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DESCRIPCION
Procedimiento de sintesis de la 2-tiohistidina y analogos.

La presente solicitud de patente se refiere a un nuevo procedimiento de sintesis de la 2-tiohistidina y de derivados
relacionados.

La L-2-tiohistidina, también denominada L-2-mercaptohistidina o acido a-amino-2,3-dihidro-2-tioxo-1H-imidazol-4-
propanoico, responde a la formula I-1 siguiente:

0
™~
HN OH
%NH NH,
S

Este aminoacido se obtuvo por hidrélisis acida de proteinas de cobre, tales como la hemocianina de molusco o la
tirosina de hongo. La L-2-tiohistidina es un buen quelante de iones metalicos divalentes tales como Zn* o Cu®". Se
utiliza en particular en cosmetologia, como agente despigmentante o también como desodorante, y también como
agente antioxidante para una utilizacion farmacéutica, cosmética o también alimenticia. A la vista del interés de este
compuesto, se han descrito en la bibliografia varias sintesis de la 2-tiohistidina o de sus derivados.

Asi, una primera sintesis describe la transformaciéon del éster metilico de la L-histidina en derivado di-ter-
butoxicarboxilado (di-Boc). Este ultimo se trata después con clorotionoformiato de fenilo que, después del
tratamiento, lleva a una mezcla de ésteres metilicos de mono- y de di-Boc-2-tiohistidina. Después de la
desproteccion, la L-2-tiohistidina se obtiene con un rendimiento global del 70% (J. Xu, J. C. Yadan, J. Org. Chem.
60, 6296 - 6301 (1995)).

Sin embargo, tal sintesis necesita la proteccion del grupo amino de la histidina, que puede estar presente en forma
libre. Ademas, el clorotionoformiato de fenilo debe ser preparado a partir del tiofosgeno (CSCl.), reactivo tdxico y
dificilmente disponible en gran cantidad para una utilizacion a escala industrial.

Las solicitudes internacionales WO 95/18 108 y WO 95/00 494 describen la sintesis de la Na,Na-dimetil-2-tiohistidina
o de su éster a partir del éster metilico de la Na,Na-dimetil-histidina por reaccién con clorotioformiato de fenilo,
después eventualmente hidrdlisis.

La solicitud de patente US 2009/093 642 describe asimismo una sintesis de la 2-tiohistidina (segin un método
descrito por Heath, H. et al. J. Chem. Soc., 1951, 2215) a partir de la histidina por apertura del ciclo imidazol, y
después por reacciéon con un tiocianato tal como KSCN. Ademas, la utilizacion de grandes volimenes de acido
clorhidrico, el KSN, utilizado en medio acido es un reactivo altamente toxico.

Shosuke Ito ha descrito asimismo una sintesis de la 2-tiohistidina a partir de la histidina en 1985 (J. Org. Chem.
1985, 50, 3636-3638). Asi, la histidina se pone a reaccionar con dibromo para dar, aparentemente por medio de una
bromolactona, un tioéter de la 2-tiohistidina después de la reacciéon con cisteina. Una hidrdlisis reductora en
presencia de acido yodhidrico HI y de fésforo rojo P da entonces la 2-tiohistidina esperada y (D,L)-alanina. La 2-
tiohistidina puede también ser obtenida directamente a partir del intermediario bromolacténico por reacciéon con
NaZS.

Sin embargo, el procedimiento de Ito plantea, a nivel industrial, unos problemas de purificacién ya que se necesitan
dos cromatografias sobre columna para obtener el tioéter intermedio, asi como para obtener el producto final, siendo
la 2-tiohistidina final obtenida sélo con un rendimiento global del 12%. Ademas, la utilizacion de foésforo rojo no es
recomendada para una utilizacion a nivel industrial, debido a su gran inflamabilidad. Ademas, se forma hidrégeno
durante esta reaccion entre el acido yodhidrico HI y el fésforo rojo P (J. Organomet. Chem. 529, 295-299 (1997)) y
que es también muy peligroso a escala industrial.

Asi, existe una necesidad real de desarrollar un nuevo procedimiento de sintesis de la 2-tiohistidina y de sus
derivados que sea aplicable a nivel industrial, es decir que no presente dificultades de purificacién, que no utilice
productos o disolventes peligrosos y toxicos para el ser humano y el medioambiente, y que permita acceder al
producto, a escala industrial, con un buen rendimiento y un bajo coste.

La presente invencion tiene por lo tanto por objeto un procedimiento de sintesis de un derivado de 2-tiohistidina de
férmula (1) siguiente:
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S

(0,

o de una sal fisiologicamente aceptable de éste, de un tautdmero, de un estereocisémero o de una mezcla de
estereoisbmeros en cualquier proporcion, en particular de una mezcla de enantidmeros, y en particular de una
mezcla racémica de éste, para la cual:

- R4y Rz representan, independientemente entre si, un atomo de hidrogeno o un grupo alquilo (C1-C4) tal como
metilo, representando por lo menos uno de los grupos R y Rz un atomo de hidrégeno y representando
ventajosamente cada uno un atomo de hidrégeno, y

- Rsy R4 representan, independientemente entre si, un atomo de hidrogeno o un grupo alquilo (C1-C4) tal como
metilo,

que comprende las etapas sucesivas siguientes:

(i) reaccion de escision de un compuesto de formula (Il) siguiente:

O (),

o de una sal fisioldgicamente aceptable de éste, de un tautdmero, de un estereoisémero o de una mezcla de
estereoisbmeros en cualquier proporcion, en particular de una mezcla de enantidmeros, y en particular de
una mezcla racémica de éste,

para la cual:

RN 2N T N%/NRz‘

X ‘0

L X%, representa
- R4, Rz, R3 y R4 son tal como se han definido anteriormente,

- Rs representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo (C+-C4) o -CO-(alquilo (C1-Ca4)), y en particular un
atomo de hidrogeno o un grupo -COCHjs, y mas particularmente un atomo de hidrégeno, y

- Re representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo (C4-C4), y en particular un atomo de hidrégeno,

en presencia de un tiol, preferentemente soluble en el disolvente de reaccién que podra ser en particular
agua, a una temperatura superior o igual a 60°C, para dar un compuesto de formula (1), y

(ii) separacion del compuesto de férmula (1) obtenido en la etapa (i) anterior del medio de reaccion.

Por "tautémero”, se entiende, en el sentido de la presente invencién, un isémero de constituciéon del compuesto
obtenido por prototropia, es decir por migracién de un atomo de hidrégeno y cambio de localizacion de un doble
enlace. Los diferentes tautdmeros de un compuesto son generalmente interconvertibles y estan presentes en
equilibrio en la solucién, en proporciones que pueden variar segun el disolvente utilizado, la temperatura o también
el pH.

En el marco de los compuestos de la invencion, el ciclo 2-tiohimidazol puede estar presente en las diferentes formas
tautoméricas siguientes:
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En la presente invencion, se entiende designar por "fisiolégicamente aceptable" lo que es generalmente seguro, no
toxico ni biolégicamente ni de otra manera no deseable y que es aceptable para una utilizacion farmacéutica,
cosmeética o alimenticia (humana o animal).

