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DESCRIPCION
Moduladores del receptor de NMDA y usos de los mismos
Antecedentes

Un receptor de N-metil-d-aspartato (NMDA) es un receptor postsinaptico, ionotrépico que es sensible a, entre otras
cosas, los aminoacidos excitadores glutamato y glicina y el compuesto sintético NMDA. El receptor de NMDA
controla el flujo de iones tanto divalentes como monovalentes en la célula neuronal postsinaptica a través de un
canal asociado al receptor (Foster et al., Nature 1987, 329:395-396; Mayer et al., Trends in Pharmacol. Sci. 1990,
11:254-260). El receptor de NMDA se ha implicado durante el desarrollo en la especificacion de arquitectura
neuronal y conectividad sinaptica, y puede estar involucrado en modificaciones sinapticas dependientes de
experiencia. Ademas, también se piensa que los receptores de NMDA estan involucrados en trastornos del sistema
nervioso central y potenciacion a largo plazo.

El receptor de NMDA juega un papel principal en la plasticidad sinaptica que subyace a numerosas funciones
cognitivas superiores, tales como adquisicion de memoria, retencion y aprendizaje, asi como en determinadas rutas
cognitivas y en la percepcion de dolor (Collingridge et al., The NMDA Receptor, Oxford University Press, 1994).
Ademas, determinadas propiedades de receptores de NMDA sugieren que estos pueden estar involucrados en el
procesamiento de informacion en el cerebro que subyace a la propia consciencia.

El receptor de NMDA ha atraido un particular interés desde que parece que esta involucrado en un amplio espectro
de trastornos del SNC. Por ejemplo, durante isquemia cerebral causada por accidente cerebrovascular o lesion
traumatica, se liberan cantidades excesivas del aminoacido excitador glutamato a partir de neuronas privadas de
oxigeno o dafiadas. Este exceso de glutamato se une a los receptores de NMDA que abre sus canales iénicos
regulados por ligandos; en cambio la entrada de calcio produce un nivel alto de calcio intracelular que activa una
cascada bioquimica que da como resultado degradacion de proteinas y muerte celular. Este fenédmeno, conocido
como excitotoxicidad, también se piensa que es responsable del dafio neuroldgico asociado con otros trastornos que
oscilan entre hipoglucemia y paro cardiaco y epilepsia. Ademas, hay informes preliminares que indican participacion
similar en la neurodegeneracion cronica de enfermedades de Huntington, Parkinson y Alzheimer. La activacion del
receptor de NMDA se ha demostrado que es responsable de convulsiones posteriores a un accidente
cerebrovascular, y, en determinados modelos de epilepsia, la activacion del receptor de NMDA se ha demostrado
que es necesaria para la generacion de crisis. La participacion neuropsiquiatrica del receptor de NMDA también se
ha reconocido ya que el bloqueo del canal de Ca’" receptor de NMDA por el anestésico animal PCP (fenciclidina)
produce un estado psicético en humanos similar a la esquizofrenia (analizado en Johnson, K. y Jones, S., 1990).
Ademas, los receptores de NMDA también se han implicado en determinados tipos de aprendizaje espacial.

El receptor de NMDA se cree que consiste en varias cadenas de proteinas integradas en la membrana
postsinaptica. Los primeros dos tipos de subunidades descubiertas hasta la fecha forman una regién extracelular
grande, que probablemente contiene la mayoria de los sitios de unién alostéricos, varias regiones transmembrana
enlazadas y plegadas para formar un poro o canal, que es permeable a Ca’ y una regién carboxilo terminal. La
apertura y cierre del canal esta regulada por la unién de diversos ligandos a dominios (sitios alostéricos) de la
proteina que reside en la superficie extracelular. La unién de los ligandos se piensa que afecta al cambio
conformacional en la estructura global de la proteina que se refleja finalmente en la apertura, apertura parcial, cierre
parcial o cierre del canal.

Los compuestos del receptor de NMDA pueden ejercer un efecto dual (agonista/antagonista) en el receptor de
NMDA a través de los sitios alostéricos. Estos compuestos se denominan normalmente “agonistas parciales”. En
presencia del ligando del sitio principal, un agonista parcial desplazara un poco el ligando y por tanto disminuira el
flujo de Ca'™" a través del receptor. En la ausencia de o nivel disminuido del ligando del sitio principal, el agonista
parcial actiia para aumentar el flujo de Ca"™ a través del canal receptor.

Contintia existiendo una necesidad en la técnica de compuestos nuevos y mas especificos/potentes que son
capaces de unir el sitio de unién de glicina de receptores de NMDA y proporcionar beneficios farmacéuticos.
Ademas, contintia existiendo una necesidad en la técnica médica de formas de entrega por via oral de tales
compuestos.

Sumario
Se proporcionan en el presente documento, al menos en parte, compuestos que son moduladores de NMDA, por

ejemplo, agonistas parciales de NMDA. Por ejemplo, en el presente documento se divulgan compuestos
representados por la férmula:
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en la que

R'", R y R™ se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en H, halégeno, alcoxi C1.3 y
alquilo C1.3 (opcionalmente sustituido con uno, dos o tres halégenos);

X" es OH o NH,,

X2esHu OH;

y sales farmacéuticamente aceptables, estereoisémeros e hidratos del mismo.

En algunas realizaciones, un halégeno de un compuesto contemplado puede seleccionarse |ndepend|entemente del
grupo que consiste en CI, Br y F. En algunos casos, X2 en la estructura anterior puede ser OH y X' en la estructura
anterior puede ser NH,.

En algunos casos, cada uno de R" R y R™ en la estructura anterior pueden ser H. Alternativamente, R" y R"™ en
la estructura anterior pueden ser H R' en la estructura anterior puede seleccionarse del grupo que conS|ste en H
halégeno, alcoxi C1.3 y alquilo C1.3 (opmonalmente sustituido con uno, dos o tres haldgenos). Por ejemplo, R" y R"™
en la estructura anterior pueden ser H 'y R'? en la estructura anterior puede seleccionarse del grupo que consiste en
F Br C| CH3, CF3 y -OCH3

En determinadas realizaciones, un compuesto contemplado puede ser sustancialmente mas eficaz cuando se
administra oralmente comparado con

O, H
o) 0 j‘/ N
H2N ‘\\\”\ ),’J\ ﬁOH
N, \\/ -

J e

OH

En otro aspecto, se proporciona un compuesto representado por:

5
N R

m R3
o N 0N
>\fo O R4
2
R™ NH, X

R' se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, -OH, alquilo C+-Cs y haldgeno;

en la que:

R? y R* se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en alquilo C+.6, hidrégeno, halégeno y -
OH;

R? se selecciona del grupo que consiste en -OH, hidroégeno, alquilo C+-Cs y haldgeno;
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R® es -CHo,-fenilo (en el que el fenilo esta opcionalmente sustituido con uno, dos, o tres sustituyentes seleccionados
del grupo que consiste en haldgeno, alcoxi Ci3 y alquilo Ci3 (opcionalmente sustituido con uno, dos o tres
halégenos)); y

X se selecciona del grupo que consiste en OR* y NR*R*, en el que R* se selecciona independientemente, para cada
caso, del grupo que consiste en hidrogeno y alquilo C4-Cs; sales farmacéuticamente aceptables, estereoisomeros e

hidratos del mismo.

Por ejemplo, un compuesto contemplado puede representarse por:

ety on
Mrmr

En otros ejemplos, un compuesto contemplado puede representarse por:

NH
Nowk. 0 F =P
OH j ©
z . NH 2, NH2
OH "2 OH OH |
F
(_HNz N o
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También se proporcionan en el presente documento composiciones farmacéuticamente aceptables que comprenden
un compuesto divulgado, y un excipiente farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, tales composiciones pueden
ser adecuadas para administracién oral a un paciente. En otras realizaciones, tales composiciones pueden ser
adecuadas para inyeccion.

En otro aspecto, se proporciona un compuesto contemplado para su uso en un método de tratamiento de depresion,
enfermedad de Alzheimer, trastorno por déficit de atenciéon, TDAH, esquizofrenia o ansiedad, en un paciente
necesitado del mismo, que comprende, por ejemplo, administracién oral, intravenosa o subcutanea.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra un grafico de la concentracion de plasma de CM-4A en funcion del tiempo tras la administracion
de la dosis.

La figura 2 muestra graficos dependientes de la dosis de un ensayo de unién [3H] MK-801 para la evaluacién de las
propiedades agonisticas de los compuestos contemplados.

La figura 3 muestra graficos dependientes de la dosis de un ensayo de unién [3H] MK-801 para la evaluacién de las
propiedades agonisticas de los compuestos contemplados.

La figura 4 muestra un grafico dependiente de la dosis de un ensayo de union [3H] MK-801 para la evaluacién de las
propiedades agonisticas de un compuesto contemplado.

La figura 5 muestra un grafico que representa la evolucion temporal del efecto de CM-4A en corrientes
postsinapticas excitadoras de NMDA aislado farmacolégicamente provocadas por la via colateral de Schaffer en un
Unico choque registradas en neuronas piramidales CA1.

La figura 6 muestra un grafico que representa el efecto de la concentraciéon de CM-4A en la potenciacion a largo
plazo tras estimulacion de alta frecuencia de EPSC de NMDA provocada por la via colateral de Schaffer registrada
en neuronas piramidales CA1.

La figura 7 muestra un grafico que representa la relacion de respuesta a dosis de CM-4A en depresion cronica
(LTD).

La figura 8 muestra un grafico de barras del porcentaje de la potenciacion a largo plazo de la pendiente del potencial
postsinaptico excitador de campo (fEPSP) para los compuestos contemplados.

La figura 9 muestra un grafico que representa los tiempos de flotacion medios de la prueba de Porsolt en funcién de
la concentracion de CM-4A.

La figura 10 muestra un grafico de barras de los tiempos de flotacion medios de la prueba de Porsolt para CM-4A y
CM-4A en combinaciéon con receptor antagonista AMPA 2,3-dihidroxi-6-nitro-7-sulfamoil-benzo[flquinoxalina-2,3-
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diona (NBQX).

Las figuras 11A-11C muestran graficos de barras que representan los resultados de la prueba de Porsolt para los
compuestos contemplados.

La figura 12 muestra un grafico de barras que representa los resultados de la prueba de Porsolt para los compuestos
contemplados después de 1 hora y 24 horas.

La figura 13 muestra un grafico de barras que representa los resultados de la prueba de hipofagia inducida por
novedad (NIH) en ratas para CM-4A.

Las figuras 14A y 14B muestran graficos de barras que representan los resultados de la prueba de vocalizaciones
ultrasoénicas (USV) en ratas para CM-4A. La figura 14A cuantifica el aprendizaje emocional positivo, y la figura 14B
cuantifica USV hedonistas y aversivas y recompensa.

La figura 15 muestra un grafico de barras que representa los resultados de la prueba de campo abierto en rata para
CM-4A.

La figura 16 muestra un grafico de barras que representa los resultados de la prueba de cilindro giratorio con
aceleracion en ratas para CM-4A.

Descripcion detallada

Esta divulgacion esta dirigida generalmente a compuestos que son capaces de modular NMDA, por ejemplo,
antagonistas o agonistas parciales de NMDA, y composiciones y/o métodos de uso de los compuestos divulgados.

Definiciones

En algunas realizaciones, los compuestos, tal como se describen en el presente documento, pueden sustituirse con
cualquier numero de sustituyentes o restos funcionales. En general, el término “sustituido” tanto si esta precedido
por el término “opcionalmente” como si no lo esta y sustituyentes contenidos en las férmulas, se refieren al
reemplazo de radicales hidrégeno en una estructura dada con el radical de un sustituyente especificado.

En algunos casos, cuando mas de una posicién en cualquier estructura dada puede sustituirse con mas de un
sustituyente seleccionado de un grupo especificado, el sustituyente puede ser o bien el mismo o bien diferente en
cada posicion.

Tal como se usa en el presente documento, el término “sustituido” se considera que incluye todos los sustituyentes
admisibles de compuestos organicos. En un aspecto amplio, los sustituyentes admisibles incluyen sustituyentes
aciclicos y ciclicos, ramificados y no ramificados, carbociclicos y heterociclicos, aromaticos y no aromaticos de
compuestos organicos. En algunas realizaciones, heteroatomos tales como nitrdgeno pueden tener sustituyentes
hidrogeno y/o cualesquiera sustituyentes admisibles de compuestos organicos descritos en el presente documento
que satisfagan las valencias de los heteroatomos. Los ejemplos de sustituyentes incluyen acilo; alifatico;
heteroalifatico; arilo; heteroarilo; arilalquilo; heteroarilalquilo; alcoxi; cicloalcoxi; heterociclilalcoxi; heterocicliloxi;
heterocicliloxialquilo; alqueniloxi; alquiniloxi; ariloxi; heteroalcoxi; heteroariloxi; alquiltio; ariltio; heteroariltio; oxo; -F;-
Cl; -Br; -I; -OH; -NO>; -N3; -CN; -SCN; -SR*; -CF3; -CH,CF3; -CHCly; -CH,0OH;-CH>CH-0H; -CHsNHy; -CH>SO>CHs; -
OR¥, -C(O)R*; -CO2(R%); -C(O)N(R")2;-C(NR*)N(R")2; -OC(O)R*; -OCO,R*; -OC(O)N(R")2; -N(R")2; -SOR’; -S(O)2R”; -
NR*C(O)R*; -NR*C(O)N(R")2; -NR*C(O)OR*; -NR*C(NR*)N(R*)2 y -C(R")s; en los en que en cada caso R incluye
independientemente hidrégeno, halégeno, acilo, alifatico, heteroalifatico, arilo, heteroarilo, arilalquilo o
heteroarilalquilo, en el que cualquiera de los sustituyentes alifatico, heteroalifatico, arilalquilo, o heteroarilalquilo
descritos anteriormente y en el presente documento pueden ser sustituidos o no sustituidos, ramificados o no
ramificados, ciclicos o aciclicos, y en el que cualquiera de los sustituyentes arilo o heteroarilo descritos
anteriormente y en el presente documento pueden ser sustituidos o no sustituidos. En algunas realizaciones, las
combinaciones de sustituyentes y variables descritos en el presente documento pueden ser preferiblemente aquellas
que dan como resultado la formaciéon de compuestos estables. El término “estable”, tal como se usa en el presente
documento, se refiere a compuestos que poseen suficiente estabilidad para permitir la fabricacion y que mantienen
la integridad del compuesto durante un periodo de tiempo suficiente para ser detectado y preferiblemente durante un
periodo de tiempo suficiente para ser util para los propdsitos detallado en el presente documento.

El término “alifatico”, tal como se usa en el presente documento, incluye tanto hidrocarburos saturados e
insaturados, de cadena lineal (es decir, no ramificados), ramificados, aciclicos, ciclicos, o alifaticos policiclicos, que
estan opcionalmente sustituidos con uno o mas grupos funcionales. Como se apreciara por un experto habitual en la
técnica, “alifatico” se desea en el presente documento para incluir alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo,
cicloalquenilo, y restos de cicloalquinilo.

Los términos “arilo” y “heteroarilo”, tal como se usan en el presente documento, se refieren a restos insaturados
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mono- o policiclicos que tienen preferiblemente de 3-14 atomos de carbono, cada uno de los cuales puede estar
sustituido o no sustituido. En determinadas realizaciones, “arilo” se refiere a un sistema de anillo carbociclico mono-
o biciclico que tiene uno o dos anillos aromaticos incluyendo fenilo, naftilo, tetrahidronaftilo, indanilo e indenilo. En
determinadas realizaciones, “heteroarilo” se refiere a un sistema de anillo heterociclico mono- o biciclico que tiene
uno o dos anillos aromaticos en el que uno, dos, o tres atomos del anillo son heteroatomos independientemente
seleccionados del grupo que consiste en S, O y N y los atomos del anillo restantes son carbono. Los ejemplos de
grupos heteroarilo incluyen piridilo, pirazinilo, pirimidinilo, pirrolilo, pirazolilo, imidazolilo, tiazolilo, oxazolilo,
isooxazolilo, tiadiazolilo, oxadiazolilo, tiofenilo, furanilo, quinolinilo e isoquinolinilo.

El término “alquenilo” tal como se usa en el presente documento se refiere a un hidrocarburo lineal o ramificado
insaturado que tiene al menos un doble enlace carbono-carbono, tal como un grupo lineal o ramificado de 2-12, 2-10
0 2-6 atomos de carbono, denominados en el presente documento como alquenilo C>-C42, alquenilo C2-Cqo ¥
alquenilo C,-Cg, respectivamente. A modo de ejemplo los grupos alquenilo incluyen vinilo, alilo, butenilo, pentenilo,
hexenilo, butadienilo, pentadienilo, hexadienilo, 2-etilhexenilo, 2-propil-2-butenilo, 4-(2-metil-3-buteno)-pentenilo, etc.

El término “alcoxi” tal como se usa en el presente documento se refiere a un grupo alquilo unido a un oxigeno (-O-
alquil). A modo de ejemplo los grupos alcoxi incluyen grupos con un grupo alquilo de 1-12, 1-8 o 1-6 atomos de
carbono, denominados en el presente documento como alcoxi C4-C12, alcoxi C1-Cg y alcoxi C1-Cs, respectivamente.
A modo de ejemplo los grupos alcoxi incluyen metoxi, etoxi, etc. De manera similar, a modo de ejemplo los grupos
“alquenoxi” incluyen viniloxi, aliloxi, butenoxi, etc.

El término “alcoxicarbonilo” tal como se usa en el presente documento se refiere a un grupo alquilo lineal o
ramificado unido a oxigeno, unido a un grupo carbonilo (alquil-O-C(O)-). A modo de ejemplo los grupos
alcoxicarbonilo incluyen grupos alcoxicarbonilo de 1-6 atomos de carbono, denominados en el presente documento
como alcoxicarbonilo C1.6. A modo de ejemplo los grupos alcoxicarbonilo incluyen metoxicarbonilo, etoxicarbonilo, t-
butoxicarbonilo, etc.

El término “alquiniloxi” usado en el presente documento se refiere a un grupo alquinilo lineal o ramificado unido a un
oxigeno (alquinil-O)). A modo de ejemplo los grupos alquiniloxi incluyen propiniloxi.

El término “alquilo” tal como se usa en el presente documento se refiere a un hidrocarburo lineal o ramificado
saturado, por ejemplo, tal como un grupo lineal o ramificado de 1-6, 1-4 o 1-3 atomos de carbono, denominados en
el presente documento como alquilo C4-Cs, alquilo C1-C4 y alquilo C4-Cs, respectivamente. A modo de ejemplo los
grupos alquilo incluyen metilo, etilo, propilo, isopropilo, 2-metil-1-propilo, 2-metil-2-propilo, 2-metil-1-butilo, 3-metil-1-
butilo, 2-metil-3-butilo, 2,2-dimetil-1-propilo, 2-metil-1-pentilo, 3-metil-1-pentilo, 4-metil-1-pentilo, 2-metil-2-pentilo, 3-
metil-2-pentilo, 4-metil-2-pentilo, 2,2-dimetil-1-butilo, 3,3-dimetil-1-butilo, 2-etil-1-butilo, butilo, isobutilo, t-butilo,
pentilo, isopentilo, neopentilo, hexilo, heptilo, octilo, etc.

El término “alquilcarbonilo” tal como se usa en el presente documento se refiere a un grupo alquilo lineal o
ramificado unido a un grupo carbonilo (alquil-C(O)-). A modo de ejemplo los grupos alquilcarbonilo incluyen grupos
alquilcarbonilo de 1-6 atomos, denominados en el presente documento como grupos alquilcarbonilo C1-Cs. A modo
de ejemplo los grupos alquilcarbonilo incluyen acetilo, propanoilo, isopropanoilo, butanoilo, etc.

El término “alquinilo” tal como se usa en el presente documento se refiere a un hidrocarburo lineal o ramificado
insaturado que tiene al menos un triple enlace carbono-carbono, tal como un grupo lineal o ramificado de 2-6 o 3-6
atomos de carbono, denominados en el presente documento como alquinilo C,. y alquinilo Cs., respectivamente. A
modo de ejemplo los grupos alquinilo incluyen etinilo, propinilo, butinilo, pentinilo, hexinilo, metilpropinilo, etc.

Los grupos alquilo, alquenilo y alquinilo pueden estar sustituidos opcionalmente, si no se indica lo contrario, con uno
0 mas grupos seleccionados de alcoxilo, alquilo, cicloalquilo, amino, halégeno y -C(O)alquilo. En determinadas
realizaciones, los grupos alquilo, alquenilo y alquinilo no estan sustituidos, es decir, son no sustituidos.

El término “amida” o “amido” tal como se usa en el presente documento se refiere a un radical de la forma -
RZC(O)N(R®)-, -R®C(O)N(R®)R*, o -C(O)NR®R’, en el que R?, R® y R® se seleccionan cada uno independientemente
de alcoxilo, alquilo, alquenilo, alqumllo amida, amino, arilo, arilalquilo, carbamato, cicloalquilo, éster, éter, formilo,
halégeno, haloalquilo, heteroarilo, heter00|cI|Io hldrogeno hidroxilo, cetona, y nitro. La amida puede unlrse a otro
grupo a través del carbono, del nitrégeno, R® R®, o R®. La amida también puede ser ciclica, por ejemplo R® yR° R%y
R’ o R® y R® pueden unirse para formar un anlllo de 3 a 12 miembros, tal como un anlllo de3a10 mlembros oun
anlllo de 5 a 6 miembros. El término “carboxamido” se refiere a la estructura -C(O)NR°R®.

El término ° amlna 0 “amino” tal como se usa en el presente documento se refiere a un radical de la forma -NR°R®,
en el que R? y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arllo arllalqullo
cicloalquilo, haloalquilo, heteroarilo, y heterociclilo. El amino también puede ser ciclico, por ejemplo, RY y R® se unen
juntos con el N para formar un anillo de 3 a 12 miembros, por ejemplo, morfolino o piperidinilo. El término amino
tamblen |ncluye la correspondiente sal de amonio cuaternario de cualquier grupo amino, por ejemplo, -
IN(RY)(R®)(R)]+. A modo de ejemplo los grupos amino incluyen grupos aminoalquilo, en los que al menos uno de R?,
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R®, o R"es un grupo alquilo. En determinada realizacion, RY y R® son hidrégeno o alquilo.

El término “cicloalquilo” tal como se usa en el presente documento se refiere a un grupo hidrocarburo saturado o
parcialmente insaturado monociclico de por ejemplo 3-6 o 4-6 carbonos, denominado en el presente documento, por
ejemplo, cicloalquilo Cs.s 0 cicloalquilo C4.6 y derivado de un cicloalcano. A modo de ejemplo los grupos cicloalquilo
incluyen ciclohexilo, ciclohexenilo, ciclopentilo, ciclobutilo o ciclopropilo.

Los términos “halo” o “halégeno” o “Hal” tal como se usan en el presente documento se refiere a F, Cl, Br o |. El
término “haloalquilo” tal como se usa en el presente documento se refiere a un grupo alquilo sustituido con uno o
mas atomos de halégeno.

Los términos “heterociclilo” o “grupo heterociclico” se reconocen en la técnica y se refieren a estructuras de anillo de
3 a 10 miembros saturadas o parcialmente insaturadas, alternativamente anillos de 3 a 7 miembros, cuyas
estructuras de anillo incluyen de uno a cuatro heteroatomos, tales como nitrégeno, oxigeno, y azufre. Los
heterociclos también pueden ser sistemas de anillos mono, bi, u otros multiciclicos. Un heterociclo puede estar
condensado a uno o mas anillos saturados, parcialmente insaturados o de arilo. Los grupos heterociclilo incluyen,
por ejemplo, biotinilo, cromenilo, dihidrofurilo, dihidroindolilo, dihidropiranilo, dihidrotienilo, ditiazolilo,
homopiperidinilo, imidazolidinilo, isoquinolilo, isotiazolidinilo, isoxazolidinilo, morfolinilo, oxolanilo, oxazolidinilo,
fenoxantenilo, piperazinilo, piperidinilo, piranilo, pirazolidinilo, pirazolinilo, piridilo, pirimidinilo, pirrolidinilo, pirrolidin-2-
onilo, pirrolinilo, tetrahidrofurilo, tetrahidroisoquinolilo, tetrahidropiranilo, tetrahidroquinolilo, tiazolidinilo, tiolanilo,
tiomorfolinilo, tiopiranilo, xantenilo, lactonas, lactamas tales como azetidinonas y pirrolidinonas, sultamas y sultonas.
El anillo heterociclico puede estar sustituido en una o mas posiciones con sustituyentes tales como alcanoilo,
alcoxilo, alquilo, alquenilo, alquinilo, amido, amidino, amino, arilo, arilalquilo, azido, carbamato, carbonato, carboxilo,
ciano, cicloalquilo, éster, éter, formilo, halégeno, haloalquilo, heteroarilo, heterociclilo, hidroxilo, imino, cetona, nitro,
fosfato, fosfonato, fosfinato, sulfato, sulfuro, sulfonamido, sulfonilo y tiocarbonilo. En determinadas realizaciones, el
grupo heterociclico no esta sustituido, es decir, el grupo heterociclico esta no sustituido.

El término “heterocicliloalcoxi” tal como se usa en el presente documento se refiere a un grupo heterociclil-alquil-O-.
El término “heterocicliloxi” se refiere a un grupo heterociclil-O-.

El término “heterocicliloxialquilo” se refiere a un grupo heterociclil-O-alquil-.

Los términos “hidroxi” e “hidroxilo” tal como se usa en el presente documento se refieren al radical -OH.

El término “oxo” tal como se usa en el presente documento se refiere al radical =O.

“Farmacéuticamente o farmacoldgicamente aceptable” incluye entidades moleculares y composiciones que no
producen una reaccion adversa, alérgica u otra reaccion desfavorable cuando se administran a un animal, o un
humano, segun sea apropiado. “Para administracion a humanos, las preparaciones deben satisfacer las normas de
esterilidad, pirogenicidad, seguridad general y pureza con arreglo a la oficina de normas bioldgicas de la FDA.

Tal como se usa en la presente divulgacion, el término “agonista del receptor de NMDA parcial” se define como un
compuesto que es capaz de unirse a un sitio de union a glicina de un receptor de NMDA; a bajas concentraciones un
agonista del receptor de NMDA actia sustancialmente como agonista y a altas concentraciones actua
sustancialmente como un antagonista. Estas concentraciones se determinan de manera experimental para cada
“agonista parcial.

Tal como se usa en el presente documento “portador farmacéuticamente aceptable” o “excipiente” incluyen todos y
cada uno de los disolventes, medios de dispersién, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes
isotonicos y que retardan la absorcion que son fisiologicamente compatibles. En una realizacién, el portador es
adecuado para administracion parenteral. Alternativamente, el portador puede ser adecuado para administracion
intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, sublingual u oral. Portadores farmacéuticamente aceptables incluyen
dispersiones o disoluciones acuosas estériles y polvos estériles para la preparacion extemporanea de dispersiéon o
disoluciones inyectables estériles. El uso de tales medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es
bien conocido en la técnica. Salvo que cualquiera de los medios convencionales o agentes sean incompatibles con
el compuesto activo, se contempla el uso de los mismos en las composiciones farmacéuticas de la invencién.
También pueden incorporarse compuestos activos adicionales en las composiciones.

El término “sal(es) farmacéuticamente aceptable(s)” tal como se usa en el presente documento se refiere a sales de
grupos acidos o basicos que pueden estar presentes en compuestos usados en las presentes composiciones.
Compuestos incluidos en las presentes composiciones que son de naturaleza basica son capaces de formar una
amplia variedad de sales con diversos acidos inorganicos y organicos. Los acidos que pueden usarse para preparar
sales de adicion de acidos farmacéuticamente aceptables de tales compuestos basicos son aquellos que forman
sales de adicién de acidos no tdxicas, es decir, sales que contienen aniones farmacoldgicamente aceptables,
incluyendo sales de malato, oxalato, cloruro, bromuro, yoduro, nitrato, sulfato, bisulfato, fosfato, fosfato acido,
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isonicotinato, acetato, lactato, salicilato, citrato, tartrato, oleato, tanato, pantotenato, bitartrato, ascorbato, succinato,
maleato, gentisinato, fumarato, gluconato, glucaronato, sacarato, formiato, benzoato, glutamato, metanosulfonato,
etanosulfonato, bencenosulfonato, p-toluenosulfonato y pamoato (es decir, 1,1-metilen-bis-(2-hidroxi-3-naftoato)).
Compuestos incluidos en las presentes composiciones que incluyen un resto amino pueden formar sales
farmacéuticamente aceptables con diversos aminoacidos, ademas de los acidos mencionados anteriormente.
Compuestos incluidos en las presentes composiciones que son de naturaleza acida son capaces de formar sales de
bases con diversos cationes farmacolégicamente aceptables. Los ejemplos de tales sales incluyen sales de metales
alcalinos o alcalinotérreos y, particularmente, sales de calcio, magnesio, sodio, litio, zinc, potasio y hierro.

Los compuestos de la divulgacion pueden contener uno o mas centros quirales y/o dobles enlaces y, por tanto,
existir como estereoisémeros, tales como isdbmeros geométricos, enantiomeros o diasteredmeros. El término
“estereoisémeros” cuando se usa en el presente documento consiste en todos los isémeros geométricos,
enantidomeros o diasteredmeros. Estos compuestos pueden designarse por los simbolos “R” 0 “S”, dependiendo de
la configuracion de sustituyentes alrededor del atomo de carbono estereogénico. La presente invencion abarca
diversos estereoisomeros de estos compuestos y mezclas de los mismos. Los estereoisdmeros incluyen
enantiomeros y diasteredmeros. Las mezclas de enantiomeros o diasteredmeros pueden designarse “(+)” en la
nomenclatura, pero el experto en la técnica reconocera que una estructura puede denotar un centro quiral de
manera implicita.

Estereoisdmeros individuales de compuestos de la presente invencién pueden prepararse sintéticamente a partir de
materiales de partida comercialmente disponibles que contienen centros asimétricos o estereogénicos, o mediante
preparacion de mezclas racémicas seguida por métodos de resolucion bien conocidos por los expertos habituales en
la técnica. Estos métodos de resolucion se ejemplifican por (1) uniéon de una mezcla de enantidmeros a un auxiliar
quiral, separacion de la mezcla resultante de diasteredmeros mediante recristalizacion o cromatografia y liberacion
del producto 6pticamente puro del auxiliar, (2) formacion de sales empleando un agente de resolucién épticamente
activo, o (3) separacion directa de la mezcla de enantidmeros 6pticos en columnas cromatograficas quirales. Las
mezclas estereocisoméricas también pueden resolverse en sus estereoisdmeros componentes mediante métodos
bien conocidos, tales como cromatografia de gases de fase quiral, cromatografia de gases de alta resolucion de fase
quiral, cristalizar el compuesto como un complejo de sal quiral, o cristalizar el compuesto en un disolvente quiral. Los
estereoisomeros también pueden obtenerse a partir de productos intermedios, reactivos y catalizadores
estereoméricamente puros, mediante métodos sintéticos asimétricos bien conocidos.

un enlace que puede ser un enlace simple, doble o triple tal como se describe en el presente documento. La
presente invencion abarca los diversos isomeros geométricos y mezclas de los mismos que resultan de la
disposicion de sustituyentes alrededor de un doble enlace carbono-carbono o la disposicion de sustituyentes
alrededor de un anillo carbociclico. Los sustituyentes alrededor de un doble enlace carbono-carbono se designan
como configuraciéon “Z” o “E” en la que los términos “Z”y “E” se usan segun las normas de la [IUPAC. A menos que
se especifique lo contrario, las estructuras que representan dobles enlaces abarcan ambos isémeros “E”y “Z”.

Los sustituyentes alrededor de un doble enlace carbono-carbono pueden denominarse alternativamente como “cis” o
“trans”, donde “cis” representa sustituyentes en el mismo lado del doble enlace y “trans” representa sustituyentes en
lados opuestos del doble enlace. La disposicion de sustituyentes alrededor de un anillo carbociclico se designa
como “cis” o “trans”. El término “cis” representa sustituyentes en el mismo lado del plano del anillo y el término
“trans” representa sustituyentes en lados opuestos del plano del anillo. Las mezclas de compuestos en las que los
sustituyentes se disponen tanto en el mismo lado como en lados opuestos del plano del anillo se designan
“cis/trans”.

Los compuestos divulgados en el presente documento pueden existir en formas solvatadas asi como en formas no
solvatadas con disolventes farmacéuticamente aceptables tales como agua y etanol, y se desea que la invencion
comprenda tanto formas solvatadas como solvatadas. En una realizacion, el compuesto es amorfo. En una
realizacioén, el compuesto es un polimorfo. En otra realizacién, el compuesto es una forma cristalina.

La invencion también comprende compuestos marcados isotépicamente de la invencién que son idénticos a aquellos
mencionados en el presente documento, excepto que uno o mas atomos estan sustituidos con un atomo que tiene
una masa atémica o nimero atémico diferente de la masa atémica o numero atdomico encontrado habitualmente en
la naturaleza. Los ejemplos de isotopos que pueden incorporarse en compuestos de la invencion incluyen isotopos
de hidrégeno, carbono, nitrégeno, oxigeno, fésforo, fllor y cloro, tales como 2H, 3H, 13’C, 14C, 15N, 18O, 70, 31P, 2P,
353, B y SGCI, respectivamente.

Determinados compuestos divulgados marcados isotopicamente (por ejemplo, aquellos marcados con °H y 14C) son
utiles en ensayos de distribucion en teJ'idos de compuesto y/o sustrato. Se prefieren particularmente isotopos tritio
(es decir, ®H) y carbono-14 (es decir, "*C) por su facilidad de preparacion y detectabilidad. Ademas, la sustitucion
con isotopos mas pesados tales como deuterio (es decir, 2H) pueden proporcionar determinadas ventajas
terapéuticas que dan como resultado una mayor estabilidad metabdlica (por ejemplo, semivida in vivo aumentada o
requisitos de dosificacion reducidos) y por tanto pueden preferirse en algunas circunstancias. Los compuestos
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marcados isotépicamente de la invencion pueden prepararse generalmente siguiendo procedimientos analogos a
aquellos divulgados en los por ejemplo, ejemplos en el presente documento, sustituyendo un reactivo no marcado
isotépicamente por un reactivo marcado isotépicamente.

Tal como se usa en la presente divulgacion, “NMDA” se define como N-metil-d-aspartato.

En la presente memoria descriptiva, el término “cantidad terapéuticamente eficaz’ significa la cantidad del
compuesto objeto que provocara la respuesta biolégica o médica de un tejido, sistema, animal o humano que es
buscado por el investigador, veterinario, médico u otro profesional clinico. Los compuestos de la invenciéon se
administran en cantidades terapéuticamente eficaces para tratar una enfermedad. Alternativamente, una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto es la cantidad necesaria para lograr un efecto terapéutico y/o profilactico
deseado, tal como una cantidad que da como resultado definida como aquella cantidad necesaria para dar la
maxima mejora de un comportamiento (por ejemplo, aprendizaje), respuesta fisiolégica (por ejemplo, induccion de
LTP) o inhibicion de dolor neuropatico.

Compuestos

Los compuestos de referencia divulgados incluyen aquellos representados por la formula:

R’ R
RS R°
<o
;1 N O HN R
f e L
R? Nerso NH,
R10

y sales farmacéuticamente aceptables, estereoisémeros, metabolitos e hidratos de los mismos,
en la que:

R' R? R® y R* pueden seleccionarse independientemente del grupo que consiste en hidrégeno; halégeno; grupo
alifatico ciclico o aciclico, sustituido o no sustituido, ramificado o no ramificado; grupo heteroalifatico ciclico o
aciclico, sustituido o no sustituido, ramificado o no ramificado; arilo sustituido o no sustituido; heteroarilo sustituido o
no sustituido; -OR% -NOy -Nz; -CN; -SCN; -SR*; -C(O)R*; -CO2(R"); -C(O)N(R")z; -C(NRN(RY)z; -OC(O)RY; -
OCO2R%; -OC(O)N(R")2; -N(R")2; -SOR*, -S(0)2R*; -NR*C(O)R*; -NR*C(O)N(R%)2;-NR*C(O)OR”; -NR*C(NR*)N(R")2; y
-C(R)s; en los en que en cada caso R* se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrogeno;
halégeno; acilo; grupo alifatico opcionalmente sustituido; grupo heteroalifatico opcionalmente sustituido; arilo
opcionalmente sustituido; y heteroarilo opcionalmente sustituido;

R® y R® pueden selecmonarse independientemente del grupo que consiste en -Q-Ar e hidrégeno, siempre y cuando
al menos uno de R® y R°® sea -Q-Ar; en el que Q se selecciona independientemente del grupo que consiste en grupo
alifatico ciclico o aciclico, sustituido o no sustituido, ramificado o no ramificado; grupo heteroalifatico ciclico o
aciclico, sustituido o no sustituido, ramificado o no ramificado; y un enlace; y en el que Ar se selecmona del grupo
que consiste en arilo sustituido o no sustituido, y heteroarilo sustituido o no sustituido; o R® y RS, junto con los
atomos a los que estan unidos, forman un anillo cicloalquilo o heterociclico de 4-6 miembros sustituido o no
sustituido;

R’ y R® pueden seleccionarse independientemente del grupo que consiste en hidrogeno; halégeno; hidroxilo; anU|Io
C1-Cs sustituido o no sustituido; alcoxilo C1-Cs sustituido o no sustituido; y arilo sustituido o no sustituido; o R’ y R®,
junto con los atomos a los que estan unidos, forman un anillo cicloalquilo o heterociclico de 4-6 miembros sustltU|do
0 no sustituido;

R® y R pueden seleccionarse independientemente del grupo que consiste en hidrégeno; alquilo C4-Ce,
opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente seleccionado del grupo que
consiste en haldégeno, oxo e hidroxilo; alquenilo Cz., opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno
independientemente seleccionado del grupo que consiste en halégeno, oxo e hidroxilo; alquinilo C;.6, opcionalmente
sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente seleccionado del grupo que consiste en
halégeno, oxo e hidroxilo; cicloalquilo Cs.s, opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno
independientemente seleccionado del grupo que consiste en alquilo Cis, halégeno, oxo e hidroxilo; fenilo,
opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente seleccionado del grupo que
consiste en alquilo C+.6; alcoxilo C+.; haloégeno; hidroxilo; -C(O)R*; -CO2(R*); -C(O)N(R)2; -C(NR*)N(R)2; y -C(R")3;
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en los en que en cada caso R* se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrégeno; halégeno;
alquilo Cys; alquenilo Cy; alquinilo Caos; cicloalquilo Cse; y fenilo; o R® y R'" , junto con N, forman un anillo
heterociclico de 4-6 miembros, opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente
seleccionado del grupo que consiste en alquilo C4., haldgeno, oxo e hidroxilo.

