solucdo 1 M de
hexametildissilazida de litio em THF (42 mL, 42 mmol) gota
a gota ao longo de 5 minutos. Apds 30 minutos, adicionou-se
iodeto de metilo (3,11 mL, 50 mmol). Apds mais 2 horas a -
78°C, o banho de arrefecimento foi removido e adicionou-se
cloreto de aménio aquoso semi-saturado (200 mL). A solucéo
foi agitada durante 20 minutos, depois extraida com éter (3
x 200 mL). As camadas organicas combinadas foram lavadas
com solucdo aquosa saturada de cloreto de sdédio (200 mL),
secas (Na»304), filtradas e concentradas. O residuo foi
cromatografado com acetato de etilo/hexanos 1:1 para dar
Boc-PyroGlu(4-metil)-0tBu (10,6 gramas, 35,4 mmol, 88%)

como uma mistura de isdémeros (2:1 cis para trans).

Passo 2. Sintese de N-terc-butoxicarbonil-4,4-dimetil-L-

piroglutamato de terc-butilo (Boc-PyroGlu(4,4-dimetil)-

OtBu) :

S )

A uma solugdo de N-terc-butoxicarbonil-4-metil-L-
piroglutamato de terc-butiloc (1,2 g, 4,0 mmol) em tetra-
hidrofurano (20 mL) com agitacdo a -78°C, adicionou-se uma
solucdo 1 M de hexametildissilazida de 1litio em tetra-
hidrofurano (4,4 mL, 4,4 mmol) gota a gota ao longo de 5

minutos. Apds 30 minutos, adicionou-se iodeto de metilo
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(0,33 mL, 5,2 mmol). Apdés mais 3 horas a -78°C, o banho de
arrefecimento foi retirado e adicionou-se cloreto de aménio
aquoso semi-saturado (40 mL). A solucdo foi agitada durante
20 minutos, depois extraida com éter (2 x 50 mL). As
camadas orgédnicas combinadas foram lavadas com agua (2 x 25
mL), bicarbonato de sédio saturado (2 x 25 mL), solucdo
aquosa saturada de cloreto de sédio (50 mL), secas
(Na,S04), filtradas e concentradas para dar Boc-

PyroGlu(4,4-dimetil)-0OtBu (0,673 g, 54%).

Passo 3. Sintese de terc-butil N-terc-butoxicarbonil-4,4-

dimetilprolina (Boc-Pro(4,4-dimetil)-0OtBu)

Modificacdo de procedimento conhecido: Pedregal,
C.; Ezquerra, J.; Escribano, A.; Carreno, M. C.; Garcia

Ruano, J. L. Tetrahedron Letters 1994, 35(13), 2053-2056).

A  uma solucdo de N-terc-butoxicarbonil-4,4-
dimetilpiroglutamato de N-terc-butilo (2,0 mmol) em tetra-
hidrofurano (5 mL) com agitacdo a -78°C, adicionou-se uma
solucédo 1 M de trietilboro-hidreto de 1litio em tetra-
hidrofurano (2,4 mL, 2,4 mmol) gota a gota ao longo de 5
minutos. Apds 30 minutos, o banho de arrefecimento foi

retirado e adicionou-se Dbicarbonato de sédio aquoso
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saturado (5 mL). A mistura reaccional foi imersa num banho
de gelo/agua e adicionou-se perdxido de hidrogénio aquoso a
30% (10 gotas). A solucdo foi agitada durante 20 minutos a
0°C, depols a mistura reaccional foi concentrada em vacuo
para remover o© tetra-hidrofuranc. A sclucdo aquosa foi
diluida com agua (10 mL) e extraida com diclorometano (3 x
40 mL). As camadas orgdnicas foram secas (Na»S0y4) ,
filtradas e concentradas. O residuo foi dissolvido em
diclorometano (20 mL) e trietilsilano (310 nL, 2,0 mmol),
depois foi arrefecido a -78°C e adicionou-se dietil eterato
de trifluoreto de boro (270 ulL, 2,13 mmol) gota a gota.
Continuou-se a agitacdo durante 30 minutos, altura em que
se adicionou mais trietilsilano (310 pL, 2,0 mmol) e dietil
eterato de trifluoretc de boro (270 pL, 2.13 mmol). Apds
agitacdo a -78°C durante mais duas horas, o banho de
arrefecimento foi retirado e adicionou-se bicarbonato de
s6dic aquoso saturado (4 mL). Apds 5 minutos a mistura foi
extraida com diclorometano (3 x 40 mL). As camadas
organicas foram secas (Na,S04), filtradas e concentradas

para dar Boc-Pro(4,4-dimetil)-OtBu.

Passoc 4. Sintese de 4,4-dimetilprolina (H-Pro(4,4-dimetil) -

CH) :
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Uma solucgdo de terc-butil N-terc-butoxicarbonil-
4,4-dimetilprolina em diclorometano (5 ml) e 4cido
trifluorocacético (5 mL) foi agitada & temperatura ambiente
durante c¢inco horas. A solucdo foi concentrada, seca em
alto vacuo e utilizada no passo seguinte sem purificacdo

adicional.

Passo 5. Sintese de N-terc-butoxicarbonil 4,4-dimetil-

prolina (Boc-Pro(4,4dimetil)-CH) :

A uma solucgdo de sal do 4cido trifluorocacético de
4,4-dimetilprolina (1,5 mmo1) em dioxano (7 mL) ,
acetonitrilo (12 mlL) e diisopropiletilamina (700 pL, 4
mmol) adicionou-se uma solucdo de dicarbonato de di-terc-
butilo (475 mg, 2,18 mmol) em acetonitrilo (5 mL). Apds
agitacdo durante 12 horas a temperatura ambiente a solugdo
foi concentrada em vacuo, dissolvida em bicarbonato de
s6dic aquoso saturado (50 mL) e lavada com éter dietilico
(3 x 40 mL). A camada aquosa foi acidificada até pH=3 com
acido citrico, depois extraida com diclorometano (3 x 40
mL) . As camadas organicas combinadas foram secas sobre

sulfato de sédio, filtradas e concentradas.



PE1481000 - 84 -

Passo 6. Sintese de sal cloridrato do éster metilico de

4,4-dimetilprolina (HC1.H-Pro(4,4-dimetil)-OMe) :

HOIHN
§

DObfe

A uma solucdo de Boc-Pro(4,4-diMe)-OH (0,5 g,
2,06 mmol) em metanol anidro (8 mlL) adicionou-se gota a
gota cloreto de tionilo (448 uL, 6,18 mmol) e a reaccdo foi
agitada durante seis horas a temperatura ambiente. A

mistura reaccional fol concentrada até um sdlido amorfo

(377 mg, 95%).

Exemplo II. Procedimento geral para a sintese de N-terc-

butoxicarbonil-4-alquil-metil prolina:

Os compostos em que o grupo R é alilo e benzilo

foram sintetizados seguindo os passos 1-4 adiante:
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Passo 1. Sintese de N-terc-butoxicarbonil-4-alquil-4-metil—

L-piroglutamato de terc-butilo:

et

A uma solucdo de N-terc-butoxicarbonil-4-metil-L-

piroglutamato de terc-butilo (10,2 g, mmol) (ver Exemplo I,
passo 1) em tetra-hidrofurano (170 mlL) com &agitacdo a -
78°C, adicionou-se uma solucdo 1 M de hexametildissilazida
de litio em tetra-hidrofurano (37,5 mL, 37,5 mmol) gota a
gota ao longo de 5 minutos. Apds 40 minutos, adicionou-se
halogeneto de algquilo (61,4 mmol). Apds mais 3 horas a -
78°C, o banho de arrefecimento foi retirado e adicionou-se
cloreto de aménio aquoso semi-saturado (200 mL). A solucéo
foi agitada durante 20 minutos, depois extraida com éter (2
x 200 mL). As camadas orgénicas combinadas foram diluidas
com hexanos (150 mL) e lavadas com bicarbonato de sdédio
saturado (100 mL), &agua (2 x 100 mL) e solucdo aquosa
saturada de cloreto de s6dio (100 mL), secas (NazSO4),
filtradas e concentradas. O residuo foil submetido a
cromatografia "flash" utilizando 20% de acetato de etilo em
hexanos para dar o N-terc-butoxicarbonil-4-algquil-4-metil-

L-piroglutamato de terc-butilo puro.
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Passo 2. Sintese de terc-butil N-terc-butoxicarbonil-4-

alguil-4-metilprolina:

T % 4
Modificacdo de procedimento conhecido: Pedregal,

C.; Ezquerra, J.; Escribano, A.; Carreno, M. C.; Garcia

Ruano, J. L. Tetrahedron Letters (1994) 35(13), 2053-2056).

A uma solucdo de terc-butil N-terc-butoxicar-
bonil-4-alguil-4metilpiroglutamato (16.6 mmol) em tetra-
hidrofurano (40 mL) com agitacdo a -78°C, adicionou-se uma
solucdo 1 M de trietilboro-hidreto de litio em tetra-hidro-
furano (20 mL, 20 mmol) gota a gota ao longo de 10 minutos.
Apds 120 minutos, o banho de arrefecimento foi deixado
aquecer até -25°C altura em que se adicionou bicarbonato de
sédic aquoso saturado (40 mL). A mistura reaccional foi
imersa num banho de gelo/dgua e adicionou-se perdxido de
hidrogénio aquoso a 30% (4 mL). A solugdc foi agitada
durante 10 minutos a 0°C, depois a mistura reaccicnal foi
concentrada em vacuo para remover o tetra-hidrofurano. A
solucédo aquosa foi diluida com agua (300 mL) e extraida com
diclorometano (3 x 200 mL). As camadas orgdnicas foram
secas (sulfato de sbédio), filtradas e concentradas. O
residuo foi dissolvido em diclorometano (100 mL) e
trietilsilano (2,6 mL, mmol), depois arrefeceu-se a -78°C e

adicionou-se dietil eterato de trifluoreto de boro (2,2 mL,



PE1481000 - 87 -

mmol) gota a gota. A agita¢do foi continuada durante 1
hora, altura em que se adicioncu mais trietilsilano (2,6
mL, mmol) e dietil eterato de trifluoretoc de boro (2,2 mL,
mmol) . Apds com agitacdo a -78°C durante mais 4 horas, ©
banho de arrefecimento fol retirado e adicionou-se bicar-
bonato de sdédio aquoso saturado (30 mL) e &gua (150 mL).
Apds 5 minutos a mistura foi extraida com diclorometano (3
x 200 mL). As camadas orgédnicas foram secas (Naz304),

filtradas e concentradas.

Passo 3. Sintese de 4-alquil-4-metilprolina:

Uma solucdo de terc-butil N-terc-butoxicarbonil-
4-alquil-4-metilprolina em diclorometano (5 mL) e é&cido
trifluorocacético (5 mL) foi agitada & temperatura ambiente
durante 5 horas. Adicionou-se tolueno e a solucdo foi

concentrada e depois seca em alto vacuo.

Passo 4. Sintese de N-terc-butoxicarbonil 4-alquil-4-

metilprolina:
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A uma solucdo de sal do &cido triflucrocacético de
4-alquil-4-metilprolina (1,5 mmol) em dioxano (7 ml),
acetonitrilo (12 mL) e diisopropiletilamina (700 pL, 4
mmcl) adicionou-se uma solucdo de dicarbonate de di-terc-
butilo (475 mg, 2,18 mmol) em acetonitrilo (5 mL). Apds
agitacdo durante 12 horas & temperatura ambiente a solucgédo
foli concentrada em vacuo, dissolvida em bicarbonato de
sédioc aquoso saturado (50 mL) e lavada com éter dietilico
(3 x 40 mL). A camada aquosa foi acidificada até pH=3 com
acido cloridrico 1 N, depois extraida com diclorometano (3
x 40 mL). As camadas organicas combinadas foram secas
(Na>304), filtradas e concentradas. 0 residuo foi
purificado por cromatografia "flash" utilizando acetato de

etilc/hexanos 1:1 com 1% de acido acético.

Exemplo III. Sintese de N-terc-butoxicarbonil 4-

propil-4-metilprolina:

>

Uma solucdo de N-terc-butoxicarbonil-4-alil-4-
metilprolina (400 mg, 1,48 mmol) (ver Exemplo II Passo 4) e
Pd a 10% sobre carvdo (400 mg) em metanol (20 mL) foi
hidrogenada a 50 psi durante 4 horas. A mistura foi

filtrada e concentrada.
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Exemplo IV. Sintese de Boc-4-ciclo-hexilprolina:

Uma solucdo de Boc-4-fenilprolina disponivel
comercialmente (750 mg) e Rh a 5% Rh sobre carvao (750 mg)
em metanol (15 mL) foi hidrogenada a 50 psi durante 24
horas. A mistura foi filtrada e concentrada para dar 730 mg

de produto.

Exemplo V: Preparacdo de Aacido fluorenilmetoxicarbonil-

Pro(4-espirociclopentanc)carboxilico:

Frog®

Passc 1. Sintese de éster terc-butilicc do &cido Boc-(4-

alil)-piroglutémico:

LW
brometo de alito

THE
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A uma solucdo arrefecida (-78°C) de piroglutamato
de Na—Boc—terc—butilo disponivel comercialmente (10 g, 35,1
mmol) em THE (175 ml) adicionou-se hexametildissilazida de
litio (36,8 mL, 36,8 mmol) ao longo de c¢inco minutos.
Continuou-se a agitag¢dc durante trinta minutos. Adicionou-
se uma solucdo de brometo de alilo (6,1 mL, 70,2 mmol) em
THE (39 mL) gota a gota a primeira solugdo. Apds duas horas
a -78°C, a reaccdo foi desactivada pela adicdo lenta de
solucdo saturada de cloreto amdénio (50 mL). A mistura
reaccional foi depois diluida com acetato de etilo e as
camadas foram separadas. A camada orgédnica foli seca sobre

sulfato de sédio e concentrada.

A cromatografia em coluna "flash" realizada em
acetato de etilo:hexanos 2:8 deu o produto (6 g, 53%). NMR
d ppm (CDCls): 5,7 (m, 1H), 5,1 (dd, 2H), 4,4 (m, 1H), 2,6
(m, 24), 2,4 (m, 1H), 1,8-2,2 (m, 1H), 1,45 (s, 9H), 1,4

(s, 9H).

Passo 2. Sintese de éster terc-butilico do 4cido N-Boc-

(4,4-dialil)piroglutémico:

LMMDS

browmieio de alifo

- ‘:ih‘
THF

O éster terc-butilico do &cido N-Boc-(4-alil)-

piroglutdmico obtido no Passo 1 acima (2,68 g, &,24 mmol)
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foi submetido a uma segunda alquilacgdo com brometo de alilo
em condigdes semelhantes. A cromatografia flash" em acetato
de etilo:hexanos 15:85 deu 2,13 g de produto (71%) como um

6leo transparente.

Passc 3. Sintese de éster Boc-Pro(4,4-dialil)-terc-buti-

lico:

ap LUB{CaHg)H
b) B13SHH, BF 3 E1,0

Parte a: A uma solucdoc arrefecida (-78°C) de
éster Boc-PyroGlu(4,4-dialil)-terc-butilico (2,13 g, 5,83
mmol) em tetra-hidrofurano (14 mlL) adicionou-se trietil-
boro-hidreto de litio (1 M em tetra-hidrofurano, 7,29 mL,
7,29 mmol) ao longo de cinco minutos. Apds duas horas a
-78°C, a reaccdo fol aquecida a 0°C e desactivada pela
adicdo lenta de solucdo saturada de bicarbonato de sédio
(20 mL) e perdxido de hidrogénic a 30% (20 gotas). A
agitacdo continuou durante 20 minutos. O tetra-hidrofurano
foi removido a press&o reduzida e o residuo branco espesso
remanescente foi diluido com agua (80 mL) e extraido trés
vezes com diclorometano. A camada orgénica foi seca,
filtrada e concentrada e utilizada no passo seguinte sem

purificacdo adicional.

Parte Db): Ao produto obtido na parte (a) em

diclorometano (14 mL) adicionou-se trietilsilano (931 uyL,
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5,83 mmol) seguida por dietil eterato de trifluoreto de
boro (77¢ pL, 6,12 mmol). Apds trinta minutos adicionou-se
mais trietilsilano (931 pL, 5,83 mmol) e dietil eterato de
trifluoreto de boro (776 uL, 6,12 mmol) e a reaccdo foi
agitada a -78°C durante trés horas altura em que a reaccado
foi desactivada pela adicdo lenta de solucdo saturada de
bicarbonato de sédioco e 4agua. A mistura reaccional foi
extraida com diclorometano e a camada orgénica foi seca,
filtrada e concentrada. A cromatografia em coluna "flash"
em 15% de acetato de etilo em hexanos deu 1,07 de 6leo
incolor (57%). NMR & ppm (CDCls): 5,7-5,8 (m, 2H), 5,1 (m,
i), 4,1-4,2 (2 dd, 1H, rotémeros), 3,5-3,3 (dd, 1H) e 3,2
(dd, 1H) rotémeros, 2,2-2,0 (m, 5H), 1,7 (m, 1H), 1,46 (s,

SH), 1,43 (s, S9H).

Passo 4. Sintese de éster Boc-Pro{4d-espirociclopenteno)-

terc-butilico:

o, s
T
L

-

ﬂﬁﬁ;mmmni

Ao éster Boc-Pro(4,4-dialil)-terc-butilico (1,07
g, 3,31 mmol) em diclorometano (66 mL) adicionou-se 5%
dicloreto de bis(triciclo-hexilfosfino)benzilideno ruténio
IV (catalisador de Grubbs) e a mistura foi aquecida a
refluxo durante 1,5 horas. A mistura reaccional foi

concentrada e o residuo remanescente foi purificado por
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cromatografia em coluna "flash" em 15% de acetato de etilo
em hexanos. Obteve-se um Oleo amarelo (0,57 g, 53%). NMR 0
ppm (CDCls): 5,56 (bs, 2H), 4,2 e 4,1 (t, 1H, rotémeros),
3,2-3,5 (m, 28), 2,2-2,5 (m, 5H), 1,9 (dd, 1H), 1,47 e 1,46

(2 s, 9H, rotémeros), 1,45 e 1,44 (2 s, 9H, rotémeros).

Passo 5. Sintese de éster Boc-Pro{4d-espirociclopentano)-

terc-butilico:

Hy, PEIC, 35 psi .
35 psl

Y
Boe ©

Uma solugdo de éster Boc-Pro(4-espirociclopen-
teno)-terc-butilico (1,12 g) em metanol (18 mL), A&gua (4
mL) e acido acético (4 mL) foi colocada num agitador Parr e
foi hidrogenada durante trés horas a 35 psi na presenca de
paladdio a 10% sobre carvdo (300 mg). O catalisador foi
separado por filtracdo e o filtrado foi concentrade até um
6leo incolor (1,26 g). NMR 0 ppm (CDCl:): 4,1 e 4,2 (t, 1H,
rotémeros), 3,4 (d, 1H), 3,2 (d, 1H), 2,1 (m, 1H), 1,9 (m,

1H), 1,6-1,7 (m, 10H), 1,5 (3 s, 18H, rotédmeros).

Passo 6. Sintese de &4cido Fmoc-Pro(4-espirociclopentano) -

carboxilico:

) TFA, DCM
2) Frmoo-Qst
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0 éster Boc-Pro (4-espirociclopentano) -terc-
butilico (1,26, 3,9 mmol) foi tratado com diclorometano (10
mL) e &cido triflucrocacético (15 mL) durante trés horas. A
mistura reaccional foi concentrada e o 6leo amarelo obtido
foi dissolvido em &gua (6 mL). Adicionou-se carbonato de
fluorenilmetil succinilo (1,45 g, 4,3 mmol) dissolvido em
dicxano (6 mL) em porgdes a que se seguiu a adicdo de
carbonato de potéssio (2,16 g, 15,6 mmol). A reaccdo foi
agitada durante 18 horas e concentrada. O residuo
remanescente foi diluido com a solucdo saturada de
bicarbonato de sédio (10 mL) e lavada com éter dietilico (3
x 10 mL). A camada aquosa foi depois acidificada a pH ~ 1
com solucdo de bissulfato de sd6dio 1 N e extraida com
acetato de etilo. A camada orgénica foi seca sobre sulfato
de soédio, filtrada e concentrada até uma espuma bege (1,3

g, 100%).

Exemplo VI. Sintese de Boc-Pro (4t-NH(Fmoc))-0H:
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Passo 1. Sintese de éster benzilico de Na—terc—butoxi—

carbonil-cis-4-cloro-L-prolina:

)

Uma mistura de N -terc-butoxicarbonil-trans-—4-
hidroxi-prolina disponivel comercialmente (8,79 g, 38
mmol), carbonato de potédssio (13,0 g, 94 mmol), brometo de
benzilo (4,5 mL, 38 mmol) e dimetilformamida (150 mL) foi
agitada durante 18 h. A adicdo de acetato de etilo (100 ml)
foi seguida por filtracdo. O filtrado turvo branco foi
clarificado pela adigdo de HC1 1 M (100 mL). As camadas
foram separadas e a camada aquosa foil extraida com mais
acetato de etilo (2 x 100 mL). As camadas orgénicas
combinadas foram lavadas com Aagua (2 x 50 mnmlL), secas
(sulfato de sédio), filtradas e concentradas. Adicionou-se
tolueno ao éster benzilico em Dbruto e a solucdo foi
filtrada e reconcentrada. Adicionou-se diclorometano (70
mL) e tetracloreto de carbono (70 mwml), seguido por
trifenilfosfina (21,11 g, 80 mmol). A mistura reaccional
foi agitada durante 10 h, desactivada com etanol (7 mL) e
agitada durante mais 5 h. A solucdo foi concentrada até
aproximadamente 100 mlL, depois adicionou-se diclorometano
(40 mL), a que se seguiu a adicido de éter (200 mL) com
agitacdo. A solucdo foil arrefecida durante 4 h, filtrada e
concentrada para dar um Oleo amarelo acastanhado que foi
purificado por cromatografia "flash"™ utilizando éter/he-
xano/diclorometano 2:2:1 para dar o composto em epigrafe

(9,13 g, 26,9 mmol, 71%) como um sdélido branco.
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Passc 2. Sintese de éster benzilico de Na—terc—butoxi—

carbonil-trans-4-azido-L-prolina:

Ny

Uma sclucdo de éster benzilico de Na—terc—
butoxicarbonil-cis-4-cloro-L-prolina (9,0 g, 26,5 mmol) e
azida de sédio (7,36 g, 113 mmol) em dimetilformamida (270
mL) foi aguecida a 75°C durante 2 dias. Adicionou-se &gua
(100 mL) e a mistura reaccional foi extraida com acetato de
etilc (3 x 100 mL). As camadas orgdnicas combinadas foram
lavadas com agua (3 x 50 mL), secas (sulfato de sbédio),
filtradas e concentradas. O 6leo foi purificado por croma-
tografia "flash"™ wutilizando acetato de etilo/hexanos 1:1

para dar o composto em epigrafe (8,59 g, 24,8 mmol, 94%).

Passo 3. Sintese de Boc-Pro (4t-NH(Fmoc))-OH:

Uma mistura de éster benzilico de Na—t—butoxi—

carbonil-trans-4-azido-L-prolina (8,59 g, 24,8 mmol) e
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paladio a 10% sobre carvdo (900 mg) em etanol (500 mL) foi
hidrogenada a 50 psi durante 14 h utilizando um aparelho de
hidrogenacdo Parr. A mistura foi filtrada, concentrada,
disscolvida em metanol (60 mL), refiltrada e concentrada
para dar um 6leo incolor. O 6leo foi dissolvido em agua (53
mL) contendo carbonato de sédio (5,31 g, 50,1 mmol) e
adicionou-se uma solucdoc de carbonato de fluorenilmetil
succinilo (8,37 g, 29,8 mmol) em dioxano (60 mL) ao longo
de 40 min. A mistura reaccional foi agitada a temperatura
ambiente durante 17 h, depois concentrada para remover o
dioxano e diluida com &agua (200 mL). A solucdo foi lavada
com éter (3 x 100 mL). O pH da solucdo aquosa foi ajustado
para 2 pela adicdo de &cido citrico (cuidado! formacdo de
espuma!) e 4agua (100 mL). A mistura foi extraida com
diclorometano (400 mL, 100 mL, 100 mL) e as camadas
organicas combinadas foram secas (sulfato de sédio),

filtradas e concentradas para dar o composto em epigrafe.

Exemplo VII. Sintese de N-t-butoxicarbonil-4-trans-(N-

fluorenilmetiloxicarbonilaminometil)-L-prolina (Boc-Pro{4t-

MeNHFmoc) -OH) :
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Passc 1. Sintese de éster benzilico de terc-butoxicarbonil

cis-4-hidroxi-L-prolina (BocPro(4-cis-0H)-0Bn):

A uma mistura de cis-hidroxi-L-prolina (5 g, 38,1
mmol) em Dbenzeno (45 mL) e 4&lcool benzilico (45 mL)
adicionou-se monchidrato do &cido p-toluenossulfénico (7,6
g, 40,0 mmol). A mistura reaccional foi aquecida a 125°C
durante 20 h enquanto se removia a &gua (2 mL) utilizando
uma trapa de Dean-Stark. A soluc&o foi filtrada enquanto
ainda estava quente, e depois adicionou-se éter (150 mL). A
solucdo foi deixada arrefecer durante trés horas a
temperatura ambiente, e depois trés horas a 4°C. 0 sbélido
resultante foi recolhido, lavado com éter (100 mL) e seco
em vacuo durante 1 h para dar 13,5 gramas de sélido branco.
0 s6lido foi dissolvido em dioxano (40 mL) e adicionou-se
diisopropiletilamina (7,6 mL), e depois dicarbonato de di-
terc-butilo (10 g, 45,8 mmol) ao longo de 5 min enguanto se
utilizava um banho de gelo para manter uma temperatura da
reaccdo constante. Apdés 10 h a temperatura ambiente a
mistura reaccional foi vertida em 4gua fria (200 mL) e
extraida com acetato de etilo (3 x 200 mL). As camadas

orgadnicas combinadas foram lavadas com &dgua (3 x 100 mL) e
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cloreto de sédio aquoso saturado (50 mL), secas (sulfato de
sbédio), filtradas e concentradas. O produto em bruto foi
purificado por cromatografia "flash"™ utilizando 40-60% de
acetato de etilo em hexanos para dar o composto em epigrafe

(10.04 g, 31,24 mmol, 82%).

Passo 2. Sintese de éster benzilico de N-t-butoxicarbonil

cis-4-mesiloxi-L-prolina (Boc-Pro(4-cis-0OMs)-OBn) :

A uma solugdo de Boc-Pro(4-cis-OH)-0Bn (8,45 g,
26,3 mmol) em piridina (65 mL) a 0°C, adicionou-se cloreto
de metanocssulfonilo (3,4 mL, 44 mmcl) gota a gota ao longo
de 7 min. A mistura reaccional foi deixada aquecer até a
temperatura ambiente ao longo de 2 h, depois fol agitada de
um dia para o outro. Adicionou-se uma solucdo de 10% de
agua em piridina (20 mL) ao longo de 15 min e a mistura
reaccional foi concentrada. O residuo foi dissoclvido em
Agua e extraido com acetato de etilo (2 x 200 mL). As
camadas organicas combinadas foram lavadas com agua (2 x 50
mL), bicarbonato de sdédio aquoso saturado (50 mL) e cloreto

de sédio aquoso saturado (50 mL), secas (sulfato de sédio),
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filtradas e concentradas. O residuo resultante foi
dissolvido em tolueno (100 ml) e concentrado para remover
vestigios de piridina. O residuo fol seco em vacuo durante
30 min para dar o composto em epigrafe (10,7 g, 102%), que
foi depois utilizado no passo seguinte sem purificacdo

adicional.

Passo 3. Ester benzilico de N-t-butoxicarbonil-trans-4R-

ciano-L-prolina (Boc-Pro(4trans-CN)-0OBn) :

Uma solucdo de Boc-Pro(4-cis-OMs)-OBn (10,7 g,
26,3 mmol) e cianeto de tetrabutilaménio (15,0 g, 56 mmol)
em dimetilformamida (100 mL) foi aquecida num banho de 0Oleo
a 55°C durante 28 h. RApds arrefecimento, adicionou-se &gua
(150 mL) e a mistura fol extraida com acetato de etilo (3 x
200 mL). As camadas orgdnicas combinadas foram lavadas com
dgua (3 x 100 mL) e cloreto de sdédio aquoso saturado (100
mL), secas (sulfato de sédio), filtradas e concentradas. O
residuo resultante foi purificado por cromatografia "flash"
(éter/hexanos 1:1) e depois recristalizado de acetato de
etilo/hexanos para dar o composto em epigrafe (2,40 g, 7,26

mmol, 28%).
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Passo 4. N-t-butoxicarbonil-4-trans- (N-fluorenilmetil-oxi-

carbonil aminometil)L-prolina (Boc-Pro (4t-MeNHFmoc)-0H) :

Uma mistura do composto do Passo 3 acima (2,31 g,
7 mmol), &gua (10 mL), metanol (85 mlL) e palddio a 10%
sobre carvdo (700 mg) foi hidrogenada a 50 psi durante 11 h
utilizando um aparelho de hidrogenacdo Parr. A mistura foi
filtrada e concentrada. Adicionou-se Aagua (15 mL) e
carbonato de sdédio (1,5 g, 14,2 mmol) ao residuo.
Adicionou-se uma solucdo de carbonato de fluorenilmetil
succinilo (2,36 g, 7,0 mmol) em dioxano (17 mL) ao longo de
5 min e a agita¢do foi continuada durante 28 h a
temperatura ambiente. A reaccdo foi concentrada em vacuo
até um volume de 15 mL, e adicionou-se Aagua (100 mL). A
solucdo foi lavada com éter (3 x 75 mL). O pH da solucdo
aquosa foi ajustado para 2 pela adicdo de &cido citrico
(aproximadamente 20 g, cuidado! formac&o de espumal!) e agua
(100 mL). A mistura foi extraida com diclorometano (4 x 100
mL) e as camadas orgadnicas combinadas foram secas (sulfato
de sédio), filtradas e concentradas. O produto em bruto
continha uma impureza maioritdria gque necessitou de uma
purificacdo em trés passos. 0O produto em bruto foi

dissolvido em diclorometano (50 mL) e A&cido trifluoro-
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acético (50 mL) e agitado durante 5 h antes de ser concen-
trado. O residuo foil purificado por HPLC de fase inversa
preparativa. O sal trifluoroacetato de 4-(N-fluorenil-
metiloxicarbonil aminometil)prolina purc (1,887 g, 3,93
mmol) foil dissolvido em dioxano (10 mL), acetonitrilo (20
mL) e diisopropiletilamina (1,4 mL, 8 mmol). A mistura
reaccional adicionou-se uma solucdo de dicarbonato de di-
terc-butilo (1,1g, 5 mmol) em dioxano (5 mL). Apds agitacdo
durante 18 h, o pH da solucdoc fol ajustado para 2 pela
adicdo de é4cido citrico (cuidadc: formacdo de espumal!) e
dgua (100 mL). A mistura foi extraida com acetato de etilo
(3 x 150 mL) e as camadas orgénicas combinadas foram
lavadas com cloreto de sédio aquoso saturado (100 mL),
secas (sulfato de so6dio), filtradas e concentradas. O
procduto em bruto foi dissolvido em bicarbonato de sédio
aquoso saturado (100 mL) e lavado com éter (3 x 75 mL). A
camada agquosa foi ajustada para pH = 3 pela adicldo de acido
citrico, depois foil extraida com diclorometano (4 x 100
mL) . As camadas organicas combinadas foram secas (sulfato
de sédio), filtradas e concentradas ao composto em epigrafe

(1,373 g, 2,94 mmol, 42%).

Exemplo VIII. Sintese de 3,4-isopropilidenoprolinol:
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Passo I. Reaccgdo de ciclopropanacgdo (Tetrahedron Lett.