Se entiende designar por "sales fisiol6gicamente aceptables" de un compuesto, unas sales que son fisiolégicamente
aceptables, como se han definido anteriormente, y que poseen la actividad (farmacoldgica, cosmética o alimenticia)
deseada del compuesto original. Dichas sales comprenden:

(1) los hidratos y los solvatos,

(2) las sales de adicion de acido formadas con unos acidos inorganicos tales como el acido clorhidrico, el acido
bromhidrico, el acido sulfurico, el acido nitrico, el acido fosférico y similares; o formados con unos acidos
organicos tales como el acido acético, el acido bencenosulfonico, el acido benzoico, el acido
alcanforsulfénico, el acido citrico, el acido etanosulfénico, el acido fumarico, el acido glucoheptonico, el acido
gluconico, el acido glutamico, el acido glicolico, el acido hidroxinaftoico, el acido 2-hidroxietanosulfénico, el
acido lactico, el acido maleico, el acido malico, el acido mandélico, el acido metanosulfénico, el acido
muconico, el acido 2-naftalenosulfénico, el acido propidnico, el acido salicilico, el acido succinico, el acido
dibenzoil-L-tartrico, el acido tartrico, el acido p-toluenosulfénico, el acido trimetilacético, el acido
trifluoroacético y similares, o

(3) las sales formadas cuando un protén acido presente en el compuesto original esta o bien sustituido por un ion
metadlico, por ejemplo un ion de metal alcalino, un ion de metal alcalinotérreo o un ion de aluminio; o bien
coordinado con una base organica o inorganica. Las bases organicas aceptables comprenden la
dietanolamina, la etanolamina, la N-metilglucamina, la trietanolamina, la trometamina y similares. Las bases
inorganicas aceptables comprenden el hidroxido de aluminio, el hidroxido de calcio, el hidréxido de potasio, el
carbonato de sodio y el hidréxido de sodio.

Por "estereoisdbmeros" se entienden, en el sentido de la presente invencidon unos diaestereoisbmeros y unos
enantiomeros. Se trata por lo tanto de isdmeros 6pticos. Los estereoisémeros que no son imagenes especulares el
uno del otro son designados como "diaestereoisomeros" y los estereoisbmeros que son imagenes especulares el
uno del otro, pero no superponibles, son designados por "enantiomeros".

Una mezcla que contiene unas cantidades iguales de dos formas enantioméricas individuales de quilaridad opuesta
se denomina por "mezcla racémica".

Por grupo "alquilo (C+-C4), se entiende, en el sentido de la presente invencion, una cadena hidrocarbonada saturada,
lineal o ramificada, que comprende de 1 a 4 atomos de carbono. Podra tratarse de grupos metilo, etilo, propilo,
isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo, o terc-butilo. En particular se tratara del grupo metilo.

Por "tiol" se entiende, en el sentido de la presente invencion, cualquier reactivo que contiene un grupo SH en su
estructura molecular. Se tratara mas particularmente de un compuesto de formula R-SH, con R representando una
cadena hidrocarbonada saturada de C4 a Cs, en particular de C; a Cg, lineal o ramificada, sustituida por uno o varios
sustituyentes polares.

Por "cadena hidrocarbonada saturada" se entiende, en el sentido de la presente invencién, una cadena
hidrocarbonada saturada, lineal o ramificada, que comprende ventajosamente de 1 a 8 atomos de carbono. Podra
tratarse mas particularmente de una cadena saturada, lineal, tal como un grupo metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo o
también hexilo.

Por sustituyentes polares, se entiende, en el sentido de la presente invencién, unos grupos hidrofilos tales como los
grupos OH, SH, NH, y COOH.

Por "reaccion de escision" se entiende, en el sentido de la presente invencion, que el compuesto introducido en esta
reaccion esta escindido en dos partes durante esta reaccion para permitir formar la funcién tiocarbonilo del
compuesto de férmula (1).

El compuesto de formula (l) podra ser en particular un compuesto de férmula (la) siguiente:
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o
RN S OH
>/|\1R2 NR,R,
S (la),

o una sal fisioldgicamente aceptable, un tautébmero, un estereoisémero o una mezcla de estereoisbmeros en
cualquier proporcion, en particular una mezcla de enantiémeros, y en particular una mezcla racémica de éste,

para la cual R4, Rz, Rz y R4 son tal como se han definido anteriormente.

El compuesto de formula (I) podra ser en particular la 2-tiohistidina (en particular en forma D, L o una mezcla
racémica D, L), la a-metil-2-tiohistidina y la a,a-dimetil-2-tiohistidina, y sera en particular la 2-tiohistidina y en
particular la L-2-tiohistidina.

Etapa (i):

Esta reaccion de escision realizada en presencia de un tiol permite obtener el compuesto de féormula (1) asi como el
acido pirtvico (CHzC(O)-CO2H) o uno de sus derivados, en particular un éster (CH3C(O)-CO2Rs) o un derivado
obtenido por reaccion con el tiol, tal como un derivado tiocetalico (pudiendo dos moléculas de tiol reaccionar con la
funcion cetona del acido pirtvico).

Por el contrario, la reaccion de Ito corresponde a una hidrdlisis reductora que da la 2-tiohistidina y la (D,L)-alanina y
no el acido piravico. Este resultado se podria explicar por el hecho de que la reacciéon de escision se efectia en
presencia de HI y de fosforo rojo que genera in situ el hidrégeno (J. Organomet. Chem. 529, 295-299 (1997)).

La obtencion del acido pirdvico o de uno de sus derivados en lugar de la (D,L)-alanina (como la obtenida en el
procedimiento de lIto, J. Org. Chem. 1985, 50, 3636-3638) durante esta reaccion de escision presenta la ventaja de
facilitar la purificacion ulterior del compuesto de férmula (I) ya que el acido pirtvico (o sus derivados) es soluble en
disolventes organicos mientras que la (D,L)-alanina es soluble en agua, asi como lo son los compuestos de formula
(I). Ademas, la formacion de hidrégeno durante esta reaccion esta fuertemente desaconsejada a escala industrial
debido a su caracter explosivo.

Por otra parte, el tiol debera ser preferentemente soluble en el disolvente de reaccién que podra ser en particular
agua, lo cual presenta la ventaja suplementaria de ser mas ecologico.

El tiol utilizado en esta etapa (i) podra ser mas particularmente un tiol que responde a la formula R-SH,
representando R una cadena alquilo, lineal o ramificada, y preferentemente lineal, que comprende de 1 a 8, en
particular de 2 a 6, particularmente de 2 a 4, atomos de carbono, sustituida por uno o mas grupos seleccionados de
entre OH, SH, NH, y COOH

La presencia de grupos hidréfilos (OH, SH, NH, y COOH) podra permitir en particular hacer el tiol mas soluble en
agua, cuando el agua se utiliza como disolvente.

El tiol se podra elegir de entre la cisteina, el ditiotreitol, el 2-mercaptoetanol, el acido 2-mercaptopropionico, el acido
3-mercaptopropionico y el acido tioglicdlico, y preferentemente sera el acido 3-mercaptopropionico.

Podra también tratarse del acido mercaptoacético y el acido mercaptohexanoico.

Ventajosamente, se utilizaran por lo menos 2 equivalentes molares de tiol con respecto al compuesto (lIl), es decir
que se utilizan por lo menos 2 moles de tiol para un mol de compuesto (ll) utilizado. Se podra utilizar particularmente
por lo menos 5 equivalentes molares de tiol, y en particular 5 a 10 equivalentes molares de tiol, con respecto al
compuesto (I1).