En algunas realizaciones, R' R? R® y R* pueden seleccionarse independientemente del grupo que consiste en
hidrégeno; halogeno; alquilo Ci; alquenilo Css; alquinilo Cye; cicloalquilo Css; fenilo; naftilo; heteroarilo;
heterociclilo; cicloalquil Cse-alquil C16-; fenll anU|I C1.6-; naftil-alquil C16-; heteroaril-alquil C16-; y heter00|cI|I -alquil
Cis-; -OR% -NO2; -N3; -CN;-SCN; -SR%; -C(O)R*; -CO2(R¥); -C(O)N(R")2; -C(NRN(R")2; -OC(O)R*; -OCO2R’;
OC(O)N(R* )2, -N(R")2; -SOR%; -S(0).R%; -NRXC(O)RX; -NR*C(O)N(R"); -NRXC(O)ORX;-NRXC(NRX)N(RX)Z; y -C(RX)3;
en el que heteroarilo es un anillo de 5-6 miembros que tiene uno, dos, o tres heteroatomos cada uno
independientemente seleccionado de N, O o S; en el que heteroarllo esta opcionalmente sustituido con uno o mas
sustituyentes cada uno independientemente seleccionado de R® en el que heterociclilo es un anillo de 4-7 miembros
opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente seleccionado de R en el que
cuando el heterociclilo contiene un resto -NH-, este resto -NH- esta opcionalmente sustituido con R% en el que
alquenilo C,6 y alquinilo Cys, estan cada uno |ndepend|entemente opcionalmente sustituidos con uno o mas
sustituyentes cada uno independientemente seleccionado de R®; en el que alquilo C1 -6 esta opcionalmente sustituido
con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente selecmonado de R en el que cicloalquilo Cs6 esta
independientemente opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente
seleccionado de RY;

RP puede seleccionarse, independientemente para cada caso, del grupo que consiste en halégeno; hidroxilo; -NOy; -
Ns; -CN; -SCN; alquilo C+.; alquenilo Cy6; alquinilo Ca.; cicloalquilo Cs.; alcoxi Ci.6; alqueniloxi Cs.; alquiniloxi Cs.;
cicloalcoxi Cas; alquil C1.-S(O)w-, en el que w es 0, 1 o 2; alquil Cqe-cicloalquil Cs¢-; cicloalquil Css-alquil Cq.6-;
alcoxicarbonil C1.6-N(R®)-; alquil C1.6-N(R%)-; alquil C1.6-N(R*)carbonil-; R°R*N-; R°R*N-carbonil-; R*R*N-carbonil-
N(R®)-; R®R*N-SO,-; y alquil C1s-carbonil-N(R)-;

R®y R? pueden seleccionarse, independientemente para cada caso, del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo
C1.s, 0 R* y R* cuando se toman junto con el nitrégeno al que estan unidos forman un anillo heterociclico de 4-6
miembros, en el que alquilo Cis estda opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno
independientemente seleccionado del grupo que consiste en halégeno, oxo e hidroxilo, y en el que el anillo
heterociclico esta opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente seleccionado
del grupo que consiste en halégeno, alquilo, oxo o hidroxilo;

R°® puede seleccionarse, independientemente para cada caso, del grupo que consiste en haldgeno; hidroxilo; -NOy; -
Ns; -CN; -SCN; oxo; alquilo C1.6; alquenilo Ca.6; alquinilo Cy; cicloalquilo Cs6; alcoxi Cq.6; alqueniloxi Cs.s; alquiniloxi
Cs.; cicloalcoxi Cs.; alquil C1.-S(O)w-, en el que w es 0, 1 o 2; alquil C1-cicloalquil Cs.6-; cicloalquil Cse-alquil C1.6-;
alcoxicarbonil C16-N(R®)-; alquil C1.6-N(R%)-; alquil C16-N(R®)carbonil-; R’R®N-; R*R®N-carbonil-; R*R*N-carbonil-
N(R®)-; R*R*N-SO,-; y alquil C4.s-carbonil-N(R*)-;

R? puede seleccionarse, independientemente para cada caso, del grupo que consiste en alquilo C+., alquilcarbonilo
C1., y alquilsulfonilo C1.6, en el que alquilo C1. esta opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno
independientemente seleccionado de halégeno, hidroxilo, y R*°R*N-;

R°® puede seleccionarse, independientemente para cada caso, del grupo que consiste en halégeno; hidroxilo; -NOz; -
N3; -CN; -SCN; alcoxi C1.4; alcoxicarbonilo C14; R*R*N-; R®R® N-carbonilo; R*R*N-SO»-; y alquil C1.4S(O)w-, en el que
wesO0,102;

R’ puede seleccionarse, independientemente para cada caso, del grupo que consiste en haldégeno; hidroxilo; -NO2; -
N3; -CN; -SCN; alcoxi C1.4; alcoxicarbonilo C14; R*R? N R°R?N- carbonilo; R?R? 'N- SO,-; y alquil C14S(O)w-, en el que
wes0,102;

RY puede seleccionarse, independientemente para cada caso, del grupo que consiste en halégeno, hidroxilo, -NO; -
N3; -CN; -SCN; alquilo C1.¢; alcoxi Ci.4; alcoxicarbonilo Ci4; R®*R*N-; R®R®*N-carbonilo; R®*R*N-SO,-; y alquil Cx.
4S(O)w-, enelquewes0,102;

R* puede seleccionarse, independientemente, del grupo que consiste en hidrogeno; haldgeno; alquilo C+.6; alquenilo
C..6; alquinilo Ca.; cicloalquilo Cs.6; fenilo; naftilo; heteroarilo; heterociclilo; cicloalquil Cs6- alquil Cy.6-; fenil-alquil C.
6-; naftil-alquil C1.-; heteroaril-alquil C16-; y heterociclil-alquil C1.6-; en el que heteroarilo es un anillo de 5-6 miembros
que tiene uno, dos o tres heteroatomos cada uno independientemente seleccionado de N, O o S; en el que
heteroarllo esta opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente seleccionado
de R en el que heterociclilo es un anillo de 4-7 miembros opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes
cada uno independientemente seleccionado de R% en el que cuando heterociclilo contiene un resto -NH-, este resto
-NH- esta opcionalmente sustituido con R% en el que alquenilo Czs y alquinilo Cus, estan cada uno
independientemente opcionalmente sustltmdos con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente
seleccionado de R®% en el que alquilo C1 esta opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno
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independientemente seleccionado de R en el que cicloalquilo Cs; esta independientemente opcionalmente
sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente seleccionado de R°.

En determinadas realizaciones, al menos uno de R1, R2, R® y R* puede ser hidroxilo.

En algunos casos, al menos uno de R1, R2, R® y R* puede ser alquilo C1-Cs, opcionalmente sustituido con uno, dos o
tres sustituyentes seleccionados independientemente del grupo que consiste en halégeno, hidroxilo, -NH- y ciano.

En algunas realizaciones, al menos uno de R® y R® puede ser (alqmleno C1-Ceg)-Ar. Al menos uno de R® y R® puede
ser también -CHz-Ar. En algunos casos, al menos uno de R® y R°® es -Q-fenil. En determinados ejemplos, uno de R® y
R® puede ser hidrégeno.

En algunos casos, R’ y R® pueden selecmonarse inde 8pendlentemente del grupo que consiste en hidrégeno;
halégeno; hidroxilo; alquilo C4-Cs; fenilo y naftilo; o R’ y R", junto con los atomos a los que estan unidos, forman un
anillo cicloalquilo o heterociclico de 4-6 miembros; en el que alquilo C4-Cs, fenilo, naftilo, el anillo cicloalquilo y el
anillo heterociclico pueden estar cada uno independientemente sustituido por uno o mas sustituyentes
seleccionados del grupo que consiste en halégeno; hidroxilo; -NO2; -Ns; -CN; -SCN; alcoxi C1.4; alcoxicarbonilo Ci.4;
R?R*N-; R®R?N-carbonilo; R*’R*N-SO,-; y alquil C14S(O)s-, en el que w es 0, 1 0 2; en el que R* y R® pueden
selecaonarse independientemente para cada caso, del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo C16, 0 R®* y R®

cuando se toman junto con el nitrégeno al que estan unidos forman un anillo heterociclico de 4-6 miembros, en el
que alquilo Cqs esta opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente
seleccionado del grupo que consiste en halégeno, oxo e hidroxilo, y en el que el anillo heterociclico esta
opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente seleccionado del grupo que
consiste en haldgeno, alquilo, oxo o hidroxilo.

En algunos casos, R’ y R® pueden ser hidrégeno.

En una realizacion a modo de ejemplo, un compuesto puede representarse por:

=T
OH
N ~

O HN :
HQ
0
0
NH> NH;

En otra realizacion a modo de ejemplo, un compuesto puede representarse por:

En aun otra realizacion a modo de ejemplo, un compuesto puede representarse por:



NH, N
"%

OH

(0] o) Nl_-l
TFA® -
oH N2
HoN o)

ES 2703904 T3

14

N
l
nt o}
o
“OH

NH
= NH
OH OH ,



ES 2703904 T3

NH

J—NH o
NH,
OMe
/—NH
O/\ -
NH,
OMe
OMe
7~NH ¢
O/\ P
NH,

Los compuestos de referencia divulgados también incluyen aquellos representados por la féormula:
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R10
y sales farmacéuticamente aceptables, estereoisomeros, metabolitos e hidratos del mismo, en la que:

R' y R® pueden seleccionarse independientemente del grupo que consiste en hidrégeno; halégeno; grupo alifatico
ciclico o aciclico, sustituido o no sustituido, ramificado o no ramificado; grupo heteroalifatico ciclico o aciclico,
sustituido o no sustituido, ramificado o no ramificado; arilo sustituido o no sustituido; heteroarilo sustituido o no
sustituido; -OR%, -NO3; -N3; -CN; -SCN; -SR*; -C(O)R*; -CO2(R*); -C(O)N(R%)2; -C(NR*N(R*)2; -OC(O)R*; -OCO:R”; -
OC(O)N(R)2; -N(R)2; -SOR; -S(0):R*; -NR*C(O)R*; -NR*C(O)N(R"); -NR*C(O)OR*-NR*C(NRN(R")2; y -C(R)3;
en el que en cada caso R* se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrogeno; halégeno; acilo;
grupo alifatico opcionalmente sustituido; grupo heteroalifatico opcionalmente sustituido; arilo opcionalmente
sustituido; y heteroarilo opcionalmente sustituido;

R? y R* pueden selecmonarse |ndepend|entemente del grupo que consiste en hidrogeno y - OR*, siempre que al
menos uno de R? y R* sea hidrégeno, en el que R* se selecciona del grupo que consiste en hldrogeno halégeno;
acilo; grupo alifatico opcionalmente sustituido; grupo heteroalifatico opcionalmente sustituido; arilo opcionalmente
sustituido; y heteroarilo opcionalmente sustituido;

R® y R® pueden seleccionarse independientemente del grupo que consiste en -Q-Ar e hidrégeno; en el que Q se
selecciona independientemente del grupo que consiste en grupo alifatico ciclico o aciclico, sustituido o no sustituido,
ramificado o no ramificado; grupo heteroalifatico ciclico o aciclico, sustituido o no sustituido, ramificado o no
ramificado; y un enlace; y en el que Ar se selecaona del grupo que consiste en arilo sustituido o no sustituido, y
heteroarilo sustituido o no sustituido; o R® y R, junto con los atomos a los que estan unidos, forman un anillo
cicloalquilo o heterociclico de 4-6 miembros sustituido o no sustituido;

R’ y R?® se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrogeno; halégeno; h|dr0X|Io anU|Io C+-Ce
sustituido o no sustituido; alcoxi C4-Cs sustituido o no sustituido; y arilo sustituido o no sustituido; o R’ y R® , junto con
los atomos a los que estan unidos, forman un anillo cicloalquilo o heterociclico de 4-6 miembros sustltmdo 0 no
sustituido;

R® y R pueden seleccionarse independientemente del grupo que consiste en hidrégeno; alquilo C4-Ce,
opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente seleccionado del grupo que
consiste en halégeno, oxo e hidroxilo; alquenilo C,., opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno
independientemente seleccionado del grupo que consiste en halégeno, oxo e hidroxilo; alquinilo C;.6, opcionalmente
sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente seleccionado del grupo que consiste en
halégeno, oxo e hidroxilo; cicloalquilo Cs.s, opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno
independientemente seleccionado del grupo que consiste en alquilo Cis, halégeno, oxo e hidroxilo; fenilo,
opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente seleccionado del grupo que
consiste en alquilo C1.; alcoxi C1.6; haldgeno; hidroxilo; -C(O)R*; -CO2(R"); -C(O)N(R")2; -C(NR)N(R")2; y -C(R")3; en
el que en cada caso R* se selecciona independientemente deI grupo que consiste en hidrégeno; halégeno; alquilo
C1.6; alquenilo Cy.6; alquinilo Cs.; cicloalquilo Css; y fenilo; o R® y R'" , junto con N, forman un anillo heterociclico de
4-6 miembros, opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente seleccionado
del grupo que consiste en alquilo C1.6, halégeno, oxo e hidroxilo.

En algunas realizaciones, R' y R® pueden seleccionarse independientemente del grupo que consiste en hidrégeno;
haldégeno; alquilo C1.6; alquenilo Cy; alquinilo Ca.; cicloalquilo Cs.s; fenilo; naftilo; heteroarilo; heterociclilo; cicloalquil
Cse-alquil C16-; fenll anU|I C1.6-; naftil-alquil C1.6-; heteroaril-alquil C16-; y heter00|cI|I -alquil C1.6-; -OR”; -NO3; -N3; -

CN; -SCN; -SR%; -C(O)R%; -CO2(R%); -C(O)N(R")2; -C(NR"N(R")2; -OC(O)R*; -OCOzR*; -OC(O)N(R* )2, -N(R)2; -
SORX; -S(O)R% NRXC(O)RX; -NR*C(O)N(R"); -NR*C(O)OR; -NRXC(NRX)N(RX)Z; y -C(RX)3; en el que heteroarilo es
un anillo de 5-6 miembros que tiene uno, dos o tres heteroatomos cada uno independientemente seleccionado de N,
O o S; en el que heteroarilo esta opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno
independientemente seleccionado de R® en el que heterociclilo es un anillo de 4-7 miembros opcionalmente
sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente seleccionado de R® en el que cuando el
heterociclilo contiene un resto -NH-, ese resto -NH- esta opcionalmente sustituido por R% en el que alquenilo Cos y
alquinilo C,.6, estan cada uno independientemente opcionalmente sustituidos con uno o mas sustituyentes cada uno
independientemente seleccionado de R®; en el que alquilo Cis estd opcionalmente sustituido con uno o mas
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sustituyentes cada uno independientemente seleccionado de R" en el que cicloalquilo Cs.s esta independientemente
opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente seleccionado de RY;

RP puede seleccionarse, independientemente para cada caso, del grupo que consiste en halégeno; hidroxilo; -NO»; -
Ns; -CN; -SCN; alquilo C+.; alquenilo Cy6; alquinilo Ca.; cicloalquilo Cs.; alcoxi Ci.6; alqueniloxi Cs.; alquiniloxi Cs.;
cicloalcoxi Css; alquil C16-S(O)w-, en el que w es 0, 1 o 2; alquil Cy 5-CIC|0a|QUI| Cs.-; cicloalquil Cs. e-aquIl Cie;
alcoxicarbonil C16-N(R®)-; alquil C1.6-N(R%)-; alquil C16-N(R®)carbonil-; R’R®N-; R*R®N-carbonil-; R*R*N-carbonil-
N(R®)-; R*R*N-SO,-; y alquil C4.s-carbonil-N(R*)-;

R%y R? pueden seleccionarse, independientemente para cada caso, del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo
C1.s, 0 R* y R cuando se toman junto con el nitrégeno al que estan unidos forman un anillo heterociclico de 4-6
miembros, en el que alquilo Cis estda opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno
independientemente seleccionado del grupo que consiste en halégeno, oxo e hidroxilo, y en el que el anillo
heterociclico esta opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente seleccionado
del grupo que consiste en halégeno, alquilo, oxo o hidroxilo;

R°® puede seleccionarse, independientemente para cada caso, del grupo que consiste en haldgeno; hidroxilo; -NOy; -
Ns; -CN; -SCN; oxo; alquilo C1.6; alquenilo Ca.6; alquinilo Cy; cicloalquilo Cs; alcoxi Cq.6; alqueniloxi Cs.s; alquiniloxi
Cs.6; cicloalcoxi Cs.; alquil C16-S(O)w-, en el que w es 0, 1 o 2; alquil C4 5-CIC|Oa|QUI| Cs.6-; cicloalquil Ca. e-alqun Cie;
alcoxicarbonil C16-N(R®)-; alquil C1.6-N(R%)-; alquil C16-N(R®)carbonil-; R’R®N-; R*R®N-carbonil-; R*R*N-carbonil-
N(R®)-; R*R*N-SO,-; y alquil C4.s-carbonil-N(R*)-;

R? puede seleccionarse, independientemente para cada caso, del grupo que consiste en alquilo C+., alquilcarbonilo
C1., y alquilsulfonilo C1.6, en el que alquilo C1. esta opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno
independientemente seleccionado de haldgeno, hidroxilo, y R*°R*N-;

R°® puede seleccionarse, independientemente para cada caso, del grupo que consiste en halégeno; hidroxilo; -NOz; -
Ns; -CN; -SCN; alcoxi C1.4; alcoxicarbonilo Cy4; R?R? N RR?N- carbonilo; R?R? 'N- SO,-; y alquilC14S(0O)w-, en el que
wes0,102;

R’ puede seleccionarse, independientemente para cada caso, del grupo que consiste en haldégeno; hidroxilo; -NO2; -
N3; -CN; -SCN; alcoxi C1.4; alcoxicarbonilo C14; R*R? N R°R?N- carbonilo; R?R? 'N- SO,-; y alquil C14S(O)w-, en el que
wes0,102;

RY puede seleccionarse, independientemente para cada caso, del grupo que consiste en halogeno hidroxilo, -NO; -
Ns3; -CN; -SCN; alquilo Cys; alcoxi Ci4; alcoxicarbonilo Ci4; R* R*N-; R?R?® N-carbonllo R*R*N-SO,-; y alquil Cx.
4S(O)w-, enelquewes0, 10 2;

R* puede seleccionarse, independientemente, del grupo que consiste en hidrogeno; haldgeno; alquilo C+.6; alquenilo
C..6; alquinilo Cy; cicloalquilo Cs.; fenilo; naftilo; heteroarilo; heterociclilo; cicloalquil Cs.-alquil C1.6-; fenil-alquil C1.6-
; naftil-alquil C4.6-; heteroaril-alquil C6-; y heterociclil-alquil C16-; en el que heteroarilo es un anillo de 5-6 miembros
que tiene uno, dos o tres heteroatomos cada uno independientemente seleccionado de N, O o S; en el que
heteroarllo esta opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente seleccionado
de R en el que heterociclilo es un anillo de 4-7 miembros opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes
cada uno independientemente seleccionado de R®; en el que cuando el heterociclilo contiene un resto -NH-, este
resto -NH- esta opcionalmente sustituido por R% en el que alquenilo C,6 y alquinilo Cy6, estan cada uno
|ndepend|entemente opcionalmente sustituidos con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente
seleccionado de R®% en el que alquilo C1 - esta opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno
|ndepend|entemente seleccionado de R en el que cicloalquilo Cs; esta independientemente opcionalmente
sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente seleccionado de R°.

En algunos casos, R? y R* pueden selecaonarse |ndepend|entemente del grupo que consiste en hidrégeno y -OR*,

siempre que al menos uno de R? y R* sea hidrégeno, en el que R* puede seleccionarse del grupo que consiste en
hidrégeno; halogeno; alquilo Ci; alquenilo Css; alquinilo Cye; cicloalquilo Css; fenilo; naftilo; heteroarilo;
heterociclilo; cicloalquil Cze-alquil C6-; fenil-alquil C46-; naftil-alquil C1.-; heteroaril-alquil C1.6-; y heterociclil-alquil
Ci6-; en el que heteroarilo es un anillo de 5-6 miembros que tiene uno, dos o tres heteroatomos cada uno
independientemente seleccionado de N, O o S; en el que heteroarllo esta opcionalmente sustituido con uno o mas
sustituyentes cada uno independientemente seleccionado de R® en el que heterociclilo es un anillo de 4-7 miembros
opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente seleccionado de R en el que
cuando heterociclilo contiene un resto -NH-, este resto -NH- esta opcionalmente sustituido por R% en el que
alquenilo Cu6 y alquinilo Cys, estan cada uno |ndepend|entemente opcionalmente sustituidos con uno o mas
sustituyentes cada uno independientemente seleccionado de R®; en el que alquilo C1 -6 esta opcionalmente sustituido
con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente selecmonado de R en el que cicloalquilo Cs6 esta
independientemente opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente
seleccionado de RY;
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RP puede seleccionarse, independientemente para cada caso, del grupo que consiste en halégeno; hidroxilo; -NO3; -
Ns; -CN; -SCN; alquilo C1.; alquenilo Cy6; alquinilo Ca.6; cicloalquilo Cs.; alcoxi Ci.6; alqueniloxi Cs.; alquiniloxi Cs.;
cicloalcoxi Css; alquil C16-S(O)w-, en el que w es 0, 1 o 2; alquil C4 5-CIC|0a|QUI| Cs.-; cicloalquil Cs. e-aquIl Cie;
alcoxicarbonil C16-N(R®)-; alquil C1.6-N(R%)-; alquil C16-N(R®)carbonil-; R’R®N-; R*R®N-carbonil-; R*R*N-carbonil-
N(R®)-; R*R*N-SO,-; y alquil C1.6-carbonil-N(R*)-;

R®y R? pueden seleccionarse, independientemente para cada caso, del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo
C1.s, 0 R* y R cuando se toman junto con el nitrégeno al que estan unidos forman un anillo heterociclico de 4-6
miembros, en el que alquilo Cis estda opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno
independientemente seleccionado del grupo que consiste en halégeno, oxo e hidroxilo, y en el que el anillo
heterociclico esta opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente seleccionado
del grupo que consiste en halégeno, alquilo, oxo o hidroxilo;

R°® puede seleccionarse, independientemente para cada caso, del grupo que consiste en haldgeno; hidroxilo; -NOy; -
Ns; -CN; -SCN; oxo; alquilo C1.6; alquenilo Cs.6; alquinilo Cy; cicloalquilo Cs6; alcoxi Cq.6; alqueniloxi Cs.s; alquiniloxi
Cs.; cicloalcoxi Cs.; alquil C1.-S(O)w-, en el que w es 0, 1 o 2; alquil C1-cicloalquil Cs.6-; cicloalquil Cse-alquil C1.6-;
alcoxicarbonil C1.6-N(R®)-; alquil C1.6-N(R%)-; alquil C1.6-N(R*)carbonil-; R°R*N-; R°R*N-carbonil-; R*R*N-carbonil-
N(R®)-; R*R*N-SO,-; y alquil C1.6-carbonil-N(R*)-;

RY puede seleccionarse, independientemente para cada caso, del grupo que consiste en alquilo C+., alquilcarbonilo
C1., y alquilsulfonilo C1.6, en el que alquilo C1. esta opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno
independientemente seleccionado de haldgeno, hidroxilo, y R*°R*N-;

R°® puede seleccionarse, independientemente para cada caso, del grupo que consiste en halégeno; hidroxilo; -NOz; -
N3; -CN; -SCN; alcoxi C1.4; alcoxicarbonilo C14; R*R*N-; R*R® N-carbonilo; R*R*N-SO»-; y alquil C1.4S(O)w-, en el que
wesO0,102;

R’ puede seleccionarse, independientemente para cada caso, del grupo que consiste en haldégeno; hidroxilo; -NO2; -
N3; -CN; -SCN; alcoxi C1.4; alcoxicarbonilo C14; R*R? N R°R?N- carbonilo; R?R? 'N- SO,-; y alquil C14S(O)w-, en el que
wes0,102;

RY puede seleccionarse, independientemente para cada caso, del grupo que consiste en halégeno, hidroxilo, -NO; -
N3; -CN; -SCN; alquilo C1.¢; alcoxi Ci.4; alcoxicarbonilo Ci4; R®R*N-; R®R®*N-carbonilo; R®*R*N-SO,-; y alquil Cx.
4S(O)w-, enelquewes0, 10 2.

En determinadas realizaciones, R® y R® pueden seleccionarse independientemente del grupo que consiste en -Q-Ar
e hidrégeno; en el que Q se selecciona independientemente del grupo que consiste en alquilo C1.6; alquenilo Cy.;
alquinilo Ca.; cicloalquilo Css; heterociclilo; cicloalquil Cs.s-alquil C16-; heterociclil-alquil C1.6-; y un enlace X en el
que Ar se selecciona del grupo que consiste en fenilo, naftilo, y heteroarilo sustituido o no sustituido; o R® y R”, junto
con los atomos a los que estan unidos, forman un anillo cicloalquilo o heterociclico de 4-6 miembros, opC|onaImente
sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente seleccionado de halégeno, hidroxilo, -NO; -
N3; -CN; -SCN; alquilo C1.¢; alcoxi Ci.4; alcoxicarbonilo Ci4; R*R*N-; R®R®*N-carbonilo; R®*R*N-SO,-; y alquil Cx.
4S(O)w-,enelquewes0,102;y

enelqueR%y R? pueden seleccionarse, independientemente para cada caso, del grupo que consiste en hidrégeno
y alquilo C15, 0 R* y R* cuando se toman junto con el nitrégeno al que estan unidos forman un anillo heterociclico de
4-6 miembros, en el que alquilo Cis estd opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno
independientemente seleccionado del grupo que consiste en halégeno, oxo e hidroxilo, y en el que el anillo
heterociclico esta opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente seleccionado
del grupo que consiste en halégeno, alquilo, oxo o hidroxilo.

En determinadas realizaciones, al menos uno de R1, R2, R® y R* puede ser hidroxilo.

En algunos casos, al menos uno de R1, R2, R® y R* puede ser alquilo C1-Cs, opcionalmente sustituido con uno, dos o
tres sustituyentes seleccionados independientemente del grupo que consiste en halégeno, hidroxilo, -NH. y ciano.

En algunas realizaciones, al menos uno de R® y R® puede ser (algulleno C1-Ce)-Ar, por ejemplo, uno de R® y R®
también puede ser -CHz-Ar. En algunos casos, al menos uno de R’ y R® es -Q-fenilo. En determinados ejemplos,
uno de R® y R® puede ser hidrégeno.

En algunos casos, R’ y R® pueden seleccionarse |nd é)endlentemente del grupo que consiste en hidrégeno;
halégeno; hidroxilo; alquilo C+-Cs; fenilo; y naftilo; o R’ y R%, junto con los atomos a los que estan unidos, forman un
anillo cicloalquilo o heterociclico de 4-6 miembros; en el que alquilo C4-Cs, fenilo, naftilo, el anillo cicloalquilo y el
anillo heterociclico pueden sustituirse cada uno independientemente con uno o mas sustituyentes seleccionados del
grupo que consiste en halégeno; hidroxilo; -NO2; -N3; -CN; -SCN; alcoxi C1.4; alcoxicarbonilo Cq.; R?R? N R°R®N-
carbonilo; R?RN-SO,-; y alquil C14-S(O)u-, en el que w es 0, 1 0 2; en el que R* y R® pueden seleccwnarse
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independientemente para cada caso, del grupo que consiste en hidrogeno y alquilo C16, 0 R® y R? cuando se toman
junto con el nitrégeno al que estan unidos forman un anillo heterociclico de 4-6 miembros, en el que alquilo C1. esta
opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes cada uno independientemente seleccionado del grupo que
consiste en halégeno, oxo e hidroxilo, y en el que el anillo heterociclico esta opcionalmente sustituido con uno o mas
sustituyentes cada uno independientemente seleccionado del grupo que consiste en haldégeno, alquilo, oxo o
hidroxilo.

En algunos casos, R’ y R® pueden ser hidrégeno.

En una realizacién de referencia, un compuesto puede representarse por:

N HN
HO ©
0
0
NH, NH2

En otra realizacion de referencia, un compuesto puede representarse por:

Bathe
OH
N o HN
HQ
0
o)
NH > NH,

En aun otra realizacién de referencia, un compuesto puede representarse por:

NH,

Los compuestos de la presente divulgacion y formulaciones de los mismos pueden tener una pluralidad de centros
quirales. Cada centro quiral puede ser independientemente R, S, o cualquier mezcla de R y S. Por gjemplo, en
algunas realizaciones, un centro quiral puede tener una razén R:S de entre aproximadamente 100:0 y
aproximadamente 50:50, de entre aproximadamente 100:0 y aproximadamente 75:25, de entre aproximadamente
100:0 y aproximadamente 85:15, de entre aproximadamente 100:0 y aproximadamente 90:10, de entre
aproximadamente 100:0 y aproximadamente 95:5, de entre aproximadamente 100:0 y aproximadamente 98:2, de
entre aproximadamente 100:0 y aproximadamente 99:1, de entre aproximadamente 0:100 y 50:50, de entre
aproximadamente 0:100 y aproximadamente 25:75, de entre aproximadamente 0:100 y aproximadamente 15:85, de
entre aproximadamente 0:100 y aproximadamente 10:90, de entre aproximadamente 0:100 y aproximadamente
5:95, de entre aproximadamente 0:100 y aproximadamente 2:98, de entre aproximadamente 0:100 y
aproximadamente 1:99, de entre aproximadamente 75:25 y 25:75, y aproximadamente 50:50. Formulaciones de los
compuestos divulgados que comprenden una razén mayor de uno o mas isomeros (es decir, R y/o S) pueden poseer
caracteristica terapéutica potenciada relativa a formulaciones racémicas de mezcla de compuestos o compuestos
divulgados.

Los compuestos divulgados pueden contemplar la apertura eficiente del canal del catién en el receptor de NMDA,
por ejemplo pueden unirse o asociarse con el sitio de glutamato del receptor de NMDA para asistir en la apertura del
canal del cation. Los compuestos divulgados pueden usarse para regular (abrir o cerrar) el receptor de NMDA a
través de la accién como un agonista.
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Los compuestos tal como se describen en el presente documento pueden ser agonistas parciales del receptor de
NMDA del sitio de glicina. Un agonista parcial tal como se usa en este contexto se entendera que significa que a
baja concentraciéon, el analogo actia como un agonista y a alta concentracion, el analogo actia como un
antagonista. La unién de glicina no esta inhibida por glutamato o por inhibidores competitivos de glutamato, y
tampoco se une al mismo sitio que el glutamato en el receptor de NMDA. Un segundo y separado sitio de unién para
glicina existe en el receptor de NMDA. El canal i6nico regulado por ligando del receptor de NMDA esta, por tanto,
bajo el control de al menos estos dos sitios alostéricos distintos. Los compuestos divulgados pueden ser capaces de
unirse o asociarse con el sitio de unién de glicina del receptor de NMDA. En algunas realizaciones, los compuestos
divulgados pueden poseer una potencia que es 10 veces o mayor que la actividad de los agonistas parciales del sitio
de glicina del receptor de NMDA existentes. Por ejemplo, los compuestos divulgados pueden poseer una potencia
mejorada de 10 veces a 20 veces en comparacion con GLYX-13. GLYX-13 se representa por:

O H
o) 0 j\/"‘
HoN “\\”\N)”,J\N “, o OH
NH»
PRV,

OH

Por ejemplo, en el presente documento se proporcionan compuestos que pueden ser al menos aproximadamente 20
veces mas potentes en comparacion con GLYX-13, seguin se mide por conductancia neuronal Unica regulada por el
receptor de NMDA activado por rafaga (Inwoa) €n un cultivo de neuronas piramidales CA1 del hipocampo a una
concentracion de 50 nM. En ofra realizaciéon, un compuesto proporcionado puede ser capaz de generar una
conductancia neuronal Unica regulada por el receptor de NMDA provocado por impacto unico mejorada (Invpa) €n
neuronas piramidales CA1 del hipocampo a concentraciones de 100 nM a 1 uM. Los compuestos divulgados pueden
tener potencia mejorada en comparacion con GLYX-13 medida por la magnitud de potenciacién a largo plazo (LTP)
en las sinapsis CA-1-de la via colateral de Schaffer en cortes de hipocampo in vitro.

Los compuestos divulgados pueden exhibir un alto indice terapéutico. El indice terapéutico, tal como se usa en el
presente documento, se refiere a la razén de la dosis que produce una toxicidad en el 50 % de la poblacion (es
decir, TDsg) con respecto a la minima dosis eficaz para el 50 % de la poblacion (es decir, EDsp). Por tanto, el indice
terapéutico = (TDso):(EDso). En algunas realizaciones, un compuesto divulgado puede tener un indice terapéutico de
al menos aproximadamente 10:1, al menos aproximadamente 50:1, al menos aproximadamente 100:1, al menos
aproximadamente 200:1, al menos aproximadamente 500:1, o al menos aproximadamente 1000:1.

Composiciones

En otros aspectos, se proporcionan formulaciones y composiciones que comprenden los compuestos divulgados y
opcionalmente un excipiente farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, una formulaciéon contemplada
comprende una mezcla racémica de uno o mas de los compuestos divulgados.

Las formulaciones contempladas pueden prepararse en cualquiera de una variedad de formas para su uso. A modo
de ejemplo, los compuestos pueden prepararse en una formulacion adecuada para administracion oral, inyeccion
subcutanea u otros métodos para administrar un agente activo a un animal conocido en las técnicas farmacéuticas.

Las cantidades de un compuesto divulgado tal como se describe en el presente documento en una formulacion
pueden variar segun factores tales como el grado de actividad de la enfermedad, edad, sexo y peso del individuo.
Los regimenes de dosificacion pueden ajustarse para proporcionar la respuesta terapéutica 6ptima. Por ejemplo,
puede administrarse un bolo simple, pueden administrarse varias dosis divididas a lo largo del tiempo o puede
reducirse o aumentarse la dosis de manera proporcional segun se indique por las exigencias de la situacion
terapéutica. Es especialmente ventajoso para formular composiciones parenterales en forma unitaria de dosificacion
para facilidad de administracion y uniformidad de dosificacion. Forma unitaria de dosificacion tal como se usa en el
presente documento se refiere a unidades separadas fisicamente adaptadas como dosificaciones unitarias para el
mamifero que se va a tratar; cada unidad contiene una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para
producir el efecto terapéutico deseado asociado con el portador farmacéutico requerido.

La memoria descriptiva para las formas unitarias de dosificacion de la invencion esta impuesta por y directamente
depende de (a) las caracteristicas Unicas del compuesto seleccionado y el efecto terapéutico particular que va a
lograrse, y (b) las limitaciones inherentes en la técnica de formacion de compuestos de dicho compuesto activo para
el tratamiento de sensibilidad en individuos.

Las composiciones terapéuticas normalmente pueden ser estériles y estables en las condiciones de fabricacion y
almacenamiento. La composiciéon puede formularse como una disolucién, microemulsion, liposoma u otra estructura
ordenada adecuada para una concentracion de farmaco alta. El portador puede ser un disolvente o medio de
dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol
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liquido) y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso
de un recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamarfio de particula requerido en el caso de
dispersion y mediante el uso de tensioactivos. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isotonicos, por
ejemplo, azucares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol o cloruro de sodio en la composicion. La absorcion
prolongada de las composiciones inyectables puede facilitarse incluyendo en la composicion un agente que retrase
la absorcion, por ejemplo, sales de monoestearato y gelatina.

Los compuestos pueden administrarse en una formulacion diferida, por ejemplo en una composicién que incluye un
polimero de liberacion lenta. Los compuestos pueden prepararse con portadores que protegeran el compuesto frente
a la liberacion rapida, tales como una formulacion de liberacion controlada, incluyendo implantes y sistemas de
entrega microencapsulados. Pueden usarse polimeros biocompatibles, biodegradables, tales como acetato de
etilenvinilo, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoesteres, acido polilactico y copolimeros polilacticos,
poliglicélicos (PLG). Muchos métodos para la preparacion de tales formulaciones se conocen generalmente por los
expertos en la técnica.

Pueden prepararse disoluciones inyectables estériles incorporando el compuesto en la cantidad requerida en un
disolvente apropiado con un ingrediente o una combinacion de ingredientes enumerados anteriormente, segun se
requiera, seguido por esterilizacion por filiracion. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el
compuesto activo en el interior de un vehiculo estéril que contiene un medio basico de dispersion y los otros
ingredientes necesarios de aquellos enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion
de disoluciones inyectables estériles, los métodos de preparacion preferidos son secado a vacio y liofilizacion que
produce un polvo del principio activo mas cualquier ingrediente deseado adicional a partir de una disolucion del
mismo esterilizada por filtracion previamente.

En algunas realizaciones, determinados compuestos divulgados son capaces de la entrega de una cantidad eficaz
de compuesto cuando se administran oralmente a un paciente. Por ejemplo, en determinadas realizaciones,
determinados compuestos divulgados son mas eficaces cuando se administran oralmente a un paciente en
comparacion con la administracion oral a un paciente de un compuesto de peptidilo representado por:

oL H
0 o j\/N
HzN \\\\”\N),,J\N OH
7 /9 N

L/

.

/

OH

Segun un aspecto alternativo de la invencién, un compuesto puede formularse con uno o mas compuestos
adicionales que mejoran la solubilidad del compuesto.

Métodos

Se proporcionan uno o mas de los compuestos divulgados para su uso en métodos para tratamiento de trastornos
cognitivos y para mejora del aprendizaje. Tales métodos incluyen administrar una formulacién farmacéuticamente
aceptable de uno o mas de los compuestos divulgados a un paciente necesitado de la misma. También se
contemplan métodos de tratamiento de pacientes que padecen de, déficits de memoria asociados con la edad,
esquizofrenia, trastornos del aprendizaje especiales, crisis, convulsiones posteriores a un accidente cerebrovascular,
isquemia cerebral, hipoglucemia, paro cardiaco, epilepsia, migrafias, asi como enfermedad de Huntington, Parkinson
y Alzheimer.

Otros métodos contemplados incluyen el tratamiento de isquemia cerebral, accidente cerebrovascular, traumatismo
cerebral, tumores cerebrales, dolor neuropatico agudo, dolor neuropatico cronico, trastornos del suefio, adiccion a
las drogas, depresion, determinados trastornos de la vision, sindrome de abstinencia del alcohol, ansiedad,
dificultades de aprendizaje y de memoria, autismo, epilepsia, demencia asociada a SIDA, atrofia multisistémica,
paralisis supranuclear progresiva, ataxia de Friedrich, sindrome de Down, sindrome del cromosoma X fragil,
esclerosis tuberosa, atrofia olivopontocerebelosa, paralisis cerebral, neuritis Optica inducida por farmacos,
neuropatia periférica, mielopatia, retinopatia isquémica, retinopatia diabética, glaucoma, paro cardiaco, trastornos de
la conducta, trastornos del control de impulsos, enfermedad de Alzheimer, pérdidas de memoria que acompafan
estadios tempranos de la enfermedad de Alzheimer, trastorno por déficit de atencién, TDAH, esquizofrenia, mejora
de la adicién a opiaceos, adiccion a la nicotina, adiccion al alcohol, traumatismo craneoencefalico, lesion de la
médula espinal, sindrome de estrés postraumatico y corea de Huntington.