1993, 34(16), 2691 e 2695):

A  uma solucdo com agitacdo de iodeto de
isopropiltrifenil-fosfénio (4,14 g, 9,58 mmol) em tetra-
hidrofurano (60 mL) a 0°C adicionou-se n-butil litio (1,6 M
em hexanos, 5,64 mL, 9,02 mmol) ao longo de 5 min. Apds 30
min, adicionou-se uma solucdo de enamida ((5R,73)-5-fenil-
5,6,7,7a-tetra-hidro-¢-oxapirrolizin-3-ona) (1,206 gramas,
6,0 mmol) (ver J. Org. Chem. 1999, ¢4(2), 547 para a
sintese do material de partida enamida) em tetra-hidrofu-
rano (40 mL) ao longo de 10 min. Apdés mais 10 min, o banho
de arrefecimento foi retirado e & mistura reaccional foi
agitada a temperatura ambiente durante 4 horas. A reaccdo
foi vertida em Aagua (400 mL) e extraida com éter dietilico
(400 mL) e acetato de etilo (2 x 400 mL). Os extractos
orgdnicos combinados foram secos com sulfato de sédio,
filtrados e concentrados para dar ¢ produto desejado em
brutc. O residuo foi purificado por cromatografia "flash"
eluindo com acetato de etilo/hexanos/cloreto de metileno
3:5:2 para dar o produto ciclopropanado puro (750 mg, 3,08

mmol, 51%).
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Passo 2. Sintese de 3,4-isopropilidenoprolinol P[4lcool

3,4-(diMe-ciclopropilico)] (J. Org. Chem. (1999) 64(2),

330) :

Uma mistura do produto cbtido no passo 1 acima
(1,23 gramas, 5,06 mmol) e hidreto de aluminio e litio (1,0
M em THF, 15 mL, 15 mmol) foi aquecida a refluxo durante 5
horas. Apds arrefecimento a 0°C, o hidreto de aluminio
restante foi cuidadosamente desactivado pela adigdo gota a
gota sulfato de sdédio aquoso saturado (1,5 mL) aco longo de
15 min. A mistura foi diluida com acetato de etilo (40 mL)
e depois filtrada através de celite. O filtrado foil seco
com sulfato de sdédio, filtrado e concentrado para dar N-
benzil amincalcool em bruto (1,25 gramas), que foi
utilizado no passo seguinte sem purificacdc adicional. Uma
solugdo de N-benzil aminodlcool em bruto (1,25 gramas, 5,06
mmol) em acido acético/acetato de etilo 1:1 (30 mL) com Pd
a 10% Pd sobre C (1 grama) foi hidrogenada a 50 psi durante
16 horas utilizando um aparelho de hidrogenacdo Parr. A
mistura reaccional foi filtrada para remover o catalisador
a base de carvdo e o filtrado foi concentrada. O residuo
foi dissolvido em agua (30 mL) e o pH foi ajustado para 13
com NaOH a 50%. A mistura foi extraida com éter (3 x 60
mL) . O extracto combinado foi seco com sulfato de soédio,

filtrado e concentrado para dar o aminoalcool em bruto (485
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mg, 3,43 mmol). Este material foi wutilizado no passo

seguinte sem purificacdo adicional.

Exemplo IX. Sintese de &acido iBoc-G(Chx)-Pro(3,4-isopropi-

lideno)-carboxilico:

Passo 1. Sintese de isobutiloxicarbonil- ciclo-hexilglicina

(1Boc—-G (Chx) -0H) :

cloroformato de isobutiio
ol

Bty My,
acetonitiito

A uma solucdo de cloridrato de ciclo-hexilglicina
disponivel comercialmente (15 g, 77,4 mmol) em acetonitrilo
(320 mL) e &gua (320 mL) adicionou-se carbonato de potés-
sic. Adicionocu-se cloroformato de iscbutilo (11,1 mL, 85,1
mmol) a solucdo transparente ao longo de 15 minutos e a
reaccdo foil agitada durante 17 horas. O acetonitrilo foi
removido a press&o reduzida e a camada aquosa remanescente
foil extraida duas vezes com éter (100 mL). A camada aquosa

foli depois acidificada até pH 1 com &cido cloridrico 6 N e
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extraida com diclorometano (3 x 300 mL). A camada organica
fol seca sobre sulfato de sddio, filtrada e concentrada

para dar 18,64 g (94%) de produto como um sélido branco.

Passo 2. Sintese de isobutiloxicarbonil-ciclo-hexilglicil-

3,4-isopropilidenoprolina (iBoc-G(Chx)-P[3,4-(diMe-ciclo-

propil)-OH) :

a) Passo de condensacdo

A uma solucdo de 1Boc-G(Chx)-OH (890 mg, 3,,45
mmol) em acetonitrilo (20 mL) adicionou-se HATU (1,33 g,
3,5 mmol), HOAt (47¢ mg, 3,5 gramas) e depois diisopro-
piletilamina (2,5 mL, 14 mmol). Apds 2 minutos, adicionou-
se 3,4-isopropilidenoprolinol (485 mg, 3,43 mmol) e a
mistura reaccional foi agitada de um dia para o outro. A
adicdo de bicarbonatc de sddio aquoso saturado foi seguida
pela extracgcdo com éter e acetato de etilo. As camadas
organicas combinadas foram secas, filtradas e concentradas.
0 residuco foi purificado por cromatografia "flash" eluindo
com acetato de etilo/hexanos 1:1 para dar o é&lcool
dipeptidico puro iBoc-G(Chx)-3,4-isopropilidenoprolinol
(870 mg, 2,3 mmol, 67%)
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b) Passo de oxidacdo de Jones

A uma solucgdoc do &lcool dipeptidico iBoc-G(Chx)-
3,4-isopropilidencprolinol (100 mg, 0,26 mmol) em acetona
(2 mL) com agitacdo a 0°C adicionou-se reagente de Jones
(300 pL) gota a gota ao longo de 5 min. [Reagente de Jones:
Preparado a partir de tridxido de crémio (13,4 g) e acido
sulfarico concentrado (11,5 mL) diluido com &gua até um
volume total de 50 mL.] Apds agitacdo a 0°C durante 3
horas, adicionou-se disopropanol (500 uL) e a agitacdo
continuou durante mais 10 minutos. A mistura reaccional foi
diluida com agua (20 mL) e extraida com acetato de etilo (3
%x 70 mL). As camadas orgdnicas combinadas foram secas,
filtradas e concentradas para dar o dipéptido iBoc-G(Chx)-

3,4-isopropilidenoprolina (100 mg, 0,25 mmol, 96%).

Exemplo X. Sintese de N-Cbz-3,4-metanoprolina:

Passo 1. Sintese de N-benzil-3,4-metanoprolinol:
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Uma mistura do material de partida de benzilideno
(J. Org. Chem. 1999, 64(2), 547) (4,6 gramas, 21,4 mmol) e
hidreto de aluminio e litio (1,0 M em THF, 64 mL, 64 mmol)
foi aquecida a refluxo durante 5 horas. Apds arrefecimento
a 0°C, o restante hidreto de aluminio foi cuidadosamente
desactivado pela adicdo gota a gota de sulfato de sdédio
aquoso saturado (5 mL) ao longo de 15 min. A mistura foi
diluida com acetato de etilo (200 mL) e depois filtrada
através de celite. O filtrado foi seco com sulfato de
sb6dio, filtrado e concentrado para dar N-benzil aminodlcool
em bruto (3,45 gramas), que foi utilizado no passo seguinte

sem purificacdo adicional.

Passo 2. Sintese de N-benziloxicarbonil-3,4-metanoprolinol

(CBz-P(3,4-CH2)01):

Uma solugdoc de N-benzil aminodlcool em bruto (3
gramas, 14,76 mmol) em metanol (120 mL) e HCl concentrado
(1,5 mL) com Pd a 10% sobre C (300 mg) foi hidrogenada a 50
psi durante 16 horas. A mistura reaccional foi filtrada
para retirar o catalisador a base de carvdo e o filtrado
foi concentrado. O residuo foi dissolvido em &gua/dioxano

(100 mL) e adicionou-se diisopropiletilamina (3,2 mnL).
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Adicionou-se cloroformato de benzilo (2,76 mL, 16,2 mmol) e
a reaccdo fol agitada de um dia para o outro. A mistura
reaccional foi concentrada, dissolvida em HC1 1 M (100 mL)
e extraida com acetato de etilo (3 x 200 mlL). As camadas
orgénicas combinadas foram secas com sulfato de magnésio,
filtradas e concentradas. O residuo foi purificado por
cromatografia "flash" utilizando acetato de etilo/hexanos

1:3 para dar o N-Cbz-3,4-metanoprolinocl (2,4 q)

Passo 3. Sintese de N-benziloxicarbonil-3,4-metanoprolina

(CBz-P (3, 4-CH2)OH) :

|
ge
{3

A uma solucdo de N-Cbz-3,4-metanoprolinol (2,2 g,
8,90 mmol) em acetona (68 mL) com agitacdo a 0°C,
adicionou-se reagente de Jones (6,6 mL) gota a gota ao
longo de 5 min. [Reagente de Jones: Preparado a partir de
tridoxido de crdémio (13,4 ¢g) e acido sulflurico concentrado
(11,5 mL) diluido com agua até um volume total de 50 mL.]
Apds agitacdo a 0°C durante 3 horas, adicionou-se
isopropanocl (11 mL) e a agitacdo foili continuada durante
mais 10 minutos. A mistura reaccional foi diluida com &gua

(400 mL) e extraida com acetato de etilo (3 x 500 mL). As
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camadas orgdnicas combinadas foram secas sobre sulfato de
magnésio, filtradas e concentradas para dar N-Cbz-3,4-

metanoprolina (2,25 g, 96%)

Exemplo XI. Sintese de Boc- (65-carboetoximetano)prolina:

A sintese do composto em epigrafe foili realizada
de acordo com o procedimento publicado: Marinozzi, M.;
Nataini, B.; Ni, M.H.; Costantino, G.; Pellicciari R. IL

Farmaco (1995) 50 (5), 327-331.

Exemplo XII. Sintese de acido Boc-3-morfolino carboxilico:

&Gé

A sintese do composto em epigrafe foi realizada
de acordo com o procedimento publicado: Kogami Y., Okawa,

K. Bull. Chem. Soc. Jpn. (1987) 60, 2963-2965.
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Exemplo XIII. Sintese de N-terc-butoxicarbonil 2-aza-35-

hidroxicarbonil-[2.2.2]-biciclooctano:

Uma solucd&o de 2-aza-2-(l-feniletil)-3S-metoxi-
carbonil-[2,2,2]biciclooct-5-eno em bruto (10 mmol)
(Tetrahedron (1992) 48(44) 9707-9718) e Pd a 10% sobre
carvdo (1 g) em metanol (30 mL) foi acidificada com HC1l 12
N e depois hidrogenada a 50 psi durante 16 horas utilizando
um aparelho de hidrogenac&dc Parr. A mistura reaccional foi
filtrada para retirar o catalisador a base de carvdo e o
filtrado foi concentrado. O residuo foi dissolvido em HCIL
concentrada e agitado de um dia para o outro. A solucdo foi
concentrada e redissolvida em acetonitrilo (50 ml).
Adicionou-se diisopropiletilamina (3,5 mL) e dicarbonato de
di-terc-butilo (1 g). A mistura reaccional foi agitada
durante 24 horas e depois concentrada. O residuo foi
dissclvido em CH;Cl, e 4acido sulfurico aguoso a 5%. A
mistura reaccional foi extraida com CH;Cl, e as camadas
organicas combinadas foram concentradas. O vresiduo foi
dissolvido em bicarbonato de sédio saturado a 10%, lavado
com éter dietilico (2x) e acidificade com acido sulfurico

aquoso a 5%. A camada aquosa foil extraida com acetato de
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etilo (2x). As camadas de acetato de etilo combinadas foram

secas, filtradas e concentradas para dar N-terc-butoxi-

carbonil 2-aza-35-hidroxicarbonil[2.2.2]-biciclo-octano
(650 mg) .
Exemplo XIV, Sintese de isobutiloxicarbonil-ciclo-

hexilglicil-4,4-dimetil ©prolina (iBoc-G(Chx)-P(4,4-dime-

til)-0H) :

Passo I. Sintese de iBoc-G(Chx)-P(4,4-dimetil)-OMe:

A uma solucdo de 1iBoc-G(Chx)-OH (Exemplo IX,
Passo 1.)(377 mg, 1,95 mmol) em acetonitrilo (7 mL)
adicionou-se sucessivamente HC1l.HN-Pro(4,4-dimetil)OMe
(Exemplo I, passo 6)(377 mg, 1,95 mmol), N-hidroxi-
benzotriazole (239 mg, 1,75 mmol), TBTU (845 mg, 2,63 mmol)
e diisopropiletilamina (1,35 mL, 7,8 mmol). A mistura
reaccional foi agitada & temperatura ambiente durante 18
horas. A mistura reaccional foi concentrada e o residuo

remanescente foi dissolvido em acetato de etilo. A camada
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orgdnica foi lavada duas vezes com por¢des de 10 mL de
solucdo saturada de bicarbonato de sédio, solucdo de &cido
cloridrico 1 N, e solucdo aquosa saturada de cloreto de
sédioc. A camada orgédnica fol seca sobre sulfato de sdédio,

filtrada e concentrada até um s6lido branco (612 mg, 79%).

Passo 2. Sintese de 1Boc-G(Chx)-P(4,4-dimetil)-0H:

O éster metilico obtido no Passo 1 acima (612 mg,
1,54 mmol) em metanol (6 mL) foil saponificado na presenca
de hidroxido de litio 2 M (1,16 mL) durante trés horas. O
metanol foi removido a ©pressdo reduzida e o residuo
remanescente foi diluido com acetato de etilo e acidificado
até pH=2 com &cido cloridrico 1 N. As camadas foram
separadas e a camada organica foi lavada com &gua e solucédo
aquosa saturada de cloreto de sbédio, seca sobre sulfato de

s6édio, filtrada e concentrada.

Exemplo XV. Sintese de L-fenilglicina dimetilamida
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Passo 1. Sintese de N-benziloxicarbonil-L-fenilglicina

dimetilamida (CBzPhg-NMe2) :

N-benziloxicarbonil-L-fenilglicina (25g, 88 mmol)
foi dissoclvida em THF (800 mlL) e arrefecida a -10°C.
Adicionou-se N-metilmorfolina (9,7 mlL, 88 mmol) e
cloroformato de iscbutilo (11,4 mL, 88,0 mmol) e a mistura
foi deixada com agitacdo durante 1 minuto. Adicionou-se
dimetilamina (100 mL, 2 M em THF) e a reaccido foi deixada
agquecer até a temperatura ambiente. A mistura foi filtrada
e o filtrado concentrado em vacuo para dar N-ben-
ziloxicarbonil-L-fenilglicina dimetilamida (32,5 g) como um

6leo amarelo.

Passo 2. Sintese de L-fenilglicina dimetilamida (H-Phg-

NMe?2) :

A N-benziloxicarbonil-L-fenilglicina dimetilamida
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(32,5 g) obtida acima foi dissolvida em metanol (750 mL) e
adicionou-se paléddio a 10% sobre carvdc activado (3,3 g).
Esta mistura foi hidrogenada num aparelho Parr sob 35 psi
de hidrogénio durante 2 horas. A mistura reaccional foi
filtrada e o solvente removido em vacuo e o residuo
recristalizado de metanol-hexanos para dar fenilglicina
dimetilamida (26 g) como um soé6lido branco sujo. O ee deste
material foi determinado como sendo >99% por andlise por
HPLC do derivado 2,3,4,6-tetra-O-acetilglucopiranosil-

tiocisocianato.

Exemplo XVI. Sintese de (l-metilciclo-hexil)glicina:

Passo 1. l-metil-1-hidroximetilciclo-hexano

A uma solucdo de l-metil-l1-hidroxicarbonilciclo-
hexano (10 g, 70 mmol) em tetra-hidrofurano (300 mL) a 0°C
adicionou-se diborano 1 M em tetra-hidrofurano (200 mL, 200

mmol) ao longo de 90 minutos. O banho de arrefecimento foi
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retirado e a mistura reaccional foi agitada a temperatura
ambiente durante dois dias. O borano remanescente foi
desactivado pela adicdo lenta de bissulfato de sdédio
saturado (10 mL) ao longo de 90 min com arrefecimento.
Adicionou-se mais bissulfato de sdédio saturado (200 mL) e
apdés 20 min de agitacdo a camada aquosa foi removida. A
camada orgénica foi lavada com &gua e cloreto de sdédio
saturado, seco, filtrada e concentrada. O residuo foi
purificado por cromatografia "flash™ utilizando 20% de éter
dietilico em hexanos para dar l-metil-l-hidroximetilciclo-

hexano (6,17 g, 48 mmol, 69%).

Passo 2. l-metilciclo-hexilcarboxaldeido:

CH

A uma solugdo de I1-metil-l1-hidroximetil-ciclo-
hexano (6,17 g, 48 mmol) e trietilamina (20,1 mL, 144 mmol)
em diclorometano (150 mL) a 0°C, adicionocu-se uma solucdoc
de complexo de piridina e tridxido de enxofre (22,9 g, 144
mmcl) em sulféxido de dimetilo (150 mL) ao longo de 15 min.
0 banho de arrefecimento foi deixado aquecer até a
temperatura ambiente ao longo de duas horas, altura em que
a mistura reaccional foi vertida em solucdo aquosa saturada
de cloreto de sédio com gelo (400 mL). As camadas foram
separadas e a camada aquosa fol extraida com diclorometano

(200 mL). As camadas orgdnicas combinadas foram diluidas
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com hexanos (600 mL) e lavadas com HC1I 1 M (2 x 150 mL),
cloreto de sddio saturado (2 x 100 mL), secas, filtradas e
concentradas. O residuo foi purificado por cromatografia
"flash" para dar l-metilciclo-hexilcarboxaldeido (1,77 g,

13,8 mmol, 29%).

Passoc 3. Sintese de N-formil-N-glicosil-l-metilciclo-hexil-

terc-butilamida:

iy

isocianato de ferc-butile
Tetrs hidrofurang

A sintese de 2,3,4-tri-O-pivaloil-D-D-arabinosil-
amina fol realizada de acordo com o procedimento publicado
(Kunz. H.; Pfrengle, W.; Ruck, K.; Wilfried, S. Synthesis

(1991) 1039-1042).

A uma solucdo de l-metilciclo-hexilcarboxaldeido
(1,17 g, 8,34 mmol), 2,3,4-tri-O-pivaloil-a-D-arabinosil-
amina (8,3 g, 20,7 mmol), acido férmico (850 uL, 22.2 mmol)
e 1soclianeto de terc-butilo (2,4 mL, 21,2 mmol) em tetra-
hidrofurano (170 mL) a -30°C adicionou-se cloreto de zinco
0,5 M em tetra-hidrofurano (41 mL, 20,57 mmol). A solucdo
foi agitada a -20°C durante 3 dias, depois fol concentrada.
0 residuc foi diluido com CH»Cl, (500 mL), 1lavado com
bicarbonato de sédio saturado (2 x 500 mL) e agua (500 mL).
A camada organica foi seca, filtrada e concentrada para dar

um Oleo transparente. A cromatografia "flash" (20% de
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acetato de etilo em hexanos) deu produto puro (4,3 g, 6,6

mmol, 33%)

Passo 4. Sintese de (l-metilciclo-hexil)glicina:

Uma solugdo do produto cbtido no passo 3 acima
(4,3 g, 6,6 mmol) em diclorometano (30 mL) e HCl metandlico
anidro saturado (30 mL) foi agitada de um dia para o outro.
A solucdo foi concentrada e o residuo foi dissolvido em
dgua (100 mL) e lavado com pentano (2 x 100 mL). A camada
aquosa foil concentrada e o residuo foi dissolvido em HCLl 6
N (50 mL) e aquecido a refluxo durante 30 horas. A solugdo
foi concentrada para dar o cloridrato de (l-metilciclo-

hexil)glicina em bruto (790 mg, 3,82 mmol, 58%).

Exemplo XVII. Sintese de (4,4-dimetilciclo-hexil)glicina:
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Passo 1. Sintese de 4,4-dimetilciclo-hexanona:

A0

Uma mistura de 4,4-dimetilciclo-hex-2-en-1-ona
(12 mL, 91,2 mmol) e Pd a 10% sobre carvidoc tipo Degussa (2
g) foi hidrogenada a 40 psi durante 18 horas. A mistura foi
filtrada e concentrada (o 'H NMR mostrou uma mistura de
cetona e 4alcool numa proporcdo de 5:3). A mistura foi
dissolvida em acetona (400 mL) e arrefecida a 0°C.
Adicionou-se reagente de Jones (40 mL) ao longoc de 30 min e
0 banho de arrefecimento foi retirado. Apds 2 dias a
acetona em excesso foil evaporada e o residuo resultante foi
dissolvido em &agua e éter dietilico. A camada de éter foi
lavada com A&gua até ficar incolor, seca, filtrada e
concentrada para dar 4,4-dimetilciclo-hexancna (7,4 g, 58,6

mmol, 64%).

Passc 2. Sintese do enol éter metilico de 4,4-dimetilciclo-

hexilcarboxaldeido:
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A uma solugdo de cloreto de metoximetil trifenil-
fosfénio (8,6 g) em tetra-hidrofurano (125 mL) a 0°C
adicionou-se n-butil litio (1,6 M em hexancs, 14,3 mL) ao
longo de 10 min. Apdés 30 min a mistura reaccional foi
arrefecida a -78°C e adicionou-se uma solucdo de 4,4-
dimetilciclo-hexanona (2,45 g, 19,1 mmol) em tetra-
hidrofurano (50 mL) ao longo de 20 min. Apds 1 hora o banho
de arrefecimento foi removido e a reaccdo foi lentamente
aquecida até 0°C. A reaccdo foi diluida com cloreto de
aménio saturado (50 mlL), acetato de etilo (100 mL) e
hexanos (100 mL). A camada orgénica foi lavada com agua e
solugdo aquosa saturada de cloreto de sédio, seca, filtrada
e concentrada. O residuo foi agitado com hexanos (70 mL)
durante 10 min e filtrado. O filtrado foi concentrado e
cromatografado utilizando 25% de acetato de etilo em
hexanos para dar o composto em epigrafe (1,925 g, 12,5

mmol, 65%).

Passo 3: 4,4-dimetilciclo-hexilcarboxaldeido:

Uma solucdo do éter endlico metilico de 4,4-
dimetilciclo-hexilcarboxaldeido (1,925 g, 12,5 mmol) (Passo
II acima), tetra-hidrofurano (100 mL) ¢ HCl ¢ M (20 mL) foi

agitada a temperatura ambiente durante 4 horas. A mistura
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reaccional foil diluida com hexanos, éter dietilico, solucgdo
aquosa saturada de cloreto de sdédio e 4&gua. A camada
orgénica foi seca, filtrada e concentrada para dar 4,4-

dimetilciclo-hexilcarboxaldeido (1,0 g, 7,1 mmol, 57%).

Passo 4. Sintese de N-formil-N-glicosil-4,4-dimetilciclo-

hexil-terc-butilamida:

M .
AL -
T Al |

@‘ﬁ\f o
__________ - it

nilly, deide firmics,
isncianato de terc-buflo,
Tefra-hidrofurane

A uma solucdao de 4,4-dimetilciclo-hexil-
carboxaldeido (1,17 g, 8,34 mmol), 2,3,4-tri-O-pivaloil-a-
D-arabinosilamina (3,43 g, 8,55 mmol), &cido férmico (350
pL, 9,17 mmol) e isocianeto de terc-butilo (990 uL, 8,76
mmol) em THF (70 mL) a -30°C adicionou-se cloreto de zinco
0,5 M em tetra-hidrofuranc (17 mL, 8,5 mmol). A solucdo foi
agitada a -20°C durante 2 dias e depois concentrada. O
residuo foil diluido com diclorometano (200 mL), lavado com
bicarbonato de sédio saturado (2 x 200 mL) e agua (200 mL).
A camada organica foi seca, filtrada e concentrada para dar
um O6leo transparente. A cromatografia "flash" (20% de

acetato de etilo em hexanos) deu produto puro (2,1 g, 3,3

mmol, 39%)
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Passo 5. Sintese de (4,4-dimetilciclo-hexil)glicina:

q

LU

Uma solucdo do produto Ugi obtido no passo 4
acima (2,1 g, 3,3 mmol) em diclorometano (20 mL) e HCI
metandélico anidro saturado (20 mL) foi agitada de um dia
para © outro. A solucdo foil concentrada e o residuo foi
dissolvido em agua (100 mL) e lavada com pentano (2 x 100
mL). A camada aquosa foi concentrada e o residuo foi
dissolvido em HCl ¢ N (40 mL) e aquecido a refluxo durante
30 horas. A solucdo foil concentrada para dar cloridrato de
(I-metilciclo-hexil)glicina em bruto (300 mg, 1,36 mmol,

41%) .

Exemplo XVIII. Sintese de Boc-nVal-(CHOH)-Gly-OH:
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A uma solugdo de Boc-norvalina (25,0 g, 0,115
mol) em tetra-hidrofurano (461 mlL), arrefecida a 0°C,
adicionou-se complexo de borano/tetra-hidrofurano (461 mL
de uma solucdo 1,0 M em tetra-hidrofurano) gota a gota.
Apés 1 h a 0°C, a solucdo fol aguecida até a temperatura
ambiente ao longo de um periodo de 1,5 h. A TLC indicou que
a reaccdo foi completa. Adicionou-se metanol para
desactivar a reaccdo. A solucdo foi concentrada para dar o
composto em epigrafe (22,56 g, 96%) como um xarope
espumoso. TLC dos produtos indicou pureza satisfatdria. Re

= 0,34 (40% de acetato de etilo/hexanos).

Passo 2. Preparac&o de Boc-norvalinal:

CHOHCOM, EDC _
tohaeng, IS0 Bex-hiN

A Boc-norvalinol (7,77 g, 38 mmol), em sulfdxido
de dimetilo anidro (153 mL) e tolueno (153 mL) adicionou-se
EDC (73,32g, 382 mmol). Apds a solucdo ter arrefecido a
0°C, adicionou-se &acido diclorcacético (15,8 mL, 191 mmol)
gota a gota. Depois de completada a adicdo, a reacc¢do foi
agitada durante 15 min, A solucdo foi deixada aquecer até a
temperatura ambiente ao longo de um periodo de 2 h. A
mistura reaccional foi concentrada para remover o tolueno,

depois foil disscolvida em acetato de etilo. A solucdo foi
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lavada sucessivamente com bissulfato de sédio 1 N,
bicarbonato de sédio saturado e solucdo aquosa saturada de
cloreto de sédio, seca sobre sulfato de sédio, filtrada e
concentrada para dar Boc-norvalinal em bruto que foi
utilizado directamente no passo seguinte. TLC R = 0,84

(40% de acetato de etilc/hexanos).

Passo 3. Sintese de Boc-nVal- (CHOH)-Gly-OEt:

CHE MO8, Piriding
# o e i
TEA, diclorsmetano

ﬁ&i%}

A uma solucdo de Boc-norvalinal em bruto (4,18 g,
20,77 mmol) em diclorometano (83 mL) adicionou-se
isociancacetato de etilo (2,72 mL, 24,93 mmol) e piridina
(6,72 mL, 83,09 mmol). Depois de a solucdo ter sido
arrefecida a 0°C, adicionou-se acido trifluorocacético (4,15
mL, 41,54 mmol) gota a gota. Apds agitacdo durante 1 h, a
solucdo foi agitada a temperatura ambiente durante 18 horas
enquanto se deixava o solvente da mistura reaccional num
recipiente aberto para evaporar em condicdes ambientes. A
mistura reaccional foi concentrada e depois dissolvida em
acetato de etilo. A solucdo foi lavada sucessivamente com
bissulfato de sédio 1 N, bicarbonato de sdédio saturado e
solucdo aquosa saturada de cloreto de sddio, seca sobre
sulfato de sdédio, filtrada e depois concentrada. O residuo

foi purificado por cromatografia "flash" eluindo com 20% a
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40% de acetato de etilo/hexanos para dar 2,8 g do composto
em epigrafe como um =xarope amarelo. A espectrometria de
massa de baixa resolugdo confirmou a presenca do produto

desejado (MH" 333).

Passo 4. Sintese de Boc-nVal- (CHOH)-Gly-OH:

LIOH, slangd _

Boo-HK >

O produto obtido (Boc-nVal-(CHOH)-Gly-0OEt) (1,52
g, 4,70 mmol) dissolvido em etanol (23 mL) foi saponificado
com hidroxido de litio 1 N (18,81 mL) durante duas horas a
temperatura ambiente. A mistura reaccional foi acidificada
até pH = 2 com resina de permuta idénica Dowex® 50 WXS,
agitada durante 20 minutos e depois filtrada. A resina foi
bem lavada com etancl e 4gua e os filtrados combinados

foram concentrados até uma espuma branca (0,48 g, 33%).

Exemplo XVIV. Sintese de N-CBz-3-amino-2-hidroxi-4,5 meti-

leno-hexanoato de (2R, 3S,45,55)-terc-butilo:
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Passo 1:

e

-
et
&
-

A uma solucdc de dietilfosfonocacetato de terc-
butilo (4,7 mL, 20 mmol) dissolvido em THF (50 mL) a -78° C
adicionou-se n-butil litio 1,6 M em hexanos (12,4 mL). Apds
30 minutos (18,28)-2-metilciclopropilcarboxaldeido (1 g, 12
mmol) (Barrett, A. G. M.; Doubleday, W. W.; Kasdorf, K.;
Tustin, G. J., J. Org. Chem. (1996) 61, 3280) adicionou-se
éter dietilico (100 mL) ac longo de 10 min. A reaccgdo foi
aquecida a 0°C durante 2 horas e a 6°C durante 12 horas. A
reaccdo foi desactivada com cloreto de aménio saturado (20
mL) e a camada orgénica foi separada, lavada com 50 mL de
solugdo aquosa saturada de cloreto de sédic e seca sobre
sulfato de sédio, filtrada e concentrada para dar 3,5 ¢ de
um 6leo transparente. A cromatografia "flash" (20% de
acetato de etilo em hexanos) deu éster terc-butilico

insaturado puro (1,4 g).

Passo 2:
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A uma soluc&o de carbamato de benzilo (3,55 g,
23,5 mmol) em n-propancl (24 mL) adicionou-se uma solucgdo
de hidréxido de sddio (900 mg, 22,7 mmol) em agua (48 mL),
seguida por hipoclorito de terc-butilo (2,57 wmL, 22,7
mmol) . Apds 15 minutos a reaccdo foi arrefecida a 0°C e
adicionou-se (DHQ),PHAL (350 mg, 0,45 mmol) em n-propancl
(24 mL), seguido por éster terc-butilico insaturado (1,4 g)
do passo acima em n-propanol (48 mL). Finalmente adicionou-
se osmato de potassio (110 mg, 0,30 mmol) em agua (2 mL) e
a solucdo muito rapidamente desenvolveu uma cor verde
escura que persistiu durante 4 horas. Apdés 6 horas
adicionou-se sulfato de sdédio saturado (50 mL) e a mistura
foi extraida com acetato de etilo (2 x 50 mL). As camadas
organicas combinadas foram lavadas com solugdoc aquosa
saturada de cloreto de sé6dio (30 mlL), secas sobre sulfato
de sbédio, filtradas e concentrada. A cromatografia "flash"
com 20% de acetato de etilo em hexanos deu o amino éster
terc-butilico protegido com CBz desejado como um sdlido

branco (316 mg).

Passo 3:

Uma mistura de amino éster terc-butilico
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protegido com CBz (316 mg, 0,9 mmol) e 32 mg de palddio a
10% sobre carvido em 9 mL de metanol foi hidrogenado durante
8 horas. A mistura foi filtrada e concentrada para dar a

amina livre como um Oleo transparente (195 mg).

Exemplo XX. Sintese de cloroformato de 1R,Z2-dimetilpropilo:

\f ”
al'i .

v OH

A 2R-hidroxi-3-metilbutanc disponivel comercial-
mente (410 mg, 4,65 mmol) adicionou-se uma sclucdo de fos-
génio a 20% em tolueno (1 mL, 2 mmol). A solucdo foil agi-
tada durante 6 horas para produzir o cloroformato (2 mmol)
gue reagiu directamente e imediatamente com a amina dese-

jada. O isémeroc S fol sintetizado pelo mesmo procedimento.

II) Sintese representativa em fase de soluc&oc de inibidores

de HCV

Exemplo XXI. Sintese em fase de solucéo de 1iBoc-G(Chx)-

Pro(4,4-dimetil)-Leu (CO)-Gly-Phg-dimetilamida:
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Passo 1. Sintese de terc-butiloxicarbonil-leucinal (Boc-

Leu-CHQ) :

dicioromeiane,
suifoxicdo de dimetiio

Boc ™ o H Piriding » S0y BN

A  uma solucdo de Boc-L-leucinol disponivel
comercialmente (Advanced Chem Tech) (0,78 g, 3,6 mmol) em
diclorometano anidro (17,5 mL) adicionou-se trietilamina (2
mL, 14,36 mmol) e a mistura foi arrefecida a 0°C.
Adicionou-se sulfdoxido de dimetilo (17,5 mL) seguido por
complexo de tridéxido de enxofre e piridina (2,3 g, 14,36
mmcl) e a reaccdo foi agitada durante duas horas. A TLC em
acetato de etilo:hexanos 1:1 confirmou que a reaccdo estava
completa. A mistura reaccional foi concentrada e o residuo
remanescente diluido com acetato de etilo. A camada de
acetato de etilo foi lavada com &cido cloridrico 1 M (2 x
75 mL) seguido por solucdc saturada de bicarbonato de sdédio
(2 x 75 mL) e solucdo aquosa saturada de cloreto de sdédio
(75 mL). A camada orgédnica foi seca (sulfato de sdédio),

filtrada e concentrada para dar 775 mg de produto.