La mezcla de reaccién se calienta a una temperatura superior a 60°C ya que por debajo de esta temperatura, la
cinética de la reaccioén seria demasiado lenta. La reaccién se podra realizar a una temperatura comprendida entre 60
y 120°C, en particular entre 80 y 100°C, mas particularmente después de la adicion del tiol.

La reaccion se podra realizar en particular en medio acido.

Etapa (ii):

El producto final obtenido (compuesto de formula (1)) se podra separar del medio de reaccidon mediante técnicas bien
conocidas por el experto en la materia y aplicables a escala industrial, en particular por precipitacion del compuesto
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de férmula (1) en particular ajustando el pH de la solucion para llegar, por ejemplo, a un pH comprendido entre 5,5y
6,5, preferentemente de aproximadamente 6 (mas particularmente, en el caso de la 2-tiohistidina) o por evaporacion,
eventualmente parcial, de los disolventes seguida preferentemente de una recristalizacion para purificar el producto.

Los compuestos de férmula (1) son solubles en agua, por lo tanto una o mas extracciones previas con un disolvente
organico, tal como el acetato de etilo o el éter ter-butil-metilico, podran permitir eliminar los sub-productos organicos
formados durante la reaccién, tal como el acido pirtvico o sus derivados, asi como el exceso de tiol.

El producto obtenido podra ser purificado, si es necesario, mediante técnicas bien conocidas por el experto en la
materia, por ejemplo por recristalizacion.

Antes o después de esta etapa (ii), se podra preparar una sal del compuesto formado, si se desea, en particular por
adicién de un acido o de una base fisioldgicamente aceptable, tal como se ha definido anteriormente.

El compuesto de férmula (I) se podra preparar a partir de una sal de adicién de acido, con la excepcién de una sal
del acido yodhidrico (HI), del compuesto de formula (1) siguiente:

0
(L
"X, NRR

M,

o de un tautébmero o de un esterecisdmero o de una mezcla de estereoisémeros en cualquier proporcién, en
particular de una mezcla de enantiémeros, y particularmente de una mezcla racémica de éste,

X;\//'Xz . .
para la cual + R3 y R4 son tal como se han definido anteriormente,
por reaccion sucesivamente con dibromo,

y después con un derivado de cisteina de formula (IV) siguiente:

O (Iv),

0 un estereoisdmero o una mezcla de estereoisdmeros en cualquier proporciéon, en particular una mezcla de
enantidmeros, y particularmente una mezcla racémica de éste, en la que Rs y Rs son tales como se han definido
anteriormente.

Por "sal de adicion de acido del compuesto de formula (l11)", se entiende, en el sentido de la presente invencion, una
sal del compuesto de féormula (1ll) obtenida por adicion de un acido, con la exclusion del acido yodhidrico HI. El acido
podra ser en particular el acido clorhidrico o el acido sulfurico.

En esta reaccion, el dibromo podra ser utilizado a razén de 1 a 1,5 equivalentes molares con respecto al compuesto
de férmula (111).

Preferentemente, el dibromo se afade en frio (adicion muy rapida preferentemente), a una temperatura inferior a
10°C, preferentemente inferior a 5°C. La adicién del dibromo podra por lo tanto ser realizada a una temperatura
comprendida entre -10°C y 10°C, ventajosamente comprendida entre -5°C y 5°C.

El derivado de cisteina podra ser en particular la N-acetilcisteina o la cisteina (en particular en forma D, L o
racémica), y particularmente la cisteina y en particular la L-cisteina.

El derivado de cisteina se utilizara ventajosamente en exceso, en particular a razén de 2 a 7, ventajosamente de 3 a
5 equivalentes molares de derivado de cisteina con respecto al compuesto de formula (lll), es decir que se utilizan
de 2 a 7, ventajosamente 3 a 5 moles de derivado de cisteina para un mol de compuesto (lll) utilizado.

Esta reaccion podra ser realizada en un disolvente tal como el agua.

El rendimiento de esta etapa podra ser superior o igual al 50%, incluso superior o igual al 70%.

Preferentemente, el compuesto de féormula (lI) no estara aislado del medio de reaccion sino que se introducira
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directamente en la etapa (i) siguiente. Asi, la preparacion del compuesto (I) a partir del compuesto (Ill) se puede
realizar en un solo reactor, sin aislamiento del compuesto (Il) intermedio (reaccién "one-pot").

El procedimiento de preparacion de un compuesto de férmula (1) segun la invencion podra, por lo tanto, comprender
las etapas sucesivas siguientes:

(a1) reaccion de una sal de adicion de acido, con la exclusion de la sal del acido yodhidrico, de un compuesto
de formula (Ill) tal como se ha definido anteriormente, o de un tautdémero, de un estereoisémero o de una
mezcla de estereoisémeros en cualquier proporcion, en particular de una mezcla de enantidmeros, y
particularmente de una mezcla racémica de éste, con dibromo,

y después con un derivado de cisteina de férmula (IV), tal como se ha definido anteriormente, o un
estereoisdmero o una mezcla de estereoisdmeros en cualquier proporcién, en particular una mezcla de
enantiomeros, y particularmente una mezcla racémica de éste, y particularmente con cisteina, y en
particular L-cisteina,

para dar un compuesto de férmula (Il) tal como se ha definido anteriormente,

(b1) reaccion de escision del compuesto de formula (1) obtenido en la etapa (a1) anterior en presencia de un
tiol, tal como se ha definido anteriormente, preferentemente soluble en el disolvente de reaccion, que podra
ser en particular agua, a una temperatura superior o igual a 60°C, para dar un compuesto de formula (1), y

(c1) separacion del compuesto de formula (1) obtenido en la etapa (b1) anterior del medio de reaccion.

Las etapas (b1) y (c1) corresponden respectivamente a las etapas (i) y (ii) anteriores. La etapa (a1), por su parte,
corresponde a la etapa de preparacion del compuesto de férmula (1) descrita anteriormente.

Ventajosamente, las etapas (a1) y (b1) se realizaran en un mismo disolvente, tal como agua, preferentemente, en un
mismo reactor, es decir sin aislamiento de los productos intermedios (compuesto de formula (Il) en particular).

En estas condiciones, el medio de reaccién podra contener un derivado de cisteina utilizado preferentemente en
exceso en la etapa (a1). Antes de separar el compuesto de formula (1) del medio de reaccion (etapa (c1)), podra ser
por lo tanto necesario eliminar el exceso de derivado de cisteina con el fin de facilitar el aislamiento y la purificacion
del compuesto de férmula (l). Particularmente, en el caso de un derivado de cisteina para el cual Rs = H o alquilo
(C4-C4) tal como la cisteina, se puede afadir, por ejemplo, benzaldehido, que formara entonces con el derivado de
cisteina en exceso un derivado del acido 2-feniltiazolidin-4-carboxilico, compuesto que precipita en un disolvente tal
como el agua. Por este medio, el derivado de cisteina en exceso podria ser reciclado.

El rendimiento global de preparacion del compuesto de férmula (1) a partir del compuesto de formula (l1l) podra ser
superior o igual al 40%.