Por ejemplo, se proporciona en el presente documento un compuesto divulgado para su uso en un método de
tratamiento de depresién en un paciente necesitado del mismo, que comprende administrar un compuesto
divulgado, por ejemplo, administrando de manera aguda un compuesto divulgado. En determinadas realizaciones, el
paciente resistente a tratamiento se identifica como uno que ha sido tratado con al menos dos tipos de tratamientos
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antidepresivos antes de la administracion de un compuesto divulgado. En otras realizaciones, el paciente resistente
a tratamiento es uno que se identifica como reacio o incapaz de tolerar un efecto secundario de al menos un tipo de
tratamiento antidepresivo.

Los estados de depresion mas comunes incluyen trastorno distimico y trastorno depresivo mayor. Otros estados de
depresion se desarrollan bajo circunstancias Unicas. Tales estados de depresion incluyen depresion psicética,
depresion posparto, trastorno afectivo estacional (TAE), trastorno del estado de animo, depresiones causadas por
estados médicos crénicos tales como cancer o dolor crénico, quimioterapia, estrés crénico, trastornos de estrés
postraumatico, y trastorno bipolar (o trastorno maniaco depresivo).

La depresion resistente se produce en pacientes que sufren de depresidon que son resistentes a tratamientos
convencionales farmacologicos, incluyendo antidepresivos triciclicos, IMAO, SSRI y farmacos ansioliticos y/o
inhibidores de captacion doble y triple, asi como tratamientos no farmacologicos tales como psicoterapia, terapia
electroconvulsiva, estimulacion del nervio vago y/o estimulacion magnética transcraneal. Un paciente resistente a
tratamiento puede identificarse como uno que fracasa en experimentar alivio de uno o mas sintomas de depresion
(por ejemplo, sentimientos tristes o ansiosos persistentes, sentimientos de impotencia, desesperanza, pesimismo) a
pesar de someterse a uno o mas tratamientos farmacoldgicos o no farmacoldgicos convencionales. En determinadas
realizaciones, un paciente resistente a tratamiento es uno que fracasa en experimentar alivio de uno o mas sintomas
de depresion a pesar de someterse a tratamiento con dos farmacos antidepresivos diferentes. En otras
realizaciones, un paciente resistente a tratamiento es uno que fracasa en experimentar alivio de uno o mas sintomas
de depresion a pesar de someterse a tratamiento con cuatro farmacos antidepresivos diferentes. Un paciente
resistente a tratamiento también puede identificarse como uno que es reacio o incapaz de tolerar los efectos
secundarios de uno o mas tratamientos farmacoldgicos o no farmacolégicos convencionales.

En aun otro aspecto, se proporciona un compuesto divulgado para su uso en un método para potenciar el alivio del
dolor y para proporcionar analgesia a un animal.

En determinadas realizaciones, se proporciona un compuesto divulgado para su uso en métodos para tratamiento de
esquizofrenia. Por ejemplo, puede tratarse esquizofrenia tipo paranoide, esquizofrenia tipo desorganizado (es decir,
esquizofrenia hebefrénica), esquizofrenia tipo catatdnico, esquizofrenia tipo indiferenciado, esquizofrenia tipo
residual, depresion posesquizofrénica y esquizofrenia simple usando los métodos y composiciones contemplados en
el presente documento. Los trastornos psicoticos tales como trastornos esquizoafectivos, trastornos delirantes,
trastornos psicéticos breves, trastornos psicéticos compartidos y trastornos psicéticos con delirios o alucinaciones
también pueden tratarse usando las composiciones contempladas en el presente documento.

La esquizofrenia paranoide puede caracterizarse porque estan presentes alucinaciones auditivas o delirios, pero no
lo estan trastorno del pensamiento, comportamiento desorganizado o aplanamiento afectivo. Los delirios pueden ser
persecutorios y/o grandiosos, pero ademas de estos, pueden estar presentes otros temas tales como celos,
religiosidad o somatizacion.

La esquizofrenia tipo desorganizado puede caracterizarse porque se presentan juntos trastorno del pensamiento y
poca afectividad.

La esquizofrenia tipo cataténico puede caracterizarse porque el sujeto puede estar casi inmdvil o mostrar
movimiento agitado, sin propdsito. Los sintomas pueden incluir estupor catatonico y flexibilidad cérea.

La esquizofrenia tipo indiferenciado puede caracterizarse porque estan presentes sintomas psicéticos pero no se
cumplen los criterios para los tipos paranoide, desorganizado o cataténico.

La esquizofrenia tipo residual puede caracterizarse porque estan presentes sintomas positivos solo a una baja
intensidad.

La depresion posesquizofrénica puede caracterizarse porque surge un episodio depresivo después de una
enfermedad esquizofrénica porque todavia pueden estar presentes algunos sintomas esquizofrénicos de bajo nivel.

La esquizofrenia simple puede caracterizarse por desarrollo progresivo e insidioso de sintomas negativos
prominentes sin historial de episodios psicéticos.

En algunas realizaciones, se proporciona un compuesto divulgado para su uso en métodos para el tratamiento de
sintomas psicéticos que pueden presentarse en otros trastornos mentales, incluyendo trastorno bipolar, trastorno
limite de la personalidad, intoxicacion por drogas y psicosis inducida por drogas.

En otra realizacion, se proporciona un compuesto divulgado para su uso en métodos para el tratamiento de delirios
(por ejemplo, “no extravagantes”) que pueden estar presentes en, por ejemplo, trastorno delirante.

También se proporciona un compuesto divulgado para su uso en métodos para el tratamiento de retraimiento social
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en condiciones incluyendo trastorno de ansiedad social, trastorno de personalidad evitativo y trastorno de
personalidad esquizotipico.

De manera adicional, se proporciona un compuesto divulgado para su uso en métodos para el tratamiento de
trastorno obsesivo-compulsivo (TOC).

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan solamente con propdsitos ilustrativos, y no pretenden limitar el alcance de
la divulgacion.

Ejemplo de referencia 1 - Sintesis de (S)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((S)-2-amino-3-
hidroxipropanoil)pirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-1).

Se uso la siguiente secuencia de reaccion (esquema A) para sintetizar (S)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-
2-il)-1-((S)-1-((S)-2-amino-3-hidroxipropanoil)pirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-1):

Esquema A. Sintesis de CM-1.

< ( O
O
D__( J: N © N OH
N / CbzHN COOH TFA

4
o CbzHN- "0 -‘\§O
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Sintesis de (S)-1-((S)-3-acetoxi-2-(benciloxicarbonilamino)-propanoil)-pirrolidin-2-carboxilato de terc-butilo (2):

Se disolvio acido (S)-3-acetoxi-2-(benciloxicarbonilamino)-propanoico (1,5 g, 5,33 mmol) en CH2Cl» (15 ml). Se le
afadieron N-metilmorfolina (NMM) (0,64 ml, 5,87 mmol) y cloroformiato de isobutilo (IBCF) (0,72 ml, 6,12 mmol) a -
15 °C y se agité durante 30 minutos bajo atmdsfera inerte. Se le afiadieron gota a gota una mezcla de (S)-pirrolidin-
2-carboxilato de terc-butilo (1) (998 mg, 5,87 mmol) y NMM (0,64 ml, 5,87 mmol) en DMF (5 ml) a la mezcla de
reaccion y se continuo agitando durante otras 3 h a TA. Se diluy6 la mezcla de reaccion con DCM (200 ml), se lavo
con agua (50 ml), disolucién de acido citrico (10 ml) y salmuera (10 ml). Se seco la fase organica separada sobre
Na>SO4 anhidro y se concentré a presion reducida. Se purificd el residuo bruto obtenido mediante cromatografia en
columna de gel de silice eluyendo con el 30 % de EtOAc/hexano para proporcionar el compuesto 2 (1,6 g, 69,5 %).

'H-RMN: (200 MHz, DMSO-ds): & 7,81-7,76 (d, J = 20,5 Hz, 1H), 7,35-7,30 (m, 5H), 5,03-4,97 (m, 2H), 4,61-4,55 (m,
1H), 4,32-4,16 (m, 2H), 4,08-3,87 (m, 2H), 3,65-3,59 (m, 1H), 2,21-2,11 (m, 2H), 1,98 (s, 3H), 1,91-1,75 (m, 2H), 1,37
(s, 9H).

Masa m/z: 435,0 [M"+1].

Sintesis de acido (S)-1-((S)-3-acetoxi-2-(benciloxicarbonilamino)-propanoil)-pirrolidin-2-carboxilico (3):

A una disolucion del compuesto 2 (1 g, 2,30 mmol) en CH2Cl, (5 ml), se le afiadi6 TFA-DCM al 20 % (10 ml) y se
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agitd a TA durante 2 h. Se diluy6 la mezcla de reaccion con agua (10 ml) y se extrajo con EtOAc (2 x 15 ml). Se
secoO la fase organica sobre Na;SO4 anhidro y se concentré a presion reducida para producir el compuesto 3
(800 mg, 92 %).

'H-RMN: (200 MHz, DMSO-de): & 12,58 (s a, 1H), 7,81-7,77 (d, J= 8,0 Hz, 1H), 7,35-7,27 (m, 5H), 5,04-4,96 (m, 2H),
4,66-4,60 (m, 1H), 4,32-4,24 (m, 2H), 4,04-3,86 (m, 1H), 3,66.5,59 (t, J = 12,6 Hz, 2H), 2,17-2,07 (m, 3H), 1,98-1,80
(m, 4H).

Masa m/z: 379,0 [M"+1].

Sintesis de (2S,3R)-2-((S)-1-((S)-1-((R)-3-acetoxi-2-(benciloxicarbonilamino)-propanoil)-pirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-
2-carboxamido)-3-hidroxibutanoato de metilo (5):

Se disolvié el compuesto 3 (1,0 g, 2,64 mmol) en CH,Cl, (10 ml), se le afiadieron a la mezcla de reaccion NMM
(0,32 g, 3,17 mmol) e IBCF (0,41 g, 3,04 mmol) a -15 °C y se agité durante 30 minutos bajo atmosfera inerte. Se le
afadieron gota a gota una mezcla de (2S,3R)-3-hidroxi-2-((S)-pirrolidin-2-carboxamido)-butanoato de metilo (4)
(0,73 g, 3,177 mmol) y NMM (0,35 ml) en DMF (3 ml) a la mezcla de reaccion a -15 °C y se continu6 agitando durante
otras 3 h a TA. Se diluyd la mezcla de reaccién con DCM (200 ml), se lavé con agua (20 ml), disolucidon de acido
citrico (2 x 20 ml) y salmuera (2 x 50 ml). Se sec6 la fase organica separada sobre Na,SO, anhidro y se concentré a
presion reducida. Se purifico el residuo bruto obtenido mediante cromatografia en columna de gel de silice eluyendo
con el 5 % de CH3OH/EtOAc para proporcionar el compuesto (5) (0,29 g, 19 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-de): & 7,83-7,81 (m, 1H), 7,72-7,70 (m, 1H), 7,36-7,35 (m, 5H), 5,07-5,01 (m, 2H), 4,99-
4,93 (m, 1H), 4,58 (s, 1H), 4,50-4,48 (m, 1H), 4,26-4,22 (m, 2H), 4,07-4,00 (m, 2H), 3,89-3,86 (m, 1H), 3,61-3,55 (m,
5H), 3,53 (s, 1H), 3,39 (s, 1H), 2,12 (s, 1H), 1,98 (s, 3H), 1,94-1,83 (m, 4H), 1,81-1,80 (m, 3H), 1,05 (d, J= 6,5 Hz,
3H).

Masa m/z: 591,0 [M"+1].

Sintesis de bencil-(R)-1-((S)-2-((S)-2-((2S,3R)-1-(aminooxi)-3-hidroxi-1-oxobutan-2-ilcarbamoil)-pirrolidin-1-carbonil)-
pirrolidin-1-il)-3-hidroxi-1-oxopropan-2-ilcarbamato (6):

Se le afadié una disolucién de amoniaco metandlico (3 ml) al compuesto 5 (0,28 g, 0,47 mmol) y se agité a TA
durante 18 h. Se evaporaron los compuestos volatiles a presion reducida para proporcionar el compuesto 6 (0,21 g,
82,3 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-de): & 7,38-7,31 (m, 5H), 7,26 (s, 1H), 7,10-7,03 (m, 2H), 6,65 (s a, 1H), 5,04-5,01 (m,
2H), 4,98-4,84 (m, 1H), 4,76-4,75 (m, 1H), 4,61 (s, 1H), 4,38-4,31 (m, 2H), 4,02-4,00 (m, 2H), 3,77-3,74 (m, 1H),
3,67-3,56 (m, 3H), 3,44-3,37 (m, 2H), 2,14-1,86 (m, 8H), 1,01-1,00 (m, 3H).

Masa m/z: 550 [M*+1].

Sintesis de (S)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((S)-2-amino-3-hidroxipropanoil)-pirrolidin-2-
carbonil)-pirrolidin-2-carboxamida (CM-1):

A una disolucién del compuesto 6 (0,21 g, 0,39 mmol) en metanol (5 ml), se le afiadié a Pd al 10 %/C (30 mg) y se
agito la mezcla de reaccion bajo atmosfera de hidrégeno durante 2 h. Se filtré la mezcla de reaccion sobre Celite, se
evaporo el disolvente a vacio, y se triturd el residuo bruto obtenido con éter de dietilo para producir CM-1 (130 mg,
83,3 %).

'H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds) (rotameros): & 7,39 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,08-7,03 (m, 2H), 6,65 (s a, 1H), 4,89-4,85
(m, 1H), 1,61-1,59 (m, 1H), 4,39-4,38 (m, 1H), 4,02-4,00 (m, 2H), 3,68-3,52 (m, 4H), 3,43-3,36 (m, 2H), 3,22-3,10 (m,
2H), 2,19-2,13 (m, 1H), 2,07-1,98 (m, 1H), 1,93-1,81 (m, 5H), 1,75 (s, 2H), 1,01-1,00 (m, 3H).

CL-EM m/z: 400,2 [M*+1].

Pureza de HPLC: 99,27 %.

Sintesis de acido (S)-1-(benciloxicarbonil) pirrolidin-2-carboxilico (8):

A una disolucién con agitacion de acido (S)-pirrolidin-2-carboxilico (7) (2,0 g, 17,39 mmol) en THF: H2O (20 ml, 1:1),
se le afiadieron Na»CO3 (2,76 g, 26,08 mmol) y Cbz-ClI (3,54 g, 20,80 mmol) y se agité a TA durante 18 h. Se lavé la
mezcla de reaccion con EtOAc (10 ml) y se acidificé la fase acuosa con HCI 3 N y se extrajo con EtOAc (2 x 20 ml).

Se lavo la fase organica combinada con salmuera, se seco sobre Na,SO.4 anhidro y se concentré a presion reducida
para producir el compuesto 8 (3,0 g, 69,7 %).
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"H-RMN: (500 MHz, DMSO-de): & 12,62 (s a, 1H), 7,36-7,22 (m, 5H), 5,12-5,00 (m, 2H), 4,24-4,15 (dd, J = 5,0, 36,0
Hz, 1H), 3,46-3,31 (m, 2H), 2,25-2,15 (m, 1H), 1,94-1,79 (m, 3H).

Masa m/z: 250,0 [M"+1].
Sintesis de (S)-2-((2S, 3R)-3-hidroxi-1-metoxi-1-oxobutan-2-ilcarbamoil)pirrolidin-1-carboxilato de bencilo (9):

Se disolvié el compuesto 8 (5,0 g, 20,08 mmol) en CH,Cl, (50 ml), se le afiadieron NMM (2,43 ml, 22,08 mmol) e
IBCF (2,74 ml, 23,09 mmol) y se agitdé a -15 °C durante 30 minutos bajo atmdsfera inerte. Se le afiadieron gota a
gota una mezcla de (2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoato de metilo (2,93 g, 22,08 mmol) y NMM (2,43 ml,
22,08 mmol) en DMF (15 ml) a -15 °C. Se agit6é la mezcla de reaccion resultante a TA durante 3 h. Se diluy6 con
DCM (200 ml) y se lavd la fase organica con agua (50 ml), salmuera (50 ml), se secd sobre Na;SO4 anhidro y se
concentrd a presion reducida. Se purificd el producto bruto obtenido mediante cromatografia en columna de gel de
silice eluyendo con el 30 % de EtOAc/hexano para proporcionar el compuesto 9 (3,1 g, 42 %).

'H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds)(rotameros): § 7,98-7,94 (m, 1H), 7,35-7,27 (m, 5H), 5,09-4,94 (m, 3H), 4,44 (dd, J=
5,5, 8,5 Hz, 1H), 4,29-4,27 (m, 1H), 4,12 (s, 1H), 3,62 (s, 3H), 3,44-3,30 (m, 2H), 2,20-2,08 (m, 1H), 1,87-1,78 (m,
3H), 1,08-0,94 (2d, 3H).
Masa m/z: 365,0 [M"+1].

Ejemplo de referencia 2 - Sintesis de (S)-N-((S)-1-amino-3-hidroxi-1-oxopropan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-
hidroxibutanoil) pirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-2):

Se uso la siguiente secuencia de reaccion (esquema B) para sintetizar (S)-N-((S)-1-amino-3-hidroxi-1-oxopropan-2-
il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-2):

Esquema B. Sintesis de CM-2.

OH
aH
o] 0 ,{ 0
m Boc, O m HN" COOCHs E}_‘/( ’[ D|oxano HCI /H /( s
N oH NaCO; N OH BCE.NMM.OMF coocH; TN} COOCH;  IBCF.NMM.DMF
1 Eoc BUC 1
2 3 4 ChzHN N |
%
= 00
5 1
ChaHN " CszN e
il M DD, OCH;
>_,,,€ N "ﬁ\ NH3|"MEDH 'q( CDNH PdiC, H2 \_) CDNH;
t 0 0 4 NH - oH
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Sintesis de acido (S)-1-(terc-butoxicarbonil)-pirrolidin-2-carboxilico (2):

A una disolucién con agitaciéon enfriada con hielo de acido (S)-pirrolidin-2-carboxilico (1) (3,0 g, 26,08 mmol) en
THF:H,O (60 ml, 1:1) se le afadieron Na;COs3 (5,52 g, 52,16 mmol), Boc,O (6,25 g, 26,69 mmol) y se agitd6 a TA
durante 16 h. se diluy6 la mezcla de reaccion con agua y se lavé con EtOAc (50 ml). Se acidifico la fase acuosa con
HCI 2N y se extrajo con EtOAc (2 x 100 ml). Se seco la fase organica combinada sobre Na,SO4 anhidro y se
concentré a presion reducida para producir el acido (S)-1-(terc-butoxicarbonil)-pirrolidin-2-carboxilico (2) (4,8 g,
86 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds): 5 12,49 (s a, 1H), 4,08-4,03 (m, 1H), 3,36-3,24 (m, 2H), 2,22-2,11 (m, 1H), 1,87-1,76
(m, 3H), 1,39 (s, 9H).

Masa m/z: 216,0 [M"+1].
Sintesis de (S)-2-((S)-3-hidroxi-1-metoxi-1-oxopropan-2-ilcarbamoil)-pirrolidin-1-carboxilato de terc-butilo (3):

Se disolvio el compuesto 2 (2,0 g, 9,00 mmol) en CH2Cl, (10 ml) enfriado a -15 °C, se le afiadieron NMM (1,12 ml,
10,2 mmol) e IBCF (1,26 ml, 1,15 mmol) y se agité a 0 °C durante 20 minutos. Se le afiadieron gota a gota una
mezcla de (S)-2-amino-3-hidroxipropanoato de metilo (1,59 g, 10,2 mmol) y NMM (1,12 ml) en DMF (3 ml)a-15°Cy
se agitd la mezcla de reaccion resultante a TA durante 1 h. Se diluyé con DCM (200 ml), agua (50 ml) y se lavé con
HCI 2 N (20 ml) y salmuera (2 x 50 ml). Se seco la fase organica separada sobre Na,SO4 anhidro y se concentré a
presioén reducida. Se purifico el residuo bruto obtenido mediante cromatografia en columna de gel de silice eluyendo
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con el 20 % de EtOAC/hexano para proporcionar el compuesto 3 (2,3 g) como un jarabe.
Masa m/z: 317,0 [M"+1].
Sintesis de (S)-3-hidroxi-2-((S)-pirrolidin-2-carboxamido)propionato de metilo (4):

Se disolvio (S)-2-((S)-3-hidroxi-1-metoxi-1-oxopropan-2-ilcarbamoil)-pirrolidin-1-carboxilato de terc-butilo (3) (500 mg,
1,58 mmol) en 1,4-dioxano (3 ml) y se le afiadié una disolucion de HCI en dioxano (3,16 ml, 3,16 mmol) con
agitacion a TA durante 4 h. Se evaporaron los compuestos volatiles a presion reducida para proporcionar el
compuesto 4 (280 mg) como solido.

"H-RMN: (200 MHz, DMSO-ds): 5 9,99 (s a, 1H), 9,12-9,08 (m, 1H), 8,53 (s a, 1H), 5,48 (s a, 2H), 4,43-4,22 (m, 2H),
3,82-3,67 (m, 4H), 3,56 (s, 3H), 2,36-2,27 (m, 1H), 1,93-1,86 (m, 3H).

Masa m/z: 217,0 [M*+1].

Sintesis de (S)-2-((S)-1-((S)-1-((2R, 3S)-3-acetoxi-2-(benciloxicarbonilamino)-butanoil)-pirrolidin-2-carbonil)-pirrolidin-
2-carboxamido)-3-hidroxipropanoato de metilo (6):

Se disolvio acido (2S)-1-((2R)-3-acetoxi-2-(benciloxicarbonilamino)-butanoil)-pirrolidin-2-carboxilico (5) (1,3 g,
2,62 mmol) en CH,Cl (15 ml), se le afiadi6 NMM (0,43 ml) e IBCF (0,51 ml) a -10 °C y se agit6 durante 30 minutos
bajo atmdsfera inerte. Se le afiadieron gota a gota una mezcla de (S)-metil-3-hidroxi-2-((S)-pirrolidin-2-carboxamido)-
propionato (4) (992 mg, 3,93 mmol) y NMM (0,43 ml) en DMF (5 ml) a la mezcla de reaccion y se continué agitando
durante otras 3 h a TA. Se diluy6 la mezcla de reaccion con DCM (200 ml), se lavé con agua (20 ml), disolucion de
acido citrico (2 x 20 ml) y salmuera (2 x 50 ml). Se secé la fase organica separada sobre Na,;SO. anhidro y se
concentro a presion reducida. Se purificd el material bruto obtenido mediante cromatografia en columna de gel de
silice eluyendo con el 5 % de CH3OH/CH2Cl, para proporcionar el compuesto 6 (270 mg, 17,5 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds): § 8,13 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,74 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,38-7,31 (m, 5H), 5,08-4,96 (m,
3H), 4,85-4,82 (m, 1H), 4,56 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 4,44-4,42 (m, 2H), 4,27 (d, J = 7,0 Hz, 1H), 4,10 (d, J = 10,5 Hz,
2H), 3,81-3,78 (m, 1H), 3,72-3,70 (m, 1H), 3,61-3,59 (m, 3H), 3,54-3,50 (m, 2H), 2,16-2,14 (m, 1H), 2,05-2,01 (m,
1H), 1,90 (s, 3H), 1,87-1,86 (m, 3H), 1,85-1,84 (m, 3H), 1,21-1,20 (d, J = 6,0 Hz, 3H).

Masa m/z: 591,0 [M"+1].

Sintesis de bencil-(2R,3S)-1-((S)-2-((S)-2-((S)-1-(aminooxi)-3-hidroxi-1-oxopropan-2-ilcarbamoil)pirrolidin-1-
carbonil)pirrolidin-1-il)-3-hidroxi-1-oxobutan-2-ilcarbamato (7):

A una disolucion del compuesto 6 (250 g, 0,42 mmol) en CH3OH (2 ml), se le afiadio MeOH-NH3 (10 ml) y se agit6 a
TA durante 16 h. Se evaporaron los compuestos volatiles a presiéon reducida para proporcionar el compuesto 7
(190 mg, 84 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds): § 7,60 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,35-7,30 (m, 5H), 7,18 (d, J = 7,0 Hz, 1H), 7,11-7,06 (m,
2H), 5,05-4,97 (m, 2H), 4,82-4,81 (m, 1H), 4,60-4,59 (m, 2H), 4,33-4,31 (m, 1H), 4,15-4,08 (m, 2H), 3,81-3,79 (m,
1H), 3,72-3,64 (m, 2H), 3,59-3,53 (m, 4H), 2,14 (s, 1H), 2,03 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 1,95-1,85 (m, 5H), 1,75 (s, 1H), 1,10
(d, J = 6,5 Hz, 3H).

Masa m/z: 550,0 [M"+1].

Sintesis de (S)-N-((S)-1-amino-3-hidroxi-1-oxopropan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil )pirrolidin-2-
carbonil)-pirrolidin-2-carboxamida (CM-2):

A una disolucién del compuesto 7 (190 mg, 0,35 mmol) en metanol (5 ml), se le afiadié Pd al 10 %/C (50 mg) y se
agito la mezcla de reaccion bajo atmédsfera de hidrégeno durante 2 h. Se filtré la mezcla de reaccién a través de un
lecho de Celite, se evaporo el disolvente a vacio y se purificd el producto bruto mediante cromatografia en columna
sobre alumina basica usando CH3OH al 0-5 % en CH2Cl> como eluyente para producir CM-2 (130 mg, 73 %).
'H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds): & 7,65-7,60 (m, 1H), 7,12-7,03 (m, 2H), 4,81 (s a, 1H), 4,58-4,57 (m, 1H), 4,49 (m,
1H), 4,38-4,19 (m, 1H), 4,10-4,06 (m, 1H), 3,69-3,62 (m, 2H), 3,59-3,56 (m, 4H), 3,49-3,45 (m, 2H), 3,37-3,26 (m,
2H), 2,19-2,15 (m, 1H), 2,09-1,99 (m, 1H), 1,95-1,84 (m, 5H), 1,75 (s, 1H), 1,06 (d, J = 13,0 Hz, 3H).

CL-EM m/z: 400,8 [M*+1],

Pureza de HPLC: 97,71 %.

Ejemplo de referencia 3 - Sintesis de (S)-N-((S)-1-amino-3-hidroxi-1-oxopropan-2-il)-1-((S)-1-((S)-2-amino-3-
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hidroxipropanoil)- pirrolidin-2-carbonil)-pirrolidin-2-carboxamida (CM-3):

Se uso la siguiente secuencia de reaccion (esquema C) para sintetizar (S)-N-((S)-1-amino-3-hidroxi-1-oxopropan-2-
i)-1-((S)-1-((S)-2-amino-3-hidroxi-propanoil)-pirrolidin-2-carbonil)-pirrolidin-2-carboxamida (CM-3):

Esquema C. Sintesis de CM-3.
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Sintesis de acido (S)-1-(terc-butoxicarbonil)-pirrolidin-2-carboxilico (2):

A una disolucién con agitacion de acido (S)-pirrolidin-2-carboxilico (3,0 g, 26,08 mmol) en THF:H,O (60 ml, 1:1) a
0 °C se le anadieron Na,COs3 (5,52 g, 52,16 mmol) y Boc,O (6,25 g, 26,69 mmol) y se agité a TA durante 16 h. Se
diluyé la mezcla de reaccion con agua y se lavé con EtOAc (50 ml). Se acidifico la fase acuosa con HCI 2N y se
extrajo con EtOAc (2 x 50 ml). Se secé la fase organica combinada sobre Na;SO4 anhidro y se concentrd a presion
reducida para producir el acido (S)-1-(terc-butoxicarbonil)-pirrolidin-2-carboxilico 2 (4,8 g, 85,7 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds): 5 12,49 (s a, 1H), 4,08-4,03 (m, 1H), 3,36-3,24 (m, 2H), 2,22-2,11 (m, 1H), 1,87-1,76
(m, 3H), 1,39 (s, 9H).

Masa m/z: 216,0 [M*+1].
Sintesis de (S)-2-((S)-3-hidroxi-1-metoxi-1-oxopropan-2-ilcarbamoil )pirrolidin-1-carboxilato de terc-butilo (3):

Se disolvio el compuesto 2 (2,0 g, 9,00 mmol) en CH2Cl> (10 ml) enfriado a -15 °C, se le afiadieron NMM (1,12 ml,
10,2 mmol) e IBCF (1,26 ml, 1,15 mmol) y se agité a 0 °C durante 20 minutos. Se le afiadieron gota a gota una
mezcla de (S)-2-amino-3-hidroxipropanoato de metilo (1,59 g, 10,2 mmol) y NMM (1,12 ml) en DMF (3 ml) a -15 °C.
Se agit6é la mezcla de reaccion resultante a TA durante 1 h. Se diluyé la mezcla de reaccion con DCM (200 ml) y
agua (25 ml) y se lavo con HCI 2 N (20 ml) y salmuera (10 ml). Se seco la fase organica separada sobre Na;SO4
anhidro y se concentrd a presion reducida. Se purificéd el material bruto obtenido mediante cromatografia en columna
de gel de silice eluyendo con el 20 % de EtOAC/hexano para proporcionar el compuesto 3 (2,3 g) como sdlido.

Masa m/z: 317,0 [M"+1].
Sintesis de (S)-3-hidroxi-2-((5)-pirrolidin-2-carboxamido)propanoato de metilo (4):

A una disoluciéon de (S)-2-((S)-3-hidroxi-1-metoxi-1-oxopropan-2-ilcarbamoil)pirrolidin-1-carboxilato de terc-butilo 3
(500 mg, 1,58 mmol) en 1,4-dioxano (3 ml), se le afiadié una disolucién de HCI en dioxano (3,16 ml, 3,16 mmol) y se
agitoé a TA durante 4 h. Se evaporaron los compuestos volatiles a presion reducida para proporcionar el compuesto 4
(280 mg) como salido.

"H-RMN: (200 MHz, DMSO-ds): 5 9,99 (s a, 1H), 9,12-9,08 (m, 1H), 8,53 (s a, 1H), 5,48 (s a, 2H), 4,43-4,22 (m, 2H),
3,82-3,67 (m, 4H), 3,56 (s, 3H), 2,36-2,27 (m, 1H), 1,93-1,86 (m, 3H).

Masa m/z: 217,0 [M"+1].

Sintesis de (S)-2-((S)-1-((S)-1-((S)-2-(benciloxicarbonilamino)-3-hidroxipropanoil)-pirrolidin-2-carbonil)-pirrolidin-2-
carboxamido)-3-hidroxipropanoato de metilo (6):

Se disolvio acido (S)-1-((S)-3-acetoxi-2-(benciloxicarbonilamino)-propanoil)-pirrolidin-2-carboxilico (5) (400 mg,
1,05 mmol) en CHxCI; (2 ml), se le afiadieron NMM (0,13 ml) e IBCF (0,14 ml) a -15 °C y se agit6é durante 30 minutos
bajo atmdsfera inerte. Se le afiadieron gota a gota una mezcla de clorhidrato de (S)-3-hidroxi-2-((S)-pirrolidin-2-
carboxamido)-propanoato de metilo (4) (293 mg, 1,16 mmol) y NMM (0,13 ml) en DMF (2 ml) a la mezcla de reaccion
y se continué agitando durante otras 3 h a TA. Se diluyé la mezcla de reaccion con DCM (200 ml), se lavd con agua
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(20 ml) y salmuera (10 ml). Se secé la fase organica separada sobre Na,SO. anhidro y se concentré a presion
reducida. Se purifico el material bruto obtenido mediante cromatografia en columna de gel de silice eluyendo con el
5 % de CH3OH/CH,CI, para proporcionar el compuesto 6 (80 mg, 13 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds): § 8,09 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,71 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,36-7,31 (m, 6H), 5,07-4,99 (m,
3H), 4,59-4,58 (m, 2H), 4,41-4,40 (m, 1H), 4,29-4,24 (m, 3H), 3,86 (t, J = 9,5 Hz, 1H), 3,72-3,68 (m, 1H), 3,64-3,57
(m, 3H), 3,40-3,38 (m, 3H), 2,14-2,01 (m, 2H), 1,98 (s, 3H), 1,90-1,80 (m, 6H).

Masa m/z: 535,0 [M"+1].

Sintesis de bencil-(S)-1-((S)-2-((S)-2-((S)-1-amino-3-hidroxi-1-oxopropan-2-ilcarbamoil)pirrolidin-1-carbonil)pirrolidin-
1-il)-3-hidroxi-1-oxopropan-2-ilcarbamato (7):

A una disolucion de (S)-2-((S)-1-((S)-1-((S)-2-(benciloxicarbonilamino)-3-hidroxipropanail)-pirrolidin-2-carbonil)-
pirrolidin-2-carboxamido)-3-hidroxipropanoato de metilo de (6) (60 mg, 1,04 mmol) en MeOH, se le afiadi6 MeOH-
NHs (3 ml) se agité a TA durante 16 h. Se evaporaron los compuestos volatiles a presion reducida para proporcionar
el compuesto 7 (30 mg, 55 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds): & 7,60 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,36-7,31 (m, 6H), 7,11-7,06 (m, 2H), 5,04-4,98 (m, 2H),
4,82-4,74 (m, 2H), 4,61-4,59 (m, 1H), 4,36-4,30 (m, 2H), 4,10-4,07 (m, 1H), 3,67-3,65 (m, 2H), 3,59-3,55 (m, 6H),
3,44-3,40 (m, 2H), 1,95-1,92 (m, 6H).

Masa m/z: 520,0 [M*+1].

Sintesis de  (S)-N-((S)-1-amino-3-hidroxi-1-oxopropan-2-il)-1-((S)-1-((S)-2-amino-3-hidroxi-propanoil)-pirrolidin-2-
carbonil)-pirrolidin-2-carboxamida (CM-3):

Se disolvio bencil-(S)-1-((S)-2-((S)-2-((S)-1-amino-3-hidroxi-1-oxopropan-2-ilcarbamoil)pirrolidin-1-carbonil)pirrolidin-
1-il)-3-hidroxi-1-oxopropan-2-ilcarbamato 7 (300 mg, 0,57 mmol) en metanol (8 ml), se le afiadié Pd al 10 %/C
(50 mg) y se agit6 la mezcla de reaccion bajo atmésfera de hidrogeno durante 2 h. Se filtré la mezcla de reaccion y
se concentro el filtrado a presion reducida para producir CM-3 (150 mg, 68 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds) (rotémeros): & 7,62 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,24 (s a, 1H), 7,14-7,07 (m, 2H), 4,87-4,82
(m, 2H), 4,59-4,57 (m, 1H), 4,37-4,31 (m, 2H), 4,11-4,07 (m, 2H), 3,70-3,39 (m, 8H), 2,17-2,01 (m, 2H), 1,95-1,79 (m,
6H).

CL-EM m/z: 386,4 [M"+1].
Pureza de HPLC: 98,45 %.

Ejemplo 4 - Sintesis de (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-
hidroxibutanoil)pirrolidin-2-carbonil)-2-bencilpirrolidin-2-carboxamida (CM-4A) vy (S)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-
oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)-pirrolidin-2-carbonil)-2-bencilpirrolidin-2-carboxamida

(CM-4B):

Se us0 la siguiente secuencia de reaccion (esquema D) para sintetizar (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-
2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil )pirrolidin-2-carbonil)-2-bencilpirrolidin-2-carboxamida (CM-4A) y (S)-
N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)-pirrolidin-2-carbonil)-2-
bencilpirrolidin-2-carboxamida (CM-4B):

Esquema D. Sintesis de CM-4A y CM-4B.
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Sintesis de 2-bencilpirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-bencilo y 2-etilo (2):

A una disolucién de (S)-pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-bencilo y 2-etilo 1 (10 g, 36,10 mmol) en THF (150 ml) bajo
atmosfera inerte, se le afiadié LIHMDS (1 M en THF) (43,3 ml, 43,3 mmol) a -25 °C y se agit6 durante 2 h. Se le
afiadié gota a gota bromuro de bencilo (5,17 ml, 43,26 mmol) a -25 °C a la mezcla de reaccion. Se dejé calentar
hasta TA y se agité durante 2 h. Se enfrié la mezcla de reaccion hasta 5 °C, se extinguié con disolucion de NH4ClI
saturada y se extrajo la fase acuosa con EtOAc (2 x 200 ml). Se secaron los extractos organicos combinados sobre
Na>SO4 anhidro y se concentraron a presion reducida. Se purific el residuo bruto obtenido mediante cromatografia
en columna de gel de silice eluyendo con el 5 % de EtOAc/hexano para proporcionar el compuesto 2 (13 g, 75 %)
como liquido.

"H-RMN: (200 MHz, DMSO-dg): § 7,47-7,32 (m, 5H), 7,27-7,16 (m, 3H), 7,07-7,04 (m, 2H), 5,29-5,06 (m, 2H), 4,16-
3,89 (m, 2H), 3,57-3,33 (m, 2H), 3,02-2,78 (m, 2H), 2,13-1,89 (m, 2H), 1,56-1,51 (m, 1H), 1,21-1,04 (m, 3H), 0,93-
0,79 (m, 1H).

Masa m/z: 368,2 [M"+1].

Sintesis de 2-bencilpirrolidin-1,2-dicarboxilato 1-bencilo y 2-etilo (3):

A una disolucién con agitacion del compuesto 2 (8,0 g, 21,79 mmol) en CH3OH (20 ml), se le afiadi6 KOH acuoso
2 N (20 ml) y se calent6é hasta 100 °C y se agité durante 16 h. Se evaporaron los compuestos volatiles a presion
reducida. Se diluyo el residuo obtenido con agua enfriada con hielo (50 ml) y se lavé con éter (50 ml). Se acidifico la
fase acuosa hasta pH~2 usando una disolucién de HCI y se extrajo con EtOAc (2 x 100 ml). Se seco la fase
organica combinada sobre Na>SQO4 anhidro y se concentro a presion reducida para proporcionar el compuesto 3 (6 g,
81 %) como un sélido blanquecino.

"H-RMN: (200 MHz, DMSO-ds): § 12,71 (s a, 1H), 7,40-7,30 (m, 5H), 7,25-7,19 (m, 3H), 7,07-7,00 (m, 2H), 5,27-5,02
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(m, 2H), 3,59-3,32 (m, 2H), 3,02-2,83 (m, 2H), 2,13-1,91 (m, 2H), 1,58-1,49 (m, 1H), 0,90-0,77 (m, 1H).
Masa m/z: 340,1 [M*+1].
Sintesis de 2-bencil-2-((2S,3R)-3-hidroxi-1-metoxi-1-oxobutan-2-ilcarbamoil)pirrolidin-1-carboxilato de bencilo (4):

A una suspension de acido 2-bencil-1-(benciloxicarbonil)pirrolidin-2-carboxilico (1,0 g, 2,94 mmol), éster metilico de
L-treonina (471 mg, 3,53 mmol) en DMF (20 ml), se le afadi6 HATU (1,12g, 2,94 mmol) y DIPEA (1,58 ml,
8,84 mmol) a 5 °C. Se agitd la mezcla de reaccion a TA durante 16 h. Se diluyd con EtOAc (150 ml) y se lavé con
agua (2 x 30 ml). Se lavo la fase organica con salmuera, se secé sobre Na,SOj, se concentrd y se purificé mediante
cromatografia en columna de gel de silice con el 50 % de EtOAc/hexano como eluyente para producir el compuesto
4 (1,0 g, 74 %).