Passo 2. Sintese de éster etilico de Boc-2-hidroxi-3-amino-

5-metil hexanoil-glicina (Boc-Leu- (CHOH)-Gly-0OEt) :

acido frifuaroacstico,
piriding, {;ﬁ{:&g{};@

giclorcmetany
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A uma solucdo de Boc-Leucina aldeido (0,77 g,
3,59 mmol) em diclorometanco anidro (24 mL) adicionou-se
piridina anidra (1,16 mL, 14,36 mmol) e isociancacetato de
etilo (0,4 mL, 4,66 mmol). A mistura reaccional foi
arrefecida a 0°C e adicionou-se é&cido trifluorocacético
(0,55 mL, 7/18 mmol) ao longo de dois minutos. A mistura
reaccional foi tapada e agitada a 4°C durante quatro dias,
e a temperatura ambiente durante um dia. A mistura
reaccional foi diluida com diclorometano (350 mL) e lavada
duas vezes cada com porcdes de 75 mL de &cido cloridrico 1
M, bicarbonato de sdédio saturado e solucdo aquosa saturada
de cloreto de sédio. A camada orgédnica foi seca, filtrada e
concentrada. O residuo obtido foi submetido a cromatografia
"flash" numa coluna 2" x 6" de gel de silica utilizando 10%
de acetato de etilo em hexanos (800 mL) seguido por acetato
de etilo em hexanos 1:1 (800 mL). As fraccoes
correspondentes ao produto foram combinadas e concentradas

para dar 980 mg (79%) de produto.

Passo 3. Sintese de Boc-Leu- (CHOH)-Gly-OH:

{ ji oM
Boe RN ™ gﬁwﬁﬁ! Tomommomprnsseoroit
g

§ Stanal ‘ gm*}*wq* .
LM

A uma solucdo de Boc-Leu- (CHOH)-Gly-CEt (0,98 g,
2,83 mmol) em etanol (11,3 mlL) adicionou-se hidrdéxido de
litio 2 M (4,25 mL) e a reacgdo foi agitada durante cinco
horas a temperatura ambiente. O etanol foi removido a

pressdo reduzida e a camada aquosa foi diluida com acetato
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de etilo. A camada orgénica foi lavada com acido cloridrico
1 M seguido por solugdo aquosa saturada de cloreto de
sédioc, seca, filtrada e concentrada para dar 775 mg (86%)

de produto como um sdlido branco.

Passo 4. Sintese de Boc-Leu- (CHOH)-Gly-Phg-dimetilamida:

i\‘}& . H-Phg-MMa)2
RoeHn Ty ﬁﬁ\“ gpC.HoB

O DIEA sostosirds

A uma solugdo de Boc-Leu- (CHOH)-Gly-0OH (0,37 g,
1,18 mmol) em acetonitrilo (23 mL) adicionou-se suces-
sivamente fenilglicina dimetilamida (obtida no Exemplo XV,
Passoc 2), EDC (0,34 g, 1,76 mmol), N-hidroxibenzotriazole
(HOBt) (0,18 g, 1,18 mmol) e diisopropiletilamina (DIEA)
(0,82 mL, 4,7 mmol) e a reaccdo foi agitada durante 18
horas a temperatura ambiente. A mistura reaccional foi
concentrada e o residuo remanescente foi diluido com
acetato de etilo e lavado sucessivamente com duas porgdes
de 75 mL de &cido cloridrico 1 M, bicarbonato de sdédio
saturado e solucdo aquosa saturada de cloreto de sdédio. A
camada orgénica foi depois seca, filtrada e concentrada. O
produto em bruto foi submetido a cromatografia "flash" numa
coluna 2" x 6" de gel de silica utilizando acetato de
etilo:hexanos 4:1 (700 mlL) seguido por acetato de etilo
(1000 mL) e 10% de metanol em diclorometano (600 mL). As
fraccdes correspondentes ao produto foram combinadas e

concentradas para dar 445 mg (80%) de sdélido branco.
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Passo 5. Sintese de sal trifluoroacetato de H-Leu- (CHOH) -

Gly-Phg-dimetilamida:

acido frifewoacsticn £ i _ ﬁ i
TR YN Y
giclorometano o B ﬁ i

A uma solucao de Boc-Leu- (CHOH) -Gly-Phg-
dimetilamida (70 mg, 0,146 mmol) em diclorometano (1 mL)
adicionou-se &cido trifluoroacético (1 mL) e a reaccdo foi
agitada & temperatura ambiente durante 1 hora. A mistura
reaccional foi concentrada e utilizada no passo seguinte

sem purificacdo adicional.

Passo 6. Sintese de iBoc-G(Chx)-Pro(4,4-dimetil)-Leu-

(CHOH) -Gly-Phg-dimetilamida:

Boe-B{Chi)-Profd 4-diMe)-OH
TRTU, HOBY, IS4, acatoniiie

E
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A  uma solucdo de iBoc¢-G(Chx)-P(4,4-diMe)-OH
(Exemplo XIV, passo 2) (53 mg, 0,148 mmol) em acetonitrilo
(3 mL) adicionou-se sucessivamente TFA.ZHN-Leu (CHOH-Gly-
Phg-NMe2 (61 mg, 0,148 mmol), N-hidroxibenzotriazole (HOBt)
(23 mg, 0,148 mmol), TBTU (71,5 mg, 0,222 mmol) e
diisopropiletilamina (103 uL, 0,593 mmol). A reaccdo foi
agitada a temperatura ambiente durante 18 horas e
concentrada. O residuo remanescente foi dissolvido em
acetato de etilo e lavado com acido cloridrico 1 M (2 x 5
mL), solucdo saturada de bicarbonato de sdédio (2 x 5 mL) e
solucdo aquosa saturada de cloreto de sédio (2 x 5 mlL). A
camada orgdnica foil seca, filtrada e concentrada. O produto
(100 mg) foi utilizado no passo seguinte sem purificacéo

adicional.

Passo 7. Sintese de iBoc-G(Chx)-Pro(4,4-dimetil)-Leu-(CO)-

Gly-Phg-dimetilamida:

dicioramedano

Dass-fdartin

A uma solucdo de 1iBoc-G(Chx)-Pro(4,4-dimetil)-
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Leu- (CHOH) -Gly-Phg-dimetilamida (30 mg, 0,04 mmol) em di-
clorometano (1 mL) adicionou-se o reagente de Dess-Martin
disponivel comercialmente (Omega Chemical Company
Inc.) (67,8 mg, 0,16 mmol) e a reaccdo foli agitada a
temperatura ambiente durante 90 minutos. A mistura
reaccional foi concentrada e o residuo remanescente foi
agitado em tiossulfato de sbédio a 5%. Foi depois diluida
com diclorometano e as camadas foram separadas. A camada
orgdnica foi lavada com tiossulfatoc de sédio (4 x 3 ml),
seguida por Aagua e solucgdo aquosa saturada de cloreto de
sédio. A camada orgénica foi seca sobre sulfato de sédio,
filtrada e concentrada. O produto em bruto foi dissolvido
em hexanos e Aalcool isopropilico e foi submetido a
purificacdo por HPLC utilizando uma coluna de silica de
fase normal Kromasil 5 (Phenomenex, 250 x 21,20 mm, 100
angstrom de tamanho do poro, particulas de gel de 5 pum)
eluindo com um gradiente de 30 minutos que consistiu em 0 a
25% de &lcool isopropilico em hexanos (25 mL/minuto). As
fracgbes correspondentes ao produto foram combinadas e
concentradas. A liofilizacdo a partir de 4gua deu 6,7 mg de
pd branco. O espectro de massa de baixa resolucdo confirmou

a massa desejada (MH' = 741,4).

IITI) Sintese em fase sdlida:

A sintese em fase sélida é Util para a producédo
de pequenas gquantidades de determinados compostos da
presente invencdo. Tal como com a sintese de péptidos em

fase sélida convencional, os reactores para a sintese em
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fase s6lida de peptidil cetoamidas s&o constituidos por um
vaso de reac¢do com pelo menos uma superficie permedvel a
solvente e reagentes dissolvidos, mas n&do permeavel a
resina de sintese com o tamanhc de malha seleccionado.
Esses reactores incluem vasos de reaccdo em fase sdélida de
vidro, com uma frita de vidro sinterizada, tubos ou colunas
de polipropileno com fritas, ou reactor Kans™ fabricados
por Irori Inc., San Diego CA. O tipo de reactor escolhido
dependo do volume de resina de fase sélida necesséario, e
diferentes tipos de reactores podem ser wutilizados em
diferentes fases de uma sintese. Os procedimentos seguintes

vao ser referidos nos exemplos subsequentes:

Procedimento A: Reaccdo de condensacdo: A resina

suspensa em N-metilpirrolidina (NMP) (10-15 mL/grama de
resina) adicionou-se Fmoc-aminoacido (2 eq), HOAt (2 eq),
HATU (2 eq) e diisopropiletilamina (4 eq). A mistura foi
deixada reagir durante 4-48 horas. 0s reagentes foram
escorridos e a resina foi lavada sucessivamente com
dimetilformamida, diclorometano, metanol, diclorometano e
éter dietilico (utilizar 10-15 mL de solvente/grama de

resina). A resina foi depois seca em vacuo.

Procedimento B: Desproteccdo de Fmocc: A resina

protegida com Fmoc foi tratada com 20% de piperidina em
dimetilformamida (10 mL de reagente/g de resina) durante 30
minutos. Os reagentes foram escorridos e a resina foi
lavada sucessivamente com dimetilformamida, diclorometano,
metanol, diclorometano e éter dietilico (10 mL de

solvente/grama de resina).
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Procedimento C: Desprotec¢do de Boc: A resina

protegida com Boc foi tratada com uma mistura de
diclorometano e é&cido trifluorcacético 1:1 durante 20-60
minutos (10 mL de solvente/grama de resina). Os reagentes
foram escorridos e a resina foi lavada sucessivamente com
diclorometano, dimetilformamida, 5% de diisopropiletilamina
em dimetilformamida, dimetilformamida, diclorometano e

dimetilformamida (10 mL de solvente/grama de resina).

Procedimento D: Hidrdlise da semicarbazona: A

resina foi suspensa na mistura de clivagem (10 mL/g de
resina) que consiste em Acido trifluorocacético:acido
pirtvico:diclorometano:dgua 9:2:2:1 durante 2 horas. O0s
reagentes foram escorridos e o procedimento foi repetido
mais trés vezes. A resina fol lavada sucessivamente com

diclorometano, agqua e diclorometano e seca em VAacuo.

Procedimento E: Clivagem com HF: A resina

péptido-nval (CO) -G-0-PAM seca (50 mg) foi colocada num
reactor para HF contendo uma pequena barra de agitacédo.
Adicionou-se anisole (10% do volume total) como um
sequestrante. Na presenca de acido glutdmico e aminoacidos
de cisteina, também se adicionou tiocanisole (10%) e 1,2-
etanoditiol (0,2%). O reactor para HF foi depois fixado ao
aparelho de HF (Immuno Dynamics) e o sistema foi purgado
com azoto durante cinco minutos. Foi depois arrefecido a -
70°C com um banho de gelo seco/isopropancl. Apds 20

minutos, destilou-se HF até ao volume desejado (10 mL de
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HF/g de resina). Deixou-se que a reacc¢do decorresse durante
uma hora e meia a 0°C. O processamento consistiu na remo¢do
de todo o HF utilizandco azoto. Adicionou-se depois
diclorometano a resina e a mistura foi agitada durante
cinco minutos. Isto foi sequido pela adigdo de 20% de acido
acético em agua (4 mL). Apds agitacdo durante 20 minutos, a
resina foi filtrada utilizando um funil com frita e o
diclorometano foi removido a pressdo reduzida. O residuo
remanescente e a mistura foram lavados com hexanos (2x)
para remover sequestrantes. Entretanto, a resina foi
impregnada em 1 mL de metanol. A camada aquosa (HOAc a 20%)
foi adicionada & resina e a mistura foi agitada durante
cinco minutos e depois filtrada. O metancl foi removido a
pressdo reduzida e a camada aquosa foi liofilizada. O
péptido foi depois dissolvido em 10-25% de metanol
(contendo 0,1% de &cido trifluorocacético) e purificado por

HPLC de fase inversa.

Exemplo XXII: Sintese em fase s6lida representativa de

inibidores de Hep C: (iBocG(Chx)-P(4t-NHSO2Ph)-nV- (CO)-G-

G (Ph)-NH2)
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Passo 1. Sintese de Fmoc-nV- (dpsc)-Gly-OH:

A) Sintese de isociancacetato de alilo (passos a-b adi-

ante) :

a) Sintese de sal de potassio do 4cido isocianocacético:

CNﬁxjiGﬂ ——— GN\!ﬁ;B_K+

Adicionou-se isociancacetato de etilo (96,6 ml,

0,88 mol) gota a gota a uma soclucdo refrigerada de etanol
(1,5 L) e hidréxido de potéassio (59,52 g, 1,0 mol). A
reaccdo foi lentamente aquecida até & temperatura ambiente.
Apbs duas horas o produto precipitado foi filtrado num
funil de wvidro e lavado com véarias porgdes de etanol
refrigerado. O sal de potéassio do &cido isociancacético
assim obtido foi seco em vacuo até um sbélido castanho

dourado (99,92 g, 91,8%).

b) Sintese de isociancacetato de alilo:

TN m\i\( !
Q&\fﬁ\Q“K? e 3 D att

Ao produto da parte a (99,92 g, 0,81 mol) dissol-
vido em acetonitrilo (810 mL) adicionou-se brometo de alilo

(92 mL, 1,05 mol). Apds aquecimento a refluxo durante qua-
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tro horas obteve-se uma solucgdo castanha escura. A mistura
reaccional foi concentrada e o residuo remanescente foi
dissclvido em éter (1,5 L) e lavado trés vezes com Aagua
(500 mL). A camada orgénica foi seca, filtrada e concen-
trada até um xarope castanho escuro. O produto em bruto foi
purificado por destilacdo em vacuo a 7 mm Hg (98°C) até um
6leo transparente (78,92 g, 78%). NMR & ppm (CDCls): 5,9

(m, 1H), 5,3 (m, 2H), 4,7 (d, 2H), 4,25 (s, 2H).

B) Sintese de 9-fluorenilmetoxicarbonil-norvalinal (passos

a-c¢ adiante):

a) Sintese de éster metilico de 9-fluorenilmetoxicarbonil-

L-norvalina (Fmoc-nVal-OMe):

A uma solucdo refrigerada de Fmoc-norvalina
disponivel comercialmente (25 g, 73,75 mmol) em metanol
anidro (469 mL) adicionou-se cloreto de tionilo (53,76 mL,
737,5 mmol) ao longo de uma hora. A TLC em acetato de etilo
feita uma hora mais tarde confirmou que a reaccdo estava
completa (Rf = 0,85). A mistura reaccional foi concentrada
e o residuo remanescente foi dissolvido em acetato de
etilo. A camada orgdnica foi lavada com varias porg¢des de

200 mL de Dbicarbonato de sédio saturado seguidas por
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solugdo aquosa saturada de <cloreto de sédio. A camada
orgdnica foil seca, filtrada e concentrada para dar Fmoc-
norvVal-OMe) como um sélido branco (26.03 g) com rendimento
guantitativo. NMR 0 ppm (CDsOD): 7,7 (m, 2H), 7,6 (m, 2H),
7,4 (m, 28H), 7,3 (m, 2H), 4,3 (m, 2H), 4,1 (m, 2H), 3,7 (s,

), 1,7 (m, 1#), 1,6 (m, 1H), 1,4 (m, 2H), 0,95 (t, 3H).

b) Sintese de 9-fluorenilmetoxicarbonil-norvalinol (Fmoc-

nValinol) :

A Fmoc-nVal-CMe (26,03 g, 73,75 mmol) em tetra-
hidrofurano (123 mL) e metanol (246 mL) adicionou-se
cloreto de calcio (16,37 g, 147,49 mmol). A mistura
reaccional foi arrefecida a 0°C e adicionou-se boro-hidreto
de sédio (11,16 g, 294,98 mmol) em varias porcdes. A pasta
espessa obtida, adicionou-se metanol (500 mL) e a reaccdo
foil deixada com agitacido a temperatura ambiente durante 90
minutos. A TLC em acetato de etilo:hexanos 2:3 confirmou
gue a reaccdo estava completa (R = 0,25). A reaccdo foi
desactivada com a adicdo lenta de &gua (100 mL) a 0°C. O
metanol foil removido a pressido reduzida e a fase aquosa
remanescente foi diluida com acetato de etilo. A camada
orgénica foi lavada com &gua (3 x 500 mL), bicarbonato de
sédic saturado (3 x 500 mL) e solucdo agquosa saturada de

cloreto de sédio (500 mL). A camada orgdnica fol seca sobre
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sulfato de sdédio, filtrada e concentrada até um sdlido
branco (21,70 g, 90,5%). NMR & ppm (CDsOD): 7,8 (m, 2H),
7,7 (m, 28), 7,4 (m, 2H), 7,3 (m, 2H), 4,3-4,5 (m, 2H), 4,2
(m, 1H), 3,6 (s, 1H), 3,5 (s, 2H), 1,5 (m, 1H), 1,3-1,4 (m,

3H), 0,99 (m, 3H).

c) Sintese de 9-fluorenilmetoxicarbonil-norvalinal (Fmoc-

nVal-CHO) :

s ,
Frmog-HN Emoc-HN

o

A uma solugdo de Fmoc-norValinol (21,70 g, 66,77
mmol) em diclorometano (668 mlL) adicionou-se trietilamina
(37,23 mL, 267 mmol) e a solucdo foi arrefecida a 0°C.
Adicionou-se uma suspensdo de complexo de piridina e
tridxido de enxofre (42,51 g, 267 mmol) em sulfdéxido de
dimetilo (96 mL) & solucido refrigerada. Apés uma hora, a
TLC em acetato de etilo:hexanos 2:3 confirmou que a reacgdo
estava completa. O diclorometano foi removido a pressdo
reduzida e o residuo remanescente foi dissolvido em acetato
de etilo e lavado com agua (2 x 50 mL), bissulfato de sédio
saturado 1 N (2 x 50 mlL), bicarbonato de sédio saturado (2
x 50 mL) e solucdo aquosa saturada de cloreto de sddio (50
mL) . A camada orgdnica foi concentrada para dar um s6lido
branco. Foi considerado o rendimento tedrico (21,57 g) e a
reaccdo foi utilizada no passo seguinte sem purificacido

adicional.
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C) Sintese de sal trifluoroacetato de difenilmetil semi-

carbazida (dpsc) (passos a-b adiante):

a) Sintese de Boc-semicarbazid-4-11 difenilmetano

A uma solucdo de carbonildiimidazole (16,2 g,
0,10 mole) em dimetilformamida (225 mL) adicionou-se uma
solugcdo de carbazato de t-butilo (13,2 g, 0,100 mol) em
dimetilformamida (225 mL) gota a gota ao longo de 30
minutos. A seguir adicionou-se difenilmetilamina (18,3 g,
0,10 mol) ao longo de 30 minutos. A reaccdo fol deixada com
agitacdo a temperatura ambiente durante uma hora.
Adicionou-se agua (10 mL) e a mistura fol concentrada até
cerca de 150 mL a pressdo reduzida. Esta solucdo foi
vertida em agua (500 mL) e extraida com acetato de etilo
(400 mL). A fase de acetato de etilo foi lavada duas vezes
cada com 75 mL de HC1 1 N, 4&gua, solucdo saturada de
bicarbonato de sdédio e cloreto de sdédio, e seca com sulfato
de magnésio. A mistura foi filtrada e a solucdo foi
concentrada para dar 29,5 g (85% de rendimento) de uma
espuma branca. Este material pode ser purificado por
recristalizacdo de acetato de etilo/hexano, mas estava
suficientemente puro para ser utilizado directamente no
passo seguinte: p.f. 142-143°C. 'H NMR (CDCls) & 1,45 (s,

SH), 6,10 (dd, 2H), 6,42 (s, 1H), 6,67 (bs, 1H), 7,21 -7,31
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(m, 10H). Andlise calculada para C;sH::N30s: C, 66,84; H,

6,79; N, 12,31. Determinada: C, 66,46; H, 6,75; N; 12,90.

b) Sintese de sal trifluorcacetato de difenilmetil

semicarbazida (dpsc)

H
TEAHANY

=

Uma solucdc de Boc-semicarbazid-4-i1 difenil-
metano (3,43 g, 10 mmol) em diclorometanc (12,5 mL) foi
tratada com 12,5 mL de acido trifluoroacético a temperatura
ambiente e agitada durante 30 min. A solucdo fcil adicionada
gota a gota a 75 mL de éter e o sd6lido resultante (2,7 g,
80%) foi recolhido por filtracdo, p.f. 182-184°C. 'H NMR
(CD:0D) & 6,05 (s, 1H), 7,21-7,35 (m, 10H). '°C NMR (CD:OD)
o 57,6, 118,3 (g, CFs), 126,7, 127,9, 141,6, 156,9, 160,9

(q, CF3COzH) .

D) Sintese de Fmoc-nVal- (CHOH)-Gly-0Oalil:

isociancacetaio de alilo

o

piriding, fcido Wifleomacttice  PROCHNT §M

1
dickevometana O

Q2

A uma solucdo de Fmoc-nVal-CHO (Passo IB) (5,47
g, 16,90 mmol) em diclorometano (170 mlL) adicionou-se

isociancacetato de alilc (Passo IA) (2,46 mL, 20,28 mmol) e
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piridina (5,47 mL, 67,61 mmol). A mistura reaccional foi
arrefecida a 0°C e adicionou-se &cido trifluoroacético
(3,38 mL, 33,80 mmol) gota a gota. A reaccdo foi agitada a
0°C durante 1 h e depois & temperatura ambiente durante 48
horas. A TLC feita em acetato de etilo confirmou gue a
reaccdo estava completa. A mistura reaccional foi concen-
trada e submetida a cromatografia "flash" utilizando 20% a
70% de acetato de etilo em hexanos. As fraccdes contendo o
produto desejado foram combinadas e concentradas até uma
espuma branca (6,88 g, 87,3%). TLC em acetato de etilo
50:50 mostra uma mancha (Rf = 0,37). NMR 8 ppm (CD3:OD): 7,8
(m, 2H), 7,65 (m, 2H), 7,4 (m, 2H), 7,3 (m, 2H), 5,9 (m,
1H), 5,1-5,4 (m, 2H), 4,55-4,65 (m, 2H), 4,3-4,4 (m, 2H),
4,15-4,25 (m, 1H), 4,01 (s, 1H), 3,9-4,0 (m, 3H), 1,5-1,6

(m, 2H), 1,35-1,45 (m, 3H), 0,9 (m, 3H).

E) Sintese de Fmoc-nVal-(CO)-Gly-0Oalil:

]

‘\ﬁﬁ\ﬁﬁxxm%
Yow

&

_ 3‘%\ . 806, dcide dicloroanstics i
Fenoo T N R e e Ry e NN
OH Ho sulféxide de dimetife, tolweno o

o

A  uma solugdoc de Fmoc-nVal-(CHOH)-Gly-0alil
(Passo D) (5,01 g, 10,77 mmol) em sulfdéxido de dimetilo
(100 mL) e tolueno (100 mL) adicionou-se EDC (20,6 g, 107,7
mmol). A mistura reaccional foi arrefecida a 0°C e
adicionou-se 4cido dicloroacético (4,44 mL, 53,83 mmol)

gota a gota. A reaccdo foi agitada durante 15 minutos a 0°C
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e 1 h a temperatura ambiente. Apds rearrefecimento até 0°C,
adicionou-se agua (70 mL) e o toluenc foi removido a
pressdo reduzida. O residuo remanescente foi diluido com
acetato de etilo e lavado varias vezes com uma solucdo
saturada de bicarbonato de sédio seguida por bissulfato de
sédio 1 N e solucdo aguosa saturada de cloreto de sddio. A
camada orgédnica foi seca sobre sulfato de sbédio, filtrada e
concentrada. Considerou-se o rendimento tedrico de 4,99 g e
a reaccdo foili utilizada no passo seguinte sem purificacéo
adicional. TLC em acetato de etilo 50:50 mostra uma mancha

(Rf = O, 73) .

F) Sintese de Fmoc-nVal- (dpsc)-Gly-0Oalil:

difentinetifsemicsrbazids

. A E\
mos R S N Ny ey, P * Fivoed
Famas 1\5 ﬁf};})\ acetato de sodip, apus, et@nd Fantel

£

oy

A uma solucdo de Fmoc-nVal-(CO)-Gly-0Oalil (Passo
E) (4,99 g, 10,75 mmol) em etanol (130 mL) e agua (42 mL)
adicionou-se sal trifluoroacetato de difenilmetil
semicarbazida (dpsc) (Passo IC) (7,6 g, 21,5 mmol) e
acetato de s6dio.3H;0 (1,76 g, 12,9 mmol), sucessivamente.
A mistura reaccional foli aquecida a refluxo durante 90
minutos. Foi confirmado que a reaccdo estava completa por

TLC feita em acetato de etilo:hexano 1:1. O etanol foi
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removido a pressdo reduzida e o residuo remanescente foi
dissolvido em acetato de etilo e lavado com bissulfato de
s6dio 1 N (2 x 10 mL), bicarbonato de sédio saturado (2 x
10 mL), seguido por solucdo aquosa saturada de cloreto de
sédio (10 mL). A camada orgénica foi seca, filtrada e
concentrada. O residuo resultante foi purificado por
cromatografia "flash" em 20% a 50% de acetato de etilo em
hexanos para dar um sbélido branco (5,76 g, 78%). A TLC em
acetato de etilo:rhexanos 50:50 mostrou duas manchas

(1sémeros cis e trans) com Rf = 0,42 e (0, 5.

G) Sintese de Fmoc-nVal- (dpsc)-Gly-OH:

fetra-hidrofuranc JH
O

T UNHCHEFRY

A uma solucdc de Fmoc-nVal- (dpsc)-Gly-0Oalil
(Passo IG) (4,53 g, 6,59 mmol) em tetra-hidrofurano (300
mL) adicionou-se dimedona (4,62 g, 32,97 mmol) seguida por
catalisador de tetraquis(trifenilfosfina)paladio(0) (0,76
g, 0,66 mmol). Foi confirmado que a reaccdo estava completa
por TLC apds 90 minutos utilizando diclorometano:metanol
9:1. A mistura reaccional foi concentrada e o residuo
remanescente foi dissolvido em acetato de etilo e lavado

trés vezes com porcdes de 50 mL de bifosfato de potéassio
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0,1 M. A camada orgénica foi depois tratada com 50 mL de
bissulfito de sb6dio e o sistema bifédsico foi agitado
durante 15 minutos. As fases foram separadas e o proce-
dimento fol repetido mais duas vezes. A camada orgénica foi
seca e concentrada e submetida a cromatografia "flash" com
20% a 100% de acetato de etilo em hexanos. Esta foli seguida
de solucdo de diclorometano:metanocl 9:1. As fracgdes
correspondentes ao produto purc foram combinadas e
concentradas para se obter um sélido branco (3,99 g, 94%).
A TLC em diclorometano:metancl 9:1 mostrou duas manchas
(isbmeros cis e trans). NMR & ppm (CD:OD): 7,75 (m, 2H),
7,6 (m, 3H), 7,2-7,4 (m, 14H), 6,1-6,2 (m, 1H), 4,25-4,4
(m, 2H), 4,1-4,2 (m, 2H), 3,85 (s, 2H), 1,6-1,8 (m, 2H),

1,3-1,5 (m, 2H), 0,95 (t, 3H).

Passo 2. Sintese de resina H-Phg-MBHA:

A resina MBHA disponivel comercialmente (2,6 g,
1,12 mmol/g, 2,91 mmol) foi transferida para um vaso
reaccional de fase sélida com frita de 250 mL equipado com

uma entrada de azoto. Fol depois muito bem lavado com
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porcdes de 30 mL de diclorometano, metanol, dimetilforma-
mida e diclorometano e condensado ao longo de 18 horas ao
Fmoc-Phg-0OH disponivel comercialmente (2,17 g, 5,82 mmol)
de acordo com o Procedimento A com 99,82% de eficiéncia. A
resina foi depois submetida a desproteccdo de Fmoc de
acordo com o procedimento B. Um ensaio qualitativo com
ninidrina numa pequena aliquota deu resina e solucdc azul

escura, indicando uma reaccdo com éxito.

Passo 3. Sintese de resina H-nVal (dpsc)-Gly-Phg-MBHA:

' ) R |
e M\ufﬁ; \ e
g“‘g NH-MBHA resina

TNH-CHIPR),

Fez-se reagir a resina obtida no passo II (2,6 g,
0,8 mmol/g, 2,91 mmol) com Fmoc-nVal-{(dpsc)-Gly-Qalil
(Passo IG) (5,82 mmol, 3,7 g) de acordo com o Procedimento
A. Apds 18 horas, a andlise quantitativa com ninidrina
indicou 99, 91% de eficiéncia de condensacdo. A resina foi
submetida a desprotecgdo de Fmoc de acordo com ©
procedimento B. Um ensaio qualitativo com ninidrina numa
peguena aliquota deu resina e solugdo azul escura,

indicando uma reacc¢do com é€xito.
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Passo 4. Sintese de resina Boc-Pro(4t-NHFmoc-nVal (dpsc) -

Gly-Phg-MBHA:

‘i\uﬁﬁﬁ Foong

Bog=H,

A
) ; MNELMBHA resina

o

NH-CH{P )

O composto resina H-nVal (dpsc)-Gly-Phg-MBHA (Pas-
so 3 acima) (600 mg, 0,8 mmol/g, 0,67 mmol) foi transferida
para um tubo de polipropileno com frita e foil condensado
com Boc-Pro (4t-NHFmoc)-OH (Exemplo VI, Passo 3) (610 mg,
1,34 mmol) de acordo com o procedimento A. Apds 18 horas, a
analise quantitativa com ninidrina indicou uma eficiéncia

de condensacdo de 99, 96%.

Passo 5. Sintese de resina Boc-Pro(4t-NH,)-nval (dpsc)-Gly-—

Phg-MBHA:

ﬁ’ﬁ{g\;ﬁmmﬁm resina
AN N
by
o

"NH-CH{PR)
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A resina do passo anterior (Boc-Pro(4t-NHFmoc)-
nval (dpsc) -Gly-PhgMBHA resina) foil submetida a desproteccgdo
de Fmoc de acordo com o procedimento B. Um ensaio
gualitativo com ninidrina numa pequena aliguota deu resina
e solucdo azul escura, indicando uma reaccdo com éxito. Um
ensaio qualitativo com ninidrina numa pequena aliguota deu
resina e solucdo azul escura, indicando uma reaccdc com

éxito.

Passo 6. Sintese de resina Boc-Pro (4t-NHSO,Bn)-nVal (dpsc) -

Gly-Phg-MBHA:

w9
. ‘N\fﬁ\g\iﬁ;\wgﬁ,& rasina

NH-CHIPRY

A resina obtida no passo anterior (resina Boc-
Pro (4t-NHz) -nVal (dpsc) Gly—-Phg-MBHA) (0,2 g, 0,22 mmol)
suspensa em NMP (2 mL) adicionou-se 2,4,6-colidina (0,24
mL, 1,79 mmol) e cloreto de benzenossulfonilo e a reaccio

foi agitada durante 18 horas. O solvente foi escorrido e a
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resina foi bem lavada com porcdes de 2 mL de diclorometano,
metanol, dimetilformamida e diclorometano. A analise
gualitativa com ninidrina mostrou pérolas e solucgdo

incolores indicando uma reaccdo com éxito.

Passo 7. Sintese de resina Fmoc-G(Chx)-Pro(4t-NHSO,Bn)-

nVal (dpsc)-Gly-Phg-MBHA:

?Ei o
NH
NH-CHIPHR)p

A resina obtida no passo anterior (resina Boc-
Pro (4t-NHSO,Bn) -nVal (dpsc)Gly-Phg-MBHA) foi submetida ao
procedimento de desproteccdo de Boc de acordo com ©
Procedimento C. Frmoc-G(Chx) (0,17 g, 0,45 mmol) foi depois
condensado de acordo com o procedimento A. Apds 18 horas a
andlise qualitativa com ninidrina mostrou pérolas incolores
e a anadlise quantitativa com ninidrina indicou uma

eficiéncia de condensacio de 99, 79%.
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Passo 8. Sintese de resina 1Boc-G(Chx)-Pro(4t-NHSO.Bn)-

nVal (dpsc)-Gly-Phg-MBHA:

N

UNH-CHER),

A resina obtida no passo anterior (resina Fmoc-
G(Chx)-Pro (4t-NHSOZ2Bn)nVal (dpsc) -Gly-Phg-MBHA) foi subme-
tida a desproteccédo de Fmoc de acordo com o procedimento B.
Umn ensaio com ninidrina numa pequena aliquota deu resina e
solucédo azul escura, indicando uma reaccdo com éxito. A
resina (0,2 g, 0,22 mmol) suspensa em 2 mL de NMP adici-
onou-se cloroformato de isobutilo (0,12 mL, 0,90 mmol)
seguido por diisopropiletilamina (0,31 mL, 1,79 mmol), e a
mistura reaccional foi agitada durante 18  horas a
temperatura ambiente. A analise qualitativa com ninidrina
mostrou pérolas e solugdo incolores indicando uma reacgdo

com éxito.
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Passo 9. Sintese de resina 1Boc-G(Chx)-Pro (4t-NHSOZ2Bn)-

nVal (CO) -Gly-Phg-MBHA:

P

N

) ‘WH-MBHA resina

O composto do passo anterior (resina iBoc-G(Chx)-
Pro (4t-NHSO2Bn)nVal (dpsc) -Gly-Phg-MBHA) (200 mg) foi subme-

tido ao Procedimento D de hidrdlise da semicarbazona.