Segun un modo de realizacion particular de la invencion, el compuesto de formula (I) es un compuesto de férmula
(la) y su procedimiento de preparacién comprende las etapas sucesivas siguientes:

(a2) reaccion de una sal de adicion de acido, con la exclusion de la sal del acido yodhidrico, de un compuesto

de férmula (llla) siguiente:
0O
=

\eX,  NRGR, (i),

o de un tautdmero o de un estereoisdmero o de una mezcla de estereoisémeros en cualquier proporcion, en
particular de una mezcla de enantiémeros, y particularmente de una mezcla racémica de éste,

X{v)xz L ; ;
para la cual » R3 y R4 son tal como se han definido anteriormente, con dibromo,

y después con un derivado de cisteina de férmula (IV), tal como se ha definido anteriormente, o un
estereoisdmero o una mezcla de estereoisdmeros en cualquier proporcién, en particular una mezcla de
enantiomeros, y particularmente una mezcla racémica de éste, y particularmente con cisteina y en particular
L-cisteina,

para dar un compuesto de formula (lla) siguiente:
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o)
xS CH
>>x2 NR,R,
S  NHR,
OR4
© (TTa),

0 una sal fisiologicamente aceptable, un tautdmero o de un estereoisomero o de una mezcla de
estereoisdmeros en cualquier proporcion, en particular de una mezcla de enantiémeros, y particularmente
de una mezcla racémica de éste,

X;‘*\_J/"XQ . .
para la cual » R3, R4, Rs ¥y Rg son tal como se han definido anteriormente,

(b2) reaccion de escision del compuesto de formula (lla) obtenido en la etapa (a2) anterior en presencia de un
tiol tal como se ha definido anteriormente, preferentemente soluble en el disolvente de reacciéon que podra
ser el agua, y en particular con cisteina, ditiotreitol, 2-mercaptoetanol, acido 2-mercaptopropionico, acido 3-
mercaptopropionico o acido tioglicolico, y preferentemente con el acido 3-mercaptopropiodnico, a una
temperatura superior o igual a 60°C,
para dar un compuesto de formula (la), y

(c2) separacion del compuesto de formula (la) obtenido en la etapa (b2) anterior del medio de reaccion.

Las etapas (a2), (b2) y (c2) corresponden respectivamente a las etapas (a1), (b1) y (c1) anteriores.

Los compuestos de férmula (Ila) representan unas formas particulares del compuesto de féormula (). Asimismo, los
compuestos de férmula (llla) representan unas formas particulares del compuesto de férmula (lII).

Se describe también un compuesto de férmula (11) siguiente:

0
~=
x4 OH
>>§<2 NR,R,
S  NHR,
OR,

0 an,

o una sal fisiolégicamente aceptable, un tautébmero, un estereoisémero o una mezcla de estereoisbmeros en
cualquier proporcion, en particular una mezcla de enantiémeros, y particularmente una mezcla racémica de este,
para la cual:
XX R.N.__2N Na. -NR
- M erepresenta Y ot ¥ty
- R4, Rz, Rs, R4, Rs ¥y Rg son tal como se han definido anteriormente,

con la exclusién del compuesto para el cual XyzgrX

un atomo de hidrégeno.

HN. =N Ny NH
2 representa o0 %7 ¥ Rs y R4 representan cada uno

El compuesto excluido se describe en: Ito et al. J. Org. Chem. 1985, 50, 3636-3638.

Este compuesto podra ser en particular el 2-{2-[(2-amonio-2-carboxietil)tio]-1H-imidazol-4-il}-1-carboxi-N,N-
dimetiletanaminio (HisNMe»-Cys) o su diclorhidrato, y el 2-{2-[(2-amonio-2-carboxietil )tio]-1H-imidazol-4-il}-1-carboxi-
N-metiletanaminio (HisNHMe-Cys) o su diclorhidrato.

Se describe también un procedimiento de preparacion de un compuesto de formula (I) siguiente:
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0
=
xS OH
>>><2 NR,R,
s  NHR,
OR,
0 (1n,

o una sal fisiolégicamente aceptable, un tautébmero, un estereoisémero o una mezcla de estereoisbmeros en
cualquier proporcion, en particular una mezcla de enantiémeros, y particularmente una mezcla racémica de éste,
para la cual:

N R.N._ =N N NE.
X% representa | N o1 w2

- R4, Rz, Rs, R4, Rs ¥y Rs son tales como se han definido anteriormente,

Por reaccion de una sal de adicién de acido, con la exclusiéon de la sal del acido yodhidrido, de un compuesto de
férmula (l11), tal como se ha definido anteriormente, o de un tautdmero de un esterecisémero o de una mezcla de
estereoisdmeros en cualquier proporcion, en particular de una mezcla de enantiémeros, y particularmente de una
mezcla racémica de éste,

con dibromo, y después con 2 a 7, preferentemente de 3 a 5 equivalentes molares, con respecto al compuesto de
férmula (Ill), de un derivado de cisteina de formula (IV), tal como se ha definido anteriormente, y particularmente la
cisteina y en particular la L-cisteina.

En esta reaccion, el dibromo se podra utilizar a razén de 1 a 1,5 equivalentes molares con respecto al compuesto de
férmula (111).

Preferentemente, el dibromo se afiade en frio (adicion muy rapida preferentemente), a una temperatura inferior a
10°C, preferentemente inferior a 5°C. La adicién del dibromo se podra realizar por lo tanto a una temperatura
comprendida entre -10°C y 10°C, ventajosamente comprendida entre -5°C y 5°C.

Esta reaccion se podra realizar en un disolvente tal como el agua.

La presente invencion se entendera mejor a la luz de los ejemplos siguientes, que se proporcionan simplemente a
titulo ilustrativo, y no limitan de ninguna manera el alcance de la invencion.

Ejemplos
Todas las reacciones se realizaron al aire libre, salvo que se indique lo contrario.

1-Preparacion de los compuestos de formula (1)

Ejemplo 1: Preparacion del diclorhidrato de 2-{2-[(2-amonio-2-carboxietil)tio]-1H-imidazol-4-il}-1-carboxi-
etanaminio (His-Cys, 2HCI)

0

OH

= NHBCI::
Ny NH 7
l/ NH, I
OH

0]

Se disuelven 1,57 g (7,5 mmoles) del clorhidrato monohidratado de la L-histidina en 15 ml de agua, y se enfria la
disolucion hasta 0°C. Bajo agitacion muy fuerte, se afiaden 500 ul (1,56 g, 9,75 mmoles, 1,3 equivalentes) de
dibromo gota a gota (tiempo de adicion 2 minutos 10 segundos). La mezcla de reaccion se tifie de amarillo. Tres
minutos después del final de la adicién del dibromo, se afiaden 2,81 g (22,5 mmoles, 3 equivalentes) de L-cisteina.
Inmediatamente, la mezcla se decolora. Después de una agitacion a 0°C durante 1h, la mezcla se filtra y el
precipitado se lava con 2x0,5 ml de agua.
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El filtrado se deposita sobre una columna rellena con 75 g de DOWEX® 50WX2-400, acondicionada antes con acido
clorhidrico HC1 1N. Después de la elucién con 750 ml de acido clorhidrico HC1 1N, después con 500 ml de acido
clorhidrico HC1 2N, se reuinen las fracciones que contienen el producto deseado. Después de la evaporacion y 2
coevaporaciones con 2x20 ml de tolueno, se obtiene después del secado 1,5 g (56%) del producto deseado en
forma de cristales amairillos.