"H-RMN: (200 MHz, DMSO-ds): & 7,62-7,59 (m, 1H), 7,44-7,31 (m, 5H), 7,21-7,18 (m, 3H), 7,06-6,99 (m, 2H), 5,25-
5,24 (m, 1H), 5,12-4,94 (m, 2H), 4,30 (s, 1H), 4,15-4,08 (m, 1H), 3,66-3,64 (m, 3H), 3,63-3,49 (m, 2H), 3,14 (s, 1H),
2,89 (s, TH), 2,09-2,02 (m, 2H), 1,56-1,51 (m, 1H), 1,09-0,98 (m, 4H).

Masa m/z: 455,1 [M"+1], 477,3 [M+Na].
Sintesis de 2-((2S,3R)-3-acetoxi-1-metoxi-1-oxobutan-2-ilcarbamoil)-2-bencilpirrolidin-1-carboxilato de bencilo (5)

Se disolvio  2-((2S,3R)-3-hidroxi-1-metoxi-1-oxobutan-2-ilcarbamoil)pirrolidin-1-carboxilato de 2-bencilo (3 g,
6,60 mmol) en THF (30 ml), EtsN (1,11 ml, 7,92 mmol) y Ac;O (742 mg, 7,26 mmol) se le afiadieron a TA. Se agit6 la
mezcla de reaccidon a TA durante 2 h. Se evaporaron los compuestos volatiles a presion reducida y se diluyo el
residuo obtenido con CHCl, y se lavd con HCI dil. Se secaron los extractos organicos combinados sobre Na,SO4 y
se concentraron a presion reducida. Se purifico el residuo bruto mediante cromatografia en columna usando el 30 %
de EtOAc/hexano como eluyente para producir el compuesto 5 (2,5 g, 76 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-de) (rotameros): & 8,15-7,71 (m, 1H), 7,42-7,04 (m, 10H), 5,30-5,19 (m, 2H), 5,11-5,09
(m, 1H), 4,99-4,93 (m, 1H), 4,67-4,62 (m, 1H), 3,66-3,64 (m, 3H), 3,55-3,46 (m, 2H), 3,38-3,35 (m, 1H), 2,88-2,69 (m,
1H), 2,17-2,00 (m, 2H), 1,98-1,92 (m, 3H), 1,56-1,46 (m, 1H), 1,23-1,17 (m, 3H), 1,02-0,86 (m, 1H).

CL-EM m/z: 497,4 [M*+1].
Sintesis de (28, 3R)-3-acetoxi-2-(2-bencilpirrolidin-2-carboxamido) butanoato de metilo (6):

A una disolucién con agitaciéon del compuesto 5 (4 g, 8,06 mmol) en etanol (50 ml), se le afiadié Pd al 10 %/C (1,2 g)
y se agité la mezcla de reaccion bajo atmésfera de Hz (presion de globo) durante 4 h. Se filtré a través de un lecho
de Celite y se concentro el filtrado a presion reducida para producir el compuesto 6 (2,2 g, 75 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds) (rotémeros): & 8,22-8,17 (m, 1H), 7,24-7,16 (m, 5H), 5,17 (t, J = 11,5 Hz, 1H), 4,48-
4,42 (m, 1H), 3,60-3,54 (s, 3H), 3,20 (t, J = 13,5 Hz, 1H), 3,06-2,97 (m, 1H), 2,82-2,68 (m, 3H), 2,08-2,02 (m, 1H),
1,89 (s, 3H), 1,72-1,51 (m, 3H), 1,10 (2d, 3H).

CL-EM m/z: 363 [M*+1], 385 [M+Na].

Sintesis de (S)-2-(2-((2S,3R)-3-acetoxi-1-metoxi-1-oxobutan-2-ilcarbamoil)-2-bencilpirrolidin-1-carbonil)pirrolidin-1-
carboxilato de bencilo (7):

A una disoluciéon con agitacion del compuesto 6 (1g, 2,76 mmol) y Na,CO3 (732 mg, 6,90 mmol)en CHCl,:H,O
(20 ml, 1:1) se le afiadio una disolucidon de cloruro de acido [A una disolucion de acido (S)-1-(benciloxicarbonil)
pirrolidin-2-carboxilico (825 mg, 3,31 mmol) en CH.Cl, (20 ml) se le afiadi6 gota a gota SOCI; (0,60 ml) a 0 °C y se
sometié a reflujo durante 2 h. Se retiraron los compuestos volatiles a presion reducida para producir (S)-2-
(clorocarbonil)pirrolidin-1-carboxilato de bencilo] en CH.Cl, y se agité la mezcla de reaccion a TA durante 2 h. Se
evaporaron los compuestos volatiles a presion reducida. Se diluy6 el residuo con CH,Cl; (100 ml), se filtro y el
filtrado se concentré a vacio. Se purificd el residuo bruto mediante cromatografia en columna usando el 60 % de
EtOAc/hexano como eluyente para proporcionar el compuesto 7 (750 mg, 45 %).

'H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds) (rotameros): & 7,36-7,23 (m, 8H), 7,15-7,12 (m, 3H), 5,21-5,15 (m, 2H), 5,04-4,92 (m,
1H), 4,57-4,50 (m, 2H), 3,88 (d, J = 14,5 Hz, 1H), 3,65 (s, 3H), 3,54-3,46 (m, 3H), 3,21-3,13 (m, 1H), 3,02-2,90 (m,
2H), 2,19-2,02 (m, 4H), 1,97 (s, 3H), 1,89 (s, 1H), 1,77-1,65 (m, 1H), 1,17 (s, 2H), 1,06 (s, 2H).

Masa m/z: 594,1 [M"+1].

Sintesis de (2S,3R)-3-acetoxi-2-(2-bencil-1-((S)-pirrolidin-2-carbonil) pirrolidin-2-carboxamido)butanoato de metilo

(8):
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A una disolucién del compuesto 7 (200 mg, 0,336 mmol) en EtOAc (15 ml), se le afiadio Pd al 10 %/C (40 mg), se le
afadié bajo atmdsfera inerte y se agité durante 12 h bajo atmdsfera de H» (presion de globo). Se filtré la mezcla de
reaccion a través de un lecho de Celite y se concentré a presion reducida. Se triturd el residuo obtenido con éter
(10 ml) para proporcionar el compuesto 8 (125 mg, 81 %) como sélido.

"H-RMN: (500 MHz, CDCls) (rotameros): 5 7,88-7,87 (d, 1H, J= 8,5), 7,30-7,26 (m, 2H), 7,24-7,21 (m, 1H), 7,13-7,12
(d, 2H, J = 7), 5,44-5,43 (m, 1H), 4,76-4,74 (m, 1H), 3,94-3,92 (m, 1H), 3,84-3,81 (m, 1H), 3,75 (s, 3H), 3,50 (m, 1H),
3,26-3,12 (m, 3H), 2,90-2,88 (m, 1H), 2,23-2,15 (m, 4H), 2,04 (s, 3H), 1,87-1,77 (m, 5H), 1,27-1,24 (m, 3H).

Masa m/z: 460(M+1).
Sintesis de 2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-hidroxibutanoato de bencilo (10):

A una disolucién de acido 2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-hidroxibutanoico (3,0 g, 13,69 mmol) en DMF (50 ml), se le
afadié KCOs3 (3,73 g, 27,39 mmol) y se agitdé a TA durante 15 min. Se le afadié (bromometil)benceno (2,81 g,
16,43 mmol) y se agité a TA durante 6 h. Se diluyé la mezcla de reaccién con agua (50 ml) y se extrajo con EtOAc
(2 x 50 ml). Se lavé la fase organica combinada con salmuera (50 ml), se secé sobre Na,SO4 anhidro y se concentro
a presion reducida. Se purificd el material bruto mediante cromatografia en columna de gel de silice usando el 20 %
de EtOAc/hexano como eluyente para proporcionar 2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-hidroxibutanoato de bencilo 10
(2,8 g, 66 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds): 8 7,37-7,30 (m, 5H), 6,60 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 5,18-5,08 (m, 2H), 4,76 (d, J = 7 Hz,
1H), 4,08-4,00 (m, 2H), 1,38 (s, 9H), 1,09 (d, J = 6,0 Hz, 3H).

Masa m/z: 310,0 [M*+1], 210 [M"-des-Boc].
Sintesis de 3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)-butanoato de bencilo (11):

A una disolucién con agitacion de 2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-hidroxibutanoato de bencilo (2,8 g, 9,06 mmol) en
THF (80 ml), se le afiadié Ac.O (1,1 g, 10,87 mmol), EtsN (1,51 ml, 10,87 mmol) y DMAP (280 mg) y se agité a TA
durante 15 min. Se retiraron los compuestos volatiles a presion reducida. Se diluyé el residuo obtenido con EtOAc
(150 ml) y se lavo con disolucion de HCI 0,5 N fria (2 x 20 ml). Se lavo la fase organica con salmuera, se seco sobre
Na;SOs, anhidro y se concentr6 a presion reducida para proporcionar  3-acetoxi-2-(terc-
butoxicarbonilamino)butanoato 11 (2,8 g, 88 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds): & 7,35-7,34 (m, 5H), 7,27-7,25 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 5,18-5,06 (m, 3H), 4,34-4,32 (m,
1H), 1,90 (s, 3H), 1,39 (s, 9H), 1,16 (d, J = 3 Hz, 3H).

Masa m/z: 252 [M*+1-des-Boc].
Sintesis de acido (2S, 3R)-3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoico (12):

Se disolvid 3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoato de bencilo 11 (1,4 g, 3,98 mmol) en EtOAc (40 ml), se le
afadio Pd al 10 %/C (600 mg) y se agit6 la mezcla de reaccion bajo atmdsfera de hidrégeno durante 16 h. Se filtro la
mezcla de reaccion sobre Celite, se evapor6 el disolvente a vacio y se triturd el residuo bruto con hexano para
producir acido (2S, 3R)-3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoico 12 (0,7 g, 70 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds): 5 12,78 (s a, 1H), 6,94 (d, J = 9,5 Hz, 1H), 5,16-5,14 (m, 1H), 4,17-4,15 (m, 1H), 1,95
(s, 3H), 1,39 (s, 9H), 1,10 (d, J = 6,0 Hz, 3H).

Masa m/z: 260,0 [M-1].

Sintesis de  (2S,3R)-3-acetoxi-2-(1-((S)-1-((2S,3R)-3-acetoxi-2-((terc-butoxicarbonil)-amino)butanoil)pirrolidin-2-
carbonil)-2-bencilpirrolidin-2-carboxamido)butanoato de metilo (13):

A una disolucién del compuesto acido (2S,3R)-3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoico 12 (199 mg,
0,76 mmol) en CH2Cl» (6 ml) que estaba bajo atmodsfera inerte, se le afiadieron IBCF (125 mg, 0,91 mmol) y NMM
(154 mg, 1,52 mmol) a -15 °C y se agité durante 1 h. Se le afiadi6 una disolucion de (2S,3R)-3-acetoxi-2-(2-bencil-1-
((S)-pirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carboxamido)butanoato de metilo 8 (350 mg, 0,76 mmol) en DMF (2ml) a la
mezcla de reaccion y se agitoé durante 1 h a -15 °C. Se dejé calentar la mezcla de reaccion resultante hasta TA 'y se
agitd durante 19 h. Se extrajo la mezcla de reaccion con EtOAc y se lavo la fase organica separada con agua
(20 ml), seguido de salmuera (20 ml), se sec6 sobre Na;SO, y se concentré a presion reducida. Se purificod el
material bruto mediante HPLC preparativa para proporcionar el compuesto 13 (100 mg, 20 %).
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"H-RMN: (500 MHz, CDsOD) (rotameros): & 7,30-7,24 (m, 3H), 7,15-7,13 (m, 2H), 4,62-4,55 (m, 2H), 4,29-3,97 (m,
1H), 3,98-3,79 (m, 4H), 3,75 (s, 3H), 3,62-3,22 (m, 2H), 3,23 (d, J = 13,5 Hz, 1H), 3,00-2,95 (q, 1H), 2,37-2,31 (m,
1H), 2,23-2,10 (m, 2H), 2,02-1,88 (m, 3H), 1,46-1,28 (m, 2H), 0,97 (d, J = 7,0 Hz, 6H).

Sintesis de  ((2S,3R)-1-((S)-2-(2-(((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)carbamoil)-2-bencilpirrolidin-  1-
carbonil)pirrolidin-1-il)-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)carbamato de terc-butilo (NT-13-10).

Se agité una disolucion del compuesto 13 (100 mg, 0,153 mmol) en NH3 metandlico (10 ml) en un tubo sellado a TA
durante 72 h. Se concentré la mezcla de reaccion a presion reducida. Se lavé el residuo bruto obtenido con éter
(2 x 2 ml) para proporcionar NT-13-10 (85 mg).

Sintesis de (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-
2-carbonil)-2-bencilpirrolidin-2-carboxamida (CM-4A) y (S)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-
((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-2-carbonil)-2-bencilpirrolidin-2-carboxamida (CM-4B):

Se purificé adicionalmente NT-13-10 (85 mg) mediante HPLC preparativa quiral para proporcionar dos isémeros que
con tratamiento con dioxano HCI y evaporacion proporcionaron 15 mg de cada uno de CM-4A y CM-4B.

"H-RMN: (500 MHz, CD30OD) (rotameros): & 7,33-7,26 (m, 3H), 7,16 (s, 2H), 4,55-4,54 (m, 1H), 4,39 (s, 1H), 4,14 (s,
1H), 4,01-3,98 (m, 1H), 3,91-3,71 (m, 3H), 3,59 (s, 2H), 3,25-3,16 (m, 1H), 3,04-3,00 (m, 1H), 2,33-2,10 (m, 3H),
2,01-1,91 (m, 2H), 1,86-1,80 (m, 1H), 1,46-1,44 (m, 1H), 1,34-1,29 (m, 1H), 1,25-1,19 (m, 3H), 0,99-0,97 (d, J = 14,0
Hz, 3H).

Masa m/z: 503 [M']
Pureza de HPLC: 98,1 %.

Sintesis de sal de trifluoroacetato de (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-
hidroxibutanoil)-pirrolidin-2-carbonil)-2-bencilpirrolidin-2-carboxamida (CM-4A-TFA):

A una disolucion de CM-4A en metanol, se le afadié acido trifluoroacético en exceso. Se recogid el precipitado
resultante mediante filtracion, se lavé con metanol, y se seco a vacio para producir CM-4A-TFA.

Ejemplo 5 - Sintesis de (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-
hidroxibutanoil)pirrolidin-2-carbonil)-2-(4-metilbencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-5A) vy (S)-N-((2S,3R)-1-amino-3-
hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-2-carbonil)-2-(4-metilbencil )pirrolidin-2-
carboxamida (CM-5B):

Se uso la siguiente secuencia de reaccion (esquema E) para sintetizar (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-
2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-2-carbonil)-2-(4-metilbencil)pirrolidin-2-carboxamida  (CM-
5A) 'y (S)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil )pirrolidin-2-
carbonil)-2-(4-metilbencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-5B):

Esquema E. Sintesis de CM-5A y CM-5B:
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Sintesis de clorhidrato de (S)-pirrolidin-2-carboxilato de etilo (1):

A una disoluciéon con agitacion de L-prolina (SM) (110 g, 956,5 mmol) en etanol, se le afiadié cloruro de tionilo
(141 ml, 1911,3 mmol) y se sometio a reflujo durante 16 h. Se llevo la mezcla de reaccién hasta TA y se concentré a
vacio para proporcionar el compuesto 1 como sal de clorhidrato (170 g, 99 %).

Sintesis de (S)-pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-bencilo y 2-etilo (2):

A una disolucién con agitacion del compuesto 1 (170 g, 947 mmol) en CHCly, se le afiadié EtzN (398 ml, 2,83 mol).
Tras agitarse durante 30 min, se le afiadi6 Cbz-Cl (1,136 mol) a la mezcla de reaccién y se continué agitando
durante otras 12 h a TA. Se lavo la mezcla de reaccion con agua y se extrajo con CH,Cly. Se seco la fase organica
sobre Na;SO, anhidro y se concentrd a vacio. Se purifico el producto bruto mediante cromatografia en columna para
proporcionar el compuesto 2 (230 g, 88 %).

"H-RMN: (200 MHz, DMSO-dg):  7,42-7,31 (m, 5H), 5,09 (m, 2H), 4,32-4,23(m, 1H), 4,08-3,98(m, 2H), 3,50-3,38 (m,
2H), 2,30-2,18 (m, 1H), 1,90-1,81 (m, 3H), 1,10-1,04 (t, 3H).

Masa m/z: 278 [M*+1].
Sintesis de 2-(4-metilbencil) pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-bencilo y 2-etilo (3):

A una disolucion con agitacion del compuesto 2 (5 g, 0,018 mol) en THF (40 ml) bajo atmdsfera inerte se le afiadié
LiIHMDS (1 M en THF) (36 ml, 0,036 mol) a -78 °C y se agit6 durante 30 min. A ésta se le afiadié gota a gota
bromuro de 4-metilbencilo (5 g, 0,027 mol) a -30 °C y se dejo calentar hasta TA y se agité durante 2 h. Se enfri6 la
mezcla de reaccion hasta 5 °C, se extinguié con disolucion de NH,4Cl saturada y se extrajo la fase acuosa con EtOAc
(2 x 100 ml). Se secaron los extractos organicos combinados sobre Na;SO, anhidro y se concentraron a presion
reducida. Se purifico el residuo bruto obtenido mediante cromatografia en columna de gel de silice eluyendo con el
20 % de EtOAc/hexano para proporcionar el compuesto 3 (5,2 g, 76 %) como liquido.

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-dg): § 7,47-7,32 (m, 5H), 7,17-7,12 (m, 1H), 7,05-7,01 (m, 1H), 6,95-6,90 (m, 2H), 5,25-
5,00 (m, 2H), 4,16-4,12 (m, 1H), 4,00-3,89 (m, 1H), 3,52 (d, 1H), 3,38-3,33 (m, 1H), 2,99-2,89 (m, 2H), 2,23 (s, 3H),
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2,12-1,90 (m, 1H), 1,56-1,51 (m, 1H), 1,05-1,01 (m, 3H), 1,00-0,97 (m, 1H), 0,92-0,89 (m, 1H).
Sintesis de acido 1-((benciloxi) carbonil)-2-(4-metilbencil)pirrolidin-2-carboxilico (4):

A una disolucién con agitacion del compuesto 3 (5,2 g, 0,0136 mol) en metanol (25 ml) y agua (15 ml), se le afadié
NaOH acuoso 2 N (2 g, 0,052 mol) y se calentd hasta 85 °C durante 4 h. Se evaporaron los compuestos volatiles a
presién reducida y se diluyé el residuo obtenido con agua enfriada con hielo (50 ml) y se lavo con éter (50 ml). Se
acidifico la fase acuosa hasta pH~2 usando HCI 2 N y se extrajo con CH2Cl, (2 x 100 ml). Se secaron las fases
organicas combinadas sobre Na;SO4 anhidro y se concentraron a presion reducida para proporcionar el compuesto
4 (4,3 g, 89 %) como un sdlido blanquecino.

"H-RMN: (400 MHz, CDCls): & 7,45-7,38 (m, 5H), 7,09-6,89 (m, 4H), 5,35-5,26 (m, 2H), 3,67-3,47 (m, 2H), 3,14-2,99
(m, 2H), 2,42-2,39 (m, 1H), 2,29 (s, 3H), 2,22-1,99 (m, 1H), 1,74-1,61 (m, 1H), 1,31-1,22 (m, 1H).

CL-EM (ESI): 354 [M"+1].

Sintesis de 2-(((2R, 3S)-3-hidroxi-1-metoxi-1-oxobutan-2-il)carbamoil)-2-(4-metilbencil)pirrolidin-1-carboxilato de
bencilo (5):

A una disolucidon con agitacion del compuesto 4 (4,3 g, 12,1 mmol) en CH,Cl, (40 ml), se le afadieron EDCI.HCI
(2,5 g, 13,4 mmol) seguido de HOBt (1,82 g, 13,4 mmol) y DIPEA (6,4 ml, 36,5 mmol) a 0 °C. Tras agitarse durante
10 min, se le afiadi6 éster metilico de L-treonina (2,2 g, 13,4 mmol) a la mezcla de reaccion y se agité durante otras
4 h a TA. Tras el consumo del material de partida (mediante CCF), se diluy6 la reaccion con CH2Cl, (150 ml) y se
lavé con agua (2 x 30 ml). Se lavo la fase organica con salmuera, se sec6 sobre Na>SO4, se concentrd y se purifico
mediante cromatografia en columna de gel de silice eluyendo con el 2 % de MeOH/CH,Cl, para proporcionar el
compuesto 5 (4,1 g, 72 %).

"H-RMN: (500 MHz, CDCls): & 7,44-7,31 (m, 5H), 7,09-6,85 (m, 5H), 5,32-5,25 (m, 1H), 5,05-4,94 (m, 2H), 4,25-4,20
(m, 1H), 4,15-4,08 (m, 1H), 3,66-3,64 (m, 2H), 3,45-3,41 (m, 2H), 3,14-3,09 (m, 1H), 2,89-2,84 (m, 1H), 2,20 (s, 3H),
2,05-2,02 (m, 2H), 1,55-1,51 (m, 1H), 1,09-0,98 (m, 4H).

CL-EM (ESI): 469 [M*+1].

Sintesis de 2-(((2S, 3R)-3-acetoxi-1-metoxi-1-oxobutan-2-il)carbamoil)-2-(4-metilbencil)pirrolidin-1-carboxilato de
bencilo (6):

A una disolucidon con agitacion del compuesto 5 (4,1 g, 8,75 mmol) en CH,Cl, (40 ml), se le anadié EtsN (3,0 ml,
21,9 mmol) seguido de Ac;0O (1,0 g, 10,5 mmol) a 0 °C y se agitdé durante 1 h. A ésta se le afiadi6 DMAP (25 mg,
catalitico) y se agit6 a TA durante 2 h. Tras el consumo del material de partida (mediante CCF), se diluy6 la mezcla
de reaccidon con agua y se extrajo con EtOAc (2 x 100 ml). Se seco la fase organica separada sobre Na,SO4
anhidro, se filtr6 y se concentr6 a vacio para proporcionar el compuesto 6 (4,2 g, producto bruto). Este fue
directamente usado para la préxima etapa sin purificacion adicional.

"H-RMN: (500 MHz, CDCls): & 7,42-7,30 (m, 5H), 7,09-6,85 (m, 5H), 5,25-5,21 (m, 2H), 5,11-5,09 (m, 1H), 4,67-4,62
(m, 1H), 3,66-3,64 (m, 2H), 3,55-3,46 (m, 3H), 3,15-3,10 (m, 1H), 2,92-2,85 (m, 1H), 2,20 (s, 3H), 2,05-1,95 (m, 5H),
1,56-1,46 (m, 1H), 1,15-1,11 (m, 4H).

CL-EM (ESI): 511 [M*+1].

Sintesis de (2S,3R)-3-acetoxi-2-(2-(4-metilbencil)pirrolidin-2-carboxamido)butanoato de metilo (7):

A una disolucion con agitacion del compuesto 6 (4,2 g, 8,22 mmol) en metanol (35 ml), se le afiadié Pd al 10 %/C
(1,0 g) bajo atmésfera de N. Se agité la mezcla de reaccion bajo atmosfera de H, (presion de globo) durante 3 h.
Tras el consumo del material de partida (mediante CCF), se filtré la reaccion a través de un lecho de Celite y se
concentro el filtrado a presion reducida para proporcionar el compuesto 7 (3,0 g, 100 %) como jarabe.

'H-RMN: (500 MHz, CDCl3): & 8,22 (s a, 1H), 7,09-7,06 (m, 4H), 5,23-5,19 (m, 1H), 4,50-4,42 (m, 1H), 3,60 (d, 3H),
3,20 (m, 1H), 3,00-2,97 (m, 1H), 2,75-2,68 (m, 2H), 2,28 (s, 3H), 2,05-2,02 (m, 1H), 1,90 (d, 3H), 1,65-1,51 (m, 3H),
1,10 (dd, 3H).

CL-EM m/z: 377 [M"+1].

Sintesis de (2S)-2-(2-(((2S,3R)-3-acetoxi-1-metoxi- 1-oxobutan-2-il)carbamoil)-2-(4-metilbencil )pirrolidin-1-
carbonil)pirrolidin-1-carboxilato de bencilo (8):
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A una disolucién con agitacion del compuesto 7 (3,0 g, 7,97 mmol) en CH,Cl, (30 ml) y agua (20 ml), se le ahadié
Na2COs3 (2,1 g, 19,9 mmol) y se agité a 0 °C durante 5 min. A este cloruro de acido [A una disolucién de acido (S)-1-
(benciloxicarbonil)pirrolidin-2-carboxilico (2,3 g, 9,56 mmol) en CH,Cl, (10 ml) se le afadio gota a gota SOCI;
(1,4 ml) a 0 °C y se someti6 a reflujo durante 2 h. Se retiraron los compuestos volatiles a presién reducida] y se agitd
la mezcla de reaccion a TA durante 2 h. Se concentré la fase organica separada a vacio y se separaron los isbmeros
obtenidos lavando con éter de dietilo (2 x 20 ml) para proporcionar el compuesto 8-F1 (1,6 g) y el compuesto 8-F2

(2,6 9).
Datos analiticos para el compuesto 8-F1:

"H-RMN: (400 MHz, CDCls): & 7,39-7,28 (m, 5H), 7,15-6,85 (m, 5H), 5,21-5,05 (m, 2H), 5,04-4,92 (m, 1H), 4,65-4,50
(m, 1H), 4,53-4,45 (m, 1H), 3,65 (s, 3H), 3,54-3,46 (m, 4H), 3,21-3,13 (m, 2H), 2,25-2,16 (m, 4H), 2,05-2,00 (m, 2H),
1,95-1,85 (m, 4H), 1,56-1,51 (m, 2H), 1,15 (dd, 3H).

CL-EM m/z: 608 [M"+1].
UPLC (pureza): 97 %.
Datos analiticos para el compuesto 8-F2:

"H-RMN: (400 MHz, CDCls): & 8,50 (s a, 1H), 7,36-7,23 (m, 5H), 7,15-6,85 (m, 5H), 5,21-5,05 (m, 2H), 5,04-4,92 (m,
1H), 4,65-4,50 (m, 1H), 4,53-4,45 (m, 1H), 3,65 (s, 3H), 3,54-3,46 (m, 4H), 3,21-3,13 (m, 2H), 2,25-2,16 (m, 4H),
2,05-2,00 (m, 2H), 1,95-1,85 (m, 4H), 1,56-1,51 (m, 2H), 1,15 (dd, 3H).

CL-EM m/z: 608 [M"+1]
UPLC (pureza): 96 %.

Sintesis de (2S, 3R)-3-acetoxi-2-((R)-2-(4-metilbencil)-1-((S)-pirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carboxamido)butanoato
de metilo (9-F1):

A una disoluciéon con agitacion del compuesto 8-F1 (1,6 g, 2,63 mmol) en MeOH (20 ml) y EtOAc (20 ml), se le
afnadio Pd al 10 %/C (0,5 g) bajo atmdsfera inerte y se agitd durante 4 h bajo atmodsfera de Ha (presion de globo). Se
filtré la mezcla de reaccion a través de un lecho de Celite y se concentré a presion reducida para proporcionar el
compuesto 9-F1 (1,1 g, 92 %).

"H-RMN: (400 MHz, CDCls): 8,23 (dd, 1H), 7,20-6,85 (m, 5H), 5,20-5,13 (m, 1H), 4,63-4,59 (m, 1H), 3,85-3,81 (m,
1H), 3,65-3,61 (m, 5H), 3,32-3,25 (m, 2H), 3,12-3,05 (m, 3H), 2,75-2,71 (m, 1H), 2,25 (s, 3H), 2,15-2,13 (m, 2H), 2,00
(d, 3H), 1,77 (m, 3H), 1,27 (dd, 4H).

CL-EM m/z: 474 [M"+1].

Sintesis de (2S, 3R)-3-acetoxi-2-((S)-2-(4-metilbencil)-1-((S)-pirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carboxamido)butanoato
de metilo (9-F2):

A una disolucion con agitacion del compuesto 8-F2 (2,6 g, 4,20 mmol) en MeOH (25 ml), se le afiadié Pd al 10 %/C
(1,0 g) bajo atmésfera inerte y se agitd durante 3 h bajo atmésfera de H; (presion de globo). Se filtré la mezcla de
reaccion a través de un lecho de Celite y se concentré a presion reducida para proporcionar el compuesto 9-F2
(1,1 g, 55 %).

"H-RMN: (400 MHz, CDCls): 8,23 (dd, 1H), 7,20-6,85 (m, 5H), 5,20-5,13 (m, 1H), 4,63-4,59 (m, 1H), 3,85-3,81 (m,
1H), 3,65-3,61 (m, 5H), 3,32-3,25 (m, 2H), 3,12-3,05 (m, 3H), 2,75-2,71 (m, 1H), 2,25 (s, 3H), 2,15-2,13 (m, 2H), 2,00
(d, 3H), 1,77 (m, 3H), 1,27 (dd, 4H).

CL-EM m/z: 474 [M"+1].
Sintesis de 2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-hidroxibutanoato de bencilo (A):

A una disolucién de acido 2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-hidroxibutanoico (50 g, 228,3 mmol) en DMF (500 ml), se le
afnadié KoCOs3 (63 g, 456,6 mmol) y se agité a TA durante 15 min. A esta se le afiadié bromuro de bencilo (46,83 g,
273,9 mmol) y se agité a TA durante 6 h. Se diluyé la mezcla de reaccion con agua (500 ml) y se extrajo con EtOAc
(2 x 750 ml). Se lavaron las fases organicas combinadas con salmuera (50 ml), se secaron sobre Na;SO4 anhidro y
se concentraron a presion reducida. Se purificéd el material bruto mediante cromatografia en columna de gel de silice
eluyendo con el 20 % de EtOAc/hexano para proporcionar 2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-hidroxibutanoato de
bencilo A (52 g, 73 %).
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"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds):  7,37-7,30 (m, 5H), 6,60 (d, 1H), 5,18-5,08 (m, 2H), 4,76 (d, 1H), 4,08-4,00 (m, 2H),
1,38 (s, 9H), 1,09 (d, 3H).

Masa m/z: 310,0 [M*+1], 210 [M"-des-Boc].
Sintesis de 3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoato de bencilo (B):

A una disolucion con agitacion del compuesto A (52 g, 168,2 mmol) en CH.ClI; (500 ml), se le afadié Ac;O (20,5 g,
201,9 mmol), EtsN (25,4 g, 252,4 mmol) y DMAP (3,5 g) y se agité a TA durante 2 h. Se retiraron los compuestos
volatiles a presion reducida. Se diluy6 el residuo obtenido con EtOAc (750 ml) y se lavé con disolucion de HCI 0,5 N
fria (2 x 200 ml). Se lavo la fase organica con salmuera, se sec6 sobre Na>SO4 anhidro y se concentré a presion
reducida para proporcionar 3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoato B (52 g, 88 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-dg):  7,35-7,34 (m, 5H), 7,27-7,25 (d, 1H), 5,18-5,06 (m, 3H), 4,34-4,32 (m, 1H), 1,90 (s,
3H), 1,39 (s, 9H), 1,16 (d, 3H).

Masa m/z: 252 [M*+1-des-Boc]
Sintesis de acido (2S,3R)-3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoico (C):

A una disolucién con agitacién del compuesto B (52 g, 148,1 mmol) en MeOH (1 1), se le afadié Pd al 10 %/C bajo
atmodsfera de N2 y se agitd la mezcla de reaccién bajo atmdsfera de hidrogeno durante 16 h. Se filtr6 la mezcla de
reaccion a través de un lecho de Celite, se evaporo6 el filtrado obtenido a vacio y se tritur6 el residuo bruto con
hexano para producir acido (2S, 3R)-3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoico C (35 g, 90 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds): & 12,78 (s a, 1H), 6,94 (d, 1H), 5,16-5,14 (m, 1H), 4,17-4,15 (m, 1H), 1,95 (s, 3H),
1,39 (s, 9H), 1,10 (d, 3H).

Masa m/z: 260,0 [M-1].

Sintesis de (2S,3R)-3-acetoxi-2-((R)-1-((S)-1-((2S,3R)-3-acetoxi-2-((terc-butoxicarbonil )amino)butanoil)pirrolidin-2-
carbonil)-2-(4-metilbencil)pirrolidin-2-carboxamido)butanoato de metilo (10-F1):

A una disolucion con agitacién del compuesto C (0,66 g, 2,55 mmol) en CHyCl, (15 ml), se le afadieron EDCI
(0,49 g, 2,55 mmol), HOBt (0,345 g, 2,55 mmol) seguido de DIPEA (1,2 ml, 6,96 mmol) a 0 °C y se agitd durante
10 min. A esta se le afiadioé el compuesto 9-F1 (1,1 g, 2,32 mmol) y se agitdé durante 15 h. Se extrajo la mezcla de
reaccion con EtOAc (2 x 75ml) y se lavd la fase organica separada con agua (200 ml), seguido de salmuera
(200 ml), se secod sobre Na;SO4 y se concentré6 a presion reducida. Se purificé el material bruto mediante
cromatografia en columna eluyendo con el 70 % de EtOAc/hexano para proporcionar el compuesto 10-F1 (1,6 g,
100 %) como jarabe.

"H-RMN: (500 MHz, CDCls): & 7,24-6,91 (m, 5H), 5,42-5,01 (m, 2H), 4,73-4,68 (m, 1H), 4,54-4,41 (m, 1H), 3,90-3,85
(m, 1H), 3,67 (s, 3H), 3,65-3,60 (m, 2H), 3,59-3,55 (m, 1H), 3,59-3,55 (m, 1H), 3,30 (s, 3H), 3,12-3,05 (m, 1H), 2,33
(s, 3H), 2,05 (s, 3H), 2,00-1,96 (m, 4H), 1,94-1,85 (m, 4H), 1,43 (s, 9H), 1,25 (d, 3H), 1,15 (d, 3H).

CL-EM (ESI): m/z 717 [M*+1].

Sintesis de (2S,3R)-3-acetoxi-2-((S)-1-((S)-1-((2S,3R)-3-acetoxi-2-((terc-butoxicarbonil Jamino)butanoil)pirrolidin-2-
carbonil)-2-(4-metilbencil)pirrolidin-2-carboxamido)butanoato de metilo (10-F2):

A una disolucién con agitacion del compuesto C (0,66 g, 2,55 mmol) en CH,Cl, (10 ml), se le afiadieron EDCI.HCI
(0,48 g, 2,55 mmol), HOBt (0,345 g, 2,55 mmol) seguido de DIPEA (1,2 ml, 6,96 mmol) a 0 °C y se agitd durante
10 min. A esta se le afiadioé el compuesto 9-F2 (1,1 g, 2,32 mmol) y se agitdé durante 15 h. Se extrajo la mezcla de
reaccion con EtOAc (2 x 75ml) y se lavd la fase organica separada con agua (200 ml), seguido de salmuera
(200 ml), se secod sobre Na,SO4 y se concentré6 a presion reducida. Se purificé el material bruto mediante
cromatografia en columna eluyendo con el 70 % de EtOAc/hexano para proporcionar el compuesto 10-F2 (0,8 g,
50 %) como jarabe.

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds): & 7,24-6,91 (m, 5H), 5,42-5,01 (m, 2H), 4,73-4,68 (m, 1H), 4,54-4,41 (m, 1H), 3,90-
3,85 (m, 1H), 3,67 (s, 3H), 3,65-3,60 (m, 2H), 3,59-3,55 (m, 1H), 3,59-3,55 (m, 1H), 3,30 (s, 3H), 3,12-3,05 (m, 1H),
2,33 (s, 3H), 2,05 (s, 3H), 2,00-1,96 (m, 4H), 1,94-1,85 (m, 4H), 1,43 (s, 9H), 1,25 (d, 3H), 1,15 (d, 3H).

CL-EM (ESI): m/z 717 [M™+1].

Sintesis de ((2S,3R)-1-((S)-2-((R)-2-(((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)carbamoil)-2-(4-metilbencil )pirrolidin-
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1-carbonil)pirrolidin-1-il)-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)carbamato de terc-butilo (11-F1):
Se llevé una mezcla del compuesto 10-F1 (1,6 g, 2,20 mmol) y NHz.metandlico (20 ml) a un autoclave y se calento

hasta 70 °C durante 16 h. Tras el consumo del material de partida (mediante CCF), se concentré la mezcla de
reaccion a presion reducida para proporcionar el compuesto 11-F1 (0,6 g, 46 %).

'H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds): 5 7,32 (s a, 1H), 7,15-7,10 (m, 2H), 7,05-6,91 (m, 3H), 6,65 (s a, 1H), 4,75-4,59 (m,
2H), 4,24-3,45 (m, 8H), 3,35 (s, 1H), 3,05-3,00 (m, 1H), 2,32 (s, 3H), 2,26-1,85 (m, 6H), 1,75 (s, 6H), 1,60-1,55 (m,
1H), 1,47 (s, 9H), 1,15 (d, 3H).

CL-EM (ESI): m/z 618,5 [M*+1].

Sintesis de ((2S,3R)-1-((S)-2-((S)-2-(((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)carbamoil)-2-(4-metilbencil )pirrolidin-
1-carbonil)pirrolidin-1-il)-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)carbamato de terc-butilo (11-F2):

Se agité una mezcla de compuesto 10-F2 (0,8 g, 1,11 mmol) y NHs.metandlico (20 ml) a TA durante 16 h. Tras el

consumo del material de partida (mediante CCF y CL-EM), se concentrd la mezcla de reaccién a presion reducida
para proporcionar el compuesto 11-F2 (0,4 g, 58 %).

'H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds): 5 7,32 (s a, 1H), 7,15-7,10 (m, 2H), 7,05-6,91 (m, 3H), 6,65 (s a, 1H), 4,75-4,59 (m,
2H), 4,24-3,45 (m, 8H), 3,35 (s, 1H), 3,05-3,00 (m, 1H), 2,32 (s, 3H), 2,26-1,85 (m, 6H), 1,75 (s, 6H), 1,60-1,55 (m,
1H), 1,47 (s, 9H), 1,15 (d, 3H).

CL-EM (ESI): m/z 618,5 [M*+1].