Passo 10. Sintese da Sintese de i1Boc-G(Chx)-Pro(4t-

NHSO2Bn) -nval (CO) -Gly-Phg-NH,:

A resina do passo anterior (resina 1iBoc-G(Chx)-

Pro (4t-NHSOZBn)-nVal (CO) Gly-Phg-MBHA) (100 mg) foi subme-
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tida a condig¢des de clivagem com HF (Procedimento E) para
dar o produtoc em bruto desejado. O material foi purificado
por HPLC utilizando uma coluna de fase inversa de 2,2 x 25
cm, contendo uma resina C-18 constituida por particulas de
gel de silica com tamanho de 10 micrometros com um tamanho
dos poros de 300 angstrom, eluindo com um gradiente
utilizando 20-50% de acetconitrilo em &gua. A HPLC analitica
utilizando uma coluna de fase inversa de 4,6 x 250 mm,
contendo uma resina C-18 constituida por particulas de gel
de silica com tamanho de 5 micrometros com um tamanho dos
poros de 300 angstrom, eluindo com 25-75% de acetonitrilo
(contendo 0,1% de &cido trifluorcacético) mostrou um pico
aos 13,5 minutos. O espectro de massa de baixa resolucgédo

confirmou a massa desejada (MH™ 826,4).

IV. Compostos adicionais preparados por sintese em fase de

solugéo:

Exemplo XXIII: Preparagdo de um composto de Foérmula XXITI:
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Passo 1

XXX

Uma solucdc com agitagdo de cetimina XXIIIa (50
g, 187,1 mmol) sob N, em THF seco (400 mL) foi arrefecida a
-78°C e tratada com solucdo 1 M de K-"BuO (220 mL, 1,15
equiv.) em THF. A mistura reaccional foi aquecida a 0°C e
agitada durante 1 h e tratada com bromometil ciclobutano
(28 mL, 249 mmol). A mistura reaccional foi agitada a
temperatura ambiente durante 48 h e concentrada em vacuo. O
residuo foi dissolvido em Et;0 (300 mL) e tratado com HC1L
aquoso (2 M, 300 mL). A solucdo resultante foi agitada a
temperatura ambiente durante 5 h e extraida com Et;0 (1 L).
A camada aquosa foi tornada béasica até pH -12-14 com NaOH
(aquoso a 50%) e extraida com CHyCl, (3x300 mL). As camadas
organicas combinadas foram secas (MgSQ4), filtradas, e
concentradas para dar amina (XXIIIb, 18 g) pura como um

6leo incolor.

Passo 2.
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Uma solucdo de amina XXIIIb (18g, 105,Z2 mmol) a
0°C em CH,Cl, (350 mL) foi tratada com dicarbonato de di-
terc-butilo (23 g, 105,4 mmol) e agitada a t.a. durante 12
h. Depois de completada a reacgcdo (TLC), a mistura
reaccional foi <concentrada em vacuo e o residuo foi
dissclvido em THF/H,O (200 mL, 1:1 ) e tratada com LiOH.H0O
(6,5 g, 158,5 mmol) e agitada a temperatura ambiente
durante 3 h. A mistura reaccional foi concentrada e a
camada aquosa basica foi extraida com Et:0. A camada aquosa
foi acidificada com HCl1 concentrado até pH~1-2 e extraida
com CH;Cl,. As camadas orgénicas combinadas foram secas
(MgSQ,), filtradas e concentradas em vacuo para dar XXIIIc
como um 6leo viscoso incolor que foi utilizado no passo

seguinte sem qualquer purificacdo adicional.

Passo 3.

XX XXHid

Uma solugdo de &4cido XXIIIc (15,0 g, 62 mmol) em
CH,Cl, (250 mL) foi tratada com reagente BOP (41,1 g, 93
mmol), N-metil morfolina (27 mL), cloridrato de N,0O-dimetil
hidroxilamina (9,07 g, 93 mmol) e agitada de um dia para o
outro & t.a. A mistura reaccional foi diluida com HCl aqg. 1
N (250 mL), e as camadas foram separadas e a camada aquosa
foi extraida com CH;Cl, (3x300 mL). As camadas organicas

combinadas foram secas (MgSO,), filtradas e concentradas em
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vacuo e purificadas por cromatografia (Si0;, EtOAc/hexano
2:3) para dar a amida XXIIId (15,0 g) como um sdlido

incolor.

Passo 4.

XXiild . XXlie

Uma solugdo de amida XXIIId (15 g, 52,1 mmol) em
THE seco (200 ml) foi tratada gota a gota com a solucgdo de
LiAlH; (1 M, 93 mL, 93 mmol) a 0°C. A mistura reaccional
foi agitada & temperatura ambiente durante 1 h e cuida-
dosamente desactivada a 0°C com uma solucdo de KHSO4
(aquoso a 10%) e agitada durante 0,5 h. A mistura reac-
cicnal fci diluida com HCLl aguoso (1 M, 150 mL) e extraida
com CHyCl, (3x200 mL), As camadas orgdnicas combinadas
foram lavadas com HC1 aquoso (1 M), NaHCO; saturado,
solucédo aquosa saturada de cloreto de sédio, e secas
(MgSQ4) . A mistura foi filtrada e concentrada em vacuo para

dar XXIIIe como um 6leo incolor viscoso (14 g).

Passo 5.

XXite XX
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Uma solucdo do aldeido XXIIIe (14 g, 61,6 mmol)
em CHyCl, (50 mL), foi tratada com EtsN (10,73 mL, 74,4
mmol), e cianidrina de acetona (10,86 g, 127,57 mmol) e
agitada a temperatura ambiente durante 24 horas. A mistura
reaccional foi concentrada em vacuo e diluida com ag. HCL
(1 M, 200 mL) e extraida com CH,Cl, (3x200 mL). As camadas
orgdnicas combinadas foram lavadas com H;O0, solucdo aquosa
saturada de cloreto de sédio, secas (MgSO,), filtradas,
concentradas em vacuo e purificadas por cromatografia
(310,, EtOAc/Hex 1:4) para dar XXIIIf (10,3 g) como um

liguido incolor.

Passo 6.

XXt XXig

Metanol saturado <com HCl*, ©preparado fazendo
borbulhar HC1 gasoso em CH3OH (700 mL) a 0°C, foi tratado
com a cianidrina XXIIIf e aquecido a refluxo durante 24 h.
A reaccdo fol concentrada em vacuo para dar XXIIIg, que foi

utilizada no passo seguinte sem purificacéo.

*Alternativamente também pode ser utilizado HC1 ¢ M

preparado por adigdo de AcCl a metanol seco.
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S ol

XXhig XXHih

Uma soluc&o do cloridrato da amina XXIIIg em
CH,Cl, (200 mL) fol tratada com EtsN (45,0 mL, 315 mmol) e
Boc,0 (45,7g, 209 mmol) a -78°C. A mistura reaccicnal foi
depois agitada & temperatura ambiente de um dia para o
outro e diluida com HC1 (2 M, 200 mL) e extraida com
CH,Cl,. As camadas orgédnicas combinadas foram secas (MgS0i)
filtradas, concentradas em vacuo e purificadas por
cromatografia (EtOAc/Hex 1:4) para dar o hidroxi éster

XXIIIh.

Passo 8.

XXHh . XAHH

Uma solucdo de éster metilico XXIIIh (3 g, 10,5
mmol ) em THF/H,O (1:1) foi tratada com LiOH.H,O (645 mg,
15,75 mmol) e agitada & t.a. durante 2 h. A mistura
reaccional foi acidificada com HCl agquoso (1 M, 15 mL) e

concentrada em vacuo. O residuo foi seco em vacuo.
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Uma solucdo do acido em CH;Cl, (50 mL) e DMF (25
mL) foi tratada com NH,C1 (2,94 g, 55,5 mmol), EDCLl (3,15
g, 16,5 mmol), HOOBt (2,69 g, 16,5 mmol) e NMM (4,4 g, 44
mmol). A mistura reaccional foli agitada a temperatura
ambiente durante 3 dias. Os solventes foram removidos em
vacuc e o residuo foi diluido com HCLl agquoso (250 mL) e
extraido com CH;Cl,. As camadas organicas combinadas foram
lavadas com NaHCO; aquoso saturado, secas (MgsSQy4),
filtradas e concentradas em vécuo para obter XXIIIi, que
foi utilizado  tal e qual nos  passos seguintes.
(Alternativamente XXITITi também pode ser obtido
directamente por uma reaccdo de XXIIIf (4,5 g, 17,7 mmol)
com H,0, aquoso (10 mL), LiOH.H;O (820 mg, 20,8 mmol) a 0°C

em 50 mL de CH;OH durante 0,5 h.)

Passo 9.

R XXl

Uma solugdo de XXIIIi obtida no passo anterior
foi dissolvida em HC1 4 N em dioxano e agitada a t.a.

durante 2 h. A mistura reaccional foil concentrada em vacuo
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para dar XXIIIJj como um sd6lido, que foi wutilizado sem

purificacdo adicional.

Passo 10.

XXk

O amino éster XXIIII foli preparado seguindo o©
método de R. Zhang e J. 8. Madalengoitia (J. Org. Chemn.
1999, 64, 330), com a excepgdo de qgque o grupo Boc foi
clivado por uma reaccgdo do aminoadcido protegido com Boc com
HC1 metandélico. Uma solucdo de amincacido Boc-Chg-OH
comercial, XXIIIk (Senn Chemicals, 6,64 g, 24,1 mmol) e
cloridrato da amina XXIIII (4,5 g, 22 mmol) em CH,Cl, (100
mL) a 0°C fol tratada com reagente BOP e agitada a t.a..
durante 15 h. A mistura reaccional foili concentrada em
vacuo, depois foi diluida com HCl aquoso 1 M e extraida com
EtOAc (3x200 mL). As camadas orgédnicas combinadas foram
lavadas com NaHCO: saturado (200 mL), secas (MgSO,),
filtradas e concentradas em vacuo, e cromatografadas (Si0s,
EtOAc/Hex 3:7) para se obter XXIIIm (6,0 g) como um sdlido

incolor.
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Passo 11.
A i ., OH
) 1 3
Wl N 1
B@EHMM& o o Rl 1Py ) \A Q "‘"\. 0
L O
Xt  XXtin

Uma solucgdo de éster metilico XXIIIm (4,0 g, 9,79
mmol) em THF/H,C (1:1) foi tratada com LiOH.H,O (401 mg,
9,79 mmol) e agitada & t.a. durante 3 h. A mistura
reaccional foi acidificada com HC1l aquoso e concentrada em

vAcuo para obter o &cido livre.

Uma solugdo de 4cido (1,5 g, 3,74 mmol) em
DMF/CH,Cl, (1:1, 50 mL) foi tratada com amina XXIIIj (772
mg, 3,74 mmol), EDCI (1,07 g, 5,61 mmol), HOOBt (959 mg,
5,61 mmol) e NMM (2,15 mL, 14,96 mmol) a -10°C. A mistura
reaccional foi agitada a 0°C durante 48 h e concentrada em
vacuoc. O residuo foi diluido com HC1l aguoso 1 M e extraido
com CH»Cl;. As camadas organicas combinadas foram extraidas
com NaHCO; aquoso, HCl aquoso, solu¢do aquosa saturada de
cloreto de sbédio, secas (MgSO,), filtradas e concentradas
em vacuo para se obter XXIIIn (2,08 g) como um sélido de

cor castanha dourada.
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Passo 12.

R

AR

XX

Uma solucdo de amida XXIIIn (2,08 g, 3,79 mmol)
em tolueno e DMSO (1:1, 20 mL) a 0°C foi tratada com EDCL
(7,24 g, 37,9 mmol) e Acido dicloroacético (2,42 g, 19,9
mmol) e agitada a t.a. durante 4 h. A mistura reaccional
foi diluida com CH,Cl,, lavada com NaHCO; saturado e solucédo
aquosa saturada de cloreto de sb6dio. As camadas orgénicas
foram secas (MgS0,), filtradas, concentradas em vacuo e
purificadas por cromatografia (Si0O;, acetona/hexanos 3:7)

para dar XXIII como um sélido incolor.

Exemplo XXIV Preparacdo de um composto de formula XXTV:
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Passo 1.
CHy._CH;
E} BHE'%J;:HJ £ ";':
sockiv,_JL (I OCHs
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= £ " s 4k G
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Vs XX vk
Uma solucdo de Boc-terc-Lue XXIVa (Fluka, 5,0 g,
21,6 mmol) em CH,Cl;/DMF secos (50 mL, 1:1) foi arrefecida
a 0°C e tratada com a amina XXIIII (5,3 g, 25,7 mmol), NMM
(6,5 g, 64,8 mmol) e reagente BOP (11,6 g, 25,7 mmol). A

reaccdo foi agitada a t.a.

aquoso (1 M)

combinadas foram
saturado, solucao

secas (MgS0y) ,

purificadas por cromatografia

¢ extraida com CH,Cl,.

filtradas

durante 24 h, diluida com HCL

As camadas orgénicas

lavadas com HC1 (aquoso, M), NaHCOs;

aquosa saturada de cloreto de sdédio,

e concentradas em vacuo e

(S10,, acetona/hexano 1:5)

para dar XXIVb como um sélido incolor.

Passo 2.
CﬁsvﬂHB CHEVM:&
£k *%
LT — a0
G Efﬁn >T‘¥r Eﬁ Q
oHe ”E;EHci ‘ﬂ‘ﬁﬂa
XXWNh Xgve
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Uma soluc¢do de éster metilico XXIVb (4,0 g, 10,46
mmol) foi dissolvida em HC1 (solucdo 4 M em dioxano) e
agitada a t.a.. durante 3 h. A mistura =zreaccional foi
concentrada em vacuo para se obter o sal cloridrato da

amina utilizado no passo seguinte.

Uma solucdo do sal cloridrato da amina (397 mg,
1,24 mmol) em CH,Cl, (10 mL) foi arrefecida a -78°C e
tratada com isocianato de terc-butilo (250 mg, 2,5 mmol) e
agitada a t.a. de um dia para o outro. A mistura reaccional
foi concentrada em vacuo e o residuo foi diluido com HCIL
aquoso (1 M) e extraida com CHyCl,. As camadas orgé&nicas
combinadas foram lavadas com HC1 aquoso (1 M), NaHCO;
saturado e solucdo aquosa saturada de cloreto de sédio. As
camadas orgldnicas foram secas, filtradas e concentradas em
vacuo e o residuo fol purificado por cromatografia (SiOs,

acetona/hexano 1:4) para dar XXIVe como um s6lido incolor.

Passoc 3.
QH@\_?:,,:GHg
OCH; [‘ )Tg ,i\“
S M o Tt AR Lo
X E’ g P v
- ' mig&;;jm
XXive XXV

Uma solucdo de éster metilico XXIVe (381 mg, 1,0
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mmol) em THE/HO (1:1, 5 mL) fol tratada com LiOH.H:O (62
mg, 1,5 mmol) e agitada a t.a. durante 3 h. A mistura
reaccional foi acidificada com HC1l aquoso e concentrada em

vacuco para se obter o 4cido livre.

Uma solucdo de é&cido (254,9 mg, 0,69 mmol) em
DMF/CH,Cl, (1:1, 5,0 mL) foi tratada com amina XXIIIj (159
mg, 0,763 mmol), EDCl (199 mg, 1,04 mmol), HOOBt (169,55 mg,
1,04 mmel) e NMM (280 mg, 2,77 mmol) a -20°C. A mistura
reaccional foi agitada a -20°C durante 48 h e concentrada
em vacuo. O residuo foi diluido com HCl1 aquoso 1 M e
extraido com EtOAc. As camadas orgénicas combinadas foram
extraidas com NaHCO; aquoso, HCl aguoso, solucdo aquosa
saturada de cloreto de sédio, secas (MgSQ,), filtradas e
concentradas em vacuo para se obter XXIVd (470 mg) como um

s6lido de cor castanha dourada.

Passo 4.

Uma solucdo de amida XXIVd (470 mg, 0,9 mmol) em
tolueno e DMSO (1:1, 20 mL) a 0°C foi tratada com EDCL

(1,72 g, 9,0 mmol) e A&cido dicloroacético (0,37 mL, 4,5
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mmol) e agitada a 0°C durante 4 h. A mistura reaccional foi
diluida com CHyCl;, e lavada com NaHCO; saturado e solucdo
aquosa saturada de cloreto de sédio. A camada orgdnica foi
seca (MgSQ4), filtrada, concentrada em vécuo e purificada
por cromatografia (Si0,, acetona/hexanos 3:7) para dar XXIV

como um s6lido incolor.

Exemplo XXV Preparacdc de um composto de férmula XXV:

X%

o, KK i}‘

GH’

Chy QGH‘T“
“oHets
XXV
Passo 1.
. LHy., sCHs
e M o — :
Froock ﬁ’ . MY Eﬁﬂ%‘ B ErmocHN *%T, :
G k&-—f O CHy CH’-‘
H¥Vg AXvh XX

Uma solucdo de Fmoc-glicina (Bachem, 2,0 g, 6,87
mmol) em CH;Cl, (20 mL) foil tratada com 2-fenil-2-propanol
(Aldrich, 3,36 g, 24,7 mmol), DCC (solugdo 1 M em CH,Cl,)
8,24 mL), DMAP (167 mg, 1,37 mmol) e agitada a t.a..
durante 24 h. A mistura reaccional foi concentrada em vacuo

e diluida com Et;0 (100 mL). O s6lido que se separou foi
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filtrado e o filtrado foi 1lavado com NaHCO; saturado. A
camada orgédnica foi seca (MgSO,), filtrada, concentrada em
vacuo e purificada por cromatografia (Si0O;, EtOAc/Hex 1:5)

para dar o éster XXVe (1,1 g) como um liguide wviscoso

incolor.
Passo 2.
_ e )
FrnecHM B —— Hﬂ@fﬂxgﬁaxfiﬁ%tfj
& cy O
XXV XXvd

Uma solucdo de XXVe em CH;Cl, (16,0 mL) foi
tratada com piperidina (4,0 mL) e agitada a t.a. durante
0,5 h. A mistura reaccional foli concentrada em vacuo e
purificada por cromatografia (Si0,, acetona/hexanos 1:10

até 1:1) para dar a amina XXvd (420 mg) como um liquido

incolor.
Passo 3.
CHan_-CHy
¢ QCH,
W
_—
H T .'4 C . + 3
o Men SeksTen
GHQ:HQ 3 OHy 3
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Uma solucdo de éster metilico XXIVe (381 mg, 1,0
mmol) em THEF/H,O (1:1, 5 mL) fol tratada com LiOH.H;O (62
mg, 1,5 mmol) e agitada a t.a. durante 3 h. A mistura
reaccional foi acidificada com HC1l aquoso e concentrada em

vacuo para se obter o 4cido livre.

Uma solugdo de é4cido (2,0 g, 5,5 mmol) em
DMF/CH,Cl, (1:1, 40,0 mL) a -10°C foi tratada com amina
XXIIlg (1,51 g, 6,8 mmol), EDCl (1,57 g, 8,25 mmol), HOOBt
(1,41 g, 8,25 mmol) e NMM (2,5 g, 24,7 mmol). A mistura
reaccional foi agitada a 0°C durante 48 h e concentrada em
vacuo. O residuo foi diluido com HCLl aquoso 1 M (100 mL) e
extraido com CH,Cl, (3x100 mL). As camadas orgénicas
combinadas foram extraidas com NaHCO; aquoso, HC1 aquoso,
solucdo aquosa saturada de cloreto de sédio, secas (MgSOy)
filtradas e concentradas em vacuo para se obter XXVe (3,17
g) como um sb6lido de cor castanha dourada utilizado a

seguir sem qualquer purificacgédo.

Passo 4.

CHnyCHa
§ O &
LA
NV%Q \(\ \<.
%”Ws .

AN

Uma solucdo de éster metilico XXVe (2,5 g, 4,66
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mmol) em THE/H,O/CHs0H (1:1:1, 60 mL) <fol tratada com
LiOH.H,O0 (200 mg, 4,87 mmol) e agitada a t.a. durante 4 h.
A mistura reaccional foi acidificada com HC1l aquoso e

concentrada em vacuo para se obter o acido livre.

Uma solucdo de é&cido (200,0 mg, 0,38 mmol) em
DMF/CH,Cl, (1:1, 6,0 mL) a 10°C foi tratada com amina XXvd
(78 mg, 0,4 mmol), EDCl (105 mg, 0,55 mmol), HOOBt (95 mg,
0,55 mmol) e NMM (150 mg, 1,48 mmol). A mistura reaccional
foi agitada a 0°C durante 48 h e concentrada em vécuo. O
residuo foi diluido com HCLl aquoso 1 M (30 mL) e extraido
com CH,Cl, (3x30 mL). As camadas orgdnicas combinadas foram
extraidas com NaHCO; aquoso (2x30 mL), HCl aquoso, solucgédo
aquosa saturada de cloreto de sédio (30 mL), secas (MgSOy)
filtradas e concentradas em vacuo para se obter XXVE (240

mg) como um sb6lido de cor castanha dourada.

Passo 5.
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Uma solucdo de XXVE (240 mg, 0,28 mmol) em CHyCl;
(10 mL) foi tratada com reagente de Dess-Martin (Omega, 242
mg, 0,56 mmol) e agitada a t.a. durante 2 h. Depois de a
oxidacdo estar completa (TLC, acetona/hexano 1:4) a mistura
reaccional foi diluida com NaHCO; saturado (20 mL) e Na»S5,03
(sclucdo aquosa a 10%, 20 mL). A mistura reaccional foi
agitada durante 30 min e extraida com CH»Cl; (3x30 mL). As
camadas orgédnicas combinadas foram extraidas com NaHCO;
saturada, solucdo aquosa saturada de cloreto de sbédio,
secas (MgSO,), filtradas e concentradas em vacuo e

purificadas por cromatografia (Si0O;, acetona/hexanos 1:5)

para dar XXV (122 mg) como um sb6lido incolor.

Exemplo XXVI Preparacido de um composto de fodrmula XXVI:

Passo 1:

S0t
b

B

XV

A  uma solugdo com agitacdo de N-Boc-3,4-
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desidroprolina XXVIa (5,0 g, 23,5 mmol), dicarbonato de di-
terc-butilo (7,5 g, 34,4 mmol) e 4-N,N-dimetilaminopiridina
(0,40 g, 3,33 mmol) em acetonitrilo (100 mL) a temperatura
ambiente adicionou-se trietilamina (5,0 mL, 35,6 mmol). A
soluc&o resultante fol agitada a esta temperatura durante
18 h antes de ser concentrada em vacuc. O residuo castanho
escuro foi purificado por cromatografia em coluna "flash"
eluindo com 10-25% de EtOAc/hexano para dar o produto XXVIb

como um 6leo amarelo palido (5,29 g, 84%).

Passo 2:

Faaay %
éi,:f\*cmgm T i R
Boe N OBy
Bos
XXvin Xxvie

A uma solucdo com agitacdo de desidroprolina
XXvib (10,1 g, 37,4 mmol), cloreto de benziltrietilaménio
(1,60 g, 7,02 mmol) em cloroférmio (120 mL) a temperatura
ambiente adicionou-se hidréxido de sédio aquoso a 50% (120
g). Depois de agitada vigorosamente a esta temperatura
durante 24 h, a mistura preta foi diluida com CH;Cl: (200
mL) e éter dietilico (600 mL). Depois de as camadas terem
sido separadas, a solucdo aquosa foi extraida com
CH;Cl,;/Et;0 (1:2, 3x600 mL). A solucdo orgadnica foi seca
(MgS0O4) e concentrada. O residuo foi purificado por
cromatografia em coluna "flash" wutilizando 5-20% de

EtOAc/hexano para dar 9,34 g (71%) de XXVIc como um sdlido

branco sujo.
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Passo 3:

Qﬁi@xg::i GE“”&;-’@

M o {\L  crco
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XXV XXid

A solucdo de XXVIc (9,34 g, 26,5 mmol) em CHyCl;
(25 mL) e CF3COH (50 mL) foi agitada & temperatura
ambiente durante 4,5 h antes de ser concentrada em vacuo
para dar um residuo castanho que foi utilizado no Passo 4

sem purificacdo adicicnal.

Passo 4

_ o, 8
ma§C§ . _ ?{
Y ———— ol 3
{ N, CFsCORH &mm
T N
44115 XXie
Adicionou-se acido cloridrico concentrado

comercial (4,5 mL) a uma solucdo do residuo do Passo 3 em
metanol (70 mL) e a mistura resultante foi aquecida a 65°C
num banho de 6leo. Apds 18 h, a mistura foi concentrada em
vacuo para dar um 6lec castanho XXVIe, que foi utilizado no

Passo 5 sem purificac&o adicional.
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Passo 5:
i 0
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A uma solucdo com agitacido do éster metilico de
prolina XXVIe do  Passo 4, N-Boc-ciclo-hexilglicina
comercial XXVIEf (10,2 g, 40,0 mmol) e [hexaflucrofosfato de
0-(7-azabenzotriazol-1-1i1)-1,1, 3, 3-tetrametilurdnio] (HATU)
(16,0 g, 42,1 mmol) em DMF (200 mL) a 0°C adicionou-se
diisopropiletilamina (18,0 mL, 104 mmol). Depois de ser
deixada aquecer até a temperatura ambiente juntamente com o
banho de gelo de um dia para o outro (18 h), a mistura
reaccional foi diluida com EtOAc (600 mL), HsPO, a 5% (150
mL) e solucdo aquosa saturada de cloreto de sédio (150 mL).
A solugdo organica foi lavada com H3PO; a 5% (150 ml),
NaHCOs saturado (2x200 mL) antes de ser seca (MgSQOs),
filtrada e concentrada em vacuo. O residuo foi purificado
por cromatografia em coluna "flash" utilizando 5-20% de
EtOAc/hexano para dar 3,84 g (32%, trés passos) de XXVIg

como um sélido branco sujo.
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Passo 6:
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A solucdo de éster metilico XXVIg (5,87 g, 13,1
mmol) e LiCH (1,65 g, 39,3 mmol) em THF/MeOH/H,O (1:1:1, 90
mL) fol agitada & temperatura ambiente durante 4 h. O
metanol e o THF foram removidos a pressdo reduzida. A
solugdo aguosa fol acidificada a pH~2 utilizando solucéo
aquosa de HCl1 1 N (50 mlL) e saturada com cloreto de sédio
s6élido antes de ser extraida com EtOAc (3x150 mL). As
solugdes orgénicas foram combinadas, seco (MgSQy) ,
filtradas e concentradas em vacuo para dar um sélido branco

XXvih (5,8 g, quantitativo).

O produto XXIIIi desejado foi preparado de acordo

com o procedimento do Exemplo XXIII, Passo 11.
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Passo 8:
I
e & B ¢
QWHNa S0 E]

)

et

O produto XXVI desejado fol preparado de acordo

com o procedimento do Exemplo XXIII, Passo 12.

Exemplo XXVII: Preparacdo do composto de férmula XXVII:

o

JH(NHE

3

Passo 1
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O produto XXVIIa desejado foi preparado de acordo

com © procedimento do Exemplo XXIII, Passo 9.

Passo 2

K

A0 K

xxviia il

NE{G
r.& N
WMo g

N
1

O produto XXVIIb desejado foi preparado de acordo

com o procedimento do Exemplo XXIV, Passo 2.

Passo 3

O produto XXVII desejado foi preparado de acordo

com o procedimento do Exemplo XXIII, Passo 12.
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Exemplo XXVIII: Preparacdo de um composto de férmula

XXVIII:
N
-y w g
%lwr”» gy
Ba@Hwaxk%B 0
X7 ”ﬂ% y
Mﬁ&myﬁ
AV
Passo 1:

HgM oA OMe

XXlia ‘ KRV

O intermedidrio XXVIIIb foi preparado de acordo

com o procedimento do Exemplo XXIII, Passos 3-6.

Passo 2:
Mo, Me . s\g:Me
& £, oM
Osﬂ/{m O ‘. %N Obhte
8 My, OB T o L ¢
NPV TR - T i " o, A, @ N0
BocHN., Ay iHm\:’\g o
6T i v Me T My
Meﬁkyh N
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Fez-se reagir o 4cido do Exemplo XXIV, Passo 2
(XXVIIIc) (0,7 g) com produto do Passo 1 acima (0,436 qg),

HATU (0,934 g) e DIPEA (1,64 mL) do modo anteriormente
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descrito no Exemplo IX, Passo 2a para dar (0,66 g do produto

XXVIIId desejado.

Passo 3:

Fez-se reagir o produto do Passoc 2 (0,5 g) com
reagente de Dess-Martin (1 g) do modo anteriormente
descrito no Exemplo XX, Passo 7. A purificacdo por
cromatografia em coluna "flash™ (40% de EtOAc, hexano,

silica) deu 0,35 g de produto XXVIIIe. Espectro de massa

(LCMS) 522 (M+H").

Passo 4:

FIXViHe OO

Adicionou-se o produtc do Passo 4 (0,3 g) a
solugdo de H,O0/MeOH 1/1 (20 mL) e NaHCO; s6lido (242 mg, 5

equiv.). Depois de ser agitada durante 18 horas a
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temperatura ambiente, a reacc¢do fol diluida com EtOAc e as
camadas foram separadas. A camada aquosa foi acidificada
até pH 2 com HCl1 1,0 N e extraida com EtOAc. A camada de
EtOAc foi lavada com soluc&o aquosa saturada de cloreto de
sédic e depois seca sobre MgSQO4, filtrada e concentrada em
vadcuo para dar produto XXVIIIf comc um pd branco (0,26 g).

Espectro de massa (LCMS) 508 (M+H ).

Passo 5:

Hog
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Dissolveu-se o produto do Passo 5 (0,15 g) em
CH,Cl, e fez-se reagir com HATU (0,137 g), NH.C1 (0,08 g, 5
equiv.) e DIPEA (0,53 mL). Apds 2 horas a temperatura
ambiente, a reaccgdo foi diluida com EtOAc, lavada com uma
solucéo de 4acido citrico a 10% e depois com uma solucdo
saturada de NaHCO;. A camada de EtOAc foi lavada com
soluc&o aquosa saturada de cloreto de sédioc e depois seca
sobre MgSO4, filtrada e concentrada em vacuo para dar uma
mistura em bruto. A purificacédo por cromatografia em coluna
"flash" (30% de acetona, hexano, silica) deu o produto
XXVIII desejado (0,096 g). Espectro de massa (LCMS) 507

(M+H") .



PE1481000 - 181 -

Exemplo XXIX: Preparacdo de um composto de férrmula XXIX:

Passo 1:

XXIXa

A uma solucdo a 0°C do aldeido de partida (4,0 g)
em CH,Cl, (75 mL) adicionou-se &cido acético (2,0 equiv.,
2,15 mL) seguido por isocianoacetato de metilo (1,1 equiv.,
1,9 mL). A reaccdoc fol depois gradualmente aquecida até a
temperatura ambiente. Apds 18 horas (de um dia para o
outro), a reaccdo foi diluida com EtOAc e lavada com uma
solugdo saturada de NaHCO3. A camada de EtOAc foi lavada
com solucdo aquosa saturada de cloreto de sédio e depois
seca sobre MgSO,, filtrada e concentrada em vacuo para dar
uma mistura em bruto. A purificacido pocr cromatografia em
coluna "flash" (30 a 40% de EtOAc, hexano, silica) deu o

produto XXIXa (4,5 g).
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XXiXa . HXEXR:

A uma solucdo a 0°C de XXIXa (4,4 g) em THF (100
mlL) adicionou-se 26 mL (2,2 equiv.) de uma solucdo de LiOH
1,0 N. A reaccdo foi agitada a esta temperatura durante 2
horas e depois foi aquecida até a temperatura ambiente.
Apds 2 horas, a mistura reaccional foi acidificada até pH 2
com uma solucdo de HCL 1,0 N. Adicionou-se EtOAc e as
camadas foram separadas. A camada de EtOAc foi lavada com
solugdo aquosa saturada de cloreto de sédio e depois foi
seca sobre MgSO,, filtrada e concentrada em vacuo para dar

produto XXIXb (3,7 g).

Passo 3:

XX e

Fez-se reagir o A4cido XXIXb com a amina do
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Exemplo XV do modo anteriormente descritco no Exemplo XXI,
Passo 4. O intermedidrio resultante foi depois tratado com
HCl do modo anteriormente descrito no Exemplo XXIII, Passo

9 para dar produto XXIXe.

Passo 4:

XXIXd

Dissolveu-se o acido XXVIIIc (2,43 g) em CHxCl; e
fez-se reagir com amina XXIXc (2,47 g), HATU (2,5 g) e
DIPEA (5,8 mL) do modo anteriormente descrito no Exemplo
IX, Passo 2a para dar, apds purificacdo por cromatografia
em coluna "flash" (4% de MeOQOH, CH.Cl,, silica), o produto
XXIXd desejado (4,35 g). Espectro de massa (LCMS) 727

(M+H) .
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Passo 5:

Fez-se reagir o produto do Passoc 4 (4,2 g) com
reagente de Dess-Martin (6,4 g) do modo anteriormente
descrito no Exemplo preparativo XX, Passo 7. A purificacdo
por cromatografia em coluna "flash" (100% de EtOAc, silica)
deu 3 g do produto final XXIX. Espectro de massa (LCMS) 725

(M+H") .