RMN "H (D;0/DCI, 400 MHz): & (ppm) = 3,32 (m, 2H); 3,63 (m, 2H); 4,22 (m, 2H); 7,39 (s, 1H).
UPLC-MS (ES+): 275,8 (MH+)

Ejemplo 2: Preparacion del diclorohidrato de 2-{2-[(2-amonio-2-carboxietil)tio]-1H-imidazol-4-il}-1-carboxi-
N,N-dimetletanaminio (HisNMe-Cys, 2HCI)

0
OH
= NHs CI
Ny NH @
@ c
S, NHzCl
OH
0

Se disuelven 4,753 g (20 mmoles) de clorhidrato monohidratado de N,N-dimetilhistidina (V. N. Reinhold et al., J.
Med. Chem. 11, 258 (1968)) en 40 ml de agua, y la solucion se enfria hasta 0°C. Bajo agitacion muy fuerte, se
afaden gota a gota rapidamente 1,23 ml (3,835 g, 24 mmoles, 1,2 equivalentes) de dibromo (tiempo de adicion 1
minuto 20 segundos) sin superar los 2°C. La mezcla de reaccion se tifie de amarillo, y se forma un sélido rojizo.
Siete minutos después del final de la adiciéon del dibromo, todo se ha disuelto el solido rojo, y se afiaden 7,417 g
(60 mmoles, 3 equivalentes) de L-cisteina. Inmediatamente, la mezcla se decolora. Después de la agitacion a 0°C
durante 1h, se obtiene una suspension blanca. Se filtra la mezcla, y se lava el precipitado con 2x2 ml de agua.

El filtrado se deposita sobre una columna rellena con 100 g de DOWEX® 50WX2-400, acondicionada antes con
acido clorhidrico HC1 1N. Después de la elucion con 800 ml de acido clorhidrico HC1 1N, después con 1000 ml de
acido clorhidrico HC1 2N, las fracciones que contienen el producto deseado se reunen. Después de la evaporacion y
2 coevaporaciones con 2x50 ml de tolueno, se obtiene después del secado 4,84 g (63%) del producto deseado en
forma de cristales ligeramente amarillos.

RMN 'H (D20, 400 MHz): 6 (ppm) = 2,86 (s, 6H); 3,32 (m, 2H); 3,61 (m, 2H); 4,21 (m, 1H); 4,32 (m, 1H); 7,37 (s, 1H).
UPLC-MS (ES+): 303,8 (MH+)

Ejemplo 3: preparacion del diclorohidrato de 2-{2-[(2-amonio-2-carboxietil)tio]-1H-imidazol-4-il}-1-carboxi-N-
metiletanaminio (HisNHMe-Cys, 2HCI)

0

OH

— NH, I~
No NH 77
l/ NH; G
OH

o]

Se disuelven 1,187 g (5,656 mmoles) de clorhidrato de a-N-metilhistidina (V. N. Reinhold et al., J. Med. Chem. 11,
258 (1968)) en 11,3 ml de agua desmineralizada. La solucion se enfria hasta 0°C y se afiaden gota a gota bajo muy
fuerte agitacion 377 pl (1,175 g, 7,353 mmoles, 1,3 equivalentes) de dibromo (tiempo de adicién 1 minuto 45
segundos). La mezcla de reaccion se tifie de amairillo, y la temperatura sube hasta 4°C.

Tres minutos después del final de la adicién del dibromo, se afiaden 2,119 g (16,96 mmoles, 3 equivalentes) de L-
Cisteina. Inmediatamente, la mezcla se decolora. Después de una agitacion a 0°C durante 1h, la mezcla se deposita
sobre una columna rellenada con 50 g de DOWEX® 50WX2-400, acondicionada antes con acido clorhidrico 0,5 N.
Después de una elucion con 250 ml de acido clorhidrico 0,5 N, y después 250 ml de acido clorhidrico 1 Ny 500 ml
de acido clorhidrico 1,5 N, se reunen las fracciones que contienen el producto deseado. Después de la evaporacion
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y del secado al vacio (20 mbar), se obtienen 1,427 g (68%) del producto deseado en forma de cristales amarillos.
RMN "H (D20, 400 MHz): & (ppm) = 2,71 (s, 3H); 3,33 (m, 2H); 3,62 (m, 2H); 4,08 (m, 1H); 4,28 (m, 1H); 7,40 (s, 1H).
UPLC-MS (ES+): 289,8 (MH+)

2- Preparaciéon de los compuestos de férmula (1) segun la invencién (sin aislamiento de los intermediarios de la
férmula (Il

2-1- Preparacién de la 2-tiohistidina

Ejemplo 4: Preparacion de la L-2-Tiohistidina a partir de Histidina («one-pot»)
O
OH
HN_ NH NH;
3

a) Sintesis del intermediario His-Cys (compuesto de férmula (11))

Se disuelven 317,6 g (1,5 moles) del clorhidrato monohidratado de la L-Histidina en 3 | de agua desmineralizada. La
solucion se transfiere a un reactor de vidrio de doble capa con agitacién mecanica y se enfria hasta -4°C. Bajo
agitacion muy fuerte, se afiaden muy rapidamente 100,2 ml (311,6 g, 1,95 moles, 1,3 equivalentes) de dibromo por
medio de una ampolla de bromo, sin superar los 4°C (tiempo de adicién 2 minutos 50 segundos). La mezcla de
reaccion adquiere una coloracion amarillo-naranja, pero sigue siendo clara y homogénea. Tres minutos después del
final de la adicion del dibromo, se afiaden 562 g (4,5 moles, 3 equivalentes) de L-Cisteina, y la temperatura interna
sube hasta 12°C. Inmediatamente, la mezcla se decolora. Después de algunos minutos, la solucion se vuelve
ligeramente amarilla.

Después de una agitacion a 0°C durante 1h, un andlisis de una muestra por RMN 'H (D>0) muestra que el aducto
His-Cys esta formado con un rendimiento de reaccion del 70 %.

El sistema de enfriamiento se detiene, y se deja agitar la mezcla de reaccién durante una hora. La temperatura
interna sube a 12°C. El aducto His-Cys no es aislado y es introducido directamente en la etapa siguiente.

b) Sintesis de la L-2-Tiohistidina

Después, se afiaden 793,4 ml (960 g, 9 moles, 6 equivalentes) de acido 3-mercaptopropidnico a la mezcla, y se
calienta bajo fuerte agitacion a 100°C durante 18h.

Un analisis de una muestra por RMN 'H (D20) muestra que el aducto His-Cys esta completamente escindido en L-2-
Tiohistidina.

c) Aislamiento de la L-2-Tiohistidina

Después del enfriamiento a temperatura ambiente, la mezcla de un color marrén oscuro se extrae con 4x3 | de
acetato de etilo.

La fase acuosa se retiene, y se coloca bajo una fuerte corriente de nitrégeno en un bafio a 40°C. El pH de la mezcla
se ajusta a 8,5 afadiendo rapidamente una solucion de amoniaco acuoso al 20% (aproximadamente 580 ml).
Todavia bajo nitrogeno, se afiade después gota a gota el acido clorhidrico concentrado al 37% (aproximadamente
120 ml), hasta un pH de 6,5. Se forma un precipitado incoloro durante la adicién del acido, y se mantiene la
suspension durante una hora a 40°C bajo agitacion (bajo nitrégeno).