Sintesis de (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil )pirrolidin-
2-carbonil)-2-(4-metilbencil) pirrolidin-2-carboxamida (CM-5A):

Una disolucion con agitacion del compuesto 11-F1 (0,25 g, 0,40 mmol) en HCI 2 N en 1,4-dioxano (7 ml) a TA
durante 2 h. Se concentr6 la mezcla de reaccién a presidon reducida y se purific6 mediante HPLC prep. para
proporcionar CM-5A (0,1 g, 44 %) como sal de clorhidrato.

'H-RMN: (400 MHz, D20): & 7,35 (t, 2H), 7,25 (d, 2H), 4,95-4,90 (m, 1H), 4,43-4,35 (m, 4H), 3,94-3,89 (m, 1H), 3,87-
3,78 (m, 2H), 3,63 (d, 1H), 3,49-3,40 (m, 1H), 3,25 (d, 1H), 2,56-2,34 (m, 5H), 2,28-2,20 (m, 4H), 1,75-1,71 (m, 1H),
1,56 (d, 3H), 1,32 (d, 3H), 1,15-1,11 (m, 1H).

CL-EM (ESI) m/z: 518 [M"+1].

Pureza de UPLC: 99 %.

Rotacion dptica [0”°p]: +30,51 (C = 1 % en agua).

HPLC-prep.: Ri= 7,56 min (Chiralpak IA, 250 x 4,6 mm, 5 pu; fase mévil (A) TFA al 0,1 % en n-hexano (B) EtOH (4/1):
A:B (80:20); velocidad de flujo: 1,00 ml/min).

Sintesis de (S)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil )pirrolidin-
2-carbonil)-2-(4-metilbencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-5B):

Una disolucion con agitacion del compuesto 11-F2 (0,4 g, 0,64 mmol) en HCI 2 N en 1,4-dioxano (5 ml) a TA durante
2 h. Se concentré la mezcla de reaccion a presion reducida para dar producto bruto; que se lavé con EtOAc y n-
pentano para proporcionar CM-5B (0,15 g, 42 %) como sal de clorhidrato.

'H-RMN: (400 MHz, D20): & 7,35 (t, 2H), 7,25 (d, 2H), 4,95-4,90 (m, 1H), 4,43-4,35 (m, 4H), 3,94-3,89 (m, 1H), 3,87-
3,78 (m, 2H), 3,63 (d, 1H), 3,49-3,40 (m, 1H), 3,25 (d, 1H), 2,56-2,34 (m, 5H), 2,28-2,20 (m, 4H), 1,75-1,71 (m, 1H),
1,56 (d, 3H), 1,32 (d, 3H), 1,15-1,11 (m, 1H).

CL-EM (ESI) m/z: 518 [M"+1].

Pureza de UPLC: 96 %.

Rotacion dptica [0”°p]: -124,6 (C = 1 % en agua).

HPLC-prep.: Rt = 9,68 min (Chiralpak IA, 250 x 4,6 mm, 5 p; fase movil (A) TFA al 0,1 % en n-hexano (B) EtOH (4/1):
A:B (80:20); velocidad de flujo: 1,00 ml/min).
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Ejemplo 6 - Sintesis de (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-
hidroxibutanoil)pirrolidin-2-carbonil)-2-(4-fluorobencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-6A) y (S)-N-((2S,3R)-1-amino-3-
hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-2-carbonil)-2-(4-fluorobencil)pirrolidin-2-
carboxamida (CM-6B):

Se uso la siguiente secuencia de reaccion (esquema F) para sintetizar (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-
2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil pirrolidin-2-carbonil)-2-(4-fluorobencil )pirrolidin-2-carboxamida (CM-
6A) y (S)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil )pirrolidin-2-
carbonil)-2-(4-fluorobencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-6B):

Esquema F. Sintesis de CM-6A y CM-6B

3 F
= 2
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Sintesis de clorhidrato de (S)-pirrolidin-2-carboxilato de etilo (1):

A una disolucion con agitacion de L-prolina (SM) (110 g, 956,5 mmol) en etanol se le afadié cloruro de tionilo
(141 ml, 1911,3 mmol) y se sometié a reflujo durante 16 h. Se llevo la mezcla de reaccién hasta TA y se concentré a
vacio para proporcionar el compuesto 1 como sal de clorhidrato (170 g, 99 %).

Sintesis de (S)-1-bencilo 2-metilo pirrolidin-1,2-dicarboxilato (2):

A una disolucién con agitacion del compuesto 1 (170 g, 947 mmol) en CHCl, se le afiadioé EtsN (398 ml, 2,83 mol).
Tras agitarse durante 30 min, se le afiadié Cbz-Cl (1,136 mol) a la mezcla de reacciéon y se continué agitando
durante otras 12 h a TA. Se lavé la mezcla de reaccion con agua y se extrajo con CH,Cly. Se secé la fase organica
sobre Na;SO, anhidro y se concentrd a vacio. Se purifico el producto bruto mediante cromatografia en columna para
proporcionar el compuesto 2 (230 g, 88 %).

"H-RMN: (200 MHz, DMSO-d): & 7,42-731(m, 5H), 5,09 (m, 2H), 4,32-4,23(m, 1H), 4,08-3,98(m, 2H), 3,50-3,38 (m,
2H), 2,30-2,18 (m, 1H), 1,90-1,81(m, 3H), 1,10-1,04 (t, 3H).

Masa m/z: 278 [M*+1].
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Sintesis de 2-(4-fluorobencil) pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-bencilo y 2-etilo (3):

A una disolucién con agitacion del compuesto 2 (10 g, 36,0 mmol) en THF seco (100 ml) bajo atmodsfera inerte se le
afiadi6 LIHMDS (1 M en THF) (72,1 ml, 72,1 mmol) a -20 °C y se agit6 durante 1 h. A esta se le afiadié gota a gota
bromuro de 4-fluorobencilo (5,34 ml, 43,2 mmol) a -20 °C y se dejé calentar hasta TA y se agité durante 1 h. Se
enfrié la mezcla de reaccion hasta 5 °C, se extinguié con disolucion acuosa de NH.Cl y se extrajo la fase acuosa con
EtOAc (2 x 100 ml). Se secaron los extractos organicos combinados sobre Na;SO, anhidro y se concentraron a
presioén reducida. Se purifico el residuo bruto obtenido mediante cromatografia en columna de gel de silice eluyendo
con el 30 % de EtOAc/hexano para proporcionar el compuesto 3 (10 g, 72 %).

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds) (rotdmeros): § 7,46-7,32 (m, 5H), 7,15-7,01 (m, 4H), 5,18-5,09 (m, 2H), 4,16-3,91 (m,
2H), 3,53 (d, 1H), 3,62 (d, 1H), 3,38-3,32 (m, 1H), 2,97-2,81 (m, 1H), 2,14-1,91 (m, 2H), 1,65-1,51 (m, 1H), 1,25 (t,
2H), 1,09 (t, 1H), 0,99-0,85 (m, 1H).

CL-EM (ESI): 386 [M+1].
Sintesis de acido 1-((benciloxi)carbonil)-2-(4-fluorobencil)pirrolidin-2-carboxilico (4):

A una disolucién con agitacion del compuesto 3 (10 g, 25,9 mmol) en metanol (50 ml) y agua (50 ml) se le ahadié
NaOH acuoso 2N (3,11 g, 77,8 mmol) y se calenté hasta 70 °C durante 16 h. Se evaporaron los compuestos
volatiles a presion reducida y se diluyo el residuo obtenido con agua enfriada con hielo (50 ml) y se lavé con éter
(50 ml). Se acidifico la fase acuosa hasta pH~2 usando HCI acuoso y se extrajo con EtOAc (2 x 100 ml). Se lavaron
las fases organicas combinadas con salmuera, se sec6 sobre Na,SO4 anhidro y se concentré a presion reducida
para dar el producto bruto; que se purificd6 mediante cromatografia en columna de gel de silice eluyendo con el 2 %
de MeOH/CH-CI; para proporcionar el compuesto 4 (9 g, 97 %).

Sintesis de 2-(4-fluorobencil)-2-(((2R, 3S)-3-hidroxi-1-metoxi-1-oxobutan-2-il)carbamoil)pirrolidin-1-carboxilato de
bencilo (5):

A una disolucién con agitacion del compuesto 4 (9,5 g, 26,6 mmol) en CHCl, (95 ml) se le afiadieron EDCI.HCI
(7,61 g, 39,87 mmol) seguido de HOBt (5,42 g, 39,87 mmol) y DIPEA (14,6 ml, 79,7 mmol) a 0 °C bajo atmodsfera de
N2. Tras agitarse durante 10 min, se le afiadié sal de clorhidrato de ester metilico de L-treonina (5,4 g, 31,89 mmol) a
la mezcla de reaccion y se agitdé durante otras 16 h a TA. Tras el consumo del material de partida (mediante CCF),
se diluyo la reaccion con agua (100 ml) y se extrajo con CHxClz (2 x 100 ml). Se secé la fase organica sobre Na;SO4
y se concentré para dar producto bruto; que se purificdé mediante cromatografia en columna de gel de silice eluyendo
con el 2 % de MeOH/CH,ClI, para proporcionar el compuesto 5 (13 g, producto bruto).

Sintesis de 2-(((2S,3R)-3-acetoxi-1-metoxi-1-oxobutan-2-il)carbamoil)}-2-(4-fluorobencil)pirrolidin-1-carboxilato  de
bencilo (6):

A una disolucién con agitacion del compuesto 5 (13 g, 27,5 mmol) en CH,Cl, (130 ml) se le afiadié EtsN (9,58 ml,
68,7 mmol) seguido de Ac;0O (4,13 ml, 41,26 mmol) a 0 °C y se agit6 durante 1 h. A esta se le afiadié DMAP (0,13 g)
y se agitd a TA durante 16 h. Tras el consumo del material de partida (mediante CCF), se diluyo la reacciéon con
agua (100 ml) y se extrajo con CH2Cl; (2 x 100 ml). Se secé la fase organica sobre Na;SO, y se concentrd para dar
producto bruto; que se purifico6 mediante cromatografia en columna de gel de silice eluyendo con el 30 % de
EtOAc/hexano para proporcionar el compuesto 6 (10 g, 71 %).

'H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds) (rotameros): & 7,22-7,14 (m, 5H), 7,11-6,98 (m, 4H), 5,26-5,21 (m, 2H), 5,09 (t, 1H),
4,67-4,63 (m, 1H), 3,66-3,64 (m, 3H), 3,69-3,65 (m, 2H), 3,19-3,16 (m, 1H), 2,92-2,85 (m, 1H), 2,10-2,02 (m, 1H),
2,98 (s, 4H), 1,56-1,46 (m, 1H), 1,20-1,14 (m, 3H), 1,12 (t, 1H).

CL-EM (ESI): 515 [M*+1].

Masa m/z: 515 [M*+1].

Sintesis de (2S,3R)-3-acetoxi-2-(2-(4-fluorobencil)pirrolidin-2-carboxamido)butanoato de metilo (7):

A una disolucion con agitacion del compuesto 6 (10 g, 19,4 mmol) en metanol (100 ml) se le afiadié Pd al 10 %/C
himedo (2 g) bajo atmoésfera de N». Se agitd la mezcla de reaccion bajo atmdsfera de H, (presion de globo) durante
4 h. Tras el consumo del material de partida (mediante CCF), se filtré la reaccion a través de un lecho de Celite y se

concentro el filtrado a presion reducida para proporcionar el compuesto 7 (6,7 g, 91 %).

Sintesis de (2S)-2-(2-(((2S,3R)-3-acetoxi-1-metoxi- 1-oxobutan-2-il)carbamoil)-2-(4-fluorobencil)pirrolidin-1-
carbonil)pirrolidin-1-carboxilato de bencilo (8):
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A una disolucién con agitacion del compuesto 7 (6,7 g, 17,6 mmol) en CH2Cl, (67 ml) y agua (67 ml) se le afadioé
Na,COs3 (4,67 g, 44,0 mmol) y se agitdé a 0 °C durante 5 min. A este cloruro de acido [A una disolucién de acido (S)-
1-(benciloxicarbonil)pirrolidin-2-carboxilico (20,6 g, 82,8 mmol) en CH.Cl, (20 ml) se le anadi6 SOCI, (3,19 ml,
44,0 mmol) gota a gota a 0 °C y se sometié a reflujo durante 2 h. Se retiraron los compuestos volatiles a presion
reducida para producir (S)-2-(clorocarbonil)pirrolidin-1-carboxilato de bencilo] (5,26 g, 21,15 mmol) y se agitd la
mezcla de reaccion a TA durante 2 h. Se concentro la fase organica separada a vacio y se purificé el material bruto
obtenido mediante cromatografia en columna eluyendo con el 2 % de MeOH/CH.CI, para proporcionar el compuesto
8 (8,949, 83 %).

CL-EM m/z: 612 [M"+1].
Masa m/z: 612 [M*+1].

Sintesis de (2S,3R)-3-acetoxi-2-(2-(4-fluorobencil)-1-((S)-pirrolidin-2-carbonil) pirrolidin-2-carboxamido) butanoato de
metilo (9):

A una disolucién con agitacién del compuesto 8 (8,9 g, 14,5 mmol) en MeOH (180 ml) se le afiadié Pd al 10 %/C
hamedo (1,8 g) bajo atmodsfera inerte y se agité durante 4 h bajo atmésfera de H, (presion de globo). Se filtro la
mezcla de reaccion a través de un lecho de Celite y se concentré a presion reducida para proporcionar el compuesto
9 (6,9 g, producto bruto).

"H-RMN: (400 MHz, CDsOD) (rotameros): 8 7,22-7,14 (m, 2H), 7,03 (t, 2H), 5,39-5,34 (m, 1H), 4,52 (t, 1H), 3,78-3,72
(m, 2H), 3,74 (d, 3H), 3,35 (s, 2H), 3,29-3,24 (m, 1H), 3,18-3,12 (m, 1H), 2,85-2,83 (m, 1H), 2,31-2,25 (m, 2H), 2,18-
2,15 (m, 1H), 2,06 (d, 3H), 1,89-1,75 (m, 3H), 1,71-1,65 (m, 1H), 1,52-1,40 (m, 1H), 1,29 (dd, 3H).

Masa m/z: 478 [M*+1].
Sintesis de 2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-hidroxibutanoato de bencilo (A):

A una disolucién de acido 2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-hidroxibutanoico (Boc-Thr) (50 g, 228,3 mmol) en DMF
(500 ml) se le afiadio K.CO3 (63 g, 456,6 mmol) y se agité a TA durante 15 min. A esta se le afadié bromuro de
bencilo (46,83 g, 273,9 mmol) y se agité a TA durante 6 h. Se diluy6 la mezcla de reaccion con agua (500 ml) y se
extrajo con EtOAc (2 x 750 ml). Se lavaron las fases organicas combinadas con salmuera (50 ml), se secaron sobre
Na>SO4 anhidro y se concentraron a presion reducida. Se purificé el material bruto mediante cromatografia en
columna de gel de silice eluyendo con el 20 % de EtOAc/hexano para proporcionar 2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-
hidroxibutanoato de bencilo A (52 g, 73 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds):  7,37-7,30 (m, 5H), 6,60 (d, 1H), 5,18-5,08 (m, 2H), 4,76 (d, 1H), 4,08-4,00 (m, 2H),
1,38 (s, 9H), 1,09 (d, 3H).

Masa m/z: 310,0 [M*+1], 210 [M"-des-Boc].

Sintesis de 3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoato de bencilo (B):

A una disolucién con agitacion del compuesto A (52 g, 168,2 mmol) en CH2Cl, (500 ml) se le afiadié Ac,0O (20,5 g,
201,9 mmol), EtsN (25,4 g, 252,4 mmol) y DMAP (3,5 g) y se agité a TA durante 2 h. Se retiraron los compuestos
volatiles a presion reducida. Se diluyé el residuo obtenido con EtOAc (750 ml) y se lavé con disolucion de HCI 0,5 N
fria (2 x 200 ml). Se lavo la fase organica con salmuera, se sec6 sobre Na>SO4 anhidro y se concentré a presion
reducida para proporcionar 3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoato B (52 g, 88 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-dg):  7,35-7,34 (m, 5H), 7,27-7,25 (d, 1H), 5,18-5,06 (m, 3H), 4,34-4,32 (m, 1H), 1,90 (s,
3H), 1,39 (s, 9H), 1,16 (d, 3H).

Masa m/z: 252 [M*+1-des-Boc].

Sintesis de acido (2S,3R)-3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoico (C):

A una disolucién con agitacion del compuesto B (52 g, 148,1 mmol) en MeOH (1 |) se le afiadioé Pd al 10 %/C bajo
atmodsfera de N2 y se agitd la mezcla de reaccidn bajo atmdsfera de hidrogeno durante 16 h. Se filtr6 la mezcla de
reaccion a través de un lecho de Celite, se evaporo6 el filtrado obtenido a vacio y se tritur6 el residuo bruto con

hexano para producir acido (2S,3R)-3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoico C (35 g, 90 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds): & 12,78 (s a, 1H), 6,94 (d, 1H), 5,16-5,14 (m, 1H), 4,17-4,15 (m, 1H), 1,95 (s, 3H),
1,39 (s, 9H), 1,10 (d, 3H).

Masa m/z: 260,0 [M*-1].
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Sintesis de  (2S,3R)-3-acetoxi-2-(1-((S)-1-((2S,3R)-3-acetoxi-2-((terc-butoxicarbonil)amino)butanoil)pirrolidin-2-
carbonil)-2-(4-fluorobencil)pirrolidin-2-carboxamido)butanoato de metilo (10):

A una disolucién con agitacion del compuesto C (4,53 g, 17,35 mmol) en CHCl, (69 ml) se le afadieron EDCI.HCI
(4,14 g, 21,69 mmol), HOBt (2,95 g, 21,7 mmol) seguido de DIPEA (7,99 ml, 43,4 mmol) a 0 °C y se agité durante
10 min. A esta se le afiadié el compuesto 9 (6,9 g, 14,46 mmol) y se agité durante 16 h. Se diluyé la mezcla de
reaccion con agua (75 ml) y se extrajo con EtOAc (2 x 75 ml). Se seco la fase organica separada sobre Na;SO, y se
concentro a presion reducida. Se purificé el material bruto mediante cromatografia en columna eluyendo con el 2 %
de MeOH/CH-CI; para proporcionar el compuesto 10 (8,0 g, 77 %).

'H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds) (rotameros): § 7,35-7,29 (m, 1H), 7,23 (m, 1H), 7,13 (d, 2H), 7,08-7,05 (m, 1H), 5,30-
5,12 (m, 2H), 4,67-4,34 (m, 3H), 3,98-3,70 (m, 3H), 3,65 (s, 1H), 3,49-3,45 (m, 1H), 3,25-3,10 (m, 1H), 2,32-1,96 (m,
8H), 1,75-1,62 (m, 2H), 1,49 (d, 9H), 1,32-1,29 (m, 3H), 1,25-1,20 (m, 3H).

CL-EM m/z: 621 [M"+1].

Sintesis de ((2S,3R)-1-((2S)-2-(2-(((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)carbamoil)-2-(4-fluorobencil)pirrolidin-
1-carbonil)pirrolidin-1-il)-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)carbamato de terc-butilo (11):

Una mezcla con agitacion del compuesto 10 (4 g, 5,55 mmol) y NHs metandlico (20 ml) se llevé a un tubo sellado y
se agitd durante 48 h. Se concentré la mezcla de reaccién a vacio para dar producto bruto; que se purific6 mediante
cromatografia en columna de gel de silice eluyendo con el 2 % de MeOH/CH2Cl, para proporcionar el compuesto 11
(1,6 g) como mezcla. Se sometid este material bruto a purificacion prep. quiral.

HPLC preparativa quiral de isémeros:

Se separaron los isémeros del compuesto 11 (1,6 g, producto bruto) mediante HPLC preparativa quiral para obtener
el compuesto 11-F1 (0,6 g) y el compuesto 11-F2 (0,25 g).

Datos analiticos para el compuesto 11-F1:

'H-RMN: (400 MHz, DMSO-de): 5 8,15 (s a, 1H), 7,39-7,35 (m, 2H), 7,24 (s, 1H), 7,11 (t, 2H), 7,04-7,00 (m, 1H),
6,79-6,74 (m, 2H), 4,75 (d, 1H), 4,21 (t, 2H), 4,02-3,95 (m, 1H), 3,81-3,75 (m, 2H), 3,69-3,56 (m, 2H), 3,53-3,49 (m,
1H), 3,27-3,09 (m, 2H), 2,29-2,10 (m, 1H), 2,05-1,91 (m, 5H), 1,69-1,51 (m, 1H), 1,40 (s, 9H), 1,19-1,11 (m, 6H),
0,92-0,84 (m, 1H).

HPLC: 85 %.

CL-EM (ESI): m/z 622 [M"+1].

HPLC quiral: R; = 10,69 min (Chiralpak IA, 250 x 4,6 mm, 5 ; fase movil (A) TFA al 0,1 % en n-hexano (B) EtOH
(4/1): A:B (80:20); velocidad de flujo: 1,00 ml/min).

Datos analiticos para el compuesto 11-F2:

'H-RMN: (400 MHz, DMSO-de): 5 8,15 (s a, 1H), 7,39-7,35 (m, 2H), 7,24 (s, 1H), 7,11 (t, 2H), 7,04-7,00 (m, 1H),
6,79-6,74 (m, 2H), 4,75 (d, 1H), 4,21 (t, 2H), 4,02-3,95 (m, 1H), 3,81-3,75 (m, 2H), 3,69-3,56 (m, 2H), 3,53-3,49 (m,
1H), 3,27-3,09 (m, 2H), 2,29-2,10 (m, 1H), 2,05-1,91 (m, 5H), 1,69-1,51 (m, 1H), 1,40 (s, 9H), 1,19-1,11 (m, 6H),
0,92-0,84 (m, 1H).

HPLC: 84 %.

CL-EM (ESI): m/z 622 [M"+1].

HPLC quiral: R; = 18,55 min (Chiralpak IA, 250 x 4,6 mm, 5 y; fase movil (A) TFA al 0,1 % en n-hexano (B) EtOH
(4/1): A:B (80:20); velocidad de flujo: 1,00 ml/min).

Sintesis de (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-
2-carbonil)-2-(4-fluorobencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-6A):

A una disolucion con agitacion del compuesto 11-F1 (0,6 g, 0,96 mmol) en CH,Cl, (12 ml) se le afiadié HClI 4 M en
1,4-dioxano (6 ml) a 0 °C y se agitd a TA durante 1 h. Se concentré la mezcla de reaccioén a vacio para dar producto
bruto; que se lavé adicionalmente con EtOAc y se secé a vacio para proporcionar CM-6A (0,28 g, 52 %) como sal de
clorhidrato.
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"H-RMN: (400 MHz, D20): & 7,41-7,32 (m, 2H), 7,21 (t, 2H), 4,95-4,90 (m, 1H), 4,43-4,35 (m, 4H), 3,94-3,62 (m, 5H),
3,27 (d, 1H), 2,56-2,50 (m, 1H), 2,35-2,29 (m, 1H), 2,14-2,05 (m, 4H), 1,81-1,75 (m, 1H), 1,35 (d, 3H), 1,32 (d, 3H),
1,19-1,11 (m, 1H).

CL-EM (ESI) m/z: 522 [M"+1].
Pureza de UPLC: 96 %.

HPLC quiral: R;=7,73 min (Chiralpak IA, 250 x 4,6 mm, 5 pu; fase moévil (A) TFA al 0,1 % en n-hexano (B) EtOH
(4/1): A:B (80:20); velocidad de flujo: 1,00 ml/min).

Rotacion dptica [0”%): +7,15 (C = 1 % en agua).

Sintesis de (S)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-
2-carbonil)-2-(4-fluorobencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-6B):

A una disolucion con agitacion del compuesto 11-F2 (0,25 g, 0,40 mmol) en CHxCl, (5 ml) se le afiadié HCl 4 M en
1,4-dioxano (2,5ml) a 0 °C y se agitdé a TA durante 3 h. Se concentré la mezcla de reaccidon a vacio para dar
producto bruto; que se lavé adicionalmente con EtOAc y se seco a vacio para proporcionar CM-6B (0,1 g, 45 %)
como sal de clorhidrato.

"H-RMN: (400 MHz, D20): & 7,41-7,32 (m, 2H), 7,21 (t, 2H), 4,95-4,90 (m, 1H), 4,43-4,35 (m, 4H), 3,94-3,62 (m, 5H),
3,27 (d, 1H), 2,56-2,50 (m, 1H), 2,35-2,29 (m, 1H), 2,14-2,05 (m, 4H), 1,81-1,75 (m, 1H), 1,35 (d, 3H), 1,32 (d, 3H),
1,19-1,11 (m, 1H).

CL-EM (ESI) m/z: 522 [M"+1].
Pureza de UPLC: 98,38 %.

HPLC quiral: R; = 11,28 min (Chiralpak IA, 250 x 4,6 mm, 5 ; fase movil (A) TFA al 0,1 % en n-hexano (B) EtOH
(4/1): A:B (80:20); velocidad de flujo: 1,00 ml/min).

Rotacion dptica [0%p]: -102,77 (C = 1 % en agua).

Ejemplo 7 - Sintesis de (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-
hidroxibutanoil)pirrolidin-2-carbonil)-2-(4-(trifluorometil)bencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-7A) vy (S)-N-((2S,3R)-1-
amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil )pirrolidin-2-carbonil)-2-(4-
(trifluorometil)bencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-7B):

Se us6 la siguiente secuencia de reaccion (esquema G) para sintetizar (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-
oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-2-carbonil)-2-(4-(trifluorometil)bencil)pirrolidin-2-
carboxamida (CM-7A) y (S)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-
hidroxibutanoil)pirrolidin-2-carbonil)-2-(4-(trifluorometil)bencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-7B):

Esquema G. Sintesis de CM-7A y CM-7B:
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Sintesis de clorhidrato de (S)-pirrolidin-2-carboxilato de etilo (1):

A una disolucion con agitacion de L-prolina (SM) (110 g, 956,5 mmol) en etanol se le afiadié cloruro de tionilo
(141 ml, 1911,3 mmol) y se sometio a reflujo durante 16 h. Se llevo la mezcla de reaccion hasta TA y se concentré a
vacio para proporcionar el compuesto 1 como sal de clorhidrato (170 g, 99 %).

Sintesis de (S)-pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-bencilo y 2-metilo (2):

A una disoluciéon con agitacion del compuesto 1 (170 g, 947 mmol) en CHCl, se le afiadioé EtsN (398 ml, 2,83 mol).
Tras agitarse durante 30 min, se le afiadi6 Cbz-Cl (1,136 mol) a la mezcla de reaccién y se continué agitando
durante otras 12 h a TA. Se lavé la mezcla de reaccion con agua y se extrajo con CH,Cly. Se secé la fase organica
sobre Na;SO,4 anhidro y se concentrd a vacio. Se purificd el producto bruto mediante cromatografia en columna para
proporcionar el compuesto 2 (230 g, 88 %).

"H-RMN: (200 MHz, DMSO-de): § 7,42-7,31(m, 5H), 5,09 (m, 2H), 4,32-4,23(m, 1H), 4,08-3,98(m, 2H), 3,50-3,38 (m
2H), 2,30-2,18 (m, 1H), 1,90-1,81(m, 3H), 1,10-1,04 (t, 3H).

Masa m/z: 278 [M*+1],
Sintesis de 2-(4-(trifluorometil)bencil)pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-bencilo y 2-etilo (3):

A una disolucion con agitacion del compuesto 2 (5 g, 0,018 mol) en THF (50 ml) bajo atmdsfera inerte se le afiadio
LiIHMDS (1 M en THF) (27 ml, 0,026 mol) a -78 °C y se agitdé durante 30 min. A esta se le afadié gota a gota 1-
(bromometil)-4-(trifluorometil)benceno (3,3 ml, 0,021 mol) a -40 °C y se dejo calentar hasta TA y se agité durante 3 h.
Se enfri6 la mezcla de reaccion hasta 5 °C, se extinguié con disolucion acuosa de NH4Cl y se extrajo la fase acuosa
con EtOAc (2 x 100 ml). Se secaron los extractos organicos combinados sobre Na;SO4 anhidro y se concentraron a
presién reducida. Se purifico el residuo bruto obtenido mediante cromatografia en columna de gel de silice eluyendo
con el 10 % de EtOAc/hexano para proporcionar el compuesto 3 (6 g, 76 %) como liquido.

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds): & 7,64-7,58 (m, 2H), 7,44-7,25 (m, 7H), 5,22-5,12 (m, 2H), 4,16-4,12 (m, 1H), 4,05-

3,89 (m, 1H), 3,62 (d, 1H), 3,48-3,39 (m, 1H), 3,16-3,10 (m, 1H), 2,99-2,89 (m, 1H), 2,19-1,99 (m, 2H), 1,63-1,58 (m,
1H), 1,19 (¢, 2H), 1,05 (t, 1H), 0,92-0,89 (m, 1H).
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Sintesis de 1-((benciloxi)carbonil)-2-(4-(trifluorometil) bencil) pirrolidin-2-carboxilico acido (4):

A una disolucién con agitacion del compuesto 3 (6 g, 0,014 mol) en metanol (50 ml) y agua (15 ml) se le ahadié
NaOH acuoso 2 N (1,1 g, 0,027 mol) y se calenté hasta 70 °C durante 3 h. Se evaporaron los compuestos volatiles a
presién reducida y se diluyé el residuo obtenido con agua enfriada con hielo (50 ml) y se lavo con éter (50 ml). Se
acidifico la fase acuosa hasta pH~2 usando HCI 2 N y se extrajo con EtOAc (2 x 100 ml). Se secaron las fases
organicas combinadas sobre Na,SO4 anhidro y se concentraron a presion reducida para proporcionar el compuesto
4 (4 g, 71 %) como un solido blanquecino.

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds): § 7,59-7,22 (m, 10H), 5,24-5,19 (m, 1H), 5,05-5,00 (m, 1H), 3,65 (d, 1H), 3,35-3,20
(m, 1H), 3,19 (t, 1H), 3,01-2,89 (m, 1H), 2,00-1,97 (m, 2H), 1,65-1,61 (m, 1H), 0,85-0,77 (m, 1H).

CL-EM (ESI): 406 [M*-1].
Masa m/z: 406 [M*-1].

Sintesis de 2-(((2R,3S)-3-hidroxi-1-metoxi-1-oxobutan-2-il)carbamoil)-2-(4-(trifluorometil)bencil)pirrolidin-1-carboxilato
de bencilo (5):

A una disolucion con agitacion del compuesto 4 (4 g, 9,80 mmol) en CH.Cl, (40) se le anadieron EDCI (2,8 g,
14,7 mmol) seguido de HOBt (2,6 g, 19,6 mmol) y DIPEA (3,5 ml, 19,6 mmol) a 0 °C. Tras agitarse durante 10 min,
se le afiadio sal de clorhidrato de ester metilico de L-treonina (2 g, 11,8 mmol) a la mezcla de reaccion y se agitd
durante otras 16 h a TA. Tras el consumo del material de partida (mediante CCF), se diluyd la reaccion con CH,Cl;
(150 ml) y se lavé con NaHCO3 acuoso (2 x 30 ml) seguido de acido citrico (2 x 30 ml). Se seco la fase organica
sobre Na;SO4 y se concentro para proporcionar el compuesto 5 (5 g, producto bruto).

Sintesis de 2-(((28,3R)-3-acetoxi-1-metoxi-1-oxobutan-2-il)carbamoil}-2-(4-(trifluorometil)bencil)pirrolidin-1-
carboxilato de bencilo (6):

A una disolucion con agitacion del compuesto 5 (5g, 9,57 mmol) en CH,Cl, (50 ml) se le anadid EtsN (4 ml,
28,7 mmol) seguido de Ac20 (2,7 ml, 28,7 mmol) a 0 °C y se agité durante 1 h. A esta se le afiadio DMAP (0,1 g) y
se agitd a TA durante 16 h. Se evaporaron los compuestos volatiles a presion reducida y se purificéd el material bruto
obtenido mediante cromatografia en columna eluyendo con el 20 % de EtOAc/hexano para proporcionar el
compuesto 6 (3,4 g, 63 %) como liquido amarillo claro.

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds) (rotdmeros): § 7,62-7,50 (m, 2H), 7,43-7,24 (m, 7H), 5,27-5,21 (m, 2H), 5,11-5,09 (m,
1H), 4,67-4,62 (m, 1H), 3,66-3,64 (m, 4H), 3,55-3,46 (m, 2H), 2,92-2,85 (m, 2H), 2,05-1,95 (m, 1H), 1,99 (s, 3H),
1,56-1,46 (m, 1H), 1,15-1,11 (m, 4H).

CL-EM (ESI): 565 [M*+1].
Sintesis de (2S,3R)-3-acetoxi-2-(2-(4-(trifluorometil)bencil)pirrolidin-2-carboxamido)butanoato de metilo (7):

A una disolucion con agitacion del compuesto 6 (3,4 g, 6,02 mmol) en metanol (20 ml) se le afiadié Pd al 10 %/C
himedo (0,34 g) bajo atmdsfera de N.. Se agitdé la mezcla de reaccion bajo atmoésfera de H, (presion de globo)
durante 6 h. Tras el consumo del material de partida (mediante CCF), se filtré la reaccion a través de un lecho de
Celite y se concentr6 el filtrado a presion reducida para proporcionar el compuesto 7 (2,1 g, 77 %) como jarabe
espeso.

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds) (rotameros): & 8,22 (s a, 1H), 7,62-7,56 (m, 2H), 7,45-7,39 (m, 2H), 5,23-5,19 (m,
1H), 4,50-4,42 (m, 1H), 3,60 (d, 3H), 3,05-3,00 (m, 1H), 2,97-2,85 (m, 3H), 2,18-2,09 (m, 1H), 1,95 (d, 3H), 1,65-1,51
(m, 3H), 1,10 (d, 2H), 0,75 (d, TH).

CL-EM m/z: 431 [M"+1],

Sintesis de (2S)-2-(2-(((2S,3R)-3-acetoxi-1-metoxi-1-oxobutan-2-il)carbamoil)-2-(4-(trifluorometil)bencil)pirrolidin-1-
carbonil)pirrolidin-1-carboxilato de bencilo (8):

A una disolucién con agitaciéon del compuesto 7 (4,5 g, 10,4 mmol) en CHxCl, (60 ml) y agua (40 ml) se le afadid
Na2COs3 (2,2 g, 20,9 mmol) y se agité a 0 °C durante 5 min. Se afiadié (S)-2-(clorocarbonil)pirrolidin-1-carboxilato de
bencilo (3,3 g, 12,5 mmol) y se agitd la mezcla de reaccion a TA durante 2 h. Se concentré la fase organica
separada a vacio y se purifico el material bruto obtenido mediante cromatografia en columna eluyendo con el 50 %
de EtOAc/hexano para proporcionar el compuesto 8 (4,59, 65 %) como liquido amarillo. Se sintetizé (S)-2-
(clorocarbonil)pirrolidin-1-carboxilato de bencilo de la siguiente manera. A una disolucion de acido (S)-1-
(benciloxicarbonil)pirrolidin-2-carboxilico (20,6 g, 82,8 mmol) en CH.Cl, (20 ml) se le afiadi6 gota a gota SOCI»
(20,5 g, 172,6 mmol) a 0 °C y se sometid a reflujo durante 2 h. Se retiraron los compuestos volatiles a presion
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reducida para producir (S)-2-(clorocarbonil)pirrolidin-1-carboxilato de bencilo.

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds) (rotameros): & 8,50 (s a, 1H), 7,79-7,65 (m, 2H), 7,52-7,37 (m, 7H), 5,42-5,05 (m,
3H), 4,79-4,59 (m, 1H), 4,15 (q, 1H), 3,78 (s, 3H), 3,69-3,50 (m, 3H), 3,21-3,13 (m, 1H), 2,45-2,16 (m, 2H), 2,10 (s,
6H), 2,05-2,00 (m, 2H), 1,95-1,85 (m, 1H), 1,44-1,19 (m, 6H).

CL-EM m/z: 662 [M"+1].

Sintesis de (2S,3R)-3-acetoxi-2-(1-((S)-pirrolidin-2-carbonil)-2-(4-(trifluorometil)bencil)pirrolidin-2-
carboxamido)butanoato de metilo (9):

A una disolucion con agitacion del compuesto 8 (4,5 g, 6,8 mmol) en MeOH (45 ml) se le afadié Pd al 10 %/C
himedo (0,45 g) bajo atmdsfera inerte y se agitdé durante 16 h bajo atmosfera de Hz (presion de globo). Se filtro la
mezcla de reaccion a través de un lecho de Celite y se concentré a presion reducida para proporcionar el compuesto
9 (3,5 g, producto bruto) como semisdlido.

Sintesis de 2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-hidroxibutanoato de bencilo (A):

A una disolucién de acido 2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-hidroxibutanoico (Boc-Thr) (50 g, 228,3 mmol) en DMF
(500 ml) se le afiadio K.CO3 (63 g, 456,6 mmol) y se agité a TA durante 15 min. A esta se le afadié bromuro de
bencilo (46,83 g, 273,9 mmol) y se agit6 a TA durante 6 h. Se diluy6 la mezcla de reaccion con agua (500 ml) y se
extrajo con EtOAc (2 x 750 ml). Se lavaron las fases organicas combinadas con salmuera (50 ml), se secaron sobre
Na>SO4 anhidro y se concentraron a presion reducida. Se purificd el material bruto mediante cromatografia en
columna de gel de silice eluyendo con el 20 % de EtOAc/hexano para proporcionar 2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-
hidroxibutanoato de bencilo A (52 g, 73 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds):  7,37-7,30 (m, 5H), 6,60 (d, 1H), 5,18-5,08 (m, 2H), 4,76 (d, 1H), 4,08-4,00 (m, 2H),
1,38 (s, 9H), 1,09 (d, 3H).

Masa m/z: 310,0 [M*+1], 210 [M"-des-Boc].
Sintesis de 3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoato de bencilo (B):

A una disoluciéon con agitacion del compuesto A (52 g, 168,2 mmol) en CH,Cl; (500 ml) se le afiadieron Ac;O
(20,5 g, 201,9 mmol), EtsN (25,4 g, 252,4 mmol) y DMAP (3,59g) y se agité a TA durante 2 h. Se retiraron los
compuestos volatiles a presion reducida. Se diluy6 el residuo obtenido con EtOAc (750 ml) y se lavo con disolucion
de HCI 0,5 N fria (2 x 200 ml). Se lavé la fase organica con salmuera, se secé sobre Na;SO4 anhidro y se concentrd
a presioén reducida para proporcionar 3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoato B (52 g, 88 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-dg):  7,35-7,34 (m, 5H), 7,27-7,25 (d, 1H), 5,18-5,06 (m, 3H), 4,34-4,32 (m, 1H), 1,90 (s,
3H), 1,39 (s, 9H), 1,16 (d, 3H).