Exemplo XXX: Preparacdo de um composto de férmula XXX:

XXX
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Passo 1:
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Fez-se reagir o 4lcool 2-(trifluorometil)propan-
2-0l (1,28 g) com carbonato de N,N-dissucciminidilo (3,84
g) e EtsN (4,2 mL) em CHsCN seco (50 mL) durante 18 horas.
A mistura foi diluida com EtOAc (200 mL) e filtrada. O
filtrado foi lavado com NaHCO;, solucdo aquosa saturada de
cloreto de sédioc e depois seco sobre MgSO,, filtrado e
concentrado em vacuo para dar uma mistura em bruto. A

purificacdo por cromatografia em coluna "flash" (50% de

EtOAc, hexano, silica) deu o produto XXXa desejado (0,3 g).

Passo 2:

XXXk
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O produto do Exemplo XXIX (0,3 g) foi tratado com
100 mL de HC1 4,0 N em dioxano. Apds 1 h, adicionou-se 200
mL de Et:0 e o precipitado resultante foi separado por
filtracdo e seco em vacuo para dar o produto XXXb (0,27 g)

como um pd branco. Espectro de massa (LCMS) 625 (M-HC1+H").

Passo 3:

A uma solucdo a temperatura ambiente de XXXb
(0,05 g) em CHyCl:; (5 mL) adicionou-se DIPEA (0,040 mL),
XXXa (1,5 equiv., 0,030 g), seguido por 1 cristal de DMAP.
Apds 30 minutos, a reacgdo foi diluida com EtOAc (20 mL) e
lavada com HC1 1,5 N, depois NaHCO; e depois solucdoc aquosa
saturada de cloreto de so6dic. A camada de EtOAc fol seca

sobre MgSQ0,, filtrada e concentrada em vacuo para dar uma
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mistura em bruto. A purificacdo por cromatografia prepara-
tiva (40% de acetona, hexano, silica) deu o produto XXX

desejado (0,044 g). Espectro de massa (LCMS) 779 (M+H').

Exemplo XXXI: Preparacdo de um composto de férmula XXXI:

A uma solucdo de XXXb (0,0 5g) em CH,Cl, (5 mL) a
temperatura ambiente adicionou-se DIPEA (0,040 mL) e

isocianato de terc-butilo (1,2 equiv., 0,01 mL). Apds 18
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horas, a reacgdo foi diluida com EtOAc (20 mL) e lavada com
HC1 1,5 N, NaHCO; e solugdo aquosa saturada de cloreto de
sédio. A camada de EtOAc fol seca sobre MgS0,, filtrada e
concentrada em vacuo para dar uma mistura em bruto. A
purificacdo por cromatografia preparativa (100% de EtOAc,
silica) deu o produto final XXXI (0,021 g). Espectro de

massa (LCMS) 724 (M+H").

Exemplo XXXII: Preparagdo de um composto de férmula XXXII:

CFy XXX

Passo 1:

N
,ﬂ@ \!>()
N, MG
RXEVH AN

O produto do Exemplo XXVIII foi tratado do modo

anteriormente descrito no Exemplo preparativo XXX, Passo 2
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para dar produto XXXITIa. Espectro de massa (LCMS) 407 (M -

HC1 + HY).

Passo 2:

Y

QF; O

Fez-se reagir a amina XXXIIa com XXXa do modo
anteriormente descrito no Exemplo preparativo XXX, Passo 3
para dar o produto XXXII desejado. Espectro de massa (LCMS)

508 (M+HY).

Exemplo XXXIII: Preparacdo de um composto de férmula

XXXIII:
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Passo 1:

XXX

Fez-se reagir a amina XXXIIa com isocianato de
terc-butilo do modo anteriormente descrito no Exemplo XXXIT,
Passc 1, para dar o produto XXXIII. Espectro de massa

(LCMS) 561 (M+H').

Exemplo XXXIV: Preparacdo de um composto de férmula XXXIV:

XXX

Passo 1:

0.
?‘;X(GC‘HB *-..ﬁ} _ms 440
‘ i |
. Q
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A mistura de éster (6,0 g) e crivos moleculares
(5,2 g) em cloreto de metileno anidro (35 mL) adicionou-se
pirrolidina (5,7 mL, 66,36 mmolL). A suspensdo castanha
resultante foi agitada a temperatura ambiente sob Ny
durante 24 h, filtrada e lavada com CHsCN anidro. O
filtrado combinado foi concentrada para dar o produto

desejado.

Passo 2:

oy O
: o e

™™ B}j%(} Q Nal, K00, } E/c,ﬁ/\ A

A uma solucdc do produto do passo anterior em
CH3CN (35 mL) adicionou-se K,;CO; anidro, cloreto de metalilo
(2,77 g, 30,5 mmoL) e NaI (1,07 g, 6,7 mmcL). A suspensao
resultante foi agitada & temperatura ambiente sob Ny
durante 24 h. Adicionou-se 50 mL de agua gelada seguida por
solucdo de KHS0O, 2 N até o pH ser 1. Adicionou-se EtOAc
(100 mL) e a mistura foi agitada durante 0,75 h. A camada
organica combinada foi recolhida e lavada com solucgdo
aquosa saturada de cloreto de sbdbdio, seca sobre MgS0O, e

evaporada para dar o produto desejado.
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Passo 3:

&

~
}

Oy
&N,}\@mﬂﬁa N LIOH/ dorans
: %,““%fiﬂgm

o
?
At

*,

)!:g;

O produto do passo anteriocr (2,7 g, 8,16 mmoL)
foi dissolvido em dioxano (20 mL) e tratado com LiOH 1 N
preparado de fresco (9 mL). A mistura reaccional foi
agitada a temperatura ambiente sob N; durante 20 h. A
mistura reaccional foi retomada em EtOAc e lavada com H0.
A fase aquosa combinada foi arrefecida a 0°C e acidificada
até pH 1,65 utilizando HC1I 1 N. A mistura turva foi
extraida com EtOAc (2 x 100 L). A camada organica combinada
foi lavada com solucdo aquosa saturada de cloreto de sdédio,
seca sobre MgSO, e concentrada para dar o acido desejado

(3,40 g) .

Passo 4:

’“}‘\/ Hﬁ,,:‘:‘?
Sope’ NaBH(OAC) - Lo
(IGO0 e Y
LA _ '.wﬁxuﬂk%§Q
(y o
ao
A uma suspensdo de NaBH(OAc); (3,93g, 18,5 mmolL)

em CHyCl, (55 ml) adicionou-se uma solug¢do de produto do

passo anterior em CH:Cl, anidro (20 mL) e &cido acético (2
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mL) . A suspensdo foi agitada a temperatura ambiente durante
20 h. Adicionou-se agua gelada (100 mL) a suspensdo e foi
agitada durante 1/2 h. A camada orgadnica foi separada,

filtrada, seca e evaporada para dar o produto desejado.

Passo 5:
' . P w@
i : Ha‘h .-?“x
: - ‘ L e DN
Sy O CHN, 7 ELO MeOH NTY

Uma solucdo do produto do passo anterior (1,9 qg)
em MeOH (40 mL) fol tratada com excesso de CH;N,/Et,0 e
agitada de um dia para o outro. A mistura reaccional foi
concentrada até a secura para dar um residuo em bruto. O
residuo foil cromatografado em gel de silica, eluindo com um
gradiente de EtOAc/hexano para dar 1,07 g do produtc puro

desejado.

Passo ©:

\ }\rmﬁﬁe
NT Y BE, . Mey0 F CH,Ol

O
f‘\ Q0
e

Uma soluc&o de produto do passo anterior (1,36 g)

-

P

HO
o

.

em CH,Cl, anidro (40 mL) foi tratada com BF3;.Me;O (0,7 mL).

A mistura reaccional foi agitada a temperatura ambiente
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durante 20 h e desactivada com NaHCO; saturado (30 mL) e
agitada durante 1/2 h. A camada orgédnica foi separada e a
camada orgénica combinada foi lavada com solugdo aquosa
saturada de <cloreto de sbdio, seca sobre MgS0O, e
concentrada para dar residuo em bruto. O residuo foi
cromatografado em gel de silica eluindo com um gradiente de

EtOAc/hexano para dar 0,88 g do composto desejado.

Passo 7:

i‘ Hy - 10% Pe i F
M { Iy oM

A uma solugcdo do produto (0,92 g) do passo
anterior em MeOH (30 mL) adicionou-se Pd a 10% sobre C
(0,16 g) a temperatura ambiente e hidrogenou-se a tempe-
ratura ambiente sob 1 atm. de press&doc. A mistura reaccional
foi agitada durante 4 h e concentrada até a secura para dar

o composto desejado.

Passo 8:

}j ]
) *sacm\)’\ o kN.i\YGMe

rﬁ\(ﬁw C HATY

o N_A o
OIPEA, ﬁ}"” ki ““{&ﬂ

CHaCly Q O
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0 produto desejado foi preparado de acordo com ©

procedimento do Exemplo XXIII, Passo 10.

Passo 9:
'." %,
o 4 N\E 1N LION y Ex |
YTy e EX e ©

O produto &acido desejado foil preparado de acordo

com o procedimento do Exemplo XXIV, Passo 3.

Passo 10:

X

!

X

-~

M W
N

>N S{J%c;o
g A

7T

3 L]
A H

O produto XXXIV desejado fol preparado de acordo

com o procedimento do Exemplo XXIX, Passos 4-5.
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Exemplo XXXV: Preparacdo de um composto de férmula XXXV:

y
£ Eg;g i
8¢

LA,

.,

Passo 1:

Uma solucdo de fosfonato de trietilo (44,8 g) em
THF (30 mL) a 0°C fol tratada com uma solucdo bis-
(trimetilsililamida) de sédio 1 ™M em THF (200 mL). A
mistura resultante foi agitada & TA durante 0,5 horas, e
depois arrefecida a 0°C. Uma solucdo de etileno cetal de
1,4-ciclo-hexanodiona (15,6 g) em THF (50 mL) foi adici-
onada gota a gota e a solugdo resultante foi agitada a TA
durante 18 horas. A mistura reaccional foi depois arrefe-
cida a 0°C, tratada com é&cido citrico aquoso frio, e a
mistura foi extraida com EtOAc. O extracto foi lavado com
NaHCO; aquoso saturado, depois com solugdo aquosa saturada
de cloreto de sédio; em seguida foi seca sobre Naz304

anidro, filtrada e o filtrado foi evaporado. O residuo foi
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cromatografado em gel de silica, eluindo com um gradiente
de CH,Cl;/EtOAc para dar o composto em epigrafe (21 g), 92%

de rendimento. Espectro de massa (FAB) 227.3 (M+H").

Passo 2:

O produto do passo anterior (20 g) foi dissolvido
em EtOH (150 mL) e tratado com Pd a 10% sobre C sob 1 atm
de hidrogénioc durante 3 dias. A mistura foi filtrada e o
filtrado evaporada para dar o composto em epigrafe (20,3
g), 100% de rendimento. FEspectro de massa (FAB) 229,2

(M+H") .

Passo 3:

30

O produto do passo anterior (20 g) foi dissolvido
em MeOH (150 mL) e tratado com uma solucéo de LiOH (3,6 g)
em agua (50 mL). A mistura foil agitada durante 18 horas e
concentrada em vacuo. O residuo foil dissolvido em &gua fria

(100 mL), a solucdo foi acidificada até pH 2-3 com HCl 5N,
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e a mistura resultante foi extraida com EtOAc. O extracto
foi seco sobre Na,S0; anidro, filtrado e o filtrado
evaporado para dar o composto em epigrafe (17,1 g), 97% de

rendimento. Espectro de massa (FAB) 201,2 (M+H').

Passo 4:

1. 0O produto do passo anterior (3,0 g) foi
disscolvido em Et,0 (150 mlL), tratado com EtsN (2,1 mL), e a
solucdo arrefecida a -78°C. Adicionou-se <cloreto de
pivaloilo (1,85 mL) gota a gota, e apds mais 0,25 horas de
agitacdo, a reaccdo foi deixada aquecer até 0°C ao longo de
0,75 horas, e depois fol novamente arrefecida a -78°C para
dar uma soluc¢do de anidrido misto para a reacgdo na parte

2.

2. Uma solucdo de (S)-4-benzil-2-oxazolidinona
(2,66 g) em THF (22 mL) foi arrefecida a -78°C, e
adicionou-se uma solucdo 1,6 M de n-butil litio em hexano
(9,38 mL) gota a gota. Apds mais 0,33 horas de agitacido a
esta temperatura, a solucdo foi transferida através de uma
cédnula para a solugdo fria da parte 1. A mistura foi
agitada a -78°C, depois aquecida a 0°C e agitada a esta
temperatura durante 0,5 horas. A camada organica foi

separada, a camada aquosa fol extraida com Et;0, 0s
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extractos organicos combinados foram lavados com solucdo
aquosa saturada de cloreto de sdédio, secos sobre Naz304
anidro, filtrados e o filtrado foi evaporado. O residuo foi
cromatografado em gel de silica, eluindo com um gradiente
de hexano/EtQAc (9:1) para dar o composto em epigrafe (5,0

g), 93% de rendimento. Espectro de massa (FAB) 360,14

Passo 5:

O produto do ©passo anterior (2,7 g) foi
dissolvido em THF (25 mL), arrefecido a -78°C, transferido
por cénula para uma solucéo de 0,5 M de
bis(trimetilsilil)amida de potéssio/tolueno (16,5 mL) em
THF (25 mL) a -78°C, e a solucdo resultante foi agitada a -
78°C durante 0,75 horas. A esta solucdo adicionou-se via
canula uma solucdo de trisilil azida (3,01 g) em THF (25
mL) pré-arrefecida a -78°C. Apds 1,5 minutos, a reaccdo foi
desactivada com &cido acético (1,99 mL), a reaccdo foi
aquecida até a TA, e depols agitada durante 16 horas. A
reaccdo foil diluida com EtOAc (300 mL), e lavada com NaCl
aquoso a 5%. A fase aquosa fol extraida com EtOAc, as fases
organicas combinadas foram lavadas com NaHCOz aquoso

saturado, depois com solucdo aquosa saturada de cloreto de
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s6dio; em seguida secas sobre Na;S50; anidro, filtradas e o
filtrado foi evaporado. O residuo foi cromatografado em gel
de silica, eluindo com EtOAc/hexano (1:3) para dar o

composto em epigrafe (2,65 g), 88% de rendimento.

Passo 6:

O produto do passo anterior (11,4 g) foi
dissolvido em &cido férmico a 95% (70 mL) e aquecido a 70°C
durante 0,.5 horas enquanto se agitava. A solucdo foi
evaporada em vacuo, e o residuo foi retomado em EtOAc. A
soluc&o foi lavada com NaHCO; aquoso saturado, depois com
solucdo aquosa saturada de cloreto de sédio; em seguida foi
seca sobre Na;S0, anidro, filtrada e o filtrado foi
evaporado. O residuo foi cromatcgrafado em gel de silica

para dar o composto em epigrafe (8,2 g).

Passo 7:
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O produto do passo anterior (8,2 g) foi
dissclvido em CH;Cl; (16 mL) e tratado com trifluoreto de
dietilamino enxofre (DAST, 7,00 mL) & TA durante 3 horas. A
reaccdo foil vertida sobre gelo/agua (200 cc), e extraida
com CHyCl,. O extracto foi lavado com NaHCO; aquoso
saturado, depois com solucdo aquosa saturada de cloreto de
s6dio; e em seguida seco sobre Nap3S0, anidro, filtrado e o
filtrado foi evaporada. O residuo foi cromatografado em gel
de silica, eluindo com EtOAc/hexano (15:85) para dar o

composto em epigrafe (4,5 g), 52% de rendimento.

Passo 8:

O produto do ©passo anterior (3,7 g) foi
dissolvido numa mistura de THE (150 mL) e &gua (48 mlL),
arrefecido a 0°C, tratado com H;0, a 30% (3,95 mL) e depois
com LiCH.H,O (0,86 g). A mistura foil agitada durante 1 hora
a 0°C, depois desactivada com uma solucdo de Na;S033 (5,6
g) em agua (30 mL), seguida por uma sclucdo de NaHCO; 0,5 N
(100 mL). A mistura foi concentrada em vacuo até 1/2 do
volume, diluida com &agua (para 500 mL), e extraida com
CH,Cl; (4 x 200 mL). A fase aquosa foi acidificada até pH
1-2 com HC1 5 N e extraida com EtOAc (4 x 200 mL). O
extracto foil lavado com soluc&o aquosa saturada de cloreto

de sédio; depois seco sobre Na;50, anidro, filtrado e o
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filtrado foi evaporado para dar o composto em epigrafe
(1,95 g), 91% de rendimento, que foi utilizado directamente

no passo seguinte.

Passo 9:

O produto do exemplo anterior (2,6 g) foi
dissolvido em Et,0 (50 mL) e tratado gota a gota com uma
solugdo de CHyN; em Et,;0 até a solugdo permanecer amarela. A
solucédo foi agitada durante 18 horas, depois evaporada em
vacuo para dar o composto em epigrafe (2,8), que foi

utilizado directamente no passo seguinte.

Passo 10:

™ OMe

O produto do passoc anterior (1,95 g) foi
dissolvido em MeOH (150 mL), tratado com acido férmico (1,7
mL) e depois tratado com Pd a 10% sobre C (3,3 g, Degussa

tipo E101) sob 1 atm de hidrogénio durante 1,5 horas. A
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mistura foi filtrada e o filtrado evaporado para dar o
composto em epigrafe (2,1 g) como o sal de acide férmico,

gue foi utilizado directamente no passo seguinte.

Passo 11:

O produto do ©passo anterior (2,1 qg) foi
dissolvido em 1,4-dioxano (100 mL) e adicionou-se
dicarbonato de di-terc-butilo (1,9 o), seguido por
diisopropiletilamina (2,9 mL). A soclugdo foi agitada

durante 18 horas e concentrada em vacuo. O residuo foi
tratado com KH;PO; aquoso a 5% e a mistura fol extraida com
EtOAc. O extracto foi lavado com solucdo aquosa saturada de
cloreto de sédio; depois foi seco sobre MgSO, anidro,
filtrado e o filtrado foi evaporado. O residuo foi
cromatografado em gel de silica, eluindo com um gradiente
de CH;Cl,/Et,C para dar o composto em epigrafe (2,5 g), 99%

de rendimento. Espectro de massa (FAB) 307,9 (M+H").

Passo 12:
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0O produto do passo anterior (2,5 g) foi
dissolvido em 1,4-dioxano (35 mL), tratado com LiOH aquoso
1 M (17 mL) e agitado durante 2 horas. A mistura foi
desactivada com gelo/édgua (125 c¢¢), a mistura foi
acidificada até pH 3-4 com HCl 3 N e extraida com EtOAc. O
extracto foi seco sobre MgSO, anidro, filtrado e o filtrado
foi evaporado para dar o composto em epigrafe (2,3 g), 96%

de rendimento. Espectro de massa (FAB) 294,0 (M+H").

Passo 13:

Mﬁ\§Mﬁ
FF’\

| L
> /\j Q\\faﬁﬁ&
e  @€3

Oﬁ,NH NH

O produto desejado foi preparado de acordo com ©

procedimento do Exemplo XXIII, Passo 10.

Passo 14:
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O produto acido desejado foi preparado de acordo

com o procedimento do Exemplo XXIV, Passo 3.

Passo 15:

O produto &acido desejado foil preparado de acordo

com o procedimento do Exemplo XXIX, Passo 4.

Exemplo XXXVI. Preparacdo de compostos of Formulas XXXVI e

XXXVIII:

Os compostos de foérmulas XXXVI e XXXVIII foram
preparados de acordo com O esguema a seguir a utilizando os

Exemplos preparativos 11 a 15 discutidos acima.
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O composto de férmula XXXVIb foi preparado a par-
tir de um composto de foérmula XXXVIa como se segue por

procedimentos conhecidos:

_F
Pt
10% PYO T;}YQME
O T5OH, MeOH, HyO H oo
BnlY Q0
. XXXVIb
XXXVia

A uma solucdo de Composto XXXVIa (6,58g, 22 mmol)
em 100 mL de MeOH adicionou-se Pd a 10% sobre C (0,8 g) e
dcido p-tolueno sulfdénico (4,2 g). A mistura reaccional foi

submetida a hidrogenacdo a temperatura ambiente de um dia
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para o outro. A mistura reaccional foi filtrada através de
celite e lavada com excesso de MeOH. 0 filtrado combinado
foi concentrado em vacuo para dar o composto em epigrafe
XXXVIb como uma goma. A conversdc de XXXVIb em XXXVI e
XXXVII sequiu a via ilustrada no esguema apresentado acima

e de acordo com os exemplos preparativos 11-15.

Exemplo XXXVIII. Preparagdo de um composto de férmula

XXXVIII:

Foi preparado um composto de formula XXXVIII
utilizando o© esquema seguinte e seguindo os Exemplos

preparativos 11 a 15 discutidos anteriormente.

e .

_,f . o Ty T
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Exemplo XXXIX. Sintese do composto de férmula XXXIX:

CHan CHy

Passo 1:

¢ i
CozHN o~ ™ e CHZHN. o N

Q-;‘. \D xs -.,
XXXz XXX

Adicionou-se uma solucdo do cloreto de sulfonilo
XXXIXa preparado pelo procedimento de H. Mcklwain (J. Chem.
Soc. 1941, 75) gota a gota a uma mistura de 1,1 equiv de t-
butilmetilamina e trietilamina a -78°C e agitou-se a t.a.
durante 2 h. A mistura reaccional foi concentrada em vacuo
e purificada por cromatografia (SiQO;, hexano/acetona 4:1)

para dar sulfonamida XXXIXb como um 6leo incolor.

Passo 2:

}
o g c_f‘" “‘m |
X4 XXX IXe:
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Uma solucdo da amina protegida com Cbz XXXIXb foi
dissolvida em metanol e tratada com 5 mol% de Pd/C (5% p/p)
e hidrogenada a 60 psi. A mistura reaccional foi filtrada
através de uma camada de celite e concentrada em vacuo para

se obter a amina livre XXXIXe que solidificou em repouso.

Passo 3:

H

x,,,

%ﬁ; GHCHg

e

A hidroxi sulfonamida XXXIXd foi sintetizada de
modo semelhante ac procedimento para a sintese de XXVf
excepto que se substituiu a amina XXVd por XXXIXc. A
mistura reaccional em bruto foi utilizada directamente na

reacgdo seguinte.

Passo 4:

GHEWGHS i:-ﬂ-g
ai W§H$if“$0 fﬁkgﬁ

— SR B G
i i“é:] e ﬂ A

%Hs {:-H;s %ﬁé’ i}}:“a
: 2
MM XX
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A hidroxi amida XXXIXd foi oxidada ao composto
XXXIX utilizando o reagente de Dess Martin seguindo o
procedimento para a sintese de XXV (passc 5). A mistura em
bruto foi purificada por cromatografia (510s,
acetona/hexano 3:7) para se obter XXXIX como um sdlido

incolor.

Exemplo XXXX Preparacdo de Composto de Férmula XXXX

Passo 1:
A
i W T I
\ﬁﬁ SN R
i Vg i vi g
N, 5 N @ HEHRO N Divxans ~
gy . 7 .
%f" N ?}
oy o .
¢~@)§ Kxxxﬂ m&

Fez-se reagir XXXXa do modo anteriormente
descrito para XXXIT passo 1 para dar o produto XXXXb do

passo 1. Espectro de massa (LCMS) 421 (M-HCl+H").
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Passo 2:

L

e It g
\Y\ Difenitfosforitazida ,»\'5\

BN, Fhie Mo
XKXXse —

Adicionou-se EtsN (1,4 mL) e difenilfosforilazida
(2,2 mL) a uma solucdo do A&acido carboxilico XXXXc¢ em
tolueno (13 mL). A reaccdo foil agitada a TA durante 30 min
e depois aquecida a refluxo de um dia para o outro. Apds 18
h, a reaccdo é arrefecida até a TA para dar o produto do
passoc 2 XXXXd, que foi utilizado directamente como uma

solucdo 0,7 M em tolueno.

Passo 3

(j,mm GMaCly, DIFEA

XX xd

Fez-se reagir XXXXb, produto do passo 1 do
exemplo preparativo XXXX, com o produto XXXXd do passo 2 do
exemplo preparativo XXXX do modo anteriormente descrito no
exemplo XXXIIT para dar XXXX. Espectro de massa (LCMS) 560

(M+H") .
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Exemplo XXXXI Preparacdo do composto de férmula XXXXI

SUEY
N S ©
N

~L0

Passo 4

. Q0OCH
{ H CHy Gy, DRAPER,

Nt

Preparade of 300G, 197742348

XXXl

Fez-se reagir XXXXb, produto do passo 1 do
exemplo preparativo XXXX, com o cloroformato XXXXIa prepa-
rado como J. Org. Chem., 1977, 42, 143 do modo
anteriormente descrito no exemplo preparativo 12 composto

4.1 para dar XXXXI. Espectro de massa (LCMS) 561 (M+H').

Exemplo XXXXII Preparacdo do composto de férmula XXXXII
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Passo 1

CFy CFy

m@*””&}"

N - , -~ w” N

Preparade of $.0rg Cheos, 188 p 8587

A uma solucdo com agitacdo e arrefecida (banho de
acetona/gelo seco) da imina de partida XXXXIIa (3,679 g) em
éter dietilico (50 mL) adicionou-se metil 1litio 1,6 M em
éter dietilico (12,6 mL). A mistura reaccional fol deixada
aquecer até a temperatura ambiente ao longo de 2 horas.
Adicionou-se NaHCOs; saturado e apds agitagd&o durante ~30
min a fase orgénica fol separada. Foi entdo lavada com
solucdo aquosa saturada de cloreto de sddio, seca sobre
Na,SO, anidro e concentrada até a secura em vacuo. O
produto em bruto foi submetido a cromatografia em gel de
silica (2% de acetato de etilo em n-hexano) para dar o©

produto desejado XXXXIIb (0,3 g).

Passo 2
. £,
MB“‘LK _ {Book Oy, KaOHDvrne = N
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A uma solugdo com agitagdo e arrefecimento (banho
de gelo) de XXXXIIb o produto do passo 1 (0,3 g) adicionou-
se NaOH 1,0 N (1,38 mL) seguido por (Boc):0. A mistura
reaccional foi agitada a temperatura ambiente durante ~20
horas apds o que foi distribuida entre acetato de etilo (50
mL) e &gua (10 mL). A fase de acetato de etilo foi
separada, lavada com solugdo aquosa saturada de cloreto de
sédio e seca sobre Na;S0; anidro. A evaporacdo em vacuo até
a secura deu o derivado NBoc desejado XXXXIIec (0,660 g),

que foi utilizado sem purificacdo adicional no passo

seguinte.
Passo 3
. OFy CF,
:mmﬁggq {§F PAOMMy m\i\
B RTTNR, emee - — P
ha ? h {8} HCLem éter Me”  NHHUI
Bog
XK KKKl

Uma solu¢do do produto XXXXIIc do passo 2 em
metanol (10 mL) foi hidrogenada na presenca de Pd(OH), até
a cromatografia em camada fina mostrar a auséncia do
material de partida. O Pd(CH); foi removido por filtracdo e
lavado com metanol. O filtrado e lavagens combinados foram
concentrados até a secura em vacuo para dar um sélido que
foi dissolvido em metanol e tratado com HCl1 1,0 N em éter
dietilico. Apds ~2 h a mistura reaccional foil evaporada até
a secura em vacuo para dar XXXXIId o cloridrato da amina

desejada como um sé6lido branco (0,2 g).
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Passo 4

S8y LFy
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XXXXd XEXXite

A uma solucdo com agitacdo e arrefecimento (banho
de gelo) de XXXXIId o produto do passo C (0,1 g) em CHyCl,
(6 mL) adicionou-se solucdo saturada de NaHCO; (4 mL)
seguida por fosgénio (0,64 mL). A mistura reaccional foi
agitada a 0°C durante 30 min e & temperatura ambiente
durante 1 h. A fase orgdnica foi separada, seca sobre MgSO,
anidro e concentrada até a secura em vacuo para dar o

isccianato desejado XXXXIIe (0,0611 g).

Passo 5

R -

Fez-se reagir XXXXIIe, o produto do passo 5, com
XXXXb do exemplo preparativo XXXX do modo anteriormente
descrito no Exemplo XXXIII para dar XXXXII. Espectro de

massa (LCMS) 574 (M+H").
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Exemplo XXXXIII Preparacdo do composto de férmula XXXXIII

L NH
AN
Passo 1
g o 99
. o FROQOFPIrdinafQH G070 R A
Me” "o 7 WOC e N
OO B0 L

A uma solucéo arrefecida (banho de gelo) de 4-
hidroxi-2-butanona (8,81 g) XXXXIIIa em CH;Cl, (100 mL)
adicionou-se com agitacdo cloreto de benzoilo (14,76 g)
seguido por piridina (16,15 mL) e DMAP (0,01 g). A mistura
reaccional foi agitada a temperatura ambiente de um dia
para o outro e depois foi diluida com acetato de etilo
(~200 mL). A solucédo foi lavada com CuSQs aquoso, NH,(C1
aquosc e solucdo aquosa saturada de cloreto de sdédio. A
fase orgdnica foi depois seca sobre MgSO, anidro e
evaporada até & secura. O produto foi purificado por
cromatografia em coluna em gel de silica (5%-15% de acetato

de etilo em n-hexano) para dar XXXXIIIb (16,3 g; 84,9%).
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Passo 2
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A uma solucgdo de XXXXIIIb, o produto do passo 1
(16,3 g) em CHyCl, (150 mL), adicionou-se DAST (26,1 mL) e
a mistura reaccional foi agitada a temperatura ambiente
durante ~72 horas. A mistura foli depois adicionada gota a
gota a uma solugdo saturada fria de Na;COsz (150 mL). A
mistura foi diluida com acetato de etilo (~200 mL) e apds
agitac&o durante ~30 min a fase orgédnica foil separada,
lavada com solugdo agquosa saturada de cloreto de sédio e
seca sobre MgSOs; anidro. A concentracdo em vVvacuc e
purificacdo por cromatografia em gel de silica (4% de

acetato de etilo em n-hexano) deu XXXXIIIc (14,6 g; 80,4%).

Passo 3
T . i} EiMgld
¥ ¥ o 9 o I
: f} reagents de Dess-Marlin %
%éa’xﬁm@“}kph H AAAAAAAAAA g ..... —— e NQ‘:M&A}QQ;E&
B} B RsOHOOOBY L
XXX ) PrgPeCHEOO BY XK

A uma solucdo de XXXXIIIc, o produto do passo 2
(4 g) em éter dietilico seco (150 mL) adicionou-se com

arrefecimento (banho de gelo) EtMgCl (28 mL). A mistura
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reaccional foi agitada no banho de arrefecimento durante ~6
horas apdés o que foi vertida em NH4Cl aquoso saturado com
arrefecimento com gelo. A camada orgénica foi separada,
lavada com solucdo aquosa saturada de cloreto de sédio,
seca sobre MgS30, anidro e concentrada até a secura em
vacuo. O residuo foi dissolvido em CH,Cl, (100 mL) e tra-
tado com reagente de Dess-Martin (15,8 g). Apds agitacdo a
temperatura ambiente durante 1 h adicionou-se Ph;P=CHCOO"Bu
(10,54 g). A agitacdo foi continuada durante ~20 horas.
Adicionou-se acetato de etilo (~200 ml) seguido por uma
mistura de Na;S;05 saturado e NaHCOs; saturado (200 mL; 1/1)
e foi agitada durante ~10 min. A camada orgénica foi
separada e lavada sucessivamente com NaHCO; saturado e
solucdo aquosa saturada de cloreto de sédio. A  fase
orgadnica lavada foi seca sobre MgSO, anidro e evaporada até
a secura em vacuo para dar o produto desejado em bruto.

A reaccdo acima referida fol repetida utilizando
o produtc do passo 2 (10,6 g). Os produtos finais em bruto
das duas reaccdes foram combinados e submetidos a
purificacdo por cromatografia em gel de silica (10% de

CH,Cl, em n-hexano) para dar XXXXIIId (7,93 g; 57%).

Passo 4
F , F . ot aming-hidroxiiagio . Cbx.%ﬁaa&t&u*ﬁﬂ "‘}\*Qﬁ@?g“
Mg e Sharpless ! ,F‘ ™y NF
. e ¥ F
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XXXXHe P e
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Dissolveu-se carbamato de benzilo (8,92 g) em
4lcool n-propilico (79 mL). A solucdo resultante adicionou-
se com agitacdo uma solucdo preparada de fresco de NaOH
(2,33 g) em agua (145 mL), seguida por hipoclorito de terc-
butilo (6,57 mL). A mistura resultante adicionou-se
(DHQ) ,PHAL (0,742 g) dissclvido em &lcool n-propilico (66
mL) seguido por XXXXIIId (19,05 mmol). O catalisador de
dsmio, K;0s80;(0OH), foi depois adicionado e a mistura

reaccional foi agitada a temperatura ambiente durante 1 h.