Después de la filtracion y lavado con 3x300 ml de agua desmineralizada, seguido por 2 lavados con 600 ml de
etanol absoluto y 3x600 ml de n-pentano, el sélido obtenido se seca sobre P,Os al vacio (20 mbares). Se obtienen
130,1 g (45%) de la L-2-Tiohistidina en forma de polvo blanco.

Los datos analiticos del producto obtenido son idénticos a los de la bibliografia (J. Xu, J. C. Yadan, J. Org. Chem.
60, 6296 - 6301 (1995)).

[a]p: -11,0 (c = 1,0; 1N HCI)
RMN "H (D;O/DClI, 400 MHz): & (ppm) = 3,10 (m, 2H); 4,20 (m, 1H); 6,77 (s, 1H).
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UPLC-MS (ES+): 188,6 (MH+)

Los ejemplos 5 a 8 siguientes muestran la variabilidad de la sal de adicién de acido del compuesto de formula (ll1)
que puede ser utilizada asi como la variabilidad del tiol que puede ser utilizado. Estos ejemplos son Unicamente
ilustrativos y no sirven de ninguna manera para limitar el alcance de la presente invencion.

Ejemplo 5: Preparacion de la L-2-Tiohistidina a partir de la L-Histidina («one-pot») - variacion de la sal de
adicion de acido

Se procede como se describe en el Ejemplo 2, salvo que se utilizan 5 g (32,2 mmoles) de la L-Histidina, disuelta en
65 ml de agua y 900 pl (1,66 g, 16,1 mmoles, 1 equivalentes) de acido sulfurico al 98%.

Se obtienen 2,72 g (45%) de la L-2-Tiohistidina en forma de polvo blanco. El analisis RMN 'H (D.O/DCI) es idéntico
al descrito en el Ejemplo 1.

Ejemplo 6: Preparacion de la L-2-Tiohistidina a partir de la L-Histidina («one-pot») - variacion del tiol (acido
mercaptoacético)

Se disuelven 3,5 g (16,52 mmoles) del clorhidrato monohidratado de la L-Histidina en 33 ml de agua, y la solucién se
enfria hasta -3°C. Bajo agitacion muy fuerte, se afiaden gota a gota rapidamente 1,1 ml (3,433 g, 21,48 mmoles, 1,3
equivalentes) de dibromo (tiempo de adicién 3 minutos). La mezcla de reaccion se tifie de amarillo. Tres minutos
después del final de la adicién del dibromo, se afiaden 6,19 g (49,58 mmoles, 3 equivalentes) de L-Cisteina.
Inmediatamente, la mezcla se decolora. Después de una agitacion a 0°C durante 30 min., se afiaden 7,13 ml (9,4 g,
99,17 mmoles) de acido mercaptoacético, después se calienta agitando a 80°C durante 40h.

Para el aislamiento de la L-2-Tiohistidina, se procede como se describe en el Ejemplo 1. Se obtiene el 43% de la L-
2-Tiohistidina en forma de polvo de color blanco crema. El analisis RMN 'H (D,O/DCI) es idéntico al descrito en el
Ejemplo 1.

Ejemplo 7: Preparacion de la L-2-Tiohistidina a partir de la L-Histidina («one-pot») - variacién del tiol (acido
mercaptohexanoico)

Se disuelven 257 mg (1,21 mmoles) del clorhidrato monohidratado de la L-Histidina en 2,4 ml de agua, y la solucion
se enfria hasta -3°C. Bajo agitacion muy fuerte, se afiaden gota a gota rapidamente 80 pl (252 mg, 1,58 mmoles, 1,3
equivalentes) de dibromo. La mezcla de reaccion se tifie de amarillo. Tres minutos después del final de la adicion del
dibromo, se afiaden 455 mg (3,64 mmoles, 3 equivalentes) de L-Cisteina. Inmediatamente, la mezcla se decolora.
Después de una agitacion a 0°C durante 1h, se afiaden 933 pl (1,0 g, 6,07 mmoles) de acido mercaptohexanoico, y
después se calienta agitando a 80°C durante 40h.

Un analisis de una muestra por RMN 'H (D20) muestra que el aducto His-Cys esta completamente escindido en L-2-
Tiohistidina.

Ejemplo 8: Preparacion de la L-2-Tiohistidina a partir de la L-Histidina («one-pot») - variacion del tiol
(ditiotreitol)

Se disuelven 10,72 g (50,62 mmoles) del clorhidrato monohidratado de la L-Histidina en 100 ml de agua, y la
solucion se enfria hasta -0°C. Bajo agitacion muy fuerte, se afiaden gota a gota rapidamente 3,38 ml (10,51 g, 65,81
mmoles, 1,3 equivalentes) de dibromo (tiempo de adicién 3 minutos 20 segundos), sin superar 1°C. La mezcla de
reaccion se tifie de amarillo. Tres minutos después del final de la adicion del dibromo, se afiaden 18,96 g
(151,8 mmoles, 3 equivalentes) de L-Cisteina. Inmediatamente, la mezcla se decolora. Después de una agitacion a
0°C durante 1h, se afiaden 47,08 g (303,7 mmoles, 6 equivalentes) de Ditiothreitol, y después se calienta agitando a
80°C durante 40h.

Para el aislamiento de la L-2-Thiohistidina, se procede como se describe en el Ejemplo 1. Se obtiene el 41% de la L-
2-Tiohistidina en forma de polvo blanco. El analisis RMN "H (D-O/DClI) es idéntico al descrito en el Ejemplo 1.

Ejemplo 9: Preparacion de la D-2-Tiohistidina a partir de la D-Histidina («one-pot»)

O
OH

HN. NH NHz
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Se procede como se describe en el Ejemplo 2-1, salvo que se utilizan 10,32 g (65,84 mmoles) de la D-Histidina,
disuelta en 132 ml de agua y 5,5 ml (6,48 g, 65,84 mmoles) de acido clorhidrico concentrado.

Se obtienen 4,4 g (35%) de la D-2-Tiohistidina en forma de polvo blanco. El analisis RMN 'H (D,O/DClI) es idéntico al
descrito en el Ejemplo 1.

[alo: + 10,5 (c = 1,0; 1N HCI)
Ejemplo 10: Preparacion de la D,L-2-Tiohistidina a partir de la D,L-Histidina («one-pot»)

0
OH
HN. _NH NH2

a) Sintesis del aducto His-Cys

Se disuelven 10,65 g (50,8 mmoles) del clorhidrato monohidratado de la D,L-Histidina en 100 ml de agua
desmineralizada. La solucion se enfria hasta -3°C. Bajo agitacion muy fuerte, se afiaden muy rapidamente 3,43 ml
(10,66 g, 66 mmoles, 1,3 equivalentes) de dibromo por medio de una ampolla de bromo, sin superar 1°C (tiempo de
adicion 2 minutos 40 segundos). La mezcla de reaccion adquiere una coloracion amarillo-naranja, pero sigue siendo
clara y homogénea. Tres minutos después del final de la adicion del dibromo, se afiaden 19,03 g (152,4 moles, 3
equivalentes) de L-Cisteina, y la temperatura interna sube hasta 4°C. Inmediatamente, la mezcla se decolora.
Después de algunos minutos, la solucién se vuelve ligeramente amarilla.