Masa m/z: 252 [M*+1-des-Boc].
Sintesis de acido (2S,3R)-3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoico (C):

A una disolucién con agitacion del compuesto B (52 g, 148,1 mmol) en MeOH (1 |) se le afiadid Pd al 10 %/C bajo
atmodsfera de N2 y se agitd la mezcla de reaccion bajo atmosfera de hidrogeno durante 16 h. Se filtr6 la mezcla de
reaccion a través de un lecho de Celite, se evaporo6 el filtrado obtenido a vacio y se tritur6 el residuo bruto con
hexano para producir acido (2S,3R)-3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoico C (35 g, 90 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds): & 12,78 (s a, 1H), 6,94 (d, 1H), 5,16-5,14 (m, 1H), 4,17-4,15 (m, 1H), 1,95 (s, 3H),
1,39 (s, 9H), 1,10 (d, 3H).

Masa m/z: 260,0 [M-1].

Sintesis de  (2S,3R)-3-acetoxi-2-(1-((S)-1-((2S,3R)-3-acetoxi-2-((terc-butoxicarbonil)amino)butanail)pirrolidin-2-
carbonil)-2-(4-(trifluorometil)bencil)pirrolidin-2-carboxamido)butanoato de metilo (10):

A una disolucién con agitacion del compuesto C (1,78 g, 6,83 mmol) en CH;Cl, (30 ml) se le afiadieron EDCI (1,63 g,
8,53 mmol), HOBt (1,53 g, 11,38 mmol) seguido de DIPEA (2 ml, 14,2 mmol) a 0 °C y se agité durante 10 min. A
esta se le afiadio el compuesto 9 (3 g, 5,69 mmol) y se agitd durante 16 h. Se extrajo la mezcla de reaccion con
EtOAc (2 x 75 ml) y se lavo la fase organica separada con NaHCO3; acuoso (100 ml), acido citrico acuoso (100 ml)
seguido de salmuera (100 ml), se secé sobre Na,SO4 y se concentré a presion reducida. Se purificod el material bruto
mediante cromatografia en columna eluyendo con el 70 % de EtOAc/hexano para proporcionar el compuesto 10
(2,19, 51 %) como un sdlido blanquecino.
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"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds) (rotdmeros): § 7,71-7,55 (m, 3H), 7,34-7,05 (m, 2H), 5,35-5,20 (m, 1H), 5,09-5,01 (m,
1H), 4,78-4,35 (m, 3H), 3,90-3,85 (m, 2H), 3,67 (s, 4H), 3,39-3,25 (m, 1H), 3,25-3,05 (m, 1H), 2,21-1,96 (m, 12H),
1,39 (d, 9H), 1,35-1,25 (m, 8H), 0,85 (d, 1H).

Sintesis de ((2S,3R)-1-((2S)-2-(2-(((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)carbamoil)-2-(4-
(trifluorometil)bencil)pirrolidin-1-carbonil)pirrolidin-1-il)-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)carbamato de terc-butilo (11):

A una disoluciéon con agitacion del compuesto 10 (1 g, 1,29 mmol) en MeOH (10 ml) se le afiadié NH3 metandlico
(20ml) a 0°C y se agitd6 a TA durante 24 h. Se concentré la mezcla de reacciéon a vacio para proporcionar el
compuesto 11 (0,87 g, producto bruto) como un sélido blanquecino.

HPLC preparativa quiral de isomeros:

Se separaron los isémeros del compuesto 11 (0,3 g, producto bruto) mediante HPLC preparativa quiral para obtener
el compuesto 11 (0,3 g) y el compuesto 11-F2 (0,15 g).

Datos analiticos para el compuesto 11:

'H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds): & 7,59-7,51 (m, 4H), 7,24 (s, 1H), 7,02 (s, 1H), 6,79-6,60 (m, 2H), 5,09 (d, 1H), 4,77-
4,74 (m, 1H), 4,64-4,61 (m, 1H), 4,21 (t, 2H), 3,98 (dd, 1H), 3,85-3,80 (m, 2H), 3,71-3,60 (m, 3H), 3,25-3,19 (m, 2H),
2,21-1,85 (m, 5H), 1,75-1,70 (m, 1H), 1,44 (s, 10H), 1,21 (d, 3H), 1,09 (d, 3H), 0,91-0,85 (m, 1H).

HPLC: 93 %.

CL-EM (ESI): m/z 671,6 [M"+1].

HPLC quiral: Rt = 11,70 min (Chiralpak 1A, 250 x 4,6 mm, 5 p; fase movil (A) n-hexano (B) EtOH (4/1): A:B (80:20);
velocidad de flujo: 1,00 ml/min).

Datos analiticos para el compuesto 11-F2:

'H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds): & 7,59-7,51 (m, 4H), 7,24 (s, 1H), 7,02 (s, 1H), 6,79-6,60 (m, 2H), 5,09 (d, 1H), 4,77-
4,74 (m, 1H), 4,64-4,61 (m, 1H), 4,21 (t, 2H), 3,98 (dd, 1H), 3,85-3,80 (m, 2H), 3,71-3,60 (m, 3H), 3,25-3,19 (m, 2H),
2,21-1,85 (m, 5H), 1,75-1,70 (m, 1H), 1,44 (s, 10H), 1,21 (d, 3H), 1,09 (d, 3H), 0,91-0,85 (m, 1H).

HPLC: 91 %.

CL-EM (ESI): m/z 671,6 [M*+1].

HPLC quiral: Rt = 19,68 min (Chiralpak IA, 250 x 4,6 mm, 5 p; fase movil (A) n-hexano (B) EtOH (4/1): A:B (80:20);
velocidad de flujo: 1,00 ml/min).

Sintesis de (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S, 3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-
2-carbonil)-2-(4-(trifluorometil)bencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-7A):

A una disolucién con agitacion del compuesto 11-F1 (0,3 g, 0,45 mmol) en CH,Cl» (5 ml) se le afadié HCI 4 N en
1,4-dioxano (1 ml) a 0 °C y se agit6 a TA durante 3 h. Se concentrd la mezcla de reaccién a vacio para proporcionar
CM-7A (0,15 g, 59 %) como sal de clorhidrato.

'H-RMN: (400 MHz, D20): § 7,89 (d, 2H), 7,57 (d, 2H), 4,95-4,90 (m, 1H), 4,43-4,35 (m, 4H), 3,94-3,79 (m, 5H), 3,35
(g, 2H), 2,56-2,50 (m, 1H), 2,35-2,29 (m, 2H), 2,14-2,05 (m, 3H), 1,81-1,75 (m, 1H), 1,35 (d, 3H), 1,32 (d, 3H), 1,19-
1,11 (m, 1H).

CL-EM (ESI) m/z: 572,6 [M"+1].

Masa m/z: 572,4 [M"+1].

Pureza de UPLC: 97 %.

Rotacion optica [o”%]: +14,86 (C = 1 % en agua).

Sintesis de (S)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-
2-carbonil)-2-(4-(trifluorometil)bencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-7B):
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A una disolucién con agitacion del compuesto 11-F2 (0,15 g, 0,22 mmol) en CH,Cl; (5 ml) se le afadié HCI 4 N en
1,4-dioxano (0,5ml) a 0°C y se agitd a TA durante 3 h. Se concentré la mezcla de reaccién a vacio para
proporcionar CM-7B (140 mg, 59 %) como sal de clorhidrato.

"H-RMN: (400 MHz, D20): 6 7,89 (d, 2H), 7,57 (d, 2H), 4,95-4,90 (m, 1H), 4,43-4,35 (m, 4H), 3,94-3,79 (m, 5H), 3,35
(a, 2H), 2,56-2,50 (m, 1H), 2,35-2,29 (m, 2H), 2,14-2,05 (m, 3H), 1,81-1,75 (m, 1H), 1,35 (d, 3H), 1,32 (d, 3H), 1,19-
1,11 (m, 1H).

CL-EM (ESI) m/z: 572,8 [M*+1].

Masa m/z: 572,4 [M"+1].

Pureza de UPLC: 97,67 %.

Rotacion dptica [0”%): -105,51 (C = 1 % en agua).

Ejemplo 8 - Sintesis de (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-
hidroxibutanoil)pirrolidin-2-carbonil)-2-(3-metilbencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-8A) vy (S)-N-((2S,3R)-1-amino-3-

hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-2-carbonil)-2-(3-metilbencil)pirrolidin-2-
carboxamida (CM-8B):

Se usd la siguiente secuencia de reaccion (esquema H) para sintetizar (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-
2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil )pirrolidin-2-carbonil)-2-(3-metilbencil)pirrolidin-2-carboxamida  (CM-
8A) 'y (S)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil )pirrolidin-2-
carbonil)-2-(3-metilbencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-8B):

Esquema H. Sintesis de CM-8A y CM-8B

) B
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Sintesis de clorhidrato de (S)-pirrolidin-2-carboxilato de etilo (1):
A una disolucion con agitacion de L-prolina (SM) (110 g, 956,5 mmol) en etanol se le afiadié cloruro de tionilo

(141 ml, 1911,3 mmol) y se sometio a reflujo durante 16 h. Se llevo la mezcla de reaccion hasta TA y se concentré a
vacio para proporcionar el compuesto 1 como sal de clorhidrato (170 g, 99 %).
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Sintesis de (S)-pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-bencilo y 2-metilo (2):

A una disolucion con agitacion del compuesto 1 (170 g, 947 mmol) en CHCl, se le afiadioé EtsN (398 ml, 2,83 mol).
Tras agitarse durante 30 min, se le afiadi6 Cbz-Cl (1,136 mol) a la mezcla de reacciéon y se continué agitando
durante otras 12 h a TA. Se lavé la mezcla de reaccion con agua y se extrajo con CH,Cly. Se secé la fase organica
sobre Na;SO,4 anhidro y se concentrd a vacio. Se purificd el producto bruto mediante cromatografia en columna para
proporcionar el compuesto 2 (230 g, 88 %).

"H-RMN: (200 MHz, DMSO-de): § 7,42-7,31(m, 5H), 5,09 (m, 2H), 4,32-4,23(m, 1H), 4,08-3,98(m, 2H), 3,50-3,38 (m,
2H), 2,30-2,18 (m, 1H), 1,90-1,81(m, 3H), 1,10-1,04 (t, 3H).

Masa m/z: 278 [M*+1].
Sintesis de 2-(3-metilbencil)pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-bencilo y 2-etilo (3):

A una disolucion con agitacion del compuesto 2 (5 g, 0,018 mol) en THF (50 ml) bajo atmdsfera inerte se le afadio
LiIHMDS (1 M en THF) (37 ml, 0,036 mol) a -78 °C y se agit6 durante 30 min. A esta se le afiadié gota a gota
bromuro de 3-metilbencilo (4 g, 0,021 mol) a -40 °C y se dejo calentar hasta TA y se agit6é durante 2 h. Se enfri6 la
mezcla de reaccion hasta 5 °C, se extinguioé con disolucion de NH,4Cl saturada y se extrajo la fase acuosa con EtOAc
(2 x 100 ml). Se secaron los extractos organicos combinados sobre Na;SO, anhidro y se concentraron a presion
reducida. Se purifico el residuo bruto obtenido mediante cromatografia en columna de gel de silice eluyendo con el
20 % de EtOAc/hexano para proporcionar el compuesto 3 (6 g, 87 %) como liquido.

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds): & 7,47-7,32 (m, 5H), 7,17-7,12 (m, 1H), 7,05-7,01 (m, 1H), 6,95-6,90 (m, 2H), 5,25-
5,00 (m, 2H), 4,16-4,12 (m, 1H), 4,00-3,89 (m, 1H), 3,52 (d, 1H), 3,38-3,33 (m, 1H), 2,99-2,89 (m, 2H), 2,23 (s, 3H),
2,12-1,90 (m, 1H), 1,56-1,51 (m, 1H), 1,05-1,01 (m, 3H), 1,00-0,97 (m, 1H), 0,92-0,89 (m, 1H).

CL-EM (ESI): 382 [M*+1].
HPLC (pureza): 99 %.
Sintesis de acido 1-((benciloxi)carbonil)-2-(3-metilbencil)pirrolidin-2-carboxilico (4):

A una disolucién con agitacion del compuesto 3 (6 g, 0,015 mol) en metanol (30 ml) y agua (15 ml) se le ahadié
NaOH acuoso 2 N (2 g, 0,052 mol) y se calentd hasta 85 °C durante 6 h. Se evaporaron los compuestos volatiles a
presién reducida y se diluyé el residuo obtenido con agua enfriada con hielo (50 ml) y se lavo con éter (50 ml). Se
acidifico la fase acuosa hasta pH~2 usando HCI 2 N y se extrajo con EtOAc (2 x 100 ml). Se secaron las fases
organicas combinadas sobre Na>SO4 anhidro y se concentraron a presion reducida para proporcionar el compuesto
4 (3,3 g, 78 %) como un sdlido blanquecino.

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds): § 12,71 (s a, 1H), 7,40-7,30 (m, 5H), 7,15-7,11 (m, 1H), 7,07-7,00 (m, 1H), 6,97-6,85
(m, 2H), 5,27-5,20 (m, 1H), 5,05-5,00 (m, 1H), 3,65 (d, 1H), 3,35-3,20 (m, 1H), 3,00-2,85 (m, 2H), 2,26 (s, 3H), 2,00-
1,97 (m, 2H), 1,65-1,61 (m, 1H), 0,85-0,77 (m, 1H).

HPLC (pureza): 99,78 %.

Sintesis de 2-(((2R,3S)-3-hidroxi-1-metoxi-1-oxobutan-2-il)carbamoil)-2-(3-metilbencil)pirrolidin-1-carboxilato  de
bencilo (5):

A una disolucién con agitacion del compuesto 4 (3,3 g, 9,0 mmol) en CH2Cl, (30) se le afiadieron EDCI.HCI (2,2 g,
11,4 mmol) seguido de HOBt (1,82 g, 13,5 mmol) y DIPEA (6,1 ml, 27,0 mmol) a 0 °C. Tras agitarse durante 10 min,
se afadio sal de clorhidrato de ester metilico de L-treonina (1,95 g, 11,2 mmol) a la mezcla de reaccién y se agitd
durante otras 16 h a TA. Tras el consumo del material de partida (mediante CCF), se diluyé la reaccion con EtOAc
(150 ml) y se lavo con agua (2 x 30 ml). Se lavo la fase organica con salmuera, se seco sobre Na>,SOj4, se concentro
y se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice eluyendo con el 2 % de MeOH/CH.Cl, para
proporcionar el compuesto 5 (3,15 g, 73 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-de): & 7,64 (s a, 1H), 7,44-7,31 (m, 5H), 7,12-7,00 (m, 2H), 6,95-6,85 (m, 2H), 5,32-5,25
(m, 1H), 5,05-4,94 (m, 2H), 4,25-4,20 (m, 1H), 4,15-4,08 (m, 1H), 3,66-3,64 (m, 2H), 3,45-3,41 (m, 2H), 3,14-3,09 (m,
1H), 2,89-2,84 (m, 1H), 2,20 (s, 3H), 2,05-2,02 (m, 2H), 1,55-1,51 (m, 1H), 1,09-0,98 (m, 4H).

CL-EM (ESI): 469 [M*+1].

Sintesis de 2-(((2S,3R)-3-acetoxi-1-metoxi-1-oxobutan-2-il)carbamoil)-2-(3-metilbencil)pirrolidin-1-carboxilato  de
bencilo (6):
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A una disoluciéon con agitacion del compuesto 5 (3,1 g, 6,4 mmol) en CH2Cl, (30 ml) se le afadio EtsN (1,4 ml,
5,6 mmol) seguido de Ac,O (0,8 ml, 8,4 mmol) a 0 °C y se agit6é durante 1 h. A esta se le afiadio DMAP (0,1 g) y se
agitd a TA durante 6 h. Se evaporaron los compuestos volatiles a presion reducida y se purificé el material bruto
obtenido mediante cromatografia en columna eluyendo con el 20 % de EtOAc/hexano para proporcionar el
compuesto 6 (3,15 g, 92,5 %).

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds) (rotameros): & 8,25 (s a, 1H), 7,42-7,30 (m, 5H), 7,12-7,00 (m, 2H), 6,98-6,89 (m,
2H), 5,25-5,21 (m, 2H), 5,11-5,09 (m, 1H), 4,67-4,62 (m, 1H), 3,66-3,64 (m, 2H), 3,55-3,46 (m, 3H), 3,15-3,10 (m,
1H), 2,92-2,85 (m, 1H), 2,20 (s, 3H), 2,05-1,95 (m, 5H), 1,56-1,46 (m, 1H), 1,15-1,11 (m, 4H).

CL-EM (ESI): 511 [M*+1].
HPLC (pureza): 98 %.
Sintesis de (2S,3R)-3-acetoxi-2-(2-(3-metilbencil)pirrolidin-2-carboxamido)butanoato de metilo (7):

A una disolucién con agitacion del compuesto 6 (3,15 g, 5,97 mmol) en metanol (30 ml) se le afiadié Pd al 10 %/C
hamedo (1,0 g) bajo atmdsfera de N». Se agité la mezcla de reaccion bajo atmdsfera de H» (presion de globo)
durante 4 h. Tras el consumo del material de partida (mediante CCF), se filtré la reaccion a través de un lecho de
Celite y se concentro el filtrado a presion reducida para proporcionar el compuesto 7 (2,35 g, 99,5 %) como jarabe.

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds) (rotameros): 5 8,22 (s a, 1H), 7,19-7,16 (m, 1H), 7,00-6,95 (m, 3H), 5,23-5,19 (m,
1H), 4,50-4,42 (m, 1H), 3,60 (d, 3H), 3,20 (m, 1H), 3,00-2,97 (m, 1H), 2,75-2,68 (m, 2H), 2,28 (s, 3H), 2,05-2,02 (m,
1H), 1,90 (d, 3H), 1,65-1,51 (m, 3H), 1,10 (dd, 3H).

CL-EM m/z: 377 [M"+1].
HPLC (pureza): 98,5 %.

Sintesis de (2S)-2-(2-(((2S,3R)-3-acetoxi-1-metoxi- 1-oxobutan-2-il)carbamoil)-2-(3-metilbencil)pirrolidin-1-
carbonil)pirrolidin-1-carboxilato de bencilo (8):

A una disolucién con agitacion del compuesto 7 (2,35 g, 6,30 mmol) en CH,Cl, (60 ml) y agua (40 ml) se le ahadi6
Na>COs3 (2,0 g, 18,8 mmol) y se agité a 0 °C durante 5 min. Se le afadié (S)-2-(clorocarbonil)pirrolidin-1-carboxilato
de bencilo (2,12 g, 7,6 mmol) y se agité la mezcla de reaccidon a TA durante 2 h. Se concentré la fase organica
separada a vacio y se purifico el material bruto obtenido mediante cromatografia en columna eluyendo con el 3 % de
MeOH/CH.Cl, para proporcionar el compuesto 8 (2,59, 63 %). Se sintetizd (S)-2-(clorocarbonil)pirrolidin-1-
carboxilato de bencilo de la siguiente manera. A una disolucion de &acido (S)-1-(benciloxicarbonil)pirrolidin-2-
carboxilico (20,6 g, 82,8 mmol) en CH>Cl, (20 ml) se le afiadié SOCI; (20,5 g, 172,6 mmol) gota a gota a 0 °C y se
sometié a reflujo durante 2 h. Se retiraron los compuestos volatiles a presion reducida para producir (S)-2-
(clorocarbonil)pirrolidin-1-carboxilato de bencilo.

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds) (rotameros): 5 8,50 (s a, 1H), 7,36-7,23 (m, 5H), 7,15-6,85 (m, 5H), 5,21-5,05 (m,
2H), 5,04-4,92 (m, 1H), 4,65-4,50 (m, 1H), 4,53-4,45 (m, 1H), 3,65 (s, 3H), 3,54-3,46 (m, 4H), 3,21-3,13 (m, 2H),
2,25-2,16 (m, 4H), 2,05-2,00 (m, 2H), 1,95-1,85 (m, 4H), 1,56-1,51 (m, 2H), 1,15 (dd, 3H).

CL-EM m/z: 608 [M"+1].

HPLC (pureza): 91,3 %.

Sintesis de (2S,3R)-3-acetoxi-2-(2-(3-metilbencil)-1-((S)-pirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carboxamido)butanoato de
metilo (9):

A una disolucion con agitacion del compuesto 8 (2,5 g, 4,0 mmol) en MeOH (30 ml) se le afadié Pd al 10 %/C
hamedo (0,5 g) bajo atmodsfera inerte y se agité durante 4 h bajo atmésfera de H, (presion de globo). Se filtro la
mezcla de reaccion a través de un lecho de Celite y se concentré a presion reducida para proporcionar el compuesto
9(1,56 g, 79,5 %).

'H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds) (rotameros): & 8,23 (dd, 1H), 7,20-6,85 (m, 5H), 5,20-5,13 (m, 1H), 4,63-4,59 (m, 1H),
3,85-3,81 (m, 1H), 3,65-3,61 (m, 5H), 3,32-3,25 (m, 2H), 3,12-3,05 (m, 3H), 2,75-2,71 (m, 1H), 2,25 (s, 3H), 2,15-2,13
(m, 2H), 2,00 (d, 3H), 1,77 (m, 3H), 1,27 (dd, 4H).

CL-EM m/z: 474 [M"+1].

HPLC (pureza): 87,3 %.
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Sintesis de 2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-hidroxibutanoato de bencilo (A):

A una disolucién de acido 2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-hidroxibutanoico (Boc-Thr) (50 g, 228,3 mmol) en DMF
(500 ml) se le afiadio K.CO3 (63 g, 456,6 mmol) y se agité a TA durante 15 min. A esta se le afadié bromuro de
bencilo (46,83 g, 273,9 mmol) y se agité a TA durante 6 h. Se diluy6 la mezcla de reaccion con agua (500 ml) y se
extrajo con EtOAc (2 x 750 ml). Se lavaron las fases organicas combinadas con salmuera (50 ml), se secaron sobre
Na>SO4 anhidro y se concentraron a presion reducida. Se purificé el material bruto mediante cromatografia en
columna de gel de silice eluyendo con el 20 % de EtOAc/hexano para proporcionar 2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-
hidroxibutanoato de bencilo A (52 g, 73 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds):  7,37-7,30 (m, 5H), 6,60 (d, 1H), 5,18-5,08 (m, 2H), 4,76 (d, 1H), 4,08-4,00 (m, 2H),
1,38 (s, 9H), 1,09 (d, 3H).

Masa m/z: 310,0 [M*+1], 210 [M"-des-Boc].
Sintesis de 3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoato de bencilo (B):

A una disoluciéon con agitacion del compuesto A (52 g, 168,2 mmol) en CH,Cl; (500 ml) se le afiadieron Ac;O
(20,5 g, 201,9 mmol), EtsN (25,4 g, 252,4 mmol) y DMAP (3,59g) y se agité a TA durante 2 h. Se retiraron los
compuestos volatiles a presion reducida. Se diluy6 el residuo obtenido con EtOAc (750 ml) y se lavo con disolucion
de HCI 0,5 N fria (2 x 200 ml). Se lavo la fase organica con salmuera, se seco sobre Na;SO4 anhidro y se concentrd
a presion reducida para proporcionar 3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoato B (52 g, 88 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-dg):  7,35-7,34 (m, 5H), 7,27-7,25 (d, 1H), 5,18-5,06 (m, 3H), 4,34-4,32 (m, 1H), 1,90 (s,
3H), 1,39 (s, 9H), 1,16 (d, 3H).

Masa m/z: 252 [M*+1-des-Boc].
Sintesis de acido (2S,3R)-3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoico (C):

A una disolucién con agitacion del compuesto B (52 g, 148,1 mmol) en MeOH (1 |) se le afiadid Pd al 10 %/C bajo
atmosfera de N2 y se agitd la mezcla de reaccion bajo atmdsfera de hidrogeno durante 16 h. Se filtr6 la mezcla de
reaccion a través de un lecho de Celite, se evaporo6 el filtrado obtenido a vacio y se tritur6 el residuo bruto con
hexano para producir acido (2S,3R)-3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoico C (35 g, 90 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds): & 12,78 (s a, 1H), 6,94 (d, 1H), 5,16-5,14 (m, 1H), 4,17-4,15 (m, 1H), 1,95 (s, 3H),
1,39 (s, 9H), 1,10 (d, 3H).

Masa m/z: 260,0 [M-1].

Sintesis de (2S,3R)-3-acetoxi-2-(1-((S)-1-((2S,3R)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)-3-hidroxibutanoil )pirrolidin-2-
carbonil)-2-(3-metilbencil)pirrolidin-2-carboxamido)butanoato de metilo (10):

A una disolucién con agitacion del compuesto C (10 g, 0,02 mol) en CH2Cl, (100 ml) se le afiadieron EDCI (5 g,
0,02 mol), HOBt (5 g, 0,04 mol) seguido de DIPEA (10,6 ml, 0,06 mol) a 0 °C y se agité durante 10 min. A esta se le
afadié el compuesto 9 (7 g, 0,025 mol) y se agité durante 15 h. Se extrajo la mezcla de reaccion con EtOAc
(2 x75ml) y se lavo la fase organica separada con agua (200 ml), seguido de salmuera (200 ml), se seco sobre
Na;SO4 y se concentrd a presion reducida. Se purificd el material bruto mediante cromatografia en columna
eluyendo con el 4 % de MeOH/CH_Cl; para proporcionar el compuesto 10 (10 g, 67 %) como jarabe.

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds) (rotdmeros): § 7,24-6,91 (m, 5H), 5,42-5,01 (m, 2H), 4,73-4,68 (m, 1H), 4,54-4,41 (m,
1H), 3,90-3,85 (m, 1H), 3,67 (s, 3H), 3,65-3,60 (m, 2H), 3,59-3,55 (m, 1H), 3,59-3,55 (m, 1H), 3,30 (s, 3H), 3,12-3,05
(m, 1H), 2,33 (s, 3H), 2,05 (s, 3H), 2,00-1,96 (m, 4H), 1,94-1,85 (m, 4H), 1,43 (s, 9H), 1,25 (d, 3H), 1,15 (d, 3H).
CL-EM (ESI): m/z 675 [M™+1].

HPLC: 71 %.

Sintesis de ((2S,3R)-1-((2S)-2-(2-(((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)carbamoil )-2-(3-metilbencil)pirrolidin-1-
carbonil)pirrolidin-1-il)-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)carbamato de terc-butilo (11):

A una disolucién con agitacion del compuesto 10 (10 g, 0,014 mol) en MeOH (20 ml) se le afiadi6 NH3 metandlico
(100 ml) y se llevo a un tubo sellado. Se agité la mezcla de reaccion a TA durante 20 h. Se concentré la mezcla de
reaccion a presion reducida. Se purificd el material bruto obtenido mediante cromatografia en columna de gel de
silice eluyendo con el 4 % de MeOH/CH.Cl; para proporcionar el compuesto 11 (8,0 g, rendimiento del 99 %).
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"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds) (rotameros): 6 7,32 (s a, 2H), 7,15-7,10 (m, 4H), 7,05-6,91 (m, 4H), 6,65 (s a, 2H),
4,75-4,59 (m, 2H), 4,24-3,45 (m, 8H), 3,35 (s, 1H), 3,05-3,00 (m, 1H), 2,32 (s, 3H), 2,26-1,85 (m, 6H), 1,75 (s, 6H),
1,60-1,55 (m, 1H), 1,47 (s, 9H), 1,15 (d, 3H), 1,05 (d, 3H).

CL-EM (ESI): m/z 618 [M"+1].

HPLC preparativa quiral de isémeros:

Se separaron los isémeros del compuesto 11 (8,0 g, 12,9 mmol) mediante HPLC preparativa quiral para obtener el
compuesto 11-F1 (0,4 g) y el compuesto 11-F2 (0,25 g).

Datos analiticos para el compuesto 11-F1:
HPLC: 91,1 %.
CL-EM (ESI): m/z 618 [M"+1].

HPLC quiral: R;=9,20 min (Chiralpak IA, 250 x 4,6 mm, 5 p; fase moévil (A) TFA al 0,1 % en n-hexano (B) EtOH
(4/1): A:B (80:20); velocidad de flujo: 1,00 ml/min).

Datos analiticos para el compuesto 11-F2:
HPLC: 84 %.
CL-EM (ESI): m/z 618 [M"+1].

HPLC quiral: R; = 13,39 min (Chiralpak IA, 250 x 4,6 mm, 5 ; fase movil (A) TFA al 0,1 % en n-hexano (B) EtOH
(4/1): A:B (80:20); velocidad de flujo: 1,00 ml/min).

Sintesis de (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-
2-carbonil)-2-(3-metilbencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-8A):

A una disolucién con agitacion del compuesto 12-F1 (0,4 g, 0,60 mmol) en CH2Cl, (20 ml) se le afadié HCI 2 N en
1,4-dioxano (2 ml) a 0 °C y se agité a TA durante 3 h. Se concentré la mezcla de reaccién a presion reducida y se

trituréd el material obtenido con EtOAc y se secd a vacio para proporcionar CM-8A (0,22 g, 66 %) como sal de
clorhidrato.

"H-RMN: (400 MHz, D20): 6 7,35 (t, 1H), 7,25 (s, 1H), 7,21 (d, 1H), 7,15 (d, 1H), 4,95-4,90 (m, 1H), 4,43-4,35 (m,
4H), 3,94-3,89 (m, 1H), 3,87-3,78 (m, 2H), 3,63 (d, 1H), 3,49-3,40 (m, 1H), 3,25 (d, 1H), 2,56-2,34 (m, 5H), 2,28-2,20
(m, 4H), 1,75-1,71 (m, 1H), 1,56 (d, 3H), 1,32 (d, 3H), 1,15-1,11 (m, 1H).

CL-EM (ESI) m/z: 518 [M"+1].

Pureza de HPLC: 97 %.

Rotacion dptica [0”°p]: +18,8 (C = 1 % en agua).

Sintesis de (S)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-
2-carbonil)-2-(3-metilbencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-8B):

A una disolucién con agitacién del compuesto 12-F2 (0,25 g, 0,40 mmol) en CH2Cl» (20 ml) se le afiadié HCI 2 N en
1,4-dioxano (2 ml) a 0 °C y se agité a TA durante 3 h. Se concentré la mezcla de reaccién a presion reducida y se
trituré el material obtenido con EtOAc y se seco a vacio para proporcionar CM-8B (130 mg, 62 %) como sal de
clorhidrato.

'H-RMN: (400 MHz, D20): § 7,35-7,23 (m, 2H), 7,12-7,00 (m, 2H), 4,45-4,40 (m, 1H), 4,32-4,10 (m, 3H), 3,94-3,75
(m, 3H), 3,60 (d, 1H), 3,25 (d, 1H), 3,14-3,11 (m, 1H), 2,56-2,05 (m, 10H), 1,85-1,79 (m, 2H), 1,45 (d, 3H), 1,25 (d,
3H).

CL-EM (ESI) m/z: 518 [M"+1].

Pureza de HPLC: 92 %.

Rotacion dptica [0”°p]: -104,9 (C = 1 % en agua).
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Ejemplo 8 - Sintesis de (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-
hidroxibutanoil)pirrolidin-2-carbonil)-2-(3-fluorobencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-9A) y (S)-N-((2S,3R)-1-amino-3-
hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-2-carbonil)-2-(3-fluorobencil)pirrolidin-2-
carboxamida (CM-9B):

Se uso la siguiente secuencia de reaccion (esquema |) para sintetizar (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-
2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-2-carbonil)-2-(3-fluorobencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-
9A) vy (S)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil )pirrolidin-2-
carbonil)-2-(3-fluorobencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-9B):

Esquema . Sintesis de CM-9A y CM-9B:
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Sintesis de clorhidrato de (S)-pirrolidin-2-carboxilato de etilo (1):

A una disolucion con agitacion de L-prolina (SM) (110 g, 956,5 mmol) en etanol se le afiadié cloruro de tionilo
(141 ml, 1911,3 mmol) y se sometio a reflujo durante 16 h. Se llevo la mezcla de reaccion hasta TA y se concentré a
vacio para proporcionar el compuesto 1 como sal de clorhidrato (170 g, 99 %).

Sintesis de (S)-pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-bencilo y 2-metilo (2):

A una disolucién con agitacion del compuesto 1 (170 g, 947 mmol) en CHCl, se le afiadioé EtsN (398 ml, 2,83 mol).
Tras agitarse durante 30 min, se le afiadi6 Cbz-Cl (1,136 mol) a la mezcla de reaccién y se continué agitando
durante otras 12 h a TA. Se lavé la mezcla de reaccion con agua y se extrajo con CH,Cly. Se secé la fase organica
sobre Na;SO,4 anhidro y se concentrd a vacio. Se purificd el producto bruto mediante cromatografia en columna para
proporcionar el compuesto 2 (230 g, 88 %).

"H-RMN: (200 MHz, DMSO-ds): & 7,42-7,31(m, 5H), 5,09 (m, 2H), 4,32-4,23 (m, 1H), 4,08-3,98 (m, 2H), 3,50-3,38
(m, 2H), 2,30-2,18 (m, 1H), 1,90-1,81(m, 3H), 1,10-1,04 (t, 3H).

Masa m/z: 278 [M*+1].
Sintesis de 2-(3-fluorobencil)pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-bencilo y 2-etilo (3):

A una disolucién con agitacion del compuesto 2 (10 g, 0,018 mol) en THF (100 ml) bajo atmodsfera inerte se le ahadié
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LiIHMDS (1 M en THF) (76 ml, 0,076 mol) a -78 °C y se agitd durante 1 h. A esta se le afiadié gota a gota bromuro de
3-fluorobencilo (5,6 ml, 0,045 mol) a -30 °C y se agité durante 3 h. Se enfrié la mezcla de reaccion hasta 5 °C, se
extinguid con disolucion de NH4Cl saturada y se extrajo la fase acuosa con EtOAc (2 x 100 ml). Se secaron los
extractos organicos combinados sobre Na;SO4 anhidro y se concentraron a presion reducida. Se purifico el residuo
bruto obtenido mediante cromatografia en columna de gel de silice eluyendo con el 12 % de EtOAc/hexano para
proporcionar el compuesto 3 (11 g, 78 %) como liquido.

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds): & 7,64-7,58 (m, 2H), 7,44-7,25 (m, 7H), 5,22-5,12 (m, 2H), 4,16-4,12 (m, 1H), 4,05-
3,89 (m, 1H), 3,62 (d, 1H), 3,48-3,39 (m, 1H), 3,16-3,10 (m, 1H), 2,99-2,89 (m, 1H), 2,19-1,99 (m, 2H), 1,63-1,58 (m,
1H), 1,19 (¢, 2H), 1,05 (t, 1H), 0,92-0,89 (m, 1H).

CL-EM (ESI): 372 [M*+1].
Sintesis de acido 1-((benciloxi)carbonil)-2-(3-fluorobencil)pirrolidin-2-carboxilico (4):

A una disolucion con agitacion del compuesto 3 (11 g, 0,029 mol) en metanol (50 ml) y agua (50 ml) se le ahadié
NaOH acuoso 2 N (3,5 g, 0,089 mol) y se calenté hasta 60 °C durante 3 h. Se evaporaron los compuestos volatiles a
presién reducida y se diluyé el residuo obtenido con agua enfriada con hielo (50 ml) y se lavo con éter (50 ml). Se
acidifico la fase acuosa hasta pH~2 usando HCI 2 N y se extrajo con EtOAc (2 x 100 ml). Se secaron las fases
organicas combinadas sobre Na;SO4 anhidro y se concentraron a presion reducida para proporcionar el compuesto
4 (9,5 g, 90 %) como liquido.

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds): § 7,59-7,22 (m, 10H), 5,24-5,19 (m, 1H), 5,05-5,00 (m, 1H), 3,65 (d, 1H), 3,35-3,20
(m, 1H), 3,19 (t, 1H), 3,01-2,89 (m, 1H), 2,00-1,97 (m, 2H), 1,65-1,61 (m, 1H), 0,85-0,77 (m, 1H).

CL-EM (ESI): 358 [M"+1].

Sintesis de 2-(3-fluorobencil)-2-(((2R, 3S)-3-hidroxi-1-metoxi-1-oxobutan-2-il)carbamoil)pirrolidin-1-carboxilato de
bencilo (5):

A una disolucion con agitacion del compuesto 4 (9,5 g, 26,6 mmol) en CH2Cl» (100 ml) se le afadieron EDCI.HCI
(6,1 g, 31,9 mmol) seguido de HOBt (5,4 g, 39,9 mmol) y DIPEA (14 ml, 79,8 mmol) a 0 °C. Tras agitarse durante
10 min, se le afiadio sal de clorhidrato de ester metilico de L-treonina (4,97 g, 29,2 mmol) a la mezcla de reaccion y
se agitd durante otras 16 h a TA. Tras el consumo del material de partida (mediante CCF), se diluy la reaccion con
CHCI; (150 ml), se lavo con salmuera, se seco sobre Na,SO4 y se concentrd para proporcionar el compuesto 5
(13 g, producto bruto).

CL-EM (ESI): 473,7 [M*+1].

Sintesis de 2-(((2S,3R)-3-acetoxi-1-metoxi-1-oxobutan-2-il)carbamoil)}-2-(3-fluorobencil)pirrolidin-1-carboxilato  de
bencilo (6):

A una disoluciéon con agitacion del compuesto 5 (13 g, 27,5 mmol) en CH,Cl, (100 ml) se le afadio EtsN (5,8 ml,
41,3 mmol) seguido de Ac;O (3,23 ml, 33,0 mmol) a 0 °C y se agité durante 10 min. A esta se le anadi6 DMAP
(1,29) y se agitd a TA durante 2 h. Se lavé la mezcla de reaccién con acido citrico y se extrajo con CH.Cl;
(2 x 150 ml). Se seco la fase organica separada sobre Na>SO, anhidro, se filtr6 y se concentrdé a presion reducida
para conseguir producto bruto; que se purific6 mediante cromatografia en columna eluyendo con el 20 % de
EtOAc/hexano para proporcionar el compuesto 6 (9,5 g, 67 %) como liquido amarillo claro.

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds) (rotameros): & 7,39-7,23 (m, 6H), 7,05 (t, 1H), 6,95-6,78 (m, 2H), 5,27-5,21 (m, 2H),
5,11-5,09 (m, 1H), 4,67-4,62 (m, 1H), 3,66-3,64 (m, 4H), 3,55-3,46 (m, 2H), 2,92-2,85 (m, 2H), 2,05-1,95 (m, 1H),
1,99 (s, 3H), 1,56-1,46 (m, 1H), 1,15-1,11 (m, 4H).

CL-EM (ESI): 515 [M*+1].