A reaccdo acima referida foil repetida utilizando
XXXXIIId (19,36 mmol). As duas reaccdes foram combinadas a
gque se seguiu a diluicdo com acetato de etilo (500 mL). A
mistura foi agitada com &gua (100 mL), a fase orgénica foi
separada e lavada com A&gua, solucdo aguosa saturada de
cloreto de sbédio e finalmente seca sobre MgSO, anidro. A
evaporacdo em vacuo deu o produto em bruto que foi
cromatografado em gel de silica (10%-20% de acetato de
etilo em n-hexano) para dar o produto desejado puro (3 g)

como uma mistura de XXXXIIIe e XXXXIIIf

Passo 5
OH NHLbz OH HH.Cbz
ChzdN. N caotBu *HQ- co0'Bu Trmnzmz‘cbz'w(;mﬂ“ O coom
L ¥ — F * £
Me' Ma' M’ iy
XO00KHS XK XXXxitig KXAXh

Uma soluc&o com agitacdo de XXXXIIIf e XXXXIIIe ©
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produto do passo 4 em CHyCl, (50 mL) foi tratada com &cido
trifluoroacético (50 mL). Apds 4 horas a mistura reaccional
foi concentrada até a secura em vacuo. O residuo foi
dissolvido em Na;CO; aquoso a 10% e a solucdo foi lavada
com éter dietilico e a fase aquosa acidificada com HySO, 2
M até pH ~1,5. A extraccido da solucdo acida com acetato de
etilo seguida por secagem sobre MgS0O, anidro e evaporagédo
em vacuo deu o produto desejado como uma mistura de

XXXXIIIg e XXXXIITh (2,6 g).

Passo 6

OH

NH CYHATU GM'HN: CONH,
CHRCly ’ ¥
N
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X000KHY KXXX XXXXIH

A uma solucdo do produto do passo 5 (1 g) em
CH,C1, (50 mL) adicionou-se HATU (1,43 g), NH,C1 (0,842 g) e
DMSO (5,59 mL). A mistura reaccional foi agitada a
temperatura ambiente durante ~20 horas, diluida com acetato
de etilo e lavada com NaHCO; saturadoc e solugdo aquosa
saturada de cloreto de sddio. A fase organica foi depois
seca sobre MgS0O, anidro e concentrada até a secura em VACuO
para dar o produto em bruto. A cromatografia em gel de

silica (10% de n-hexano em acetato de etilo) deu numa das

fraccdes o produto desejado XXXXIIIi puro (0,205 g).
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Passo 7
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A uma solucdo de XXXXIIIi o produto do passo 6
(0,205 g) em etanol (15 mL) adicionou-se catalisador de Pd
a 10% sobre C. A suspensdo resultante foi hidrcgenada até a
cromatografia em camada fina indicar consumo completo do
material de partida (~3 horas). O catalisador foi removido
por filtracdo e lavado com etanol. O filtrado e lavagens
combinados foram evaporados em vacuo até a secura para dar

o produto desejado XXXXIIIj (0,164 g).

Passo 8

FXXX I

XXXXIIIj foi convertido em XXXIII sequindo ©

procedimento semelhante ao do exemplo XXVIII e XXXIII.



PE1481000 - 222 -

Exemplo XXXXIV Preparacdo do composto de férmula XXXXIV

Ph

SN CONMey
N .

Passo 1

| f. MaH ; .~
I =y
g > vogt Beg”

1 LA o
XKV a _ RXXXIVE

Adicionou-se malonato de etilo XXXXIVa (5,4 mL;
36 mmol) a uma suspensdo de NaH (1,44 g de uma dispersédo a
60% em 6leo mineral; 0,9 eq.) em tetra-hidrofuranc anidro
(THF; 60 mL) a 0°C, em atmosfera de azoto e a mistura foi
agitada a temperatura ambiente durante 30 min. Adicionou-se
éter benzil 2-bromoetilico (8,5 mL; 40 mmol) antes de se
aquecer a reaccdo a refluxo durante um periodo de 24 h.
Apds arrefecimento, a reaccdo fol partilhada entre EtOAcC e
HCl diluido (aproximadamente 1 M). A camada orgénica foi

separada, seca (MgSO:) e concentrada para dar um residuo.

O residuo anteriormente referido foi dissolvido
em THF anidro (100 mL) e adicionou-se uma solucdo de
hidreto de aluminio e litio (LAH; 66 mL de uma solucdo 1,0

M) sob atmosfera de azoto e a mistura resultante foi



PE1481000 - 223 -

agitada a temperatura ambiente durante um periodo de 4 h e
adicionou-se EtOAc seguido por HCl diluide. A camada
orgénica foi separada, lavada com solugdo aquosa saturada
de cloreto de sdédio, seca (MgSO;) e concentrada. O produto
de reacgdo em bruto foi purificado por cromatografia em
coluna em gel de silica utilizando EtOAc:hexano (70:30)
como eluente para dar o diol XXXXIVb desejado (3,59 g) como

um 6leo incolor.

Passo 2
N o N ot
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Adicionou-se cloreto de p-toluenossulfonilo (1,12
g, 5,9 mmol) ao diol XXXXIVb (1,00 g; 4,9 mmol) numa
mistura de diclorometano (15 mL) e piridina (1,18 mL; 14,6
mmol) e a mistura resultante foil agitada a temperatura
ambiente de um dia para o outro (aproximadamente 16 h). A
mistura reaccional foi partilhada entre EtOAc e HCl1l aquoso
diluido. A fase orgéanica foi separada, lavada com bicarbo-
nato de sédio aquoso saturado, seca (MgSQ;) e concentrada a
pressdo reduzida. O residuc foi purificado por cromato-
grafia em coluna em gel de silica utilizando EtOAc:hexano
(30:70) como eluente para dar i) o ditosilato (0,291 g),
seguido por ii) o mono-tosilato XXXXIVe desejado (1,02 g) e

iii) diol recuperado (0,27 g).
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Passo 3

]
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Adicionou-se o mono-tosilato XXXXIve (1,0 g; 2,8
mmol) em dimetilformamida anidra (DME; 3 mL) a uma
suspensdo de NaH (0,333 g de uma dispersdo a 60% em déleo
mineral; 8,3 mmol) em DMF (13 mL) e a mistura resultante
foi agitada & temperatura ambiente durante um periodo de 3
h. A mistura reaccional foi partilhada entre EtOAC e &gua.
A fase orgénica foil separada, lavada com solucdo aquosa
saturada de cloreto de sédio, seca (MgSO,) e concentrada
para dar um residuo que foi purificado por cromatografia em
coluna em gel de silica utilizando EtOAc:hexano (1:5) como
eluente para dar o oxetanc XXXXIVd desejado (0.37g) como um

6leo incolor.

Passo 4

-éan
AXXXIvd XXX X We
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Uma suspensdo de Pd a 10% sobre C (0,10 g) e o
éter benzilico XXXXIVd (0,33 g) em metancl (10 mL) foi
colocada em atmosfera de hidrogénio (baldo) durante um
periodo de 1 h. A mistura reaccional foi filtrada através
de uma camada de celite e o sdélido foi bem lavado com
metanol. O filtrado combinado foi concentrado a presséo
reduzida para dar o &alcool XXXXIVe (0,17 g) como um &éleo
incolor utilizado em ©procedimentos  subsequentes sem

purificacéo.
Passo 5

1. Dasse Martia
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Adicionou-se periodinano de Dess-Martin (0,658 gy
0,16 mmol) a uma solucdo do alcool XXXXIVe (0,144g; 1,4
mmol) em diclorometano (5 mL) e agitou-se a temperatura
ambiente durante um pericdo de 1 h, antes da adicdo de
fosforano (0,637 g; 0,16 mmol). A mistura reaccional
resultante foi agitada durante um periodo de aproximada-
mente 1¢ h, depcis foi partilhada entre EtOAc e A4gua. A
fase orgénica foi separada, seca (MgSO,) e concentrada a
pressdo reduzida. O residuc fol purificado por cromato-
grafia em coluna em gel de silica utilizando EtOAc:hexano
1:5 para dar o éster XXXXIVE (0,131 g) como um b6leo

incolor.
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Passo 6
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Dissolveu-se carbamato de benzilo (0,657 g; 4,3
mmol) em n-propanol (€ mL). Adicionou-se hidréxido de sédio
aquoso (0,171 g; 4,3 mmol, em 11 mL de &gua) seguido por
hipoclorito de terc-butilo (0,4S% mlL; aproximadamente 4,3
mmol) e uma solucdo de (DHQ).PHAL (0,056g) em n-propanol (5
mL) . A mistura resultante foi colocada num banho de &agua e
agitada durante 5 min antes da adicdo da olefina XXXXIVE
(0,326 g; 1,4 mmol) seguida por di-hidrato de osmato de
potassio (0,021 g). A mistura reaccional resultante foi
agitada durante 3 h, e adicionada a EtOAc. A camada aquosa
foi separada e lavada com EtOAc. As fases orgénicas
combinadas foram lavadas com solucdo agquosa saturada de
cloreto de sédio, secas (MgSO,) e concentradas a pressio
reduzida. O residuo foi purificadc por cromatografia em
coluna em gel de silica utilizando EtOAc:hexano (7:3) como
eluente para dar o alfa-hidroxi éster XXXXIVg (0,367 q),
contendo  aproximadamente 20% do  beta-hidroxi  éster

indesejado.
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Passo 7

Adicionou-se carbonato de potassio (0,100 g) a
uma solucdo de metanol (30 mlL) de aproximadamente 2 g do
éster Dbenzilico XXXXIVg (contaminado com uma pequena
guantidade de carbamato de benzilo). A mistura resultante
foi agitada a temperatura ambiente durante 2 h, depois foi
partilhada entre EtOAc e 4gua. A fase orgédnica foi
separada, lavada com solug¢dao aquosa saturada de cloreto de
sb6dio, seca e concentrada a pressido reduzida. O residuo foi
purificado por cromatografia em coluna em gel de silica
utilizando EtOAc:hexanos (7:3) para dar o éster XXXXIVh

(1,02 g).

Passo 8
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Uma suspensdo de Pd a 10% sobre C (0,030 g) e o
carbamato de benzilo XXXXIVh (0,090 g) em metanol (5 mL)
foi colocada em atmosfera de hidrogénio (baldo) durante um
periodo de 1 h. A reaccdo foi filtrada através de uma
camada de celite e o soélido foi bem lavado com metanol. O
filtrado combinado foi concentrado a pressdo reduzida para
dar a amina intermedidria (0,050g) que foi wutilizada
imediatamente. Adicionou-se reagente BOP (0,131 g; 0,31
mmol) seguida por trietilamina (0,130 mL;0,93 mmol) a uma
mistura da amina (0,050 g; 0,28 mmol) e o &cido carboxilico
XXXXIVi (0,121 g; 0,31 mmol) em diclorometano (3 mL) e a
mistura resultante foi agitada durante um periodo de 4 h e
partilhada entre HCl aquoso diluido (aproximadamente 1 M) e
EtOAc. A fase orgénica foi separada, lavada com bicarbonato
de sbédio aquoso saturado, seca (MgSO;) e concentrada a
pressédo reduzida. 0 residuo foi purificado por
cromatografia em coluna em gel de silica utilizando EtOAc
como eluente para dar o éster metilico XXXXIVj (0,107 g)

como um sé6lido branco.

Passo 9
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Adicionou-se carbonato de potassio (0,054 g; 0,39
mmol) ao éster XXXXIVJ (0,107 g; 0,19 mmol) numa mistura de
metanol (3 mL) e Aagua (1 mL) e a reacc¢do resultante foi
agitada durante um periodc de 16 h e partilhada entre EtOAc
e agua. A fase orgadnica foi separada, lavada com solugédo
aquosa saturada de cloreto de sédio, seca e concentrada

para dar o dcido XXXXIVk (0,089 g).

Passo 10

o Ph
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3. Periodinano de Dess-Martin

" T CONMey

Adicionou-se trietilamina (0,035 mL; 0,25 mmol) a
uma mistura do &cido carboxilico XXXXIVvk (0,041 g; 0,08
mmol), o sal cloridrato (0,023 g; 0,08 mmol) e reagente BOP
(0,037 g; 0,08 mmol) em diclorometano (3 mL) e a mistura
resultante foi agitada & temperatura ambiente durante um
periodo de 4 h. A reaccdo foi partilhada entre EtOAc e HCI

aquoso diluido (1 M). A fase organica foi separada, lavada
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com bicarbonato de sédic aguoso saturado e &gua, seca e

concentrada a pressdo reduzida.

O residuo do procedimento anterior foi dissolvido
em diclorometanco (3 mL) e adicionou-se periodinano de Dess-
Martin (0,065 g; 0,15 mmcl) e a mistura foi agitada a
temperatura ambiente durante 2 h. A reaccdo foil partilhada
entre sulfito de sdédio aquoso a 5%, bicarbonato de sédio
aquoso saturado, A&gua, seca e concentrada a presséo
reduzida. O residuo foil purificado por cromatografia em
coluna em gel de silica utilizando CH;Cl,;:MeOH 20:1 como
eluente para dar a alfa-ceto amida XXXXIV (0,021 g). FABMS:

MH", 767,4.

Exemplo XXXXVI Preparacdo do composto de férmula XXXXVI

Passo 1

BacHN, .CHO

7\ CHC00H  Bochi,
' TOSMIC
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Uma solucdo de aldeidoc XXIIIe (0,626 g, 2,75
mmol), TOSMIC (1,63 g, 8,27 mmol) e CHsCOOH (0,48 mL, 8,27
mmcl) em CH;Cls; seco (15 mL) foi agitada a t.a. durante 36
h. A mistura reaccional fol concentrada em vacuo e
purificada por cromatografia (Si0O;, EtOAc/Hexano 2:3) para
dar 0,90 g (68%) de XXXXVIa como um s6lido incolor
MS (ES) m/z, intensidade relativa 965 [(2M+1)", 30], 483

[(M+1)", 53], 427 (60), 383 (100), 365 (71), 272 (64).

Passo 2

RockN., A

XXXXVia XXXXVIb

Uma solucdo de XXXXVIa (0,9 g, 1,86 mmol) em HCIL
(30 mL, 6 M em CH:0H, preparada por adicdo de cloreto de
acetilo a CH:0H a 0°C) foi agitada & t.a. de um dia para o
outro. A mistura reaccional foi concentrada em vacuo e
utilizada tal e qual no passo seguinte. MS (ES) m/z,
intensidade relativa 681 [(2M+1)", 26], 341 [(M+1)', 100],
180 (40)

Passo 3
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A sintese de XXXXVIc foi realizada utilizando
XXIve (134 mg, 0,36 mmol) e amina XXXXVIb (120 mg, 0,32
mmol) seguindo o procedimento descrito para o exemplo XXIV
do passo 3 para dar produto XXXXVIc que foi utilizado para
oxidacdo adicional sem purificacéo.
MS (ES) m/z, intensidade relativa 690 [(M+1)", 100], 591
(27)y, 537 (18), 513 (27), 478 (63), 438 (18), 414 (60), 268
(27)

Passo 4

KXXRN

A sintese de XXXXVI foi realizada por oxidacdo
utilizando alcool XXXXVIe (219 mg, 0,32 mmol), EDCL (609
mg, 3,2 mmol), e Cl,CHCOOH (131 uL, 1,59 mmol) seguindo o
procedimento descrito no exemplo XXIV, passo 4 que foi
purificado por cromatografia (Si0,, acetona/hexanos 3:7)
para dar produto XXXXVI (117 mg, 53% ao longo de 2 passos)
como um sé6lido incolor.

MS (ES) m/z, intensidade relativa 638 [(M+1)", 32], 539
(81), 476 (100)
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Sintese de Intermediirios

Exemplo XXXXVII Preparacdo do intermedidrio de férmula

XXXXVII
#‘?
1% N ST
X
\N COMe
fi
AEARXNVY
Passo 1

A solucdo de cetona XXXXVIIa (4,93 g, 12,8 mmol)
em THF anidro (100 mL) a -78°C adicionou-se uma solucdo de
hexametildisililazida de 1litio (LiHMDS) (17,0 mL, 17,0
mmol) . A solucdo resultante foi agitada a essa temperatura
durante 1 h antes de se adicionar uma solucgdo de acetona
(1,51 mL, 20,5 mmol) e BF:.Et,0 (2,60 mL, 20,5 mmol) em THF
(15 mL). Apds agitacdo durante outras 4 h, adicionou-se
HsPO; a 5% (20 mL) seguida por solucdo de cloreto de amdénio
saturado (200 mL) e éter dietilico (200 mL). As camadas
foram separadas e camada aquosa fol extraida com éter
dietilico (2 X 200 mL). A solucdo orgédnica combinada foi
seca (MgS0,), filtrada e concentrada em vacuo. O produto em

brutoc foi purificado por cromatografia "flash" com 20-50%
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de EtOAc/hexano para dar 1,84 g de XXXXVIIb (33%) e 3,26 g

de material de partida XXXXVIIa

Passo 2

HO, HE HQ
X b, o, X
§ COxhie J\Mﬁj"*‘ GOaMe N COMe

i ¥ L
=i Pf FF

XXXXVID XXXXVHE XXXV

A solucdo da cetona XXXXVIIb (0,94 g, 2,13 mmol)
em THF anidro (20 mL) a -78°C adicionou-se uma solucdoc de
LiAlH; em THF (2,6 mL, 2,6 mmol) e a mistura reaccional foi
agitada durante 40 min antes de se adicionar solug¢do de
KHSO, (1,0 M, 16 mL). A mistura foi deixada aquecer até a
t.a. e adicionou-se EtOAc (100 mL) e &gua (50 mL). Depois
de as camadas terem sido separadas a camada aguosa foi
extraida com EtOAc (2 X 50 mL). A solugdo organica
combinada foi seca (MgSO4), filtrada e concentrada em
vacuo. O produto em bruto foil purificado por cromatografia
"flagsh" com 30-100% de EtOAc/hexano para dar 0,49 g de

XXXXVIIc (52%) e 0,18 g (19%) de XXXXVIId.

Passo 3
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Uma sclucdo de XXXXVII¢ (103 mg, 0,232 mmol),
trifenilfosfina (120 mg, 0,456 mmol) e azodicarboxilato de
dietilo (0,055 mL, 0,349 mmol) em CH,Cl, anidro (5 mL) foi
agitada a t.a. durante 18 h. Apds concentracdo em vacuo, a
mistura foi purificada por cromatografia em coluna "flash"

utilizando 10-30% de EtOAc/hexano para dar 24 mg (24%) de

XXXXVIIe.
Passo 4
!
LV
H & E _v
Nf&‘cxawm

Uma soluc&o de XXXXVIIe em EtOH foi hidrogenada a

t.a. com catalisador de Pd a 10% sobre C a XXXXVH.

Varios inibidores utilizando os intermedidrios
XXXXVII foram sintetizados seguindo os procedimentos
descritos nos exemplos preparativeos XXIII, XXIV, XXVIII,

XXIX e XXXX.

Exemplo XXXXVIII Preparacdo do intermedidrio de £férmula

XXXXVII

EEfF

Pl
<

Q‘ﬂﬂzﬁle

k)
Bon
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Passo 1
m‘\‘ 1, FEOLORO00. S, NaF, 118 0 Fy?
Q\Nxﬁﬁx&“ L FRQLFLQ, Sy, NaF, ¥ im;\‘c
E&m 3 Tl £ 40,0, M0y, Acetona %? Cid e
Boo

XRXXV RN

A5 g (22 mmol) de éster metilico de N-Boc-desi-
droprolina XXXXVIIIa adicionou-se 25 mg de NaF e 2 g de to-
lueno. A 110C, adicionou-se através de uma seringa-bomba
1,6 equiv (35 mmol, 8,75 g) de difluorocacetato de TMS-
fluorossulfonilo (TFDA) em 1 h. Apdés 2 h, a reaccdo é
arrefecida até & T.A. A mistura adiciona-se NMO (6,8 g, 50
mmol), acetona (50 mL), HO (25 mL) e 0sOs (0.015 M em H0,

% molar, 0,44 mmol, 28 mL). A reaccdo é agitada de um dia
para o outro a T.A. e depcis diluida com EtOAc e lavada com
H,O e solucdo aquosa saturada de cloreto de sédio. A camada
organica foi seca sobre MgSO,, filtrada e concentrada até &
secura. A purificacdo por cromatografia em coluna "flash”
(10% de FEtOAc, hexano, silica) deu produto XXXXVIII

(0,76 9).

Diversos inibidores foram sintetizadecs utilizando
0 intermedijrio  XXXXVIII seguindo o0s procedimentos
descritos nos exemplos preparativos XXIII, XXIV, XXVIII,

XXIX e XXXX.
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Exemplo IL Preparacgdo do intermedidrio de férmula IL

V/

25,
o

Passo 1. ACIDO (1R,38)-2,2-DIMETIL-3-(2-OXOPROPIL)CICLO-

PROPANCACETICO.

et —~d

%
ey e

J-areno
Ha b

Uma mistura de 0,55 L de terc-butanol, 1,1 L de
dagua, 100 mL de 3-carene ILa (Aldrich Chemical Co.) e 490 g
de NaIO4, foi tratada com 2,2 g de hidrato de cloreto de
ruténio. A mistura agitada vigorosamente foi alternadamente
aquecida e arrefecida durante 2 h para manter uma
temperatura de 35-40°C. A mistura agitada vigorosamente foi
alternadamente aquecida e arrefecida durante mais 1 h para
manter uma temperatura de 40-50°C. A mistura agitada
vigorosamente foi depois aquecida durante mais 1/2 h para
manter uma temperatura de 50-55°C. A mistura foi depois
arrefecida a 30°C, filtrada num funil de Buchner e os
precipitados foram lavados com 700 mL de éter isopropilico.

A porcdo aquosa do filtrado foil extraida com 900 mL de
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EtOAc-hexano (2:1), e o extracto foi combinado com a porgédo
etérea do filtrado. Os extractos orgdnicos combinados foram
lavados com 300 mL de NaCl aquoso a 20%, depois extraidos
com uma solucdo de 36 g de NaOH em 2,2 L &gua. O extracto
aquoso arrefecido foil acidificado com 100 mL de HC1 12 N e
extraido com Et;0 (3 x 300 mL). O extracto foi lavado com
solucdo aquosa saturada de cloreto de sédio, seco sobre
MgS0O, anidro, e evaporado em vacuc para dar o composto em
epigrafe ILb 98 g (88%) como uma goma. 'y NMR (CDCls) &
2,39 (m, 2), 2,28 (m,2), 2,19 (s, 3), 1,1,12 (s, 3), 0,90
(m, 2), 0,,63 (s, 3), 293.

Passo 2. (1R,3S5)-2,2-DIMETIL-3~- (20XOPROPIL)CICLOPROPANO-

ACETATO DE METILO

Uma solugdo de 96 g de ILb, o produto do passo
anterior, e 0,55 L de DMF foi tratada com 98 g de Cs:C0O;. A
mistura foi agitada durante 10 minutos, adicionou-se 41,5
mL. de MeI e a mistura foi agitada a 40°C durante 1 h. A
mistura foil arrefecida e filtrada num funil de Buchner. 0
filtrado foi desactivado com 2,5 L de NaCl aquosoc a 10%, a
camada organica foli separada e a solucdo aquosa foi
extraida com Et,0-hexano (l:1; 2 x 1 L). A camada organica

e extractos combinados foram lavados com agua, secos sobre



PE1481000 - 239 -

MgS0; anidro, filtrados e evaporados em vacuo para dar o
composto em epigrafe ILe como 91 g (86%) de um Oleo
espesso. 'H NMR (CDCls) & 3,67 (s, 3), 2,3 (m, 4), 2,17 (s,
3), 1,12 (s, 3), 0,97 (m, 2), 0,91 (s, 3).

Passo 3. (1R,3S)-3-(ACETOXIMETIL)-2,2-DIMETILCICLOPROPANO-
ACETATO DE METILO.

. ~s

f' g“"-u -

N e doowe
., CO0Me

Uma solucdo de ILe 91 g do produto do passo
anterior e 0,7 L de 1,1,2-tricloroetano fol tratada com 165
g de acido m-cloroperbenzdico a 70%. A mistura fol agitada
a temperatura ambiente durante 1 h, depois aquecida com um
banhc de 6leo para manter uma temperatura de reaccido de 65-
70°C durante 1 h e depois agquecida a 75°C durante mais 1 h.
A mistura foi arrefecida, filtrada num funil de Buchner e o
bolo de filtracdo foi lavado com tricloroetano fresco. O
filtrado e lavagens combinados foram concentrados em vacuo
até 0,5 L, e o residuo foi diluido com 2,5 L de hexano-Et;0
(3:1). A solucdo orgédnica foil lavada repetidamente com uma
solugdo de K;CO; aquosoc a 3,5%-solucdo aquosa saturada de
cloreto de sédio (3:1; 8 x 0,9 L), depois com solucdo
aquosa saturada de cloreto de sdédio, depois seca sobre
MgS0O, anidro, filtrada e evaporada em vacuo para dar o
composto em epigrafe ILd comoc 98 g (100%) de 6leo espesso.
"B NMR (CDCls) & 4,1-3,9 (m, 2), 3,63 (s, 3), 2,34 (d, 2),
2,04 (s, 3), 1,12 (s, 3), 1,04 (m, 2), 1,00 (s, 3).
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Passo 4. (1R,3S)-3-(HIDROXIMETIL)-2,2-DIMETILCICLOPROPANO-

ACETATO DE METILO

Uma solucdo de 93 g de ILd do produto do passo
anterior e 1 L metanol foi tratada com 19 g de KyCO: e a
mistura foi agitada a 30°C durante 1 h. A mistura foi
concentrada em vacuco para remover (0,6 L de metanocl, o
residuo foi desactivado com KHyPO; aquoso a 10% frio e a
mistura fol extraida com EtOAc. O extracto foi lavado com
soluc&o aquosa saturada de cloreto de sddio, seco sobre
MgS0, anidro, filtrado e evaporado em vacuo para dar 70 g
(89%) do composto em epigrafe ILe como uma goma. 'H NMR
(cbcls) &6 3,30 (g, 1), 3,73 (s, 3), 3,52 (m, 1), 2,68 (d de
d, 1), 2,23 (d de d, 1), 1,09 (s, 3), 1,1-0,9 (m, 2), 0,98

(s,3).

Passo 5. (1s,6R)-7,7-DIMETIL-3-0XABICICLO[4.1.0]HEPTAN-4-
ONA.

C SRy, 2,

e (A
Ho” Fﬂ o g
Chle
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Uma solugdo de ILe 70 g do produto do passo
anterior e 1,1 L de xilenos foi tratada com 30,8 g de DBU.
A solucdo foi aquecida a refluxo suave durante 18 h a
medida que o metanol era removido do destilado. A solugdo
foi arrefecida, lavada com HCl 1 N frio, depcis com solucédo
aquosa saturada de cloreto de sb6dio, seca sobre MgSO,
anidro, filtrada e evaporada em vacuo. O residuo foi
cromatografado em 600 g de gel de silica utilizando um
gradiente de CHyCl, até EtOAc-CH;Cl; 1:10 para se obter o
composto em epigrafe ILE como 54 g (94%) de um éleo. 'H NMR
(CDC1l:) & 4,71 (d de d, 1), 4,04 (d de d, 1), 2,75 (d de d,
1), 2,16 (d de 4, 1), 1,16 (s, 3), 1,25 (m, 1), 1,12 (s,

3).

Passo 6. (1S,6R,5E)-7,7-DIMETIL-3-OXABICICLO[4.1.0]HEPTANO-

4,5-DIONA, 5-OXIMA.

Uma solucdo de 42 g do produto do passo anterior
ILf e 300 mL de tolueno anidro foi tratada com 102 mL de
nitrito de terc-butilo a 90%. A mistura com agitacido foi
alternadamente aquecida e arrefecida consoante necessario a
medida que se adicionou 45 g de terc-butdéxido de potéssio
em 6 porcdes ao longo de 20 minutos a 30-35°C. Em seguida
adicionou-se 180 mL de metancl anidro, a temperatura subiu

para 40°C e a agitacdo continuou a 40°C durante 2,5 h. A



PE1481000 - 242 -

mistura foi arrefecida, desactivada com uma solucgdo
arrefecida de 1,1 L de aquoso a 10% e 20 mL de HCl 12 N,
depois foli extraida com EtOAc-tolueno (3:1). Os extractos
foram lavados com NaHCO; aguoso a 5%, depois com solucédo
aquosa saturada de cloreto de s6dio, secos sobre MgSO,
anidro, filtrados e evaporados em vacuo. O residuo (25 g)
foi cromatografado em 150 g de gel de silica utilizando um
gradiente de CH;Cl, até EtOAc-CH;Cl, 35:65 para se obter 15
g (29%) do compostc em epigrafe ILg como um 6leo. 'H NMR
(CDCl:) 6 4,82 (d de d, 1), 4,55 (d de d, 1), 2,40 (d, 1),

1,49 (m, 1), 1,27 (s, 3), 1,18 (s, 3).

Passo 7.

S cor: "‘“M‘}WNHEQG

By fih

Uma solugdo de 18 g do produto do passo anterior
ILg ¢ 400 mL de EtOAc foil tratada com 32 ¢ de dicarbonato
de di-terc-butilo (Bocy0), e 2,0 g de Pd a 10% sobre
carvado. A mistura foi hidrogenada a 2,5 atm durante 18 h,
filtrada, e o filtrado evaporado para dar 36 g do composto
em epigrafe misturado com Bocy;O, que foil utilizado direc-
tamente no passo seguinte. Uma porcdo foi cromatografada
para se obter ILh como composto em epigrafe puro: “H NMR
(DMSO-d¢) & 7,28 (d, NH), 4,76-4,64 (m, 2), 4,44 (d, 1),
1,40 (s, 9, 1,24 (m, 1), 1,11 (m, 2), 1,07 (s, 3), 0,99

(s, 3).
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Passo 8. (1R, 3S) -ALFA (S)-[[ (1, 1-DIMETILETOXI) CARBONIL] -

AMINO] -3- (HIDROXIMETIL) -2, 2-DIMETILCICLOPROPANOACETATO DE

METILO
S <NHBog ~4 .
Y i D LIOOMe
Nt 5
LRY wey”  NH-Boc
Lh 1

Uma solugdo de 35 g de ILh a mistura de produtos
do passo anterior e 350 mL de metanol anidro foi tratada
com 12 g de K,CO; anidro finamente pulverizado. A mistura
foi agitada vigorosamente durante 2 h, concentrada em vacuo
com um banho a 25°C, e depois desactivada com 0,6 L de
KH,PO, aquoso a 10%. A sclugdo foi extraida com EtOAc-
hexano (95:5; 2 x 200 mL), os extractos foram lavados com
solugdo aquosa saturada de clorete de sédio, secos sobre
MgS0O, anidro, filtrados, e o filtrado foi evaporado em
vacuo para dar ILi 22 g (70%) do composto em epigrafe como
uma goma de mistura dos dois epimeros numa Proporg¢io o-
S/a-R de 8:2, que ndo teve de ser separada para o0s
presentes fins. Uma porc¢do foli cromatografada com Et;0-
hexano (60:40) para se obter o epimero o-S purc do composto
em epigrafe: 'H NMR (CDCl:) & 5,2 (br s, 1), 4,05 (br s,
1), 3,81 (m, 1), 3,76 (s, 3), 3,65 (m, 1), 1,43 (s, 9),
1,14 (s, 3), 1,06 (s, 3), 1,05 (m, 1), 0,8¢c (m, 1). Rotacdo
éptica: [a]r®® 62,9° (c=1, MeOH). Andlise elementar: tedrica
C 58,52, H 8,77, N 4,87; determinada C 58,48, H 8,75, N

5,10.
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A eluicdo subsequente deu o epimero o-R do
composto em epigrafe: 'H NMR (CDCls) & 4,95 (br d, 1), 4,03
(m, 1), 3,82 (m, 1), 3,78 (s, 3), 3,71 (m, 1), 1,44 (s, 9),
1,13 (m, 1), 1,10 (s, 3), 1,08 (s, 3), 0,86 (m, 1). Rotacéo
éptica: [alp™ 32,8° (c=1 , MeOH). Rn&lise elementar:
tebdrica C 58,52, H 8,77, N 4,87; determinada C 58,46, H

8,69, N 4,74.

Passo 9. FESTER 3-(1,1-DIMETILETIL) 2-METILICO DO ACIDO

(1R, 558)-6,6-DIMETIL-, 3-AZABICICLO[3.1.0]HEXANO-2(S), 3-

DICARBOXILICO
P, _COOMe —d
3 ' i 2 AGOUMs
~ NH-B8oe |
HO ML B
L s

Uma solucéo de 21,6 g de trifenilfosfina e 250 mL
THF anidro foi arrefecida a -10°C e tratada gota a gota com
16,2 g de azodicarboxilato de diisopropilo a medida que a
temperatura da reaccdo subiu para +5°C. Apds 5 minutos de
agitacdo adicional, a mistura foi tratada com uma solucdo
de 19,7 g de ILi a mistura de produtos do passo anterior em
35 mL THF, Apdés mais 10 minutos de agitacdo, a mistura foi
aquecida a refluxo durante 3 h, arrefecida, e evaporada em
vacuc. O residuo foili transferido para uma ampola de
separacdo com um total de 450 mL de metanol-agua (1:1), e a
mistura bifasica foi extraida com hexanc (7 x 225 mL). Os
extractos combinados foram lavados com 20 mL de metanol-
agua (1l:1), depois com sclucdo aquosa saturada de cloreto

de sédio, secos sobre Na,S0O, anidro, filtrados e o filtrado
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evaporado em vacuo. O residuo foi retomado em 400 mL de
hexano, filtrado por succdo através de uma camada de 30 g
de gel de silica, e a camada de silica foil eluida com mais
210 mL de EtOAc-hexano (1:9). Os filtrados cocmbinados foram
evaporados em vacuo para dar 12,8 g (69%) do composto em
epigrafe ILj como uma goma da mistura dos 2 epimeros, con-
taminada com uma pequena guantidade de hidrazinodicarbo-
xilato de diisopropilo, mas adegquada para as reaccdes

subsequentes.