Después de una agitacion a 0°C durante 1h, un andlisis de una muestra por RMN 'H (D-0) muestra que el aducto
His-Cys esta formado con un rendimiento de reaccion del 72%.

El bafio de enfriamiento se retira, y se deja agitar la mezcla de reaccién durante 30 minutos. La temperatura interna
sube hasta 10°C.

b) Sintesis de la D,L-2-Tiohistidina

Después, se afiaden 27 ml (32,68 g, 304,8 moles, 6 equivalentes) de acido 3-mercaptoproPic’)nico ala mezcla, y se
calienta bajo fuerte agitacion a 80°C durante 30h. Un andlisis de una muestra por RMN 'H (D»O) muestra que el
aducto His-Cys esta completamente escindido en 2-Tiohistidina.

c) Aislamiento de la D,L-2-Tiohistidina

Después del enfriamiento hasta temperatura ambiente, la mezcla de un color marrén oscuro se extrae con 4x100 ml
de acetato de etilo.

La fase acuosa se retiene y se coloca bajo una fuerte corriente de nitrégeno en un bafio a 40°C. El pH de la mezcla
se ajusta a 6 afadiendo rapidamente una solucién de amoniaco acuoso al 20%. Se forma un precipitado, y se
mantiene la suspension durante 25 minutos a 40°C bajo agitacion (bajo nitrégeno).

Después de la filtracion y del lavado con 3x15 ml de agua desmineralizada, seguido por 2 lavados con 15 ml de
etanol absoluto y 3x15 ml de n-pentano, el sélido obtenido se seca sobre P,Os al vacio (20 mbar). Se obtienen 5,2 g
de la D,L-2-Tiohistidina en forma de polvo blanco, que contiene aproximadamente el 10% de la Cisteina.

El producto se purifica por tratamiento acido-basico: para ello, se disuelven 585 mg (3,79 mmoles) de Ditiotreitol en
100 ml de agua desmineralizada, después se afiade el producto obtenido anteriormente (5,2 g). La suspension se
dispone bajo nitrégeno en un bafio de agua a 40°C, y se afiaden muy lentamente gota a gota 10 ml (11,84 g) de
acido clorhidrico concentrado, hasta disolucion completa del sélido. Después, se ajusta el pH a 6 por adicion lenta
de 3 ml (2,735 g) de una solucién acuosa de amoniaco al 20%. Un precipitado incoloro final se forma lentamente, y
la suspension se mantiene bajo agitacion durante una hora.

Después de la filtracion, se lava con 3x10 ml de agua desmineralizada, seguido por 3 lavados con 10 ml de etanol
absoluto y 3x10ml de n-pentano, el sdélido obtenido se seca sobre P.Os al vacio (20 mbares). Se obtienen 3,82 g
(39%) de la D,L-2-Tiohistidina en forma de polvo blanco.

El analisis RMN 'H (D,O/DCI) es idéntico al descrito en el Ejemplo 1.

[a]o: 0 (c =1,0; 1N HCI)
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2-2- Preparacion de los derivados de la 2-Tiohistidina

Ejemplo 11: Preparacion de la a,a-dimetil-2-tiohistidina («one-pot») a partir de la a,a-dimetil-histidina («one-
pot»)

0O
OH
N-—
HNYNH /
]

a) Preparacion del aducto HisNMe,-Cys (compuesto de férmula (1))

Se disuelven 23,76 g (0,1 mol) de clorhidrato monohidratado de a,a-dimetilhistidina (V. N. Reinhold et al., J. Med.
Chem. 11, 258 (1968)) en 200 ml de agua. La solucién se enfria hasta -3°C, y bajo muy fuerte agitacion, se afiaden
rapidamente gota a gota 6,68 ml (20,77 g, 130 mmoles, 1,3 equivalentes) de dibromo sin superar los 3°C (tiempo de
adicién 4 minutos). La mezcla de reaccion se tifie de amarillo, y se forma un solido rojizo. Siete minutos después del
final de la adicién del dibromo, el sélido rojizo estda completamente disuelto, y se afiaden 37,08 g (0,3 moles, 3
equivalentes) de L-Cisteina. La temperatura sube de 0°C a 1°C, y la mezcla se decolora inmediatamente.

Después de una agitacion a 0°C durante 1h, un andlisis de una muestra por RMN 'H (D20) muestra que el aducto
HisNMe»-Cys esta formado con un rendimiento de reaccion del 63%. El bafio de hielo se retira, y se deja agitar la
mezcla de reaccion durante una hora. La temperatura interna sube hasta 10°C.

b) Preparacién de la a,a-dimetil-2-tiohistidina

Se afiaden después 87,7 ml (106 g, 10 equivalentes) de acido 3-mercaptopropionico a la mezcla, y se calienta bajo
fuerte agitacion a 80°C durante 24h.

Un analisis de una muestra por RMN H (D20) muestra que el producto HisNMe,-Cys esta completamente escindido.

c) Aislamiento de la a,a-dimetil-2-tiohistidina

Después del enfriamiento hasta temperatura ambiente, se extrae la mezcla de un color naranja con 4x400 ml de
acetato de etilo.

Se retiene la fase acuosa, y se ajusta el pH a 4,5 - 5 con una solucion de amoniaco acuosa al 20%
(aproximadamente 21 ml). Con el fin de atrapar el exceso de cisteina presente en el medio, se afiaden 30,5 ml
(31,8 g, 3 equivalentes) de benzaldehido (segun M. P. Schubert, J. Biol. Chem. 114, 341-350 (1936) o M. Seki et al.,
J. Org. Chem. 67 (16), 5532 (2002)). Se agita la mezcla a temperatura ambiente durante 15h, y el acido 2-
feniltiazolidin-4-carboxilico precipita en forma de un sélido amarillo claro. Después de la filtracion del sélido y del
aclarado con 4x40 ml de agua, el filtrado se extrae con 2x200 ml de acetato de etilo.

La fase acuosa se retiene, y se ajusta el pH a 6 con una solucién de amoniaco acuosa al 20% (aproximadamente
2 ml). La mezcla se evapora hasta sequedad después, y el sdélido obtenido se recristaliza en agua. Se obtienen
7,28 g (33%) del producto deseado en forma de un polvo blanco.

Los datos analiticos son idénticos a los descritos en la bibliografia (WO 95/18 108).

RMN 'H (D2O/DCI, 400 MHz): & (ppm) = 2,87 (s, 6H); 3,20 (m, 2H); 4,19 (m, 1H); 6,78 (s, 1H).
UPLC-MS (ES+): 216,5 (MH+)

Ejemplo 12: Preparacion de a-metil-2-tiohistidina a partir de a-metilhistidina («one-pot»)

O
OH

NH
HN. _NH /

3
Se disuelven 11,93 g (54,5 mmoles) de clorhidrato de a-metilhistidina (V. N. Reinhold et al., J. Med. Chem. 11, 258
(1968)) en 109 ml de agua, después la solucion se enfria hasta 0°C. Bajo agitacion muy fuerte, se afiaden 3,64 ml
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(11,33 g, 70,9 mmoles, 1,3 equivalentes) de dibromo gota a gota sin superar los 5°C (tiempo de adicion 2 minutos 30
segundos). La mezcla de reaccion se tifie de amarillo. Tres minutos después del final de la adicion del dibromo, se
afaden 20,22 g (163,6 mmoles, 3 equivalentes) de L-Cisteina, y la temperatura interna sube hasta 8°C.
Inmediatamente, la mezcla se decolora. Después de una agitacion a 0°C durante 1h, se afiaden 28,84 ml (34,9 g, 6
equivalentes) de acido 3-mercaptopropionico a la mezcla, y se calienta bajo fuerte agitacion a 100°C durante 20h.