Sintesis de (2S,3R)-3-acetoxi-2-(2-(3-fluorobencil)pirrolidin-2-carboxamido)butanoato de metilo (7):

A una disolucién con agitacion del compuesto 6 (9,5 g, 18,4 mmol) en metanol (100 ml) se le afiadié Pd al 10 %/C
himedo (1,2 g) bajo atmdsfera de No. Se agité la mezcla de reaccion bajo atmdsfera de H» (presion de globo)
durante 3 h. Tras el consumo del material de partida (mediante CCF), se filtré la reaccion a través de un lecho de
Celite y se concentro el filtrado a presion reducida para proporcionar el compuesto 7 (6,3 g, 90 %) como liquido.
'H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds) (rotameros): & 8,22 (s a, 1H), 7,62-7,56 (m, 2H), 7,45-7,39 (m, 2H), 5,23-5,19 (m,

1H), 4,50-4,42 (m, 1H), 3,60 (d, 3H), 3,05-3,00 (m, 1H), 2,97-2,85 (m, 3H), 2,18-2,09 (m, 1H), 1,95 (d, 3H), 1,65-1,51
(m, 3H), 1,10 (d, 2H), 0,75 (d, TH).
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CL-EM m/z: 381 [M"+1].

Sintesis de (2S)-2-(2-(((2S,3R)-3-acetoxi-1-metoxi- 1-oxobutan-2-il)carbamoil)-2-(3-fluorobencil)pirrolidin-1-
carbonil)pirrolidin-1-carboxilato de bencilo (8):

A una disolucién con agitaciéon del compuesto 7 (6,2 g, 16,3 mmol) en CH2Cl, (50 ml) y agua (50 ml) se le afadioé
Na>COs3 (4,3 g, 40,7 mmol) y se agité a 0 °C durante 5 min. Se le afadié (S)-2-(clorocarbonil)pirrolidin-1-carboxilato
de bencilo (17,93 mmol) y se agitd la mezcla de reaccién a TA durante 2 h. Se lavé la mezcla de reaccion con agua
y se extrajo con CH,Cl, (2 x 100 ml). Se concentr6 la fase organica separada a vacio y se purificé el material bruto
obtenido mediante cromatografia en columna eluyendo con el 30 % de EtOAc/hexano para proporcionar el
compuesto 8 (7,3 g, 73 %) como liquido. Se sintetizé (S)-2-(clorocarbonil)pirrolidin-1-carboxilato de bencilo de la
siguiente manera. A una disolucion de acido (S)-1-(benciloxicarbonil)pirrolidin-2-carboxilico (4,87 g, 19,5 mmol) en
CHxCI; (20 ml) se le anadié SOCI; (3,0 ml, 40,7 mmol) gota a gota a 0 °C y se sometié a reflujo durante 2 h. Se
retiraron los compuestos volatiles a presion reducida para producir (S)-2-(clorocarbonil)pirrolidin-1-carboxilato de
bencilo.

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds) (rotameros): & 8,50 (s a, 1H), 7,79-7,65 (m, 2H), 7,52-7,37 (m, 7H), 5,42-5,05 (m,
3H), 4,79-4,59 (m, 1H), 4,15 (q, 1H), 3,78 (s, 3H), 3,69-3,50 (m, 2H), 3,21-3,13 (m, 1H), 2,45-2,16 (m, 2H), 2,10 (s,
6H), 2,05-2,00 (m, 2H), 1,95-1,85 (m, 1H), 1,44-1,19 (m, 6H).

CL-EM m/z: 612 [M*+1], 613 [M*+2)].

Sintesis de (2S, 3R)-3-acetoxi-2-(2-(3-fluorobencil)-1-((S)-pirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carboxamido)butanoato de
metilo (9):

A una disolucién con agitacién del compuesto 8 (7,2 g, 11,78 mmol) en MeOH (80 ml) se le afiadié Pd al 10 %/C
himedo (1,2 g) bajo atmdsfera inerte y se agité durante 16 h bajo atmésfera de H; (presion de globo). Se filtro la
mezcla de reaccion a través de un lecho de Celite y se concentré a presion reducida para proporcionar el compuesto
9 (5,2 g, 92 %) como liquido.

Sintesis de 2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-hidroxibutanoato de bencilo (A):

A una disolucién de acido 2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-hidroxibutanoico (Boc-Thr) (50 g, 228,3 mmol) en DMF
(500 ml) se le afiadio K.CO3 (63 g, 456,6 mmol) y se agité a TA durante 15 min. A esta se le afadié bromuro de
bencilo (46,83 g, 273,9 mmol) y se agité a TA durante 6 h. Se diluy6 la mezcla de reaccion con agua (500 ml) y se
extrajo con EtOAc (2 x 750 ml). Se lavaron las fases organicas combinadas con salmuera (50 ml), se secaron sobre
Na>SO4 anhidro y se concentraron a presion reducida. Se purificé el material bruto mediante cromatografia en
columna de gel de silice eluyendo con el 20 % de EtOAc/hexano para proporcionar 2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-
hidroxibutanoato de bencilo A (52 g, 73 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds):  7,37-7,30 (m, 5H), 6,60 (d, 1H), 5,18-5,08 (m, 2H), 4,76 (d, 1H), 4,08-4,00 (m, 2H),
1,38 (s, 9H), 1,09 (d, 3H).

Masa m/z: 310,0 [M*+1], 210 [M"-des-Boc].

Sintesis de 3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoato de bencilo (B):

A una disolucién con agitacion del compuesto A (52 g, 168,2 mmol) en CH2Cl, (500 ml) se le afiadié Ac,0 (20,5 g,
201,9 mmol), EtsN (25,4 g, 252,4 mmol) y DMAP (3,5 g) y se agité a TA durante 2 h. Se retiraron los compuestos
volatiles a presion reducida. Se diluy6 el residuo obtenido con EtOAc (750 ml) y se lavé con disolucion de HCI 0,5 N
fria (2 x 200 ml). Se lavo la fase organica con salmuera, se sec6 sobre Na>SO4 anhidro y se concentré a presion
reducida para proporcionar 3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoato B (52 g, 88 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-dg):  7,35-7,34 (m, 5H), 7,27-7,25 (d, 1H), 5,18-5,06 (m, 3H), 4,34-4,32 (m, 1H), 1,90 (s,
3H), 1,39 (s, 9H), 1,16 (d, 3H).

Masa m/z: 252 [M*+1-des-Boc].

Sintesis de acido (2S,3R)-3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoico (C):

A una disolucién con agitacion del compuesto B (52 g, 148,1 mmol) en MeOH (1 1) se le afiadié Pd al 10 %/C bajo
atmodsfera de N2 y se agitd la mezcla de reaccion bajo atmdsfera de hidrogeno durante 16 h. Se filtr6 la mezcla de

reaccion a través de un lecho de Celite, se evaporo6 el filtrado obtenido a vacio y se tritur6 el residuo bruto con
hexano para producir acido (2S,3R)-3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoico C (35 g, 90 %).
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"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds): & 12,78 (s a, 1H), 6,94 (d, 1H), 5,16-5,14 (m, 1H), 4,17-4,15 (m, 1H), 1,95 (s, 3H),
1,39 (s, 9H), 1,10 (d, 3H).

Masa m/z: 260,0 [M-1].

Sintesis de (2S,3R)-3-acetoxi-2-(1-((S)-1-((2S,3R)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)-3-hidroxibutanoil )pirrolidin-2-
carbonil)-2-(3-fluorobencil) pirrolidin-2-carboxamido) butanoato de metilo (10):

A una disolucién con agitacion del compuesto C (3,41 g, 13,0 mmol) en CHCl, (50 ml) se le afiadieron EDCI (3,12 g,
16,3 mmol), HOBLt (2,2 g, 16,3 mmol) seguido de DIPEA (5,7 ml, 32,7 mmol) a 0 °C y se agit6 durante 10 min. A esta
se le afiadio el compuesto 9 (5,2 g, 10,9 mmol) y se agité durante 16 h. Se extrajo la mezcla de reaccion con CH.Cl,
(2 x 75 ml) y se lavé la fase organica separada con NaHCO3; acuoso (100 ml), acido citrico acuoso (100 ml) seguido
de salmuera (100 ml), se secd sobre Na,SO4 y se concentré6 a presion reducida. Se purificd el material bruto
mediante cromatografia en columna eluyendo con el 2 % de MeOH/CHCl, para proporcionar el compuesto 10
(6,0 g, 77 %) como liquido.

'H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds) (rotdmeros): § 7,71-7,55 (m, 3H), 7,34-7,05 (m, 2H), 5,35-5,20 (m, 1H), 5,09-5,01 (m,
1H), 4,78-4,35 (m, 3H), 3,90-3,85 (m, 2H), 3,67 (s, 3H), 3,39-3,25 (m, 1H), 3,25-3,05 (m, 1H), 2,21-1,96 (m, 12H),
1,39 (d, 9H), 1,35-1,25 (m, 8H), 0,85 (d, 1H).

CL-EM (ESI): m/z 478,4 [M"+1], 479,4 [M"+2].

Sintesis de ((2S,3R)-1-((2S)-2-(2-(((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il) carbamoil)-2-(3-fluorobencil)pirrolidin-
1-carbonil)pirrolidin-1-il)-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)carbamato de terc-butilo (11):

A disolucién del compuesto 10 (3 g, 4,1 mmol) en amoniaco metandlico (50 ml) se agitdé a TA durante 48 h. Se
concentrd la mezcla de reaccion a vacio para dar producto bruto; que se purificé mediante cromatografia en columna
de gel de silice eluyendo con el 4 % de MeOH/CH,Cl, para proporcionar el compuesto 11 (1,7 g, producto bruto)
como soélido blanco.

'H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds): 6 7,59-7,51 (m, 4H), 7,24 (s, 1H), 7,02 (s, 1H), 6,79-6,60 (m, 2H), 5,09 (d, 1H), 4,77-
4,74 (m, 1H), 4,64-4,61 (m, 1H), 4,21 (t, 2H), 3,98 (dd, 1H), 3,85-3,80 (m, 2H), 3,71-3,60 (m, 3H), 3,25-3,19 (m, 2H),
2,21-1,85 (m, 5H), 1,75-1,70 (m, 1H), 1,44 (s, 10H), 1,21 (d, 3H), 1,09 (d, 3H), 0,91-0,85 (m, 1H).

CL-EM (ESI): m/z 622 [M"+1].

HPLC preparativa quiral de isémeros:

Se separaron los isomeros del compuesto 11 (1,7 g) mediante HPLC preparativa quiral para obtener el compuesto
11 (0,4 g) y el compuesto 11-F2 (0,3 g).

Datos analiticos para el compuesto 11:

'H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds): & 7,59-7,51 (m, 4H), 7,24 (s, 1H), 7,02 (s, 1H), 6,79-6,60 (m, 2H), 5,09 (d, 1H), 4,77-
4,74 (m, 1H), 4,64-4,61 (m, 1H), 4,21 (t, 2H), 3,98 (dd, 1H), 3,85-3,80 (m, 2H), 3,71-3,60 (m, 3H), 3,25-3,19 (m, 2H),
2,21-1,85 (m, 5H), 1,75-1,70 (m, 1H), 1,44 (s, 10H), 1,21 (d, 3H), 1,09 (d, 3H), 0,91-0,85 (m, 1H).

UPLC: 87 %.

CL-EM (ESI): m/z 622 [M"+1].

HPLC quiral: R; = 10,32 min (Chiralpak IA, 250 x 4,6 mm, 5 ; fase movil (A) TFA al 0,1 % en n-hexano (B) EtOH
(4/1): A:B (80:20); velocidad de flujo: 1,00 ml/min).

Datos analiticos para el compuesto 11-F2:

'H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds): & 7,59-7,51 (m, 4H), 7,24 (s, 1H), 7,02 (s, 1H), 6,79-6,60 (m, 2H), 5,09 (d, 1H), 4,77-
4,74 (m, 1H), 4,64-4,61 (m, 1H), 4,21 (t, 2H), 3,98 (dd, 1H), 3,85-3,80 (m, 2H), 3,71-3,60 (m, 3H), 3,25-3,19 (m, 2H),
2,21-1,85 (m, 5H), 1,75-1,70 (m, 1H), 1,44 (s, 10H), 1,21 (d, 3H), 1,09 (d, 3H), 0,91-0,85 (m, 1H).

UPLC: 91 %.

CL-EM (ESI): m/z 622 [M"+1].

HPLC quiral: R; = 15,37 min (Chiralpak IA, 250 x 4,6 mm, 5 ; fase movil (A) TFA al 0,1 % en n-hexano (B) EtOH
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(4/1): A:B (80:20); velocidad de flujo: 1,00 ml/min).

Sintesis de (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-
2-carbonil)-2-(3-fluorobencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-9A):

A una disolucién con agitacion del compuesto 11-F1 (0,4 g, 0,64 mmol) en CH,Cl» (5 ml) se le afiadié HCI 4 N en
1,4-dioxano (2ml) a 0 °C y se agité a TA durante 2 h. Se concentr6é la mezcla de reacciéon a vacio. Se lavé el

material bruto obtenido con EtOAc (20 ml) seguido de n-pentano (20 ml) y se secé a vacio para proporcionar CM-9A
(0,2 g, 59 %) como sal de clorhidrato.

'H-RMN: (400 MHz, D20): § 7,89 (d, 2H), 7,57 (d, 2H), 4,95-4,90 (m, 1H), 4,43-4,35 (m, 4H), 3,94-3,79 (m, 5H), 3,35
(a, 2H), 2,56-2,50 (m, 1H), 2,35-2,29 (m, 2H), 2,14-2,05 (m, 3H), 1,81-1,75 (m, 1H), 1,35 (d, 3H), 1,32 (d, 3H), 1,19-
1,11 (m, 1H).

CL-EM (ESI) m/z: 522 [M"+1], 523 [M"+2)].

Pureza de UPLC: 97 %.

Pureza de HPLC quiral: 99 %.

Rotacion dptica [0”%]: +15,6 (C=1 % en agua).

Sintesis de (S)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-
2-carbonil)-2-(3-fluorobencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-9B):

A una disolucién con agitacion del compuesto 11-F2 (0,2 g, 0,32 mmol) en CH.Cl» (5 ml) se le afiadié HCI 4 N en
1,4-dioxano (2ml) a 0 °C y se agité a TA durante 2 h. Se concentr6é la mezcla de reacciéon a vacio. Se lavé el
material bruto obtenido con EtOAc (20 ml) seguido de n-pentano (20 ml) y se secé a vacio para proporcionar CM-9B
(0,1 g, 59 %) como sal de clorhidrato.

'H-RMN: (400 MHz, D20): § 7,89 (d, 2H), 7,57 (d, 2H), 4,95-4,90 (m, 1H), 4,43-4,35 (m, 4H), 3,94-3,79 (m, 5H), 3,35
(g, 2H), 2,56-2,50 (m, 1H), 2,35-2,29 (m, 2H), 2,14-2,05 (m, 3H), 1,81-1,75 (m, 1H), 1,35 (d, 3H), 1,32 (d, 3H), 1,19-
1,11 (m, 1H).

CL-EM (ESI) m/z: 522 [M"+1], 523 [M"+2)].

Pureza de UPLC: 98 %.

Pureza de HPLC quiral: 98 %.

Rotacion dptica [0°p]: -101,46 (C = 1 % en agua).

Ejemplo 10 - Sintesis de N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((S)-2-amino-3-
hidroxipropanoil)pirrolidin-2-carbonil)-2-bencilpirrolidin-2-carboxamida (CM-10):

Se uso la siguiente secuencia de reaccion (esquema J) para sintetizar N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-
i)-1-((S)-1-((S)-2-amino-3-hidroxipropanoil )pirrolidin-2-carbonil)-2-bencilpirrolidin-2-carboxamida (CM- 10):

Esquema J. Sintesis de CM-10.
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Sintesis de clorhidrato de (S)-pirrolidin-2-carboxilato de etilo (1):

A una disolucion con agitacion de L-prolina (SM) (110 g, 956,5 mmol) en etanol se le afiadié cloruro de tionilo
(141 ml, 1911,3 mmol) y se sometio a reflujo durante 16 h. Se llevo la mezcla de reaccion hasta TA y se concentro a
vacio para proporcionar el compuesto 1 como sal de clorhidrato (170 g, 99 %).

Sintesis de (S)-pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-bencilo y 2-metilo (2):

A una disolucién con agitacion del compuesto 1 (170 g, 947 mmol) en CH,Cl; se le afiadié TEA (398 ml, 2,83 mol) y
tras 30 min se le afiadié Cbz-Cl (1,136 mol). Se agit6 la mezcla de reaccion a TA durante 12 h. Se lavé la mezcla de
reaccion con agua y se extrajo con CH,Cl,. Se seco la fase organica sobre Na;SO4 anhidro y se concentré a vacio.
Se purificé el material bruto obtenido mediante cromatografia en columna para proporcionar el compuesto 2 (230 g,
88 %).

"H-RMN: (200 MHz, DMSO-de): 5 7,42-7,31(m, 5H), 5,09 (m, 2H), 4,32-4,23(m, 1H), 4,08-3,98(m, 2H), 3,50-3,38 (m
2H), 2,30-2,18 (m, 1H), 1,90-1,81(m, 3H), 1,10-1,04 (t, 3H).

Masa m/z: 278 [M*+1],
Sintesis de 2-bencilpirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-bencilo y 2-etilo (3):

A una disolucion de (S)-pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-bencilo y 2-etilo 2 (87 g, 314 mmol) en THF (800 ml) bajo
atmosfera inerte se le afiadié LIHMDS (1 M en THF) (351 ml, 351 mmol) a -25 °C y se agité durante 2 h. Se le
afnadi6é gota a gota bromuro de bencilo (45 ml, 376 mmol) a -25 °C a la mezcla de reaccion. Se dejo calentar hasta
TA y se agité durante 2 h. Se enfrié la mezcla de reaccion hasta 5 °C, se extinguié con disolucién de NH4Cl saturada
y se extrajo la fase acuosa con EtOAc (2 x 200 ml). Se secaron los extractos organicos combinados sobre Na;SO4
anhidro y se concentraron a presion reducida. Se purifico el residuo bruto obtenido mediante cromatografia en
columna de gel de silice eluyendo con el 5 % de EtOAc/hexano para proporcionar el compuesto 3 (80 g, 69 %) como
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liquido.

"H-RMN: (200 MHz, DMSO-de): & 7,47-7,32 (m, 5H), 7,27-7,16 (m, 3H), 7,07-7,04 (m, 2H), 5,29-5,06 (m, 2H), 4,16-
3,89 (m, 2H), 3,57-3,33 (m, 2H), 3,02-2,78 (m, 2H), 2,13-1,89 (m, 2H), 1,56-1,51 (m, 1H), 1,21-1,04 (m, 3H), 0,93-
0,79 (m, 1H).

Masa m/z: 368,2 [M"+1].
Sintesis de 2-bencilpirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-bencilo y 2-etilo (4):

A una disolucién con agitacion del compuesto 3 (125 g, 340 mmol) en CH3OH (700 ml) se le afiadi6 NaOH acuoso
2 N (680 mmol) y se calento hasta 100 °C durante 16 h. Se evaporaron los compuestos volatiles a presion reducida.
Se diluyo el residuo obtenido con agua enfriada con hielo (50 ml) y se lavd con éter (50 ml). Se acidifico la fase
acuosa hasta pH~2 usando HCI 2N y se extrajo con EtOAc (2 x 100 ml). Se secaron las fases organicas
combinadas sobre Na;SO. anhidro y se concentraron a presion reducida para proporcionar el compuesto 4 (90 g,
78 %) como un sdlido blanquecino.

"H-RMN: (200 MHz, DMSO-ds): § 12,71 (s a, 1H), 7,40-7,30 (m, 5H), 7,25-7,19 (m, 3H), 7,07-7,00 (m, 2H), 5,27-5,02
(m, 2H), 3,59-3,32 (m, 2H), 3,02-2,83 (m, 2H), 2,13-1,91 (m, 2H), 1,58-1,49 (m, 1H), 0,90-0,77 (m, 1H).

Masa m/z: 340,1 [M"+1].
Sintesis de 2-bencil-2-((2S,3R)-3-hidroxi-1-metoxi-1-oxobutan-2-ilcarbamoil)pirrolidin-1-carboxilato de bencilo (5):

A una suspension con agitacion del compuesto 4 (50 g, 147,9 mmol), ester metilico de L-treonina (25 g, 147,9 mmol)
en DCM (500 ml) se le afiadio HATU (56,2 g, 147,9 mmol) y DIPEA (64 ml, 36,98 mmol) a 5 °C. Se agit6 la mezcla
de reaccion a TA durante 3 h. Se diluy6é con EtOAc (150 ml) y se lavd con agua (2 x 30 ml). Se lavé la fase organica
con salmuera, se secé sobre Na,SO4, se concentrd y se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice
con el 50 % de EtOAc/hexano como eluyente para proporcionar el compuesto 5 (49,6 g, 74 %).

"H-RMN: (200 MHz, DMSO-ds): & 7,62-7,59 (m, 1H), 7,44-7,31 (m, 5H), 7,21-7,18 (m, 3H), 7,06-6,99 (m, 2H), 5,25-
5,24 (m, 1H), 5,12-4,94 (m, 2H), 4,30 (s, 1H), 4,15-4,08 (m, 1H), 3,66-3,64 (m, 3H), 3,63-3,49 (m, 2H), 3,14 (s, 1H),
2,89 (s, TH), 2,09-2,02 (m, 2H), 1,56-1,51 (m, 1H), 1,09-0,98 (m, 4H).

Masa m/z: 455,1 [M*+1], 477,3 [M'Nal].
Sintesis de 2-((2S,3R)-3-acetoxi-1-metoxi-1-oxobutan-2-ilcarbamoil}-2-bencilpirrolidin-1-carboxilato de bencilo (6):

A una disolucién con agitacion del compuesto 5 (49 g, 107,9 mmol) en THF (30 ml) se le afadieron EtsN (22,7 ml,
161,8 mmol) y Ac,0 (13,2 g, 129,5 mmol) a TA. Se agitd la mezcla de reaccion a TA durante 2 h. Se evaporaron los
compuestos volatiles a presion reducida y se diluy6 el residuo obtenido con CHCl. y se lavé con HCI dil. Se secaron
los extractos organicos combinados sobre Na;SO, y se concentraron a presion reducida. Se purificé el residuo bruto
mediante cromatografia en columna usando el 30 % de EtOAc/hexano como eluyente para proporcionar el
compuesto 6 (42 g, 80 %).

'H-RMN: (500 MHz, DMSO-dg) (rotameros): & 8,15-7,71 (m, 1H), 7,42-7,04 (m, 10H), 5,30-5,19 (m, 2H), 5,11-5,09
(m, 1H), 4,99-4,93 (m, 1H), 4,67-4,62 (m, 1H), 3,66-3,64 (m, 3H), 3,55-3,46 (m, 2H), 3,38-3,35 (m, 1H), 2,88-2,69 (m,
1H), 2,17-2,00 (m, 2H), 1,98-1,92 (m, 3H), 1,56-1,46 (m, 1H), 1,23-1,17 (m, 3H), 1,02-0,86 (m, 1H).

CL-EM m/z: 497,4 [M*+1],

Sintesis de (2S,3R)-3-acetoxi-2-(2-bencilpirrolidin-2-carboxamido)-butanoato de metilo (7):

A una disolucion con agitacion del compuesto 6 (50 g, 100,9 mmol) en metanol (1,5 I) se le afiadié Pd al 10 %/C bajo
atmodsfera de N,. Se agitdé la mezcla de reaccion bajo atmdsfera de H» (presion de globo) durante 4 h. Tras el
consumo del material de partida (mediante CCF), se filtr6 la reaccion a través de un lecho de Celite y se concentré el
filtrado a presion reducida para proporcionar el compuesto 7 (28 g, 77 %).

'H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds) (rotameros): & 8,22-8,17 (m, 1H), 7,24-7,16 (m, 5H), 5,17 (t, 1H), 4,48-4,42 (m, 1H),
3,60-3,54 (s, 3H), 3,20 (t, 1H), 3,06-2,97 (m, 1H), 2,82-2,68 (m, 3H), 2,08-2,02 (m, 1H), 1,89 (s, 3H), 1,72-1,51 (m,
3H), 1,10 (2d, 3H).

CL-EM m/z: 363 [M"+1], 385 [M'Nal].

Sintesis de (S)-2-(2-((2S,3R)-3-acetoxi-1-metoxi-1-oxobutan-2-ilcarbamoil)-2-bencilpirrolidin-1-carbonil)-pirrolidin-1-
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carboxilato de bencilo (8):

A una mezcla con agitacion del compuesto 7 (25 g, 69,1 mmol) y Na,COs (18,3 g, 172,6 mmol) en CHCl»:H,O
(200 ml, 1:1) se le anadié una disolucion de (S)-2-(clorocarbonil)pirrolidin-1-carboxilato de bencilo en CH.Cl; y se
agité la mezcla de reaccion a TA durante 2 h. Se evaporaron los compuestos volatiles a presion reducida. Se diluyd
el residuo con CHxCl, (100 ml), se filtrd y el filtrado se concentré a vacio. Se purificé el residuo bruto mediante
cromatografia en columna usando el 60 % de EtOAc/hexano como eluyente para proporcionar el compuesto 8 (30 g,
73 %). Se preparo (S)-2-(clorocarbonil)pirrolidin-1-carboxilato de bencilo de la siguiente manera. A una disolucién de
acido (S)-1-(benciloxicarbonil)pirrolidin-2-carboxilico (20,6 g, 82,8 mmol) en CH.Cl, (20 ml) se le afiadi6 SOCI;
(20,5 g, 172,6 mmol) gota a gota a 0 °C y la disolucion resultante se sometié a reflujo durante 2 h. Se retiraron los
compuestos volatiles a presion reducida para producir (S)-2-(clorocarbonil)pirrolidin-1-carboxilato de bencilo.

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds) (rotdmeros): § 7,36-7,23 (m, 8H), 7,15-7,12 (m, 3H), 5,21-5,15 (m, 2H), 5,04-4,92 (m,
1H), 4,57-4,50 (m, 2H), 3,88 (d, 1H), 3,65 (s, 3H), 3,54-3,46 (m, 3H), 3,21-3,13 (m, 1H), 3,02-2,90 (m, 2H), 2,19-2,02
(m, 4H), 1,97 (s, 3H), 1,89 (s, 1H), 1,77-1,65 (m, 1H), 1,17 (s, 2H), 1,06 (s, 2H).

Masa m/z: 594,1 [M"+1].
Sintesis de (2S,3R)-3-acetoxi-2-2-bencil-1-((S)-pirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carboxamido)butanoato de metilo (9):

A una disolucion con agitacion del compuesto 8 (30 g, 50,05 mmol) en MeOH (300 ml) se le afiadié Pd al 10 %/C, se
le afiadio bajo atmosfera inerte y se agité durante 12 h bajo atmésfera de Hz (presion de globo). Se filtrd la mezcla
de reaccion a través de un lecho de Celite y se concentro a presion reducida. Se trituro el residuo obtenido con éter
(10 ml) para proporcionar el compuesto 9 (21 g, 90 %) como sdlido.

"H-RMN: (500 MHz, CDCls) (rotameros): & 7,88-7,87 (m, 1H), 7,30-7,26 (m, 2H), 7,24-7,21 (m, 1H), 7,13-7,12 (d,
2H), 5,44-5,43 (m, 1H), 4,76-4,74 (m, 1H), 3,94-3,92 (m, 1H), 3,84-3,81 (m, 1H), 3,75 (s, 3H), 3,50 (m, 1H), 3,26-3,12
(m, 3H), 2,90-2,88 (m, 1H), 2,23-2,15 (m, 4H), 2,04 (s, 3H), 1,87-1,77 (m, 5H), 1,27-1,24 (m, 3H).

Masa m/z: 460(M*1).
Sintesis de acido 2-((terc-butoxicarbonil)amino)butanoico (B):

A una disolucién con agitacion de acido 2-aminobutanoico A (50 g, 0,47 mol) en THF: H,O (1 |, 1: 1) se le afadid
NaHCO3 (80 g, 0,95 mol) y se enfrio la mezcla de reaccién hasta 0 °C. A esta se le afiadié anhidrido de Boc (124 g,
0,57 mol) gota a gota y se dejo a TA durante 16 h. Tras el consumo del material de partida (mediante CCF), se lavo
la reaccion con éter y se neutralizo la fase acuosa con HCI acuoso (pH~4-5) y se extrajo con EtOAc (2 x 250 ml). Se
secaron los extractos organicos combinados sobre Na;SO. anhidro, se filtraron y se concentraron a vacio para
proporcionar el compuesto B (40 g, 41 %) como jarabe espeso incoloro.

Sintesis de (2S,3R)-3-acetoxi-2-(2-bencil-1-((S)-1-((S)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)-3-hidroxipropanail)pirrolidin-2-
carbonil)pirrolidin-2-carboxamido)butanoato de metilo (10):

A una mezcla con agitacion del compuesto 9 (0,6 g, 1,30 mmol) y compuesto B (267 mg, 1,30 mmol) en CH.Cl;
(10 ml) se le afnadieron EDCI (248 mg, 1,30 mmol), HOBt (351 mg, 2,60 mmol) seguido de DIPEA (167 mg,
1,30 mmol) bajo atmésfera de argén. Se agitd la mezcla de reaccion resultante durante 3 h y ademas se agité a TA
durante 16 h. Tras el consumo del material de partida (mediante CCF), se diluyd la reaccion con agua y se extrajo
con CHyClz (2 x 150 ml). Se lavo la fase organica separada con salmuera, se secoé sobre Na;SO. anhidro y se
concentré a presion reducida. Se purificd el material bruto mediante cromatografia en columna de gel de silice
eluyendo con el 50 % de EtOAc/hexano para proporcionar el compuesto 10 (0,59, 59 %) como un solido
blanquecino.

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds) (rotdmeros): § 7,30-7,24 (m, 6H), 7,12-7,10 (m, 1H), 5,29-5,20 (m, 1H), 4,79-4,60 (m,
2H), 4,55 (t, 1H), 4,38-4,30 (m, 2H), 3,79-3,60 (m, 11H), 2,21-1,87 (m, 11H), 1,36 (s, 9H), 1,25-1,15 (m, 4H).

CL-EM (ESI): 647(M*1).

Sintesis de ((2S)-1-((2S)-2-(2-(((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)carbamoil )-2-bencilpirrolidin-1-
carbonil)pirrolidin-1-il)-3-hidroxi-1-oxopropan-2-il)carbamato de terc-butilo (11):

Se llevé una disolucion del compuesto 10 (0,5 g, 0,77 mmol) en NH3 metandlico (5 ml) a un tubo sellado y se agitd
durante 24 h. Tras el consumo del material de partida (mediante CCF), se concentré la mezcla de reaccién a presion
reducida para dar producto bruto. Se purificd el material obtenido mediante cromatografia en columna de gel de
silice eluyendo con el 10 % de Me-OH/CH.CI, para proporcionar el compuesto 11 (275 mg, 60 %) como un solido
blanquecino.
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"H-RMN: (400 MHz, DMSO-d) (rotameros): § 7,35-7,20 (m, 6H), 7,15 (d, 1H), 7,01-6,97 (m, 2H), 6,77 (d, 1H), 5,09
(d, 1H), 4,75 (t, 2H), 4,39-4,35 (m, 1H), 4,24-4,20 (m, 1H), 3,92 (dd, 1H), 3,74-3,49 (m, 6H), 3,21-3,11 (m, 2H), 2,23-
1,91 (m, 6H), 1,80-1,56 (m, 2H), 1,41 (s, 9H), 1,09 (d, 3H), 0,89-0,80 (m, 1H).

CL-EM (ESI): 590(M*1).
Masa (m/z): 590(M*1).

Sintesis  de N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((S)-2-amino-3-hidroxipropanoil )pirrolidin-2-
carbonil)-2-bencilpirrolidin-2-carboxamida (CM-10):

A una disolucién con agitacion del compuesto 11 (175 mg, 0,29 mmol) en dioxano (3 ml) se le afiadié HCI 4 N en
1,4-dioxano (2 ml) bajo atmosfera de N. Se agitd la mezcla de reaccion a TA durante 2 h. Se concentré la mezcla de
reaccion a presion reducida, se diluy6 con éter de dietilo y ademas se agitdé durante otros 15 min. Se decanto la fase
de éter y se seco a vacio para proporcionar CM-10 (108 mg, 74 %) como un sélido blanquecino.

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds) (rotameros): 5 8,29 (s a, 3H), 7,39-7,20 (m, 7H), 7,07-7,01 (m, 1H), 5,45-5,40 (m,
1H), 5,06 (d, 1H), 4,79-4,76 (m, 1H), 4,27-4,20 (m, 2H), 4,01 (d, 1H), 3,91-3,85 (m, 4H), 3,69-3,55 (m, 5H), 3,29-3,21
(m, 2H), 2,10-1,87 (m, 6H), 1,08 (s, 3H).

CL-EM (ESI): 490(M*2).

Ejemplo 11 - Sintesis de (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-
hidroxibutanoil)pirrolidin-2-carbonil)-2-(4-metoxibencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-11A) vy (S)-N-((2S,3R)-1-amino-
3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-2-carbonil)-2-(4-
metoxibencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-11B):

Se usd la siguiente secuencia de reaccion (esquema K) para sintetizar (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-
2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-2-carbonil)-2-(4-metoxibencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-
11A) y (S)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S, 3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-2-
carbonil)-2-(4-metoxibencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-11B):

Esquema K. Sintesis de CM-11A'y CM-11B.
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Sintesis de clorhidrato de (S)-pirrolidin-2-carboxilato de etilo (1):

A una disolucion de L-prolina (SM) (110 g, 956,5 mmol) en etanol se le afiadid cloruro de tionilo (141 ml,
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1911,3 mmol) y se sometio a reflujo durante 16 h. Se llevé la mezcla de reaccion hasta TA y se concentrd a presion
reducida para proporcionar el compuesto 1 como sal de clorhidrato (170 g, 99 %). Se us6 este material directamente
para la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Sintesis de (S)-pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-bencilo y 2-etilo (2):

A una disolucion de 1 (170 g, 947 mmol) en DCM se le afadié TEA (398 ml, 2,83 mol) y tras 30 min se afiadié Cbz-
Cl (1,136 mol). Se agitd la mezcla de reaccion a TA durante 12 h. Se lavd la mezcla de reaccion con agua y se
extrajo con DCM. Se seco la fase organica sobre Na>SO4 anhidro y se concentrd a presion reducida. Se purifico el
producto bruto mediante cromatografia en columna para proporcionar el compuesto 2 (230 g, 88 %).

"H-RMN: (200 MHz, DMSO-de): § 7,42-7,31(m, 5H), 5,09 (m, 2H), 4,32-4,23(m, 1H), 4,08-3,98(m, 2H), 3,50-3,38 (m,
2H), 2,30-2,18 (m, 1H), 1,90-1,81(m, 3H), 1,10-1,04 (t, 3H).

Masa m/z: 278 [M*+1].
Sintesis de 2-(4-metoxibencil)pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-bencilo y 2-etilo (3):

A una disolucion del compuesto 2 (10 g, 0,038 mol) en THF (100 ml) bajo atmésfera inerte se le afadié LiIHMDS
(1M en THF) (76 ml, 0,076 mol) a -25 °C y se agité durante 2 h. Se afiadi6 bromuro de 4-metoxibencilo (11,5 g,
0,057 mol) gota a gota a -25 °C, se dejo calentar hasta TA y se agité durante 2 h. Se enfrio la mezcla de reaccion
hasta 5 °C, se extinguié con disolucion de NH4Cl saturada y se extrajo la fase acuosa con EtOAc (2 x 200 ml). Se
secaron los extractos organicos combinados sobre Na,SO4 anhidro y se concentraron a presion reducida. Se purificd
el residuo bruto obtenido mediante cromatografia en columna de gel de silice eluyendo con el 10 % de
EtOAc/hexano para proporcionar el compuesto 3 (11 g, 75 %).

"H-RMN: (400 MHz, CDCls): § 7,44-7,29 (m, 6H), 7,01 (t, 2H), 6,81-6,79 (m, 2H), 5,32 (t, 1H), 5,15 (d, 1H), 3,82 (d,
5H), 3,55 (d, 1H), 3,50 (s, 2H), 3,02 (d, 2H), 2,14-1,99 (m, 2H), 1,65-1,62 (m, 1H), 1,09-0,95 (m, 1H).

CL-EM (m/z):384,3 [M"+1].
Sintesis de acido 1-((benciloxi)carbonil)-2-(4-metoxibencil)pirrolidin-2-carboxilico (4):

A una disolucién con agitacion del compuesto 3 (1 g, 0,026 mol) en CH3OH (50 ml) se le afiadi6 NaOH acuoso 2 N
(25 ml) y se calent6é hasta 100 °C durante 16 h. Se evaporaron los compuestos volatiles a presion reducida. Se
diluyd el residuo obtenido con agua enfriada con hielo (50 ml) y se lavo con éter (50 ml). Se acidificé la fase acuosa
hasta pH~2 usando HCI 2 N y se extrajo con EtOAc (2 x 100 ml). Se secaron las fases organicas combinadas sobre
Na»SO, anhidro y se concentraron a presion reducida para proporcionar el compuesto 4 (10 g, 94 %).

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-de): & 12,55 (s a, 1H), 7,49-7,65 (m, 5H), 6,99 (t, 2H), 6,78-6,75 (m, 2H), 5,25 (d, 1H),
5,11 (t, 1H), 3,72 (s, 3H), 3,51-3,42 (m, 3H), 2,99-2,95 (m, 2H), 2,15-2,09 (m, 2H), 1,62-1,57 (m, 1H), 0,98-0,94 (m,
1H).

CL-EM (m/z):368,3 [M"-1]
HPLC (pureza): 95 %.

Sintesis de 2-(((2R,3S)-3-hidroxi-1-metoxi-1-oxobutan-2-il)carbamoil)-2-(4-metoxibencil)pirrolidin-1-carboxilato de
bencilo (5):

A una suspension de compuesto 4 (10 g, 0,027 mol), ester metilico de L-treonina (4,5 g, 0,027 mol) en DCM (100 ml)
se le afadieron HATU (10,2 g, 0,027 mol) y DIPEA (11,8 ml, 0,067 mol) a 5 °C. Se agit6 la mezcla de reaccion a TA
durante 2 h. Se diluy6 la mezcla de reaccion con DCM (150 ml), se lavd con agua (2 x 30 ml), salmuera y se seco
sobre Na»SO4, se concentré y se purificé mediante cromatografia en columna de gel de silice con el 50 % de
EtOAc/hexano como eluyente para producir el compuesto 5 (7,8 g, 59 %).

'H-RMN: (400 MHz, DMSO-de): & 7,47-7,42 (m, 6H), 6,99-6,95 (m, 2H), 6,84-6,77 (m, 2H), 5,35-5,24 (m, 1H), 5,12-
4,95 (m, 2H), 4,35-4,32 (m, 1H), 4,19-4,15 (m, 1H), 3,74 (s, 3H), 3,65 (d, 2H), 3,59-3,50 (m, 2H), 3,14-3,05 (m, 1H),
3,92-3,85 (m, 1H), 2,71 (s, 5H), 2,19-2,05 (m, 2H), 1,68-1,60 (m, 1H), 1,14-1,05 (m, 3H).

CL-EM (m/z):4858,3 [M"+1].