O epimero $ purc do passo anterior foi tratado do
mesmo modo para dar o epimero S puro do composto em
epigrafe: 'H NMR (CDCls) & 4,21 e 4,09 (s+s, 1), 3,75 (s,
3), 3,65 (m, 1), 3,41 (m, 1), 1,44 ¢ 1,39 (s+s, 9), 1,38
(m, 2), 1,03 (s, 3), 0,98 e 0,97 (s+s, 3). Analise
elementar: tedrica C 62,43, H 8,61, N 5,20; determinada C
1,82, H 8,67, N 5,15.

O epimero R puro do passo anterior foi tratado do
mesmo modo para dar o epimero R puro do composto em
epigrafe: 'H NMR (CDCls) & 4,49 e 4,30 (d+d, 1), 3,62 (s,
3, 3,5 (m, 1), 3,42 (m, 1), 1,65 (m, 1), 1,45 e 1,39
(s+s, 9, 1,36 (m, 1), 1,10 (s, 3), 0,99 (s, 3).

Passo 10.
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Uma solu¢do de 14,5 g da mistura de produtecs ILj
do passo anterior e 270 mL de 1,4-dioxano foi tratada com
135 mL de LiOH aquoso 1 M, e a mistura foi aquecida a 80°C
durante 4 h. A mistura foli arrefecida, concentrada em vacuo
até metade do volume, diluida com 200 mL Agua, e extraida
com hexano. A camada aquosa foi refrigerada e tratada com
uma solucdo de 9 mL de HC1 12 N em 50 mL de KH;PO, aguoso a
10%, e depois extraida com EtOAc. O extracto foi lavado com
solucdo aquosa saturada de cloreto de sédio, seco sobre
Na;S504 anidro, filtrado e o filtrado evaporado em vacuo
para dar o composto em epigrafe IL como 10,8 g (78%) de uma
goma, >90% quimicamente e diastereomericamente puro por
PMR, e adequado para & sintese subsequente: 'H NMR (CDC1s)
d 4,20 e 4,11 (s+s, 1), 3,62 (m, 1), 3,44 (m, 1), 1,68 e
1,45 (d+desconhecido, 1), 1,46 e 1,40 (s+s, 9), 1,45 (m por
baixo de 1,46, 1), 1,07 (s+s, JJ= 2 Hz, 3), 0,99 e 0,95

(s+s, 3).
Varios inibidores foram sintetizados utilizando
0s intermediarios IL seguindo os procedimentos descritos

nos exemplos preparativos XXIII, XXIV, XXVIII, XXIX e XXXX.

Exemplo L Preparagdo do intermedidrio de férmula L

>
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/\—x LHCL
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" HO
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Passo 1
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A uma mistura de La (10,0 g, 50,0 mmole), acetato
de 2-[(trimetilsiiil)metil]-2-propanen-1-ilo (22,0 g, 118
mmole) e fosfito de triisopropilo (18,6 g, 89,2 mmole) em
tolueno (50 mL) adicionou-se acetato de paléddio(II) (2,5 g,
11 mmole) com agitacdo a temperatura ambiente sob atmosfera
de Ar. Foi aquecida a 120°C (banho de 6leo) durante treze
horas. O arrefecimento até a temperatura ambiente seguido
por cromatografia "flash"™ (CHyCls:hexano = 4:1) deu 9,55
gramas de Lb (75%). [al]?® = +132° (CHCls). HRMS (FAB)
Calculada para Ci¢HisNO; (MH+): 256,1338; determinada:
256,1340.

Passo 2
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A uma solucdo de Lb (2 g, 7,8 mmol) em THF anidro
(50 mL) adicionou-se LAH (1,13g, 28,9 mmol) em pequenas
porcdes a 0°C. A mistura foli depois aquecida a refluxo
durante seis horas antes de ser arrefecida a 0°C. A reaccéo
foram cuidadosamente adicionados 2 mL de H,O, 2 mL de NaOH
a 15% e 6 mL de H;0. O sé6lido foi removido por filtracdo e
o filtrado concentrado foi cromatografado (2% de MeOH em
CH,Cl;) para dar 1,33 gramas de Le (70%). HRMS (FAB)
Calculada para CisH;NO (MH+) : 244,1701; determinada:

244,1697.

Passo 3

A‘E
ol

3 DRSCH AR % F

A : _ - LHO
................. _— ,
H@ 100% HO

Le L

Uma mistura de composto Le (1,33 g, 5,46 mmol) e
Pd a 10% sobre carvdo (1,3 gramas) em &cido acético (20 mL)
foi hidrogenada sob 60 psi durante trés dias. O catalisador
foi separado por filtracdo e o filtrado foi concentrado em
vacuo. O residuo foi dissolvido em 20 mL de HClI 4 N em
dioxano e a solucdo foi evaporada até a secura. Obteve-se
1,04 gramas (100%) do composto L como uma mistura 1:1 de
dois epimeros. HRMS (FABR) Calculada para CoHigNO (MH+):

156,1388; determinada: 156,1390.
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Varios inibidores foram sintetizados utilizando
os intermediédrios L seguindo os procedimentos descritos nos

exemplos preparativos XXIII, XXIV, XXVIII, XXIX e XXXX.

Exemplo LI Preparacgdo do intermedidrio de férmula LI

,“!;ﬂ
R4y,

-HC

%:f:z L

Passo 1

O composto Lb (2,6 g, 10,2 mmol) numa mistura de
CH,C1, (30 mL) e '‘PrOH (10 mL) foi ozonizado a -78°C até
persistir uma cor azulada (ca. de 40 minutos). Adicionou-se
sulfureto de dimetilo (10 mL) e a solucdo fol agitada a
temperatura ambiente de um dia para o outro. O solvente foi
removido em vacuo e o residuo foil partilhado entre agua e
EtOAc. A fase organica foi lavada com solugcdo aquosa
saturada de cloreto de sédio, seca sobre Nay30, e
concentrada. A cromatografia "flash" (2% de MeOH em CH;Cl,)

deu 2,32 gramas de LIa (77%). M3 (MH+, FAB) = 257.
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Passo 2

A uma solucdo de LIa (0,86 g, 3,35 mmol) em
CH,C1; Seco (30 mL) adicionou-se trifluoreto de
dimetilamino-enxofre (metil DAST, 2,23 g, 16,8 mmol) a
temperatura ambiente. A solucdo fol agitada a temperatura
ambiente durante dois dias. Foi cuidadosamente adicionada a
uma mistura de gelo e NaHCO; saturado e extraida com EtOAC.
A solucdo de EtOAc foi lavada com solucdo aquosa saturada
de cloreto de sdédio, seca sobre Na;304s e concentrada. O
residuo foi cromatografado (0,8 & de MeOH em CH;Cl;) para
dar LIb (0,82 g, 88%). HRMS (FAB) Calculada para CisHisNO3F3

(MH+) : 280,1149; determinada: 280,1152.

Passo 3

DPICH,
2) HCGl f>(f
— 25 LHO
10D%%
Hro
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Seguindo os mesmos procedimentos que os descritos
para a preparacgdo de L a partir de Lb até L 0,44 gramas de
LIb deram 0,31 gramas de LI (92% em dois passos). HRMS
(FAB) Calculada para CgHi,NOF; (MH+): 178,1043; determinada:

178,1042.

Vadrios inibidores foram sintetizados utilizando
0s intermedidrios LI seguindo os procedimentos descritos
para os exemplos preparativos XXIII, XXIV, XXVIII, XXIX e

XXXX.

Exemplo LII Preparacdo do intermedidrio de férmula LII

Passo 1

O composto Lb (3,74 g, 14,7 mmol) em CHyCl, (30
mL) foi ozonizado a -78°C até persistir uma cor azulada

(ca. 60 minutos). Foi purgado com N, durante 5 min, e
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adicionou-se a uma solugdo fria de NaBH; (4,44g, 117 mmol)
em 50 mL de EtOH/H,O0 (1:1). Foi agitado durante 12 horas a
TA e depois extraido duas vezes com EtOAc. A camada
orgadnica combinada foi lavada com solugdo aquosa saturada
de cloreto de sédio, seca sobre Na;30; e concentrada. O
residuo foi cromatografado (2% de MeOH em CHyCl;) para dar
LIIa (2,19 g, 58%). HRMS (FAB) Calculada para CisHigNOs

(MH+) : 260,1287; determinada: 260,1283.

Passo 2

Lila LIb

A uma solucdo de LIIa (2,18 g, 8,40 mmol) em
piridina seca (50 mL) adicionou-se cloreto de toluenossul-
fonilo (3,2 g, 16,8 mmol) e N,N-dimetilaminopiridina (1,03
g, 8,40 mmol). Agitou-se a TA durante 3 dias e concentrou-
se em vacuo. O residuo foi partilhado entre &cido citrico a

% e EtOAc. A camada orgédnica foi lavada de novo com &acido
citrico a 3%, seguido por solucdo aquosa saturada de
cloreto de sbédio. Apds remocdo do solvente o residuo foi
cromatografado para dar LIIb (2,54 g, 73%). HRMS (FAB)
Calculada para CyH9sSNOs (MH+): 414,1375; determinada:

414,1378.
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Passo 3

HPECH, N

HHA 5.8
— A - HCH
85% para Z passas N
Hue
LEb Lile L

Seguindo os mesmos procedimentos que os descritos
para a preparacédo de L a partir de Lb até L, 2,53 gramas de
LIIb deram 1,03 gramas de LII (95% em dois passos). HRMS
(FAB) Calculada para CgH;NO (MH+): 142,1232; determinada:

142,1233.

Varios inibidores foram sintetizados utilizando
0s intermedidrios LII seguindo os procedimentcs descritos
para os exemplos preparativos XXIII, XXIV, XXVIII, XXIX e

XXXX.

Exemplo LIII Preparacdo do intermedidrio de férmula LIII
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Passo 1
)\-.; CHyCEy
-y (Bt} Zn
| 4_& CF,COOH
oo (3 T3%

Lb

A 7,84 mmol de dietil zinco (1 N em hexano) em
CH,Cl, seco (30 mL) adicionou-se acido trifluoroacético
(0,893 g, 7,84 mmol) gota a gota a 0°C. Apdés agitacdo
durante mais 20 min adicionou-se diiodometanc (2,10 g, 7,84
mmol), seguido por Lb (1 g, 3,92 mmol) em 5 mL de CH,Cl, ao
longo de 20 min. O banho de gelo fol retirado e a mistura
foi agitada a TA durante 14 horas. A reaccdo foi
desactivada por NH,Cl saturado e extraida com EtOAc. A
solucdo de EtOAc foi lavada com NayS0, saturado, seguida
por solucdo aquosa saturada de cloreto de sdédio e
concentrada em vacuo. O residuo foi cromatografado para dar
LIITa (4,61 g, 73%). HRMS (FAB) Calculada para Ci7HzgNO;

(MH+) : 270,1494; determinada: 270,1497.

Passo 2

e
R
2pp

; l

e ]

=
B.

&

LIab
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Adicionou-se Acido trifluorcacético (TFA, 10 mL)
a uma solucdc de LIITIa (4,6 ¢, 17,1 mmol) em THF (20 mlL) e
HO0 (20 mL) & TA. Apds agitacdo de um dia para o outro os
solventes foram removidos em vacuo. O residuo foi
partilhado entre NaHCO; saturado e EtOAc. A fase aguosa foi
reextraida com EtOAc cinco vezes. A fase orgénica combinada
foi seca sobre Nay30; e concentrada. O residuo foi
cromatografado para dar LIIIb (3,1 g, 100%). HRMS (FAB)
Calculada para CioHi6NO; (MH+) : 182,1181; determinada:

180,1182.

Passo 3

THF : §

M 1% N
HO Hud
LIHb Lt

Adicionou-se LAH (1,76 g, 46,3 mmol) a LIIIb em
THF seco (50 mL) em pequenas porcdes a 0°C. A mistura foi
depois aquecida a refluxo durante seis horas antes de ser
arrefecida a 0°C. A reaccdo adicionou-se cuidadosamente 2
mlL de H;O, 2 mL de NaOH a 15% e 6 mL de H;0. O sélido foi
removido por filtracdo e o filtrado concentrado foi
cromatografado (30% de MeOH em CH;Cl; com 1% de NH,OH) para
dar 0,39 gramas de LIII¢c (71 %). HRMS (FAB) Calculada para

CicH13NO (MH+): 168,1388; determinada: 168,1389.
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Passo 4
BOCNH. - COOH
X &
s Lifd N
G HATU/(IPr),NEt [}Vm
\ e g N
86% f;?\
LI LMk

A uma mistura de LIIIc (0,5 g, 2,99 mmol), LIIId
(0,69 g, 2,99 mmol) e HATU (1,14 g, 3 mmol) em DMF seca (20
mL) adicionou-se N,N-diiscpropiletilamina (1 mL, 5,89 mmol)
a 0°C. Agitou-se & TA durante 3 horas. A mistura reaccional
foi partilhada entre H;O e EtOAc. A camada orgénica foi
sucessivamente lavada com é&cido citrico a 3%, NaHSO4
saturado e solucdo aquosa saturada de cloreto de sbédio,
seca sobre Na;30, e concentrada. O produto LIIIe (0,978g,
86%) assim obtido estava suficientemente puro para o pPasso
seguinte. HRMS (FAB) Calculada para C»HiN»04 (MH*+) :

381,2910; determinada: 381,2749.

Passo 5

s

s Yy,

£

?
2
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-
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o acetona BOONK o

4\ 4%
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PE1481000 - 257 -

A uma solucédo de LIIIe (0,49 g, 1,29 mmol) em
acetona (20 mL) adicioncu-se reagente de Jcones (2 mL de
solucdo 2,5 M, 5 mmol) a 0°C. Agitou-se a 0°C durante 20
min, depois a TA durante 30 horas. A esta mistura foram
sucessivamente adicionados EtOAc (50 mL), Na,S0:; anidro (3
g), celite (2 g) e ‘ProH (1 mL). Agitou-se vigorosamente
durante 20 min. O sélido foi separado por filtracdo. O
filtrado foi lavado com é&cido citrico a 3%, secc sobre
Na,S0, e concentrado em vacuo. O residuo foli cromatografado
(3% de MeOH em CH:Cl:, 0,5% de &acido acético) para dar LIII
(0,48 g, 94%). HRMS (FAB) Calculada para C;;H:eN0s (MH+):

395,2546; determinada: 395,2543.

Varios inibidores foram sintetizados utilizando
0s intermediarios LIII seguindo os procedimentos descritos
para os exemplos preparativos XXIII, XXIV, XXVIII, XXIX e

XXXX.

Exemplo LIV Preparacido do intermedidrio de férmula LIV
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Passo 1

o X

o Q\’m PIOYH, | i_ oM
»Enﬁﬁﬂ’lk;"‘\*g

i

iﬂgdl

5 AcOR/BIOAC  BOONH™ N "p
100% TS

Lille

O composto LIIIe (0,41 g, 1,08 mmol) numa mistura
de solventes de AcOH (10 mL) e EtOAc (20 mL) contendo PtO,
(1 g) foi hidrogenado sob 1 atm de H, durante 3 horas. O
catalisador foi removido por filtracdo e o filtrado foi
concentrado em vacuo para dar LIV (0,41 g, 100%). HRMS
(FAB) Calculada para Cg1H3sN:0s (MH+) : 383,2910; determinada:

383,2906.

Varios inibidores foram sintetizados utilizando
0s intermedidrios LIV seguindo os procedimentcs descritos
para os exemplos preparativos XXIII, XXIV, XXVIII, XXIX e

XXXX.

Exemplo LV Preparagdo do intermedidrio de férmula LV
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Passo 1

j THF, mﬁmu \\(\

LVa LY

Adicionou-se bis(trimetilsilil)amida de potéssio
(158 mL de uma solugdo 0,5 M em tolueno; 79 mmol) a uma
suspensdo com agitacdo de brometo de ciclopropiltrifenil-
fosfénio (33,12 g; 86,4 mmol) em tetra-hidrofuranc anidro
(130 mL) e a mistura cor de laranja resultante fol agitada
sob atmosfera de azoto a temperatura ambiente durante um
pericdo de 1 h, antes da adicéo do aldeido Lva (9,68g; 42,2
mmol) em THE (8 mL). A reaccdo foli depois aquecida a
refluxo em atmosfera de azoto durante um periodo de 2 h.
Apbs arrefecimento, adicionou-se metanol, éter dietilico e
sal de Rochelle. A fase orgénica foi separada, lavada com
solucdo aquosa saturada de cloreto de sédio, seca e
concentrada a pressdo reduzida. O produto reaccicnal em
brutc foi purificado por cromatografia em coluna em gel de
silica wutilizando EtOAc-hexano (1:99) até EtOAc-hexano

(5:95) para dar o alcenc LVb (8,47g) como um 6leo amarelo.
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Uma solugdo de HC1L 1 M em MeOH/MeOAc foi
preparada por adicdo de 14,2 mL de cloreto de acetilo gota
a gota a metanol frio e diluindo a solugdo resultante até

200 mL & temperatura ambiente.

O carbamatc LVb (9,49 g; 37,5 mmol) foli dissol-
vido em metanol (12 mlL) e adicionado a HC1I 1 M em
MeOH/MeOAc (150 mL) enquanto se arrefecia num banho de
gelo. A mistura resultante foi mantida a esta temperatura
durante 1 h, depois o banho de gelo foi retirado e a
agitacdo continuou de um dia para o outro a temperatura
ambiente. 0Os volateis foram removidos a pressdoc reduzida
para dar um 6leo amarelo que foi wutilizado no passo

seguinte sem purificacéo.

0 6leo amarelo é dissolvido numa mistura de THF
(30 mL) e MeOH (20 mL) e tratado com trietilamina (15 mL;
108 mmol) até a solucdo estar a pH=9-10. Apds colocacdo num
banho de gelo, a mistura foi tratada com N-Boc-Gly-0Su
(11,22g; 41 mmol). O banho de gelo foi retirado e a reaccéo
agitada a temperatura ambiente durante 1 h. Os volateis
foram removidos a pressdo reduzida e o residuo foi
purificado por cromatografia em coluna em gel de silica
utilizando metanol (1-3%) em diclorometano dando a amina

LVe desejada (9,09 g).
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Passo 3

NHiBo oy
'1,3$<-— {}(

2 Lidimetoxipropany N fm
“WWM o X

i 3 ‘ ‘ y
A EF:; Et\ >< ] \‘;’fg
B e e

¥ Lvd

O 4alcool LvVe (9,09g; 33,6 mmol) foi dissolvido em
acetona (118,55 mL) e tratado com 2,2-dimetoxipropano (37,4
mL; 304 mmol) e BF;:Et,0O (0,32 mL; 2,6 mmol) e a mistura
resultante foi agitada a temperatura ambiente durante um
periocdo de 5,5 h. A solucdo reaccional foi tratada com
algumas gotas de trietilamina e os voléateis foram removidos
a pressdo reduzida. O residuo foi purificado por
cromatografia em coluna em gel de silica utilizando 5-25%

de EtOAc em hexanos para dar o N,0O-acetal Lvd (8,85 g).

Passo 4
S {NGENR
FetiiGoe 2. Pirroliding
3 PRDASR

O carbamato Lvd (8,81 g; 28,4 rmmol) foi
dissclvido em acetonitrilo (45 mL) e a solucdo foi
arrefecida a -40°C em atmosfera de azoto. Adicionou-se
piridina (6,9 mL; 85,3 mmol) seguida por tetrafluoroborato

de nitrosilo (6,63 g; 56,8 mmol) e a mistura reaccional
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resultante foi mantida abaixo de 0°C até a TLC ter indicado
gue ndo permanecia material de partida (aproximadamente
2,25 h). Adicionou-se pirrolidina (20 mL; 240 mmol) e o
banho de arrefecimento foi retirado e agitacdo foi
continuada & temperatura ambiente durante 1 h e depois os
volateis foram removidos a pressdo reduzida. O residuo foi
rapidamente passado através de uma camada de gel de silica

para dar um 6leo amarelo.

0 6leo amarelo foi dissolvido em benzeno anidro
(220 mL) e adicionou-se acetato de palddio (0,317g; 1,41
mmol) antes de se agquecer a mistura resultante a refluxo,
sob atmosfera de azoto durante um periodo de 1,5 h. Apds
arrefecimento, o©os volateis foram removidos a pressdo
reduzida e o) residuo escuro foi  purificado  por
cromatografia em coluna em gel de silica utilizando EtOAc-
hexano (1:4) para dar 1) a trans-pirrolidinona LVe (1,94 g)

seguida pela ii) cis-pirolidinona LVE (1,97 g).

Passo 5
Q%§{wﬁﬁwE N
: HC) eme Mol AN

U

LVe Ly

Adicionou-se HC1 1 M preparado de fresco em

MeOAc/MeOH (10 mL; tal como descrito acima) ao N,O-acetal



PE1481000 - 263 -

ILVe ¢ agitou-se a temperatura ambiente durante 1 h. O
solvente foi removido a pressdo reduzida e o residuo foi
purificado por cromatografia em coluna em gel de silica
utilizando 0-4% de MeOH em diclorometano como eluente para

dar o &lcool LVg desejado (1,42 g) como um 6leo amarelo.

Passo 6

LLAH

2. KeBoe-L-tert-Law-OH, HATU
Bactdn

A uma solug¢&o da lactama Lvg (1,29 g; 8,44 mmol)
em tetra-hidrofurano anidro (55 mL) adicionou-se hidreto de
aluminio e litio (2,40 g; 63,2 mmol) e a mistura resultante
foi aquecida a refluxo durante 8 h. Apds arrefecimento,
adicionou-se A&gua, seguida por NaOH agquoso a 15% e a
mistura resultante foi filtrada através de celite e o
s6lido foi bem lavado com THF e MeOH. O solvente foi
removido a pressao reduzida e o residuo redissolvido em
diclorometano, seco e concentrado a pressdo reduzida para

dar a pirrolidina, utilizada sem purificacdo.

Adicionou-se base de Hunig (4,5 mL; 25,8 mmol) a
uma mistura de N-Boc-L-terc-Leu-OH (1,76 g; 7,6 mmol),
pirrolidina em bruto e HATU (2,89g; 7,6 mmol) em dicloro-

metano anidro (50 mL) a -60°C, em atmosfera de azoto. A
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reacgdo resultante foi deixada chegar a temperatura
ambiente lentamente, de um dia para o outro. Adicionou-se
EtOAc e a solucdo amarela foi lavada com HClL aquoso
diluido, bicarbonato de sdédio aguoso saturado, &gua e
solugdo aquosa saturada de cloreto de sédio. A camada
orgadnica foi seca e concentrada a pressdo reduzida. O
residuo foi purificado por cromatografia em coluna em gel
de silica utilizando EtOAc:hexanos (1:3) para dar a amida

LVh desejada (2,00 g).

Passo 7

O &lcool Lvh (2,00 g; 5,67 mmol) foi dissolvido
em acetona (11¢ mL) e arrefecido num banho de gelo durante
10 min. Esta solucdo foi depois adicionada a reagente de
Jones arrefecido (14,2 mL; aproximadamente 2 mmol/mL) e a
mistura resultante fol agitada a 5°C durante 0,5 h e o
banho de arrefecimento foi retirado. A reaccdo foi agitada
durante mais 2 h a temperatura ambiente antes da adicido a
sulfato de sédio (28,54 g), celite (15 g) em EtOAc (100
mL) . Adicionou-se isopropanol (15 mL) apdés 1 min e depois
agitou-se durante mais 10 min e filtrou-se. O filtrado foi

concentrado a pressdo reduzida, para dar um 6leo castanho
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que foi dissolvido em EtOAc. Esta solugdo foi lavada com
dgua, Aacido citrico aquosc a 3%, solugdo aquosa saturada de
cloreto de sb6dio, seca e concentrada para dar o &cido

carboxilico LV desejado (1,64 g) como um sdlido branco.

NOTA: Alternativamente o acido XXIVe, o acido
XXVIg, XXVIIc, podiam ser sintetizados seguindo © proce-

dimento mencionada acima com bons rendimentos.

Varios inibidores foram sintetizados utilizando
0s intermedidrios LV seguindo os procedimentos descritos
para os exemplos preparativos XXIII, XXIV, XXVIH, XXIX, e

XXXX.

Exemplo LVI Preparacdo do intermedidrio de férmula LVI

A sintese de LVIa foi realizada seguindo o
procedimento descrito em Bailey, J, H.; Cherry, D. T.;
Crapnell, K. M.; Moloney, M. G.; Shim, S. B.; Bamford, M.
J.; Lamont, R. B. Tetrahedron (1997), 53, 11731. Este foi
convertido em LVI de modo semelhante ao procedimento para

LIII (Passo 2 ao Passo bH).
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Varios inibidores foram sintetizados utilizando
0s intermedidrios LVI seguindo o0s procedimentcs descritos
para os exemplos preparativos XXIII, XXIV, XXVIH, XXIX, e

XXXX.

Exemplo LVII Preparacdo do intermedidrio de férmula LVII

Passo 1
[
A uma solucdo com agitacdo de TFA (22,6 mL, 305
mmol), &agua (120 mlL) e [bis(trifluorocacetoxi)iodo]lbenzeno

(131 g, 305 mmol) em acetonitrilc (600 mL) adicionou-se
ciclobutil metil cetona LVIIa (15,0 g, 153 mmol). A solugdo
resultante foi aquecida a refluxo e agitada durante 4 h. O
acetonitrilo foi removido em vacuo. Adicionou-se agua (120
mL) e a mistura foi extraida com éter dietilico (2 x 500
mL). A solucdo orgdnica combinada foi seca (MgSO,),
filtrada e concentrada em vacuc. O produto em bruto foi
purificado por cromatografia "flash™ com 30% de Et;0/hexano

para dar 8,82 g de LVIIb (51%).
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Passo 2

5._VGH i'm; F. E:ff

LVih LWk

A solucdo de LVIIb (1,4 g, 12,3 mmol), anidrido
acético (1,3 mL, 13,5 mmol) e trietilamina (3,4 mL, 24,5
mmcl) em CHyCl, (50 mL) adicionou-se DMAP (0,67 g, 5,5
mmol) . A mistura reaccional foi agitada a t.a. durante 4 h
antes de se adicionar HsPC, a 5% (50 mL). Em seguida as
camadas foram separadas, a camada aquosa foi extraida com
CH,Cl, (2 X 50 mL). A solucdo orgdnica combinada foi seca
(MgS0,), filtrada e concentrada em vacuo para dar 2,0 g de

produto LVIIc em bruto.

Passo 3
] R F
LWiHe kViig

Uma mistura de LVIIe (1,9 g, 12,2 mmol) e DAST
(fluoreto de dietil amino enxofre, 3,0 mL, 22,3 mmol) foi
aquecida a 50°C e agitada durante 2 h. A mistura foi depois
lentamente vertida em agua gelada (50 ml), e extralida com
éter dietilico (3 x 50 mL). A solug&o organica combinada
foi seca (MgSO,), filtrada e concentrada em vacuo. O
produto em bruto foil purificado por cromatografia "flash"
com 10-40% de Et,0/hexanco para dar 0,62 g de LVIId (29%) e

0,08 g de material de partida LVIIc.



PE1481000 - 268 -

Passo 4

5 F , K F
[]kwmc e SOH

Lvid LVike

Uma mistura de LVIId (3,10 g, 17,4 mmol) e
hidréxido de litio (0,84 g, 34,8 mmol) em &gua (10 mL) foi
agitada vigorosamente a t.a. durante 6 h antes de ser
diluida com &gua (50 mlL) e extraida com éter dietilico (3 x
60 mL). A solucdo orgénica combinada foi seca (MgSOs),
filtrada e cuidadosamente concentrada em vacuo para dar

LVIIe 2,68 g de produto em bruto.

Passo 5
R F K F
EIX\,,DH e Mosn
\ o]
LViie [RE

Uma solucdo de composto LVIIe e reagente de Dess-
Martin em CH»Cl, foi agitada a t.a. durante 1 h antes de se
adicionar PhisP=CHCO;Bn e a agitacdo foi continuada durante
mais 20 h. Adicionou-se éter dietilico seguido por solucdes
saturadas de NaS;03 e de NaHCO;. Apds agitacdo durante 15
min, as camadas foram separadas. A solucdoc orgénica foi
lavada com NaHCO; saturado e solucdo aquosa saturada de
cloreto de sédio, seca (MgSQ,), filtrada e concentrada em
vacuo. O produto em bruto foil purificado por cromatografia

"flash" para dar o procduto LVIIf desejado.
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Passo 6
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LV LVilg

O composto LVIIg foi preparado tal como descrito

acima (Passo 4, Exemplo XXXXIII) com quantidades.

Passo 7

(815}

ChaHN. k,rasn
| L‘]I -

A hidrogenacédo catalitica de LVIIg sobre Pd a 10%
sobre carvdo em MeOH seguida por tratamento com Boc:0O em

NaHCO:/THF/&4gua vai dar LVIIh.

Passo 8

A conversdo de LVIIh em composto LVIII vai seguir
procedimento descritos anteriormente (Passo 5, Exemplo

XXVIII) .
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Passo 9

A conversdo de LVIII em composto LVII segue
procedimentos descritos anteriormente (Passo 9, Exemplo

XXTIII).

Varios inibidores foram sintetizados utilizando
0s intermediarios LVII seguindo os procedimentos descritos
para os exemplos preparativos XXIII, XXIV, XXVIH, XXIX, e

XXXX.

Exemplo LVIII Preparacdo do intermedidrio de férmula LVIII

Passo 1

LVilla

A uma solucdo de composto LVIIIa [para a
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preparac¢do de LVIIIa ver J. Ramnauth e E. Lee-Ruff, Can. J.
Chem., 2001, 79, 114-120] (3 g) em diclorometano (75 mL)
adicionou-se DAST (trifluocreto de dietil amino enxofre, 9,1
mL) lentamente e a reaccdo fol agitada a temperatura
ambiente de um dia para ¢ outro. A mistura foi lentamente
vertida em gelo/solucdo saturada de Dbicarbonato de sdédio
(100/200 mL) com agitacdo. Adicionou-se 200 mwmL de
diclorometano e a camada orgédnica foi separada e lavada com
solucdo saturada de Dbicarbonato de sédio fria, solucéo
aquosa saturada de cloreto de sdéddio, seca (Na;S0,) e
concentrada. A purificacdo por cromatografia em coluna

(5/95 de EtOAc/hexanos) deu 2,59 g de LVIIIb.

Passo 2
(QW{Ph
o

Lyt

O composto LVIIIb (3,42 g) foi dissolvido em
THF/MeOH (1/1, 50 mL). A este adicionou-se uma solucdo de
carbonato de potéassio (1,97 g) em agua (25 mL). A mistura
reaccional foi agitada a temperatura ambiente durante 4
horas e depois armazenada no congelador (10°C) de um dia
para o outro. A mistura reaccional foi aquecida até a
temperatura ambiente ao longo de 3 horas quando a TLC
indicou consumo completo de LVIIIb. Adicionou-se solucdo
aquosa saturada de cloreto de sédio (100 mL) & mistura

reaccional e extraiu-se com éter etilico (3 x 100 mL). As
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camadas de éter foram combinadas, secas (Na»304) e
concentradas para dar um zresiduo (2,77 g) que foi

adicionalmente processado sem purificacéo.

O residuo assim obtido foi dissolvido em
CH,C1,/DMSO (6/1, 140 mL). A esta solucdo adicionou-se
(trifenilfosforanilidenc)acetato de benzilo (11,7 g) e
depois periodinano de Dess-Martin (12,09 g, em trés porgdes
iguais) cuidadosamente. A mistura reaccional foil agitada a
temperatura ambiente durante 4 horas e desactivada com
solucédo de bicarbonato de sédio fria (200 mL) e diluida com
CH,Cl, (100 mL). A camada de CHy;Cl, foi separada e lavada
com solucdo de NasS:03 a 10% (125 mL), solucdo de NaHCO3
(125 mL), agua (125 mL), seca (Na304) e concentrada. O
residuo foi purificado por cromatografia em coluna
utilizando CH,Cl,/hexanos 50/50 para dar o composto

pretendido, LVIIIc (2,25 g).

Passo 3

¥ LVt . LVild

O composto LVIIId foi preparado tal como descrito
acima (Passo 4, Exemplo XXXXIII) com quantidades apropria-

das de reagentes.
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Passo 4

A hidrogenagdo catalitica de LVIIId sobre Pd a
10% sobre C em MeOH seguida por tratamento com Boc;0 em

NaHCO:/THF/&4gua vai dar LVIIIe.

Passo 5

E v

A conversdo de LVIIIe no composto LVIIIf wvai
seguir procedimentos descritos anteriormente (Passo b,

Exemplo XXVIII).