Prosiguiendo el tratamiento en analogia con el Ejemplo 11, se obtienen 5,398 g (48%) de a-metil-2-tiohistidina en
forma de un polvo blanco.

RMN 'H (D20, 400 MHz): 6 (ppm) = 2,65 (s, 3H); 3,15 (m, 2H); 4,12 (m, 1H); 6,77 (s, 1H).

RMN °C (D;0, 400 MHz): & (ppm) = 24,8; 32,3; 60,0; 116,4; 123,2; 156,9; 170,0. UPLC-MS (ES+): 202,7 (MH+).

15



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 540279 T3

REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de sintesis de un derivado de 2-tiohistidina de formula (l) siguiente:

O

~—
RN OH
>/NR2 NR,R,
S I,

o de una sal fisiologicamente aceptable de éste, de un tautdmero, de un estereocisémero o de una mezcla de
estereoisdmeros en cualquier proporcion, para la cual:

- Ry Rz representan, independientemente el uno del otro, un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo (C4-Cs),
representando por lo menos uno de los grupos R1 y Rz un atomo de hidrégeno, y

- Rsy Rsrepresentan, independientemente el uno del otro, un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo (C4-C4),
que comprende las etapas sucesivas siguientes:
(i) reaccion de escision de un compuesto de formula (Il) siguiente:
o]

~=
X/ OH

NS
>>x2 NR,R,

s NHR,
OR,

]

0 ),

o de una sal fisiolégicamente aceptable, de un tautémero, de un estereoisomero o de una mezcla de
estereoisdmeros en cualquier proporcion, para la cual:

Yl - RN 2N Na JNR
- XN representa | N g e

- R4, Rz, R3 y R4 son tal como se han definido anteriormente,
- Rs representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo (C1-Cs) o -CO-(alquilo (C1-Ca4)), y
- Re representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo (C1-Cs),

en presencia de un tiol, a una temperatura superior o igual a 60°C, para dar un compuesto de formula (1), y
(ii) separacion del compuesto de férmula (1) obtenido en la etapa (i) anterior del medio de reaccion.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que el tiol responde a la formula R-SH, representando
R una cadena alquilo, lineal o ramificada, y preferentemente lineal, que comprende de 1 a 8, en particular de 2 a 6
atomos de carbono, sustituida con uno o mas grupos seleccionados de entre OH, SH, NH, y COOH.

3. Procedimiento segun la reivindicacién 2, caracterizado por que el tiol se selecciona de entre la cisteina, el
ditiotreitol, el 2-mercaptoetanol, el acido 2-mercaptopropioénico, el acido 3-mercaptopropiénico, el acido
mercaptoacético, el acido mercaptohexanoico y el acido tioglicdlico, y preferentemente es el acido 3-
mercaptopropionico.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que la etapa (i) se realiza a una temperatura
comprendida entre 60 y 120°C, en particular entre 80 y 100°C.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que el compuesto de formula ()
responde a la féormula (la) siguiente:
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0]

RS OH
>Z,NR2 NR;R,
s (Ia),

0 a una sal fisiolégicamente aceptable de éste, a un tautdbmero, a un esterecisbmero o a una mezcla de
estereoisdbmeros en cualquier proporcion, en particular a una mezcla de enantidmeros, y en particular a una mezcla
racémica de éste,

para la cual R1, Rz, R3 y R4 son tal como se definen en la reivindicacion 1.

6. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por que el compuesto de férmula (1)
representa la 2-tiohistidina, la a-metil-2-tiohistidina o la a,a-dimetil-2-tiohistidina, y en particular la L-2-tiohistidina.

7. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por que el compuesto de formula (I1)
se prepara a partir de una sal de adicién de acido, con la exclusion de la sal del acido yodhidrico, del compuesto de
férmula (111) siguiente:

0
XN\HL O
N

=X NRR,

o de un tautdmero, de un estereoisémero o de una mezcla de estereoisémeros en cualquier proporcion, en particular
de una mezcla de enantidmeros, y en particular de una mezcla racémica de éste,

para la cual ""¥7"2, R3 y R4 son tal como se han definido en la reivindicacion 1,
por reaccion sucesivamente con dibromo,
y después con un derivado de cisteina de formula (IV) siguiente:

NHR,
HS OR,

o (v),

0 un estereoisdmero o una mezcla de estereoisdmeros en cualquier proporciéon, en particular una mezcla de
enantiomeros, y particularmente una mezcla racémica de éste,

en la que Rs y Rs son tal como se han definido en la reivindicacion 1.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 7, caracterizado por que el compuesto de férmula (I) responde a la formula
(la) tal como se define en la reivindicacion 5 y por que el procedimiento comprende las etapas sucesivas siguientes:

(a2) reaccion de una sal de adicion de acido, con la exclusion de la sal del acido yodhidrico, de un compuesto
de férmula (llla) siguiente:

0
/S OH

1 <
s IIF{ F

o de un estereoisdbmero o de una mezcla de estereoisdmeros en cualquier proporcion, en particular de una
mezcla de enantidmeros, y particularmente de una mezcla racémica de éste,

para la cual » R3 y R4 son tal como se han definido en la reivindicacion 1, con dibromo,
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y después con un derivado de cisteina de formula (V) tal como se ha definido en la reivindicacién 7 o un
estereoisdmero o una mezcla de estereoisdmeros en cualquier proporcién, en particular una mezcla de
enantiomeros, y particularmente una mezcla racémica de éste, y particularmente con cisteina y en particular
L-cisteina,

para dar un compuesto de formula (lla) siguiente:

0
~
xS OH
>;x2 NR.R,
s  NHR,
OR,
o (1la),

o una sal fisiolégicamente aceptable, un tautdmero, un estereoisébmero o una mezcla de estereoisémeros
en cualquier proporcion, en particular una mezcla de enantiomeros, y particularmente una mezcla racémica
de éste,

X;‘*\_J/"XQ L - L.
para la cual » R3, R4, Rs ¥y Rg son tal como se han definido en la reivindicacion 1,

(b2) reaccion de escision del compuesto de formula (lla) obtenido en la etapa (a2) anterior en presencia de un
tiol, a una temperatura superior o igual a 60°C, para dar un compuesto de férmula (1a), y

(c2) separacion del compuesto de formula (la) obtenido en la etapa (b2) anterior del medio de reaccion.
9. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 7 y 8, caracterizado por que el derivado de cisteina de
férmula (1V) se utiliza en exceso, a razon de 2 a 7, ventajosamente de 3 a 5 equivalentes molares de derivado de

cisteina con respecto al compuesto de formula (l11).

10. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, caracterizado por que el dibromo se utiliza a razén
de 1 a 1,5 equivalentes molares con respecto al compuesto de formula (lIl).

11. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, caracterizado por que la preparacion del

compuesto (1) a partir del compuesto (Ill) se realiza en un Unico reactor, sin aislamiento del compuesto (Il)
intermedio.
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