Sintesis de 2-(((2S,3R)-3-acetoxi-1-metoxi-1-oxobutan-2-il)-carbamoil)-2-(4-metoxibencil)pirrolidin-1-carboxilato de
bencilo (6):
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A una disolucién con agitacion del compuesto 5 (7,8 g, 0,016 mol) en DCM (100 ml) se le afadieron EtsN (3,36 ml,
0,024 mol) y Ac20 (1,9 g, 0,019 mol) a TA y se agitd durante 2 h. Se evaporaron los compuestos volatiles a presion
reducida y se diluyo el residuo obtenido con CH,Cl; y se lavé con HCI dil. Se secaron los extractos organicos
combinados sobre Na,SO4 y se concentraron a presion reducida. Se purifico el residuo bruto mediante cromatografia
en columna usando el 30 % de EtOAc/n-hexano como eluyente para proporcionar el compuesto 6 (7,6 g, 90 %).

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds): & 7,45-7,40 (m, 5H), 6,99-6,95 (m, 2H), 6,82-6,75 (m, 2H), 5,31-5,25 (m, 2H), 4,62-
4,55 (m, 1H), 3,74 (s, 3H), 3,65 (t, 2H), 3,09-3,01 (m, 2H), 3,19-3,10 (m, 1H), 2,92-2,87 (m, 1H), 2,21-1,99 (m, 6H),
1,59-1,45 (m, 1H), 1,25-1,15 (m, 4H).

CL-EM (m/z):527,4 [M"+1].
Sintesis de (2S,3R)-3-acetoxi-2-(2-bencilpirrolidin-2-carboxamido)butanoato de metilo (7):

A una disolucion con agitacion del compuesto 6 (7,6 g, 0,014 mol) en metanol (100 ml) se le afiadié Pd al 10 %/C
(1,5 g) y se agitd la mezcla de reaccién bajo atmosfera de H; (presion de globo) durante 12 h. Se filtré la mezcla de
reaccion a través de un lecho de Celite y se concentro el filirado a presién reducida para proporcionar el compuesto
7 (4,59, 80 %).

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds): & 8,25 (s a, 1H), 6,81 (t, 2H), 5,2-5,17 (m, 1H), 4,52 (dd, 1H), 3,73 (d, 3H), 3,64 (d,
3H), 3,05 (s a, 1H), 2,86-2,80 (m, 2H), 2,12 (s a, 1H), 1,95 (d, 3H), 1,71-1,62 (m a, 3H), 1,12 (d, 1H), 0,82 (d, 1H).

CL-EM (m/z): 393,3 [M"+1].

Sintesis de (2S)-2-(2-(((2S,3R)-3-acetoxi-1-metoxi-1-oxobutan-2-il)carbamoil)-2-(4-metoxibencil )pirrolidin-1-
carbonil)pirrolidin-1-carboxilato de bencilo (8):

A una disolucion con agitacion del compuesto 7 (4,5 g, 11,4 mmol) y Na,COs (3,0 g, 28,0 mmol) en CH,Clz (54 ml) y
H20 (36 ml) se le afiadié una disolucion de cloruro de acido (3,4 g, 13,0 mmol) en CH.Cl, y se agité la mezcla de
reaccion a TA durante 2 h. Se evaporaron los compuestos volatiles a presion reducida. Se diluyé el residuo con
CHxCI, (100 ml), se filtr6 y se concentrd el filtrado a presiéon reducida. Se purificé el residuo bruto mediante
cromatografia en columna usando el 30 % de EtOAc/hexano como eluyente para proporcionar el compuesto 8
(7,0 g, 96 %).

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds): & 7,45-7,36 (m, 4H), 7,22-6,69 (m, 3H), 5,27-5,05 (m, 2H), 4,69-4,55 (m, 1H), 3,75-
3,62 (m, 4H), 3,55-3,47 (m, 3H), 3,25-3,01 (m, 1H), 2,31-1,85 (m, 6H), 1,75-1,45 (m, 1H), 1,22-1,09 (m, 3H).

Sintesis de (2S,3R)-3-acetoxi-2-(2-(4-metoxibencil)-1-((S)-pirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-carboxamido)butanoato de
metilo (9):

A una disolucién del compuesto 8 (7,0 g, 11,2 mmol) en MeOH (100 ml) se le afiadié Pd al 10 %/C (2,0 g) y se agito
bajo atmdsfera de H. (presion de globo) durante 12 h. Se filtré la mezcla de reaccion a través de un lecho de Celite y
se concentrd a presion reducida para proporcionar el compuesto 9 (5,4 g, 99 %).

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-dg): 5 9,25 (m a, 1H), 8,01-7,85 (m, 1H), 7,11-6,99 (m, 2H), 6,85 (d, 2H), 5,29-5,22 (m,
1H), 4,65-4,60 (m, 1H), 4,44-4,22 (m, 1H), 3,72 (s, 3H), 3,55 (s, 3H), 3,49 (d, 3H), 3,39-3,30 (m, 5H), 3,15-3,09 (m,
3H), 2,25-2,20 (m, 1H), 2,02 (s, 9H), 1,65-1,60 (m, 2H), 1,21 (t, 3H).

CL-EM (m/z):490,4 [M"+1].

Sintesis de  (2S,3R)-3-acetoxi-2-(1-((S)-1-((2S,3R)-3-acetoxi-2-((terc-butoxicarbonil)Jamino)butanoil)pirrolidin-2-
carbonil)-2-(4-metoxibencil)pirrolidin-2-carboxamido)butanoato de metilo (10):

A una disolucion del compuesto 9 (5,4 g, 81,1 mmol) en CH,Cl, (100 ml) bajo atmodsfera inerte se le afiadieron EDCI
HCI (3,1g, 16,0 mmol), HOBt (2,2 g, 16,0 mmol) seguido de DIPEA (4,2 g, 33,0 mmol) y compuesto C (3,4 g,
13,0 mmol) a 0 °C. Se agité la mezcla de reaccion a TA durante 12 h. Se extrajo la mezcla de reaccion con EtOAc
(2 x75ml) y se lavo la fase organica separada con agua (200 ml), seguido de salmuera (200 ml), se seco sobre
Na>SO,4 y se concentrd a presion reducida. Se purificd el material bruto mediante cromatografia en columna para
proporcionar el compuesto 10 (5,8 g, 72 %).

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds): & 7,22-7,01 (m, 2H), 6,85-6,82 (m, 1H), 5,25-5,05 (m, 1H), 4,65-4,20 (m, 2H), 3,85-
3,42 (m, TH), 3,22-3,12 (m, 1H), 2,22-1,85 (m, 8H), 1,52 (d, 6H), 1,29-1,10 (m, 5H).

Sintesis de ((2S,3R)-1-((2S)-2-(2-(((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi- 1-oxobutan-2-il)carbamoil)-2-(4-metoxibencil }-pirrolidin-
1-carbonil)pirrolidin-1-il)-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)carbamato de terc-butilo (11):
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Se agité una disolucion del compuesto 10 (4 g, 5,45 mmol) en NH3 metandlico (40 ml) a TA durante 36 h. Se
concentrd la mezcla de reaccion a presion reducida. Se purificod el material bruto obtenido mediante cromatografia en
columna de gel de silice seguido de purificacion preparativa para proporcionar el compuesto 11-Fr-1 (200 mg) y
compuesto-11-Fr-2 (150 mg).

Sintesis de (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-
2-carbonil)-2-(4-metoxibencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-11A):

A una disolucion del compuesto 11-Fr-1 (0,2 g, 0,3 mmol) en DCM (3 ml) se le afiadio HCI 4 N en 1,4-dioxano (2 ml)
y se agitd a TA durante 2 h. Se concentro la mezcla de reaccién a presion reducida para proporcionar CM-11A
(0,12 g, 66 %) como sal de clorhidrato.

"H-RMN: (400 MHz, D20): & 7,32 (d, 2H), 7,05 (d, 2H), 4,99-4,95 (m, 2H), 4,42 (d, 1H), 4,37 (s, 3H), 3,81 (s, 3H),
3,74 (d, 1H), 3,72-3,65 (m, 1H), 3,62 (d, 1H), 3,35-3,30 (m, 1H), 3,29-3,25 (m, 1H), 3,22 (d, 1H), 2,51-2,50 (m, 1H),
2,35-2,30 (m, 1H), 2,19-2,05 (m, 4H), 1,75-1,72 (m, 1H), 1,55 (d, 3H), 1,25 (d, 3H), 1,21-1,15 (m, 1H).

CL-EM (m/z):534,5 [M"+1].
Pureza de HPLC: 97 %.
Rotacion dptica [a°p]: 34,33 (C=1 % en agua).

Sintesis de (S)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil )pirrolidin-
2-carbonil)-2-(4-metoxibencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-11B):

A una disolucion del compuesto 11-Fr-2 (0,15 g, 0,2 mmol) en DCM (3 ml) se le afiadié HCI 4 N en 1,4-dioxano
(2 ml) y se agité a TA durante 2 h. Se concentro la mezcla de reaccién a presion reducida para proporcionar CM-11B
(90 mg, 66 %) como sal de clorhidrato.

"H-RMN: (400 MHz, D20): & 7,32 (d, 2H), 7,05 (d, 2H), 4,99-4,95 (m, 2H), 4,42 (d, 1H), 4,37 (s, 3H), 3,81 (s, 3H),
3,74 (d, 1H), 3,72-3,65 (m, 1H), 3,62 (d, 1H), 3,35-3,30 (m, 1H), 3,29-3,25 (m, 1H), 3,22 (d, 1H), 2,51-2,50 (m, 1H),
2,35-2,30 (m, 1H), 2,19-2,05 (m, 4H), 1,75-1,72 (m, 1H), 1,55 (d, 3H), 1,25 (d, 3H), 1,21-1,15 (m, 1H).

CL-EM (m/z):534,5 [M"+1].

Pureza de HPLC: 92 %.

Rotacion dptica [a°p): -108,63 (C = 1 % en agua).

Sintesis de 2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-hidroxibutanoato de bencilo (A):

A una disolucién de acido 2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-hidroxibutanoico (Boc-Thr) (50 g, 228,3 mmol) en DMF
(500 ml) se le anadi6 K,CO3 (63 g, 456,6 mmol) y se agitd a TA durante 15 min. Se afiadié bromuro de bencilo
(46,83 g, 273,9 mmol) y se agité a TA durante 6 h. Se diluy6 la mezcla de reaccién con agua (500 ml) y se extrajo
con EtOAc (2 x 750 ml). Se lavaron las fases organicas combinadas con salmuera (50 ml), se secaron sobre Na;SO4
anhidro y se concentraron a presion reducida. Se purifico el material bruto mediante cromatografia en columna de
gel de silice usando el 20 % de EtOAc/hexano como eluyente para proporcionar 2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-
hidroxibutanoato de bencilo A (52 g, 73 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds): 5 7,37-7,30 (m, 5H), 6,60 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 5,18-5,08 (m, 2H), 4,76 (d, J = 7 Hz,
1H), 4,08-4,00 (m, 2H), 1,38 (s, 9H), 1,09 (d, J = 6,0 Hz, 3H).

Masa m/z: 310,0 [M*+1], 210 [M"-des-Boc].

Sintesis de 3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoato de bencilo (B):

A una disolucion con agitacion de 2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-hidroxibutanoato de bencilo A (52 g, 168,2 mmol)
en DCM (500 ml) se le afiadieron Ac,0O (20,5 g, 201,9 mmol), EtsN (25,4 g, 252,4 mmol) y DMAP (3,5 g) y se agité a
TA durante 2 h. Se retiraron los compuestos volatiles a presion reducida. Se diluy6 el residuo obtenido con EtOAc
(750 ml) y se lavo con disolucion de HCI 0,5 N fria (2 x 200 ml). Se lavé la fase organica con salmuera, se seco
sobre Na;SOs anhidro y se concentr6 a presion reducida para proporcionar 3-acetoxi-2-(terc-
butoxicarbonilamino)butanoato B (52 g, 88 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds): & 7,35-7,34 (m, 5H), 7,27-7,25 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 5,18-5,06 (m, 3H), 4,34-4,32 (m,

63



10

15

20

25

30

35

40

ES 2703904 T3

1H), 1,90 (s, 3H), 1,39 (s, 9H), 1,16 (d, J = 3 Hz, 3H).
Masa m/z: 252 [M*+1-des-Boc].
Sintesis de acido (2S,3R)-3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoico (C):

Se disolvié 3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoato de bencilo B (52 g, 148,1 mmol) en MeOH (11), se
afnadié Pd al 10 %/C y se agit6 la mezcla de reaccién bajo atmodsfera de hidrogeno durante 16 h. Se filtré la mezcla
de reaccion sobre Celite, se evapor6 el disolvente a presién reducida y se tritur6 el residuo bruto con hexano para
producir acido (2S,3R)-3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoico C (35 g, 90 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds): § 12,78 (s a, 1H), 6,94 (d, J = 9,5 Hz, 1H), 5,16-5,14 (m, 1H), 4,17-4,15 (m, 1H), 1,95
(s, 3H), 1,39 (s, 9H), 1,10 (d, J = 6,0 Hz, 3H).

Masa m/z: 260,0 [M-1].

Ejemplo 12 - Sintesis de (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-
hidroxibutanoil)pirrolidin-2-carbonil)-2-(3,5-dibromobencil)pirrolidin-2-carboxamida  (CM-12A) vy (S)-N-((2S,3R)-1-
amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-2-carbonil)-2-(3,5-
dibromobencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-12B):

Se usd la siguiente secuencia de reaccion (esquema L) para sintetizar (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-
2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-2-carbonil)-2-(3,5-dibromobencil)pirrolidin-2-carboxamida
(CM-12A) y (S)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-
2-carbonil)-2-(3,5-dibromobencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-12B):

Esquema L. Sintesis de CM-12A y CM-12B:

mo Etapa 1 mo Etapa 2 0 Elapa 3 Etapa 4
=, .
N OH gocy, o N OMe g OMe LHMDS THF N NH
# H e Boc 3,5-DiBrBnBr “eoncl HC
sM 3 OMe 4
Q Dy
Etapa 5 Etapa [ - FEtapa7? N Etapa 8
- —_—
Int-8 0“"9 NaOH ac. “EpciHol 0 N Pd(PPhs),
Na,CO, ac. P Int-D o NH
N " 2
Nloc Manoc “Alloc OH
z<\’ Etapa 9 (H%j & Etapa 10
N
M NH O EDCLHC! BncHN ,g _JH“(/O H ?—-NH o 0
o}
NH NH-_, " J.l__ NH, NHz
oH oH OH
s ) roh 8-Fr-1 9-Fr-2
OH OH
m EtapaA [ >—(  FEtapaB M'
N0 Tdoroformiate” . © oo, pom N
N Loew TN O
S N(sr i de alilo Alloc Aloe
NH 0 + HZN /}-—NH o Int-A Int-B
: NHz 1 FEtapaF i Etapa G il
OH BH Ha ,,JLOH PaF ,.JLDCH_\ P EN __.J-LNH)
| cM-128 cM-128 | J‘.;OH Frcys "o HEOH s J,{fJ
CM-12 L The c o

Sintesis de (S)-pirrolidin-2-carboxilato de etilo (1):

A una disolucion con agitacion de acido pirrolidin-2-carboxilico (SM) (100 g, 0,87 mol) en metanol (800 ml) se le
afiadié lentamente cloruro de tionilo (76,9 ml, 1,04 mol) a 0 °C. Se calenté la mezcla de reaccion a reflujo durante
12 h. Tras el consumo del material de partida (mediante CCF), se concentrd la reaccion a presion reducida para
proporcionar el compuesto 1 (143,9 g, sal de HCI).

"H-RMN: (400 MHz, CDCl3) (rotameros): 6 3,89 (s, 3H), 3,68-3,62 (m, 2H), 3,59-3,47 (m, 2H), 2,49-2,37 (m, 1H),
2,27-2,05 (m, 3H).
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CL-EM (m/z): 166 [M"+1].
Sintesis de pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-terc-butilo y 2-metilo (2):

A una disolucion con agitacion del compuesto 1 (35 g, 0,22 mol) en CH;Cl, (175 ml) se le afadieron EtsN (90 ml,
0,65 mol) seguido de Boc-anhidrido (56,9 ml, 0,26 mol) a 0 °C. Se agité la mezcla de reaccién a TA durante 16 h.
Tras el consumo del material de partida (mediante CCF), se diluy6 la reaccion con agua (100 ml) y se extrajo con
CHCI; (2 x 100 ml). Se lavé la fase organica con agua, salmuera, se seco sobre Na;SO, y se concentré. Se purifico
el material bruto obtenido mediante cromatografia en columna de gel de silice eluyendo con el 30 % de EtOAc/n-
hexano para proporcionar el compuesto 2 (41 g, 95 %).

"H-RMN: (400 MHz, CDCls) (rotameros): & 4,25-4,21 (m, 1H), 3,75 (s, 3H), 3,57-3,26 (m, 2H), 2,29-2,10 (m, 1H),
1,99-1,75 (m, 3H), 1,45 (s, 9H).

CL-EM (m/z): 130 [(M"+1)-Boc].
Sintesis de 2-(3,5-dibromobencil)pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-terc-butilo y 2-metilo (3):

A una disolucién con agitacion del compuesto 2 (10 g, 0,043 mol) en THF (50 ml) se le afiadié LiHMDS (65,5 ml,
0,065 mol) a -25 °C y se agité durante 2 h. A esto se le afiadié bromuro de 3,5-dibromobencilo (17,1 g, 0,052 mol)
gota a gota a -25 °C y se agité durante 2 h a TA. Tras el consumo del material de partida (mediante CCF), se
extinguio la reaccion con NH4Cl a 0 °C. Se lavod la fase organica separada con agua y se extrajo con EtOAc. Se seco
la fase organica separada sobre Na,SO,4 y se concentré a presion reducida para obtener producto bruto, que se
purificd mediante cromatografia en columna de gel de silice para proporcionar el compuesto 3 (10 g, 50 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds): 7,72 (s, 1H), 7,41 (d, 2H), 3,69 (d, 3H), 3,37-3,35 (m, 2H), 3,07-3,01 (m, 1H), 2,89-
2,81 (m, 1H), 2,08-2,01 (m, 2H), 1,68-1,62 (m, 1H), 1,45 (s, 9H), 1,19-1,12 (m, 1H).

CL-EM (m/z): 419,1 [(M*+1)-Bog].
Sintesis de 2-(3,5-dibromobencil)pirrolidin-2-carboxilato de metilo (4):

A una disolucién con agitacion del compuesto 3 (10 g, 0,016 mol) en metanol (20 ml) se le afiadié6 MeOH.HCI (80 ml)
bajo atmdsfera de N2 y se agité durante 8 h a TA. Se evaporaron los compuestos volatiles a presion reducida para
proporcionar el compuesto 4 (8 g, 93 %) como un sélido de color blanco.

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds): & 10,95 (s a, 1H), 9,45 (s a, 1H), 7,81 (s, 1H), 7,65 (s, 2H), 3,75 (s, 3H), 3,55 (d, 1H),
3,39 (d, 1H), 3,22 (s a, 1H), 2,43 (t, 1H), 2,15-2,10 (m, 2H), 1,85-1,81 (m, 1H).

CL-EM (m/z): 378 [(M"-HCI].
Sintesis de acido (S)-1-((aliloxi)carbonil)pirrolidin-2-carboxilico (A):

A una disolucién con agitacion de acido (S)-pirrolidin-2-carboxilico (SM) (5 g, 0,043 mol) en 1,4-dioxano (50 ml) y
agua (100 ml) se le afiadié Na;COs3 (11,5 g, 0,11 mol) seguido de cloroformiato de alilo (6,2 g, 0,052 mol)a 0 °C y se
agitd durante 12 h. Se extrajo la mezcla de reaccion con EtOAc (2 x 75 ml). Se seco la fase organica separada sobre
Na,SO,4 anhidro, se filtrd6 y se concentré a presion reducida para dar producto bruto; que se purific6 mediante
cromatografia en columna de gel de silice para proporcionar el compuesto A (3,28 g, 37 %).

Sintesis de (S)-2-((R)-2-(3,5-dibromobencil)-2-(metoxicarbonil)pirrolidin-1-carbonil)pirrolidin-1-carboxilato de alilo (5):

A una disolucién con agitacion del compuesto 4 (8 g, 0,019 mol) y Na>COs (5,1 g, 0,048 mol) en DCM:H,O (150 ml,
3:2) se le afadié una disolucion de cloruro de acido B y se agité durante 2 h a TA. Se extrajo la fase acuosa con
CHCI; (2 x 50 ml). Se lavo la fase organica separada con agua (50 ml), se sec6 sobre Na;SO4 anhidro, se filtrd y se
concentro a presion reducida. Se purificd el material bruto obtenido mediante cromatografia en columna de gel de
silice para proporcionar el compuesto 5 (8 g, 74 %). El cloruro de acido B se preparo de la siguiente manera. A una
disolucion del compuesto A (4,6 g, 0,023 mol) en DCM se le afiadié SOCI; (5,7 g, 0,048 mol) gota a gotaa 0 °C y se
sometid la disolucion resultante a reflujo durante 2 h; se eliminé el disolvente de la reaccién a presién reducida.

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds):  7,75-7,42 (m, 2H), 7,37 (s, 1H), 5,95 (s a, 1H), 9,45 (s a, 1H), 7,81 (s, 1H), 7,65 (s,
2H), 3,75 (s, 3H), 3,55 (d, 1H), 3,39 (d, 1H), 3,22 (s a, 1H), 2,43 (t, 1H), 2,15-2,10 (m, 2H), 1,85-1,81 (m, 1H).

CL-EM (m/z): 559,3 [(M*+1].

Sintesis de acido (R)-1-((S)-1-((aliloxi)carbonil)pirrolidin-2-carbonil)-2-(3,5-dibromobencil )pirrolidin-2-carboxilico (6):
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A una disolucién con agitacién del compuesto 5 (8 g, 0,014 mol) en MeOH (50 ml) se le afiadié disolucién de NaOH
2 N (10 ml) y se calent6 a reflujo durante 5 h. Se evaporaron los compuestos volatiles a presion reducida y se diluyd
el residuo obtenido con agua y se lavo con éter. Se acidificod la fase acuosa a pH~2 usando disoluciones de HCI 2 N
y se extrajo con EtOAc. Se secé la fase organica separada sobre Na>SO4 anhidro, se filtré y se concentrd a presion
reducida para proporcionar el compuesto 6 (7 g, 90 %). Se uso6 este material directamente para la siguiente etapa sin
purificacién adicional.

CL-EM (m/z): 543,3 [(M*-1].
Sintesis de (2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoato de metilo (C):

A una disolucién con agitacion de acido (2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoico (200 g, 1,68 mol) en metanol (1,2 1) se
le afiadié SOCI; (244 ml, 3,36 mol) gota a gota a 0 °C y se agité durante 1 h. Se sometié la mezcla de reaccion
resultante a reflujo durante 24 h. Tras el consumo del material de partida (mediante CCF), se calenté la mezcla de
reaccion hasta TA y se concentrd a presion reducida y se lavo con n-hexano (2 x 50 ml). Se disolvié el residuo en
EtOH (1 I) y se neutralizé con EtsN (471 ml, 3,36 mol) y se agité de nuevo durante 2 h. Se separ6 por filtracion el
solido precipitado; se concentro el filtrado obtenido a presion reducida para proporcionar el compuesto C (195 g,
80 %).

'H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds): & 8,51 (s a, 3H), 4,13-4,10 (m, 1H), 3,91 (s a, 1H), 1,20 (d, 3H).
CL-EM (m/z): 134,1 [M*+1].
Sintesis de (2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanamida (D):

Se llevo una disolucion del compuesto C (190 g, 1,35 mol) en IPA (2 1) a autoclave y se purgd con gas NH3 (7-8 kg) y
se agitdé a 35 °C durante 24 h. Después se eliminé el gas NH3; y se concentrd la mezcla de reaccion a presion
reducida y se afiadio CHCl, y se filtr6. Se sometio el sélido obtenido a reflujo en EtOH durante 1 h a 78 °C. Se filtro
la masa de reaccién en condicién de calentamiento y se afadié n-hexano al filtrado y se agité de nuevo durante
otras 4 h. Se filtr6 el sélido precipitado obtenido y se secé a presion reducida para proporcionar el compuesto D
(160 g, 47 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-de): & 7,38 (s a, 1H), 7,02 (s a, 1H), 4,66 (s a, 1H), 3,77-3,70 (m, 1H), 2,93 (d, 1H), 2,72
(ma, 1H), 1,05 (d, 3H).

CL-EM (m/z): 119,1 [M*+1].
UPLC (pureza de ELSD): 99,9 %.

Sintesis de (S)-2-((R)-2-(((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)carbamoil)-2-(3,5-dibromobencil)pirrolidin-1-
carbonil)pirrolidin-1-carboxilato de alilo (7):

A una disoluciéon con agitacion del compuesto 6 (5 g, 9,19 mmol) en CH.Cl, (100 ml) se le afiadi6 HOBt (1,8 g,
13,7 mmol), EDCI.HCI (2,6 g, 13,7 mmol) seguido de DIPEA (3,5 g, 27,0 mmol) y compuesto D (1,3 g, 11,0 mmol) a
0 °C. Se agit6 la mezcla de reaccion a TA durante 12 h. Tras el consumo del material de partida (mediante CCF), se
extinguio la reaccion con agua y se extrajo con CH;Cl» (2 x 100 ml). Se seco la fase organica sobre Na; SO, anhidro
y se concentré a presion reducida. Se purifico el producto bruto mediante cromatografia en columna para
proporcionar el compuesto 7 (5 g, 84 %).

Sintesis de (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-2-(3,5-dibromobencil)-1-((S)-pirrolidin-2-
carbonil)pirrolidin-2-carboxamida (8):

A una disolucion con agitacion del compuesto 7 (1 g, 1,35 mmol) en THF (50 ml) se le afiadi6 DABCO (1,3 g,
12,4 mmol) seguido de Pd(PPhs)s (358 mg, 0,3 mmol) a TA y se agité durante 30 min. Se diluyé la mezcla de
reaccion con EtOAc (75 ml) y disolucion de NaHCO3; saturada (75 ml). Se seco la fase organica separada sobre
Na>SO, anhidro y se concentrd a presion reducida para proporcionar el compuesto 8 (560 mg, 64 %). Se uso6 este
material directamente para la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Sintesis de ((2S,3R)-1-((S)-2-((R)-2-(((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)carbamoil )-2-(3,5-
dibromobencil)pirrolidin-1-carbonil)pirrolidin-1-il)-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)carbamato de terc-butilo (9):

A una disolucion con agitacion del compuesto 8 (1,8 g, 3,20 mmol) en CH2Cl» (100 ml) se le afadieron EDCI.HCI
(0,916 g, 4,80 mmol), HOBt (0,65 g, 4,80 mmol) seguido de DIPEA (1,7 ml, 9,60 mmol) y acido (2S,3R)-2-((terc-
butoxicarbonil)amino)-3-hidroxibutanoico (0,84 g, 3,80 mmol) a 0 °C. Se agité la mezcla de reaccién a TA durante
12 h. Se extinguié la mezcla de reaccion con agua (100 ml) y se extrajo con CHCl, (2 x 150 ml). Se lavaron las
fases organicas separadas con salmuera, se secaron sobre Na>SO4 anhidro, se filtraron y se concentraron a presion
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reducida para obtener producto bruto; que se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice seguido
de purificacion por HPLC preparativa para proporcionar el compuesto 9-Fr-1 (140 mg) y el compuesto 9-Fr-2
(150 mg).

Datos de HPLC quiral para el compuesto 9-Fr-1:

'H-RMN: (400 MHz, DMSO-de): & 7,71 (d, 3H), 7,21 (s, 1H), 6,99-6,75 (m, 2H), 6,59 (d, 1H), 5,01 (d, 1H), 4,65-4,60
(m, 2H), 4,19 (t, 2H), 3,99 (d, 1H), 3,89-3,85 (m, 2H), 3,65-3,61 (m, 2H), 3,44-3,39 (m, 3H), 2,25-2,15 (m, 1H), 2,02-
1,95 (m, 5H), 1,75-1,72 (m, 1H), 1,35 (s, 9H), 1,25 (d, 3H), 1,19 (d, 3H), 0,99-0,95 (m, 1H).

HPLC: 99,83 %.

CL-EM (m/z): 762,3 [M*+1].

Datos de HPLC quiral para el compuesto 9-Fr-2:

'H-RMN: (400 MHz, DMSO-de): 8 7,71 (d, 3H), 7,21 (s, 1H), 6,99-6,75 (m, 2H), 6,59 (d, 1H), 5,01 (d, 1H), 4,65-4,60
(m, 2H), 4,19 (t, 2H), 3,99 (d, 1H), 3,89-3,85 (m, 2H), 3,65-3,61 (m, 2H), 3,44-3,39 (m, 3H), 2,25-2,15 (m, 1H), 2,02-
1,95 (m, 5H), 1,75-1,72 (m, 1H), 1,35 (s, 9H), 1,25 (d, 3H), 1,19 (d, 3H), 0,99-0,95 (m, 1H).

HPLC: 92 %.

CL-EM (m/2):762,2 [M"+1].

Sintesis de (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3S)-2-amino-3-hidroxibutanoil )pirrolidin-
2-carbonil)-2-(3,5-dibromobencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-12A):

A una disolucién con agitacion del compuesto 9-Fr-1 (140 mg, 0,183 mmol) en CH2Cl, (3 ml) se le ahadid
dioxano.HCI (2 ml) a 0 °C bajo atmdsfera de N,. Se agitoé la mezcla de reaccion a TA durante 2 h. Se concentr6 la
mezcla de reaccion a presion reducida para proporcionar CM-12A (120 mg, 93 %).

"H-RMN: (400 MHz, D20): & 7,84 (s, 1H), 7,61 (s, 2H), 4,39 (d, 4H), 3,92-3,85 (m, 4H), 3,65-3,62 (m, 2H), 3,45 (d,
1H), 2,59-2,55 (m, 1H), 2,48-2,44 (m, 2H), 2,15-2,19 (m, 3H), 1,91-1,87 (m, 1H), 1,60 (s, 3H), 1,25 (s, 3H).

CL-EM (m/z):662 (M*1).
HPLC: 97,55 %.
Rotacion dptica [o”%]: +29,21 (C=0,5 % en agua).

Sintesis de (S)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-
2-carbonil)-2-(3,5-dibromobencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-12B):

A una disolucién con agitacion del compuesto 9-Fr-2 (150 mg, 0,197 mmol) en CH2Cl> (3 ml) se le ahadid
dioxano.HCI (2 ml) a 0 °C bajo atmdsfera de N,. Se agité la mezcla de reaccion a TA durante 2 h. Se concentr6 la
mezcla de reaccion a presion reducida para proporcionar CM-12B (130 mg, 94 %).

"H-RMN: (400 MHz, D20): & 7,84 (s, 1H), 7,61 (s, 2H), 4,39 (d, 4H), 3,92-3,85 (m, 4H), 3,65-3,62 (m, 2H), 3,45 (d,
1H), 2,59-2,55 (m, 1H), 2,48-2,44 (m, 2H), 2,15-2,19 (m, 3H), 1,91-1,87 (m, 1H), 1,60 (s, 3H), 1,25 (s, 3H).

CL-EM (m/z):662 (M*1).

HPLC: 92,11 %.

Rotacion dptica [o”%): -78,70 (C = 0,5 % en agua).

Ejemplo 13 - Sintesis de (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-
hidroxibutanoil)pirrolidin-2-carbonil)-2-(3-metoxibencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-13A) y N-((2S,3R)-1-amino-3-

hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-2-carbonil)-2-(3-metoxibencil )pirrolidin-
2-carboxamida (CM-13B):

Se us6 la siguiente secuencia de reaccidon (esquema M) para sintetizar (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-
oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil )pirrolidin-2-carbonil)-2-(3-metoxibencil )pirrolidin-2-
carboxamida (CM-13A) y N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-
hidroxibutanoil)pirrolidin-2-carbonil)-2-(3-metoxibencil )pirrolidin-2-carboxamida (CM-13B):
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Esquema M. Sintesis de CM-13A y CM-13B:
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Sintesis de acido (S)-1-((benciloxi)carbonil pirrolidin-2-carboxilico (A):

A una disolucion con agitacién de acido (S)-pirrolidin-2-carboxilico (250 g, 2,17 mol) en agua (11) se le ahadié
Na,COs3 (576 g, 5,43 mol) y se agitdé durante 1 h. Tras enfriarse hasta 0 °C, se afadi6é cloroformiato de bencilo
(444 g, 2,61 mol) gota a gota a la mezcla de reaccion y se agitdé de nuevo durante 1 h. Se calentd la mezcla de
reaccion resultante hasta TA y se agitdé adicionalmente durante 24 h. Tras el consumo del material de partida
(mediante CCF), se diluyo la reaccion con agua (11) y éter (1,51). Se tratd la fase acuosa separada con PhCHj3
(1,51) y se acidificé usando HCI 6 N. Se extrajo la fase acuosa con EtOAc (3 x 1,51); se lavaron los extractos
organicos combinados con salmuera, se secaron sobre Na>SO,4 anhidro, se filtraron y se concentraron a presion
reducida para proporcionar el compuesto A (450 g, 84 %) como un jarabe de color amarillo claro.

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-de): § 12,71 (s a, 1H), 7,40-7,30 (m, 5H), 5,19-5,01 (m, 2H), 4,25 (dd, 1H), 3,51-3,50 (m
2H), 2,29-2,15 (m, 1H), 1,89-1,80 (m, 3H).

CL-EM (m/z): 250 [M"+1].
Sintesis de (S)-2-(clorocarbonil)pirrolidin-1-carboxilato de bencilo (B):

A una disoluciéon con agitacion del compuesto A (2,5g, 0,01 mol) en CH.Cl; (50 ml) se le afiadié SOCI, (2,7 g,
0,02 mol) a 0 °C y se agit6 durante 2 h. Se concentrd la mezcla de reaccién a presion reducida para proporcionar el
compuesto B como producto bruto. Se usd este material directamente para la siguiente etapa sin purificacion
adicional.

Sintesis de acido (2S,3R)-2-(((benciloxi)carbonil)amino)-3-hidroxibutanoico (E):

A una disolucion con agitacion de NaHCOs3 (529 g, 6,30 mol) en agua (11) se le afiadié acido (2S,3R)-2-amino-3-
hidroxibutanoico (250 g, 2,10 mol) a TA y se agité durante 30 min. Se enfri6 la mezcla de reaccion hasta 0 °C, se
afadio Cbz-Cl (850 ml, 2,52 mol, al 50 % en PhCHzs) gota a gota a la reaccion y se agit6 durante 1 h. Se calent¢ la
mezcla de reaccion hasta TA y se agité de nuevo durante 28 h. A esto se le afiadio MTBE (11) y se agitdé durante
20 min. Se agito la fase acuosa separada con tolueno y se agité durante 20 min. Se acidificé la fase acuosa con HCI
1N (pH~1-2) y se extrajo con EtOAc (3 x 1,51). Se lavo la fase organica con salmuera, se secé sobre Na>SO4
anhidro y se concentré a presion reducida. Se agitdé el material bruto con diciclohexilamina (819 ml, 4,20 mol)
durante 4 h para obtener un soélido blanco, se filtré y se secd. Se sometié el sélido obtenido a reflujo con EtOAc
(1,51) durante 1 h y después se filtr6. Se disolvio el material sélido en agua (11) y se acidificé con H,SO, dil. y se
agité de nuevo durante 30 min. Se extrajo la fase acuosa con EtOAc (3 x 1 1). Se lavd la fase organica separada con
salmuera, se secd sobre Na>SO4 anhidro, se filtré y se concentré a presion reducida. Se trituré el material bruto
obtenido con n-hexano durante 2 h para obtener un soélido blanco. Se filtré el material solido obtenido y se seco a
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presion reducida para proporcionar el compuesto E (230 g, 43 %).

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds):  7,35-7,32 (m, 5H), 6,91 (d, 1H), 5,06 (s, 2H), 4,13-4,09 (m, 1H), 3,99-3,95 (m, 1H),
1,02 (d, 3H).

CL-EM (m/z):254,1(M*1).
UPLC (pureza de ELSD): 99,82 %.
Sintesis de (2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoato de metilo (C):

A una disolucién con agitacion de acido (2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoico (200 g, 1,68 mol) en metanol (1,2 1) se
le afiadié SOCI; (244 ml, 3,36 mol) gota a gota a 0 °C y se agité durante 1 h. Se sometié la mezcla de reaccion
resultante a reflujo durante 24 h. Tras el consumo del material de partida (mediante CCF), se calenté la mezcla de
reaccion hasta TA y se concentrd a presion reducida y se lavo con n-hexano (2 x 50 ml). Se disolvié el residuo en
EtOH (11) y se neutralizdé con EtsN (471 ml, 3,36 mol) y se agité de nuevo durante 2 h. Se separ6 por filtracion el
soélido precipitado; se concentro el filtrado obtenido a presion reducida para proporcionar el compuesto C (195 g,
80 %).

'H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds): & 8,51 (s a, 3H), 4,13-4,10 (m, 1H), 3,91 (s a, 1H), 1,20 (d, 3H).
CL-EM (m/z):134,1 [M"+1].
Sintesis de (2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanamida (D):

Se llevo una disolucion del compuesto F (190 g, 1,35 mol) en IPA (2 1) a autoclave y se purgd con gas NH3 (7-8 kg) y
se agitdé a 35 °C durante 24 h. Después se eliminé el gas NH3; y se concentrd la mezcla de reaccion a presion
reducida y se afiadio CHCl, y se filir6. Se sometio el sélido obtenido a reflujo en EtOH durante 1 h a 78 °C. Se filtro
la masa de reaccién en condicién de calentamiento y se afadié n-hexano al filtrado y se agité de nuevo durante
otras 4 h. Se filtr6 el sélido precipitado obtenido y se secé a presion reducida para proporcionar el compuesto D
(160 g, 47 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-de): & 7,38 (s a, 1H), 7,02 (s a, 1H), 4,66 (s a, 1H), 3,77-3,70 (m, 1H), 2,93 (d, 1H), 2,72
(ma, 1H), 1,05 (d, 3H).

CL-EM (m/z): 119,1 [M*+1].
UPLC (pureza de ELSD): 99,9 %.
Sintesis de clorhidrato de (S)-pirrolidin-2-carboxilato de etilo (1):

A una disolucion de L-prolina (SM) (110 g, 956,5 mmol) en etanol se le afiadid cloruro de tionilo (141 ml,
1911,3 mmol) y se sometio a reflujo durante 16 h. Se llevé la mezcla de reaccion hasta TA y se concentrd a presion
reducida para proporcionar el compuesto 1 como sal de clorhidrato (170 g, 99 %).

Sintesis de (S)-pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-bencilo y 2-etilo (2):

A una disolucion de 1 (170 g, 947 mmol) en DCM se le afadié TEA (398 ml, 2,83 mol) y tras 30 min se afiadié Cbz-
Cl (1,136 mol). Se agitd la mezcla de reaccion a