Passo 6

A conversdo de LVIIIF no composto LVIII vail
seguir procedimentos descritos anteriormente (Passo 9,

Exemplo XXIII).
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Varios inibidores foram sintetizados utilizando
0s intermediédrios LVIII seguindo o0s procedimentos descritos
para os exemplos preparativos XXIII, XXIV, XXVIH, XXIX, e

XXXX.

Exemplo LIX Preparagido do intermedidrio de férmula LIX

Passo 1

o 9 Bhog
SocHN. A I Hzﬂ-\;&NJ\(N\
. N
0

LiXa
LiXb

Fez-se reagir glicina N-Boc protegida LIXa
disponivel comercialmente com a amina XV do Exemplo XV do
modo anteriormente descrito no Exemplo XXI, Passo 4. O
intermediario resultante foi depois tratado com HC1 do modo
anteriormente descrito no Exemplo XXIII, Passo 9 para dar

produto LIXb.

Passo 2

; Fh HONL HaN.,
HCL, quia/is!s\ h

LG
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Pode fazer-se reagir o 4cido LVIIIe (de cima) com
LIXb do modo anteriormente descrito no Exemplo XXI, Passo
4. O intermedidrio resultante pode ser depois tratado com
HCl do modo anteriormente descrito no Exemplo XXIII, Passo

9 para dar o produto LIX.

Varios inibidores foram sintetizados utilizando
0s intermedidrios LIX seguindo o0s procedimentcs descritos
para os exemplos preparativos XXIIT, XXIV, XXVIII, XXIX, e

XXXX.

Exemplo LX Preparag¢do do intermedidrio de férmula LX
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Fez-se reagir o &cido LVIIh (de cima) com LIXb do
modo anteriormente descrito no Exemplo XXI, Passo 4. O
intermediario resultante foi depois tratado com HCl1 do modo
anteriormente descrito no Exemplo XXIII, Passo 9 para dar o

produto LX.
Varios inibidores foram sintetizados utilizando
0s 1intermedidrios LIX seguindo os procedimentos descritos

para os exemplos preparativos XXIX e XXXX.

Exemplo LXI Preparacdo do intermedidrio de férmula LXI

Passo 1

A uma solucdo de nitroacetato de metilo LXIa (3
g) em benzeno (15 mL) adicionou-se dimetoxi propano (6,2
mL) e anidrido acético (4,87 mL). A mistura foi aquecida a
refluxo de um dia para o outro. A mistura reaccional foi
concentrada. Foi ressubmetida as condicdes indicadas acima.
0 residuo apds concentracdo foi retomado em EtOAc (100 mL)
e lavado com soluc&o saturada de bicarbonato de sddio fria
(3 x 75 mL), solugdo agquosa saturada de cloreto de sédio

(100 mL), seco (Na;S04) e concentrado. O residuo de cima
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foi retomado em MeOH (150 mL). Adicionou-se Boc:0 (6 g) e
Pd a 10% sobre C (150 mg) e a mistura foi hidrogenada
utilizando um bal&do cheio com hidrogénio gasoso. Apbds 24
horas, adicionou-se mais algum Pd a 10% sobre C e repetiu-
se o procedimento. A mistura reaccional foi depois filtrada
através de celite, concentrada, e purificada por
cromatografia em coluna utilizando 5/95 a 10/90 de

EtOAc/hexanos para dar 2,2 g de LXIb.

Passo 2

w9
OMe }’0\5’ ' ’ﬁ"‘mﬁ
™. 2 .
OMe OMe
LXib X
O composto LXIb foi preparado a partir de LXI com
rendimento quantitativo utilizando procedimentos descritos

acima para a conversdo de XXVIg em XXVIh (ver Exemplo

XXVI).

Varios inibidores foram sintetizados utilizando
0s intermediarios LVIII seguindo os procedimentos descritos
para os exemplos preparativos XXIII, XXIV, XXVIII, XXIX, e

XXXX.

Exemplo LXII Preparacdo do intermedidrio de férmula LXII

LG8
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Passo 1

goy e PRODE
HY ——

Butanet

s L

Fez-se reagir butenol LXIIa do modo anteriormente
descrito no exemplc preparativo XXXXIII passo 1 para dar o
produto LXIIb

Passo 2:

NaF, 105 0

L¥ LXhRe

A 5,3 g (30 mmol) de LXIIb, produto do passo 1,
adicionou-se 25 mg de NaF. A 110°C, adicionou-se através de
uma bomba com seringa 1,6 equiv (48 mmol, 12 g) de
difluorcacetato de TMSfluorossulfonilo (TFDA) em 2 h. Apds
2 h, a reaccdo ¢é arrefecida até & TA. A purificacdo por
cromatografia em coluna "flash" (3% de EtOAc, hexano,

silica) deu LXII¢, o produto do passo 2 (4,93 g).

Passo 3:

e d’F 1.0

o

¥

W‘G%ﬁ-ﬂu
F

2. Sows-Martin F

L 3. PhyPeOt B £
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O produto do passo 2, LXIIc (1 g) foi tratado do
modo anteriormente descrito no passo 3 do exemplo

preparativo XXXXIII para dar LXIId, o produtc do passo 3

(0,89 g)
Passo 4:
- “Nf@%'ﬁtﬁ
'_?/ ¢ ’ | amim-hiﬁmx:ﬁias;én ge SM!NQ%S
3
L

O produto do passo 3, LXIId (3,2 g) foi tratado
do modo anteriormente descrito no passo 4 do exemplo

preparativo XXXXIII para dar o produto LXIIe (1,4q).

Passo 5:
5 TFAT M4
G048 etz
¥ 2. HATURREE
" 3 My, P, BGY
LXile LXHY

O produto do passo 4, LXIIe (0,54 g) foli tratada
do modo anteriormente descrito em no passo 5 e depois no
passc 6 e finalmente no passo 7 do exemplo preparativo

XXXXIII para dar o produto LXIIf (0,24 g).

Varios inibidores foram sintetizados utilizando
0s intermedidrios LXII seguindo os procedimentos descritos
para os exemplos preparativos XXIIT, XXIV, XXVIII, XXIX, e

XXXX.
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Exemplo LXIII Preparacdo do intermediidrio de férmula LXIII

L
Passo 1:
MpCl .
E:f ] EJLJ
THE 0 C

Lits LXE

A uma solucdo a -78°C de ciclobutanona (15 g, 214
mmol) em THEF (100 mL) adiciona-se gota a gota cloreto de
alilmagnésio (2,0 M em THF, 1,1 equiv, 118 mL). Apds 1
hora, a reaccdo é parada pela adicdo de gelo e HCl 1,0 N
(100 mL). A mistura foi diluida com acetato de etilo (~200
mL) e a fase organica foi separada, lavada com solucdo
aquosa saturada de cloreto de sédio e seca sobre MgSO,
anidro. A concentracdo em vacuo e purificacdao por
cromatografia em gel de silica (10% de acetato de etilo em

n-hexano) deu o produto LXIIIb (21 g).

Passo 2:

Foasu

£, Oy, CHLEY F S ranleis.: 7
g ST 7 .lm_ transfeis ; TR

2. Phy POyt e

LN e
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A uma solugdo a -78°C do produto do passo 1 ,
LXIIIb (11,2 g) em CH;Cl, (200 mL) borbulha-se ozono até se
observar uma cor azul persistente (apbés 1 hora). O ozono
foli parado e a mistura reaccional foi purgada com N;
durante 10 minutos. Adicionou-se Me;S (10 equiv., 7,3 mL) e
a reaccdo foi gradualmente aquecida até a temperatura
ambiente de um dia para o outro. Apds 18 horas, adicionou-
se PhsP=CHCOO'Bu (40 g). Continuou-se a agitacdo durante
~24 horas. A evaporacdo em vacuo deu o produto em bruto que
foi cromatografade em gel de silica (10% de acetato de
etilo em n-hexano) para dar produto LXIIIc comc uma mistura

de isémeros (6,65 g de isémero trans) e (1,9 g de cis

olefina).
Passo 3:
GOAB : £0.t-80
r"“j DAST, CHaCh 1; f_r—rf
X L

A uma solucdo a 0°C de produto do passo 2, LXIIIc
(0,21 g) em CHxCl; (3 mL) adiciona-se DAST (1,1 equiv.,
0,135 mL). Apds 15 minutos, a reaccdo foli parada pela
adicdo de uma solucdo saturada de Na2C0; fria (150 mL). A
mistura foi diluida com acetato de etilo (~10 mL) e apds
agitacdo durante ~30 min a fase organica foil separada,
lavada com solucdo agquosa saturada de cloreto de sdédio e
seca sobre MgS0, anidro. A concentracdo em vacuo e a
purificacdo por cromatografia em gel de silica (5% a 10% de

CH,Cl, em n-hexano) deu LXIIId (0,1 g; 47%).
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Passo 4;

sons P4
SN Bhe S N0

'_ ) an aming-hidroxifagio de Sharpless i *
Ejg“‘ ............................. . - ’;f
Lxite

L30ue

O produto do passo 3, LXIIId (3,5 g) foi tratado
do modo anteriormente descrito no passo 4 do exemplo

preparativo XXXXIII para dar os produtos LXIIIe e LXIIIf

como uma mistura (3,25 g).

Passo 5:

1. S0% TRAICH, Gty HCTHN,
2, HATU S NHOH
3. Hy PO

Os produtos do passo 4 (LXHIe + LXIIIf) (2,3 q)
foram tratados do modo anteriormente descrito no passo 5 e
depois passo 6 e finalmente passo 7 do exemplo preparativo

XXXXIITI para dar o produto LXIII (0,47 g).

Varios inibidores foram sintetizados utilizando o
intermediidrio LXII seguindo os procedimentos descritos para

0s exemplos preparativos XXIII, XXIV, XXVIII, XXIX, e XXXX.
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Exemplo LXIV Preparacdo do intermedidrio de férmula LXIV

Passo 1:

FRgBe
I8 fm

1:‘» N

LKENe (& 4303 L%%
Sighmers trans”

O produto LXIIIc (1,36 g) fol tratado do modo
anteriormente descrito no passo 4 do exemplo preparativo
XXXXIII para dar os produtos LXIVa e LXIVb como uma mistura

(1,3c 9).

Passo 2:

-

SR

L¥Va L LXive LRy

- St - Hy o
E . 0B L L !
o L :

Uma solucdo com agitacdo dos produtos do passo 1
(LXIVa + LXIVb) (1,2 g) em CH,Cl, (40 mlL) foi tratada com

dcido trifluorocacético (40 mL). Apds 45 minutos a mistura
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reaccional foil concentrada até a secura em vacuo. O residuo
foi cromatografado em gel de silica (2% de MeOH em CH,Cl,)

para dar os produtos LXIVe e LXIVd como uma mistura (0,97

g) .

Passo 3:

H i
ﬁm.ﬂ“ . 3 =

LXIve LIV LXVe

Aos produtos do passo 2 (LXIVe + LXIvd) (0,4 g)
adicionou-se 30 mL de NHs (2,0 M em MeOH). Apds 4 horas, a
mistura reaccional foi concentrada até a secura em vacuo. O
residuo foi submetido a cromatografia preparativa em gel de

silica (100% de CHiCN) para dar o produto desejado LXIVe

(0,3 g).

Passo 4:

O produto do passo 3 LXIVe (0,054 g) foi tratado
do modo anteriormente descrito no passo 7 do exemplo

preparativo XXXXIII para dar o produto LXIV (0,032g)
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Varios inibidores foram sintetizados utilizando o
intermedidrio LXII seguindo os procedimentos descritos para

os exemplos preparativeos XXIII, XXIV, XXVIII, XXIX, e XXXX.

Exemplo LXV Preparagdo do intermedidrio de férmula LXV

HELR,

Passo 1:

F ¥ _
. LXVR o 1.F
CHOIR i BT T
I, LJE, EIAR =
1XVa LXve

A uma solucdo & temperatura ambiente de parafor-
maldeido LXvVa (12 g, 400 mmol) e l-bromo-1,l-difluorop-2-
enc LXVb (6,3 g, 40 mmol) em DMF (100 mL) adicionou-se
in(0) (6,5 g, 57 mmol) e LiI (0,4 g, 3 mmol). A suspensdo
resultante foi agitada a TA durante 48 h. Apds 48 h, a
reaccdo foi filtrada através de uma camada de celite. O
filtrado foi diluido com EtOAc (250 mL) e lavado com HyO (3
vezes) e depois com solugdo aquosa saturada de cloreto de
s6dioc. A fase orgédnica fol separada e finalmente seca sobre
MgS0, anidro. A evaporacdo em vacuo deu ¢ produto LXVe, Jque

foi utilizado tal e qual directamente no passo seguinte.
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Passo 2:
F

e LF BREDGCH
Hn*'\t _Peod
S

1XVe . wa

Fez-se reagir o produto do passo 1, LXVe (4 g, 37
mmol) do modo anteriormente descrito no exemplc preparativo
XXXXIIT passo 1 para dar apds purificacdo por cromatografia

em gel de silica (10% a 50% de CH;Cl, em n-hexano) o

produto LXvd (4,3 g).

Passo 3:

A uma solugdo do produto do passo 2, LXvd (3,8 g)
em etanol (30 mL) adicionou-se catalisador de Pd a 10%
sobre C (0,76 g). A suspensdo resultante foi hidrogenada
até uma experiéncia por NMR indicar o consumo completo do
material de partida (~4 horas). O catalisador foi removido
por filtracdo através de uma camada de celite e lavado com
etancl. O filtrado e lavagens combinados foram evaporados

em vacuo até a secura para dar o produto desejado, LXVe

(3,8 9).
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Passo 4:

LEEC .
S o . . “_*} ‘
2. Doss-Martin Srj}(\/\mzt‘m

3, PhPeUR-C0 0B
L¥Ve LEVE

O produto do passo 3, LXVe (3,4 g) foil tratado do
modo anteriormente descrito no passo 3 do exemplo XXXXIII

para dar o produtc LXVE (2,5 g).

Passo 5:
s & " ff H*-E"&m
N NN N YT B,
amivo-hidrenilagdo de Shampless i * %@ik‘{ "R
ress e N
LAV L¥vg L¥VR

O produto do passo 4, LXVE (2 g) foil tratado do
modo anteriormente descrito no passo 4 do exemplo
preparativo XXXXIII para dar apbds purificacdo por

cromatografia em gel de silica (30% de EtOAc em n-hexano)

LXVg (0,27 g) e LXVh (0,26 g).

Passo 6:

1. 50% wm?&m,

Q HATU ¢ Nﬁgﬁ
3, My PEIC

LXVg XV



PE1481000 - 288 -

0 produto do passo 5 LXVg (0,17 g) foi tratado do
modo anteriormente descrito no passo 5 e depols passo 6 e
finalmente passo 7 do exemplo preparativo XXXXIII para dar

o produto LXV (0,025 g).

Varios inibidores foram sintetizados utilizando o
intermedidrio LXV seguindo os procedimentos descritos para

os exemplos preparativos XXIII, XXIV, XXVIII, XXIX, e XXXX.

Separagdo de diasteredmeros: Os diasteredmeros
resultantes do centro o da cetoamida foram separados
utilizando ou cromatografia (Si0;) ou HPLC (coluna de diol
YMC) com hexano/CH,Cl,/iscpropanol/CHsCN = 86/7,5/6,5/1 como
o solvente, como ¢é conhecido pelos especialistas na

matéria.

Doseamento da actividade inibidora de proteases de HCV:

Ensaio espectrofotométrico: O ensaio espectro-

fotométrico para serina protease de HCV foil realizado com
os compostos da invencdo seguindo o procedimento descrito
por R. Zhang et al., Analytical Biochemistry, 270 (1999)
268-275, cuja descric&o é aqui dada como incorporada por
citagdo. O ensaio baseado na protedlise de substratos
ésteres cromogénicos ¢é adequado para a monitorizacdo
continua da actividade de proteases NS 3 de HCV. Os
substratos foram derivados do lado P da sequéncia da juncdo
NS5A-NS5B (Ac-DTEDVVX (Nva), em que X = A ou P) cujos grupos

carboxilo C-terminais foram esterificados com um de quatro
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dlcoois cromofdricos diferentes (3- ou 4-nitrofenol, 7-
hidroxi-4-metil-cumarina ou 4-fenilazofenol). Adiante estéo
apresentadas a sintese, caracterizacdo e aplicacdo destes
novos substratos ésteres espectrofotométricos para rastreio
de alta produtividade e avaliacdo cinética pormenorizada de

inibidores de protease NS3 de HCV.

Materiais e métodos:

Materiais: Os reagentes quimicos para tampdes
relacionados com o ensaio foram obtidos de Sigma Chemical
Company (St. Louis, Missouri). Os reagentes para a sintese
de péptidos foram de Aldrich Chemicals, Novabiochem (San
Diego, California), Applied Biosystems (Foster City,
Califérnia) e Perseptive Biosystems (Framingham,
Massachusetts). 0Os péptidos foram sintetizados manualmente
ou num sintetizador automatizado ABI modelo 431A (de
Applied Biosystems). O espectrémetro de UV/VIS modelo
LAMBDA 12 foi de Perkin Elmer (Norwalk, Connecticut) e as
placas de UV com 96 pogos foram obtidas da Corning
(Corning, New York). O bloco de pré-aquecimento era de USA
Scientific (Ocala, Florida) e o agitador de vortex para
placas com 96 pocos era de Labline Instruments (Melrose
Park, Illinois). Obteve-se um leitor de ©placas de
microtitulagdo  Spectramax  Plus com monocromador  de

Molecular Devices (Sunnyvale, Califdrnia).

Preparacdo enzimAtica: Protease NS3/NS4A de HCV

heterodimérica recombinante (estirpe la) foil preparada por
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utilizacdo dos procedimentos publicados anteriormente (D.
L. Sali et al., Biochemistry, 37 (1998) 3392-3401). As
concentracdes de proteina foram determinadas pelo método do
corante da Biorad utilizando padrdes de protease de HCV
recombinante previamente quantificados por anédlise de
amincdcidos. Antes do inicio do ensaio, o tampdo de
armazenagem da enzima (fosfato de sdédio 50 mM pH 8,0, NaCl
300 mM, glicercl a 10%, lauril maltosido a 0,05% e DTT 10
mM) foi trocado pelo tampdo de ensaio (MOPS 26 mM pH 6,5,
NaCl 300 mM, glicerol a 10%, lauril maltoside a 0,05%, EDTA
5 pM e DTT 5 uM) utilizando uma ccluna pré-empacotada Bio-

Spin P-6 da Biorad.

Sintese e purificacdo dos substratos: A sintese

dos substratos foi feita como descrito por R. Zhang et al.,
(ibid.) e foi iniciada por ancoragem de Fmoc-Nva-OH a
resina de cloreto de 2-clorotritilo utilizando um protocolo
corrente (K. Barlos et al., Int. J. Pept. Protein Res., 37
(1991), 613-620). 0Os ©péptidos foram subseguentemente
montados, utilizando guimica de Fmoc, ou manualmente ou num
sintetizador de péptidos automatico ABI modelo 431. Os
fragmentos de péptido N-acetilados e completamente
protegidos foram clivados da resina por acido acético a 10%
(HOAC) e trifluoroetanol (TFE) a 10% em diclorometano (DCM)
durante 30 min, ou por &cido trifluoroacético (TFA) a 2% em
DCM durante 10 min. O filtrado e lavagem com DCM combinados
foram evaporados azeotropicamente (ou extraidos repetida-
mente com solugdo aquosa de NayCO3) para remover o acido
utilizado na clivagem. A fase de DCM foi seca sobre NayS0,

e evaporada.
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Os substratos ésteres foram montados utilizando
procedimentos de condensac¢do acido-alcool correntes (K.
Holmber et al., Acta Chem. Scand., B33 (1979) 410-412). Os
fragmentos de péptidos foram dissolvidos em piridina anidra
(30-60 mg/mL) & qual foram adicionados 10 equivalentes
molares de croméforo e uma guantidade catalitica (0,1 eq.)
de acido para-toluenossulfénico (pTSA) . Adicionou-se
diciclo-hexilcarbodiimida (DCC, 3 eqg.) para iniciar as
reac¢des de condensacdo. A formacdo de produto foi
monitorizada por HPLC e verificou-se estar completa apds
12-72 horas de reacgdo a temperatura ambiente. O solvente
piridina foi evaporado em vacuo e adicionalmente removido
por evaporacdo azeotrdpica com tolueno. O éster peptidico
foi desprotegido com TFA a 95% em DCM durante duas horas e
extraido trés vezes com éter etilico anidro para remover ©
excesso de crombéforo. O substrato desprotegido foi
purificado por HPLC de fase inversa numa coluna C3 ou C8
com um gradiente de 30% a 60% de acetonitrilo (utilizando
seis wvolumes da coluna). O vrendimento global apds
purificacdo por HPLC foi aproximadamente 20-30%. A massa
molecular foi confirmada por espectroscopia de massa com
ionizacdo por electropulverizacdo. 0s substratos foram

armazenados na forma de pd seco com exsicagdo.

Espectros de substratos e produtos: 0Os espectros

de substratos e dos correspondentes produtos croméforos
foram obtidos no tampdo de ensaio pH 6,5. Os coeficientes

de extincdo foram determinados no comprimento de onda
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Optimo fora dos picos em cuvetes de 1 cm (340 nm para 3-Np
e HMC, 370 nm para PAP e 400 nm para 4-Np) utilizando
diluic®es multiplas. O comprimento de onda optimc fora dos
picos foi definido como o comprimento de onda que deu a
diferenca fraccional méxima de absorvéncia entre substrato
e produto (0D do produto - OD do substrato/0D do

substrato).

Ensaios de proteases: o0s ensaios de proteases de

HCV foram realizados a 30°C wutilizando uma mistura
reaccional de 200 plL numa placa de microtitulac&o com 96
pocos. As condig¢bes do tamp&o de ensaio (MOPS 25 mM pH 6,5,
NaCl 300 mM, glicerol a 10%, lauril maltosido a 0,05%, EDTA
5 pM e DTT 5 uM) foram optimizadas para o heterodimero
NS3/NS4A (D. L. Sali et al., ibid.)). Tipicamente, 150 uL
de misturas de tampdo, substrato e inibidor foram colocadas
em pog¢os (concentracdoc final de DMSO <4% v/v) e deixadas
pré-incubar a 30°C durante aproximadamente 3 minutos.
Cinquenta pL de protease pré-aquecida (12 nM, 30°C) em
tampdo de ensaio foram depois utilizados para iniciar a
reacgdo (volume final de 200 pL). As placas foram
monitorizadas ao longo da duracdo do ensaio (60 minutos)
guando a alteracdo da absorvéncia ao comprimento de onda
apropriado (340 nm para 3-Np e HMC, 370 nm para PAP, e 400
nm para 4-Np) utilizando um leitor de ©placas de
microtitulagido Spectromax Plus equipado com um monocrdémetro
(podem ser obtidos resultados aceitaveis com leitores de
placas que utilizam filtros de ©corte). A clivagem

proteolitica da ligacdo éster entre o Nva e o crombdbforo foi
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monitorizada ao comprimento de onda apropriado contra um
branco sem enzima como um controlo da hidrélise ndo enzi-
mética. A avaliac&o dos pardmetros da cinética do substrato
foi realizada numa gama de concentracdes do substrato de
trinta vezes (-6-200 uM). As velocidades iniciais foram
determinadas utilizando regressdo linear e foram obtidas
constantes cinéticas por adaptacdo dos dados & equacdo de
Michaelis-Menten utilizando andlise de regressdo né&o linear
(Mac Curve Fit 1.1, K. Raner). As actividades especificas
(k-ar) foram calculadas considerando que a enzima estava

completamente activa.

Avaliacdo de inibidores e inactivadores: As

constantes de inibicdo (Ki*) dos inibidores competitivos
Ac-D- (D-Gla)-L-I-(Cha)-C-CH(27), Ac-DTEDVVA(Nva)-OH e Ac-
DTEDVVP (NVa) -OH foram determinadas experimentalmente a
concentracfes fixas de enzima e substrato por tracado do
grafico de vwvy/vy em fungdo da concentracdo de inibidor
([I19) de acordo <com a equacdo de Michaelis-Menten
rearranjada para cinética de inibicdo competitiva: wvy/vi

1 + [I]o/(Ki*(1+[S]o/Ku)), em que vy & a velocidade inicial
nao 1inibida, Vi é& a velocidade inicial na presenca de
inibidor para qualquer dada concentracdo de inibidor ([I]y)
e [S], & a concentracdo de substrato utilizada. Os dados
resultantes foram adaptados utilizando regressdo linear e o
declive resultante, 1/ (Ki*(1+[S],/K.), foi utilizado para

calcular o valor de Ki=*.

Os wvalores de Ki* obtidos para os varios
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compostos da presente invencdo estdo apresentados na Tabela
1 em que os compostos foram dispostos por ordem de gamas de
valores de Ki*. A partir dos resultados destes ensaios,
seria evidente para o técnico experiente que o0s compostos
da 1invencdo tém excelente utilizada como inibidores de

serina protease NS3.

TABELA 1
ESTRUTURA PM Ki* (nM)
: Y 723,92 A
778,88 A
707,80 A
766,87 A

752,96 A
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- 295 -
(continuacdao)
TABELA 1
ESTRUTURA PM Ki* (nM)
g 752,96 A
752,96 A
750,94 A
709,89 A
749,96 A
764,85 A
804,92 A
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(continuacdao)
TABELA 1
ESTRUTURA PM Ki* (nM)
n 737,95 A
694,66 A
681,88 A
752,96 A
615,48 A
805,81 A
765,74 A
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(continuacdao)
TABELA 1
ESTRUTURA PM Ki* (nM)
Byt ! 804,82 A

764,76 A
073,88 A
769,95 A
700,90 A

818,94 A
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(continuacdao)
TABELA 1
ESTRUTURA PM Ki* (nM)
779,00 A

664,85 A
819,71 A
787,00 A
559,76 A

822,93 A
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(continuacdao)

TABELA 1

ESTRUTURA PM Ki* (nM)

' ) 740,91 A
571,77 A
834,94 A
779,99 A
723,92 A
545,73 A
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(continuacdao)
TABELA 1
ESTRUTURA PM Ki* (nM)
& 572,75 A
546,71 A
559,76 A
709,89 A
859,87 A
807,05 A
807,05 A
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(continuacdao)

TABELA 1

ESTRUTURA PM Ki* (nM)
588,58 A
648,82 A
575,63 A
559,63 A
872,66 A
796,00 A
569,75 A
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(continuacdao)

TABELA 1

ESTRUTURA PM Ki* (nM)
585,79 A
573,78 A
537,68 A
621,78 A
822,93 A
692,91 A
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(continuacdao)

TABELA 1

ESTRUTURA PM Ki* (nM)

i 604,58 A
573,66 A
821,95 A
760,98 A
809,02 A
732,83 A
731,85 A
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(continuacdao)
TABELA 1
ESTRUTURA PM Ki* (nM)
3 737,85 A
764,97 A
764,97 A
800,95 A
786,92 A
774,91 A
748,88 A
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(continuacdao)

TABELA 1

ESTRUTURA PM Ki* (nM)
804,94 A
810,89 A
774,91 A
764,97 A
766,99 A
776,93 A
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(continuacdao)
TABELA 1

ESTRUTURA PM Ki* (nM)

: 763,99 A

A

577,75 A

838,07 A

760,89 A

786,92 A

607,75 A

581,71 A
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(continuacdao)
TABELA 1
ESTRUTURA PM Ki* (nM)
- 759,90 A
795,00 A
571,83 A
EaPe

Gama de Ki* no ensaio continuo de HCV:
Categoria A = 1-100 nM; Categoria B = 101-1000 nM;

Categoria C > 1000 nM.

Lisboca, 12 de Agostoc de 2010
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REIVINDICAGCOES

1. Composto que apresenta actividade inibidora
de proteases de HCV, ou os enantidémeros, estereoisdmeros,
rotameros, tautdémeros ou racematos do referido composto, ou
os sais ou solvatos farmaceuticamente aceitéveis do
referido composto, sendo o referido composto seleccionado

dos compostos com as estruturas listadas a seguir:
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2. Composto de acordo com a reivindicacdo 1, ou

0s enantidmeros, estereoisdmeros, rotadmeros, tautdmeros ou
racematos do referido composto, ou os sais ou solvatos
farmaceuticamente aceitédveis do referido composto, tendo o

referido composto a estrutura ilustrada a seguir:

3. Composto de acordo com a reivindicacdo 2 que

tem a férmula ilustrada a seguir:
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4. Composto de acordo com a reivindicacdo 2 que

tem a férmula ilustrada a seguir:

5. Composicdo farmacéutica compreendendo como
um ingrediente activo pelo menos um composto de acordo com

qualgquer das reivindicagdes 1 a 4.

6. Composicdo farmacéutica de acordo com a
reivindicacdo 5 para utilizac&o no tratamento de doencas

associladas a HCV.

7. Composicdo farmacéutica de acordo com a
reivindicacdo 5 compreendendo adicionalmente um vwveiculo

farmaceuticamente aceitéavel.

8. Composicdo farmacéutica de acordo com a
reivindicacdo 7, contendo adicionalmente pelo menos um

agente antiviral.
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9. Composicdo farmacéutica de acordo com a
reivindicacdo 8, contendo adicionalmente ainda um interfe-

rdoc ou conjugado de PEG-interferdo alfa.

10. Composicdo farmacéutica de acordo com a
reivindicacdo 9, em que o referido agente antiviral ¢é

ribavirina e o referido interferdo é interferdo a.

11. Utilizacdo de um composto de acordo com
gqualquer das reivindicacdes 1 a 4 para o fabrico de um

medicamento para tratamento de doencas associadas a HCV.

12. Utilizacdo de acordo com a reivindicacédo 11,
em que o referido medicamento é para administracdo oral ou

subcuténea.

13. Composto de acordo com qualguer das reivin-

dicagdes 1 a 4 para tratamento de doencas associadas a HCV.

14. Método de preparacdo de uma composicdo
farmacéutica para tratamento de doencgas associadas a HCV,
compreendendo o referido método levar a contacto intimo
pelo menos um composto de acordo com qualquer das
reivindicacbes 1 a 4 e um velculo farmaceuticamente

acelitavel.

15. Método de modulacdo da actividade de
proteases do virus da hepatite C (HCV), compreendendo fazer
contactar proteases de HCV com um ou mais compostos de

acordo com qualquer das reivindicacbes 1 a 4, em gue o
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referido método & diferente de um método para tratamento

terapéutico do corpo humano ou animal.

16. Utilizacldo de um ou mais compostos de acordo
com qualguer das reivindicac®es 1 a 4 para o fabrico de um
medicamento para o tratamento, prevencdo ou melhoramento de

um ou mais sintomas de hepatite C.

17. Método de acordo com a reivindicacdo 15, em

gue a protease de HCV é a protease NS3/NS4.

18. Utilizacido de acordo com a reivindicacdo 16,
em que o composto ou compostos sdo inibidores de protease

NS3/NS4 de HCV.

19. Composto de acordo com qualguer das reivin-
dicacgdes 1 a 4 para tratamento, prevencdo ou melhoramento

de um ou mais sintomas de hepatite C.

20. Método de modulacdo do processamento do
polipéptido do wvirus da hepatite C (HCV), compreendendo
fazer contactar uma composicdo contendo o polipéptido de
HCV em condigdes em que o polipéptido & processado com um
ou mais compostos de acordo com qualquer das reivindicacdes
1 a 4, em que o referido método é diferente de um método

para tratamento terapéutico do corpo humano ou animal.

21. Utilizacdo de um composto de acordo com
gualguer das reivindicagcbes 1 a 4 no fabrico de uma

composicdo para utilizacdo numa terapéutica de associacgdo
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para o tratamento de doencas associadas ao virus da
hepatite C (HCV), compreendendo a referida terapéutica de
associacdo a administracdo (i) do referido composto e (ii)

um interferdo.

22. Utilizacdo de acordo com & reivindicacdo 21,
em que o referido interferdo ¢é interferdo alfa ou

interferdo pegilado.

23. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 21
ou a reivindicacdo 22, em que a referida terapéutica de
associacdo compreende a administracdo de uma composicdo de

acordo com a reivindicacgdo 5.

24 . Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 21
ou a reivindicacdo 22, em que a referida terapéutica de
associacdo compreende a administracdo de um composto de

acordo com a reivindicacdo 2.

25. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 21
ou a reivindicacdo 22, em que a referida terapéutica de
associacdo compreende a administracdo de um composto de

acordo com a reivindicacdo 3 ou a reivindicacdo 4.

26. Utilizacdo de acordo com qualquer das

reivindicacdes 21 a 25, em que a referida terapéutica de

associacdo compreende a administracdo oral ou subcuténea.

Lisbca, 12 de Agostoc de 2010
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REFERENCIAS CITADAS NA DESCRI(;INAO

Esta lista de referéncias citadas pelo requerente & apenas para
conveniéncia do leitor. A mesma ndo faz parte do documento da patente
Europeia. Ainda que tenha sido tomado o devido cuidado ao compilar as
referéncias, podem ndo estar excluidos erros ou omissées e o IEP

declina quaisquer responsabilidades a esse respeito.

Documentos de patentes citadas na Descrigido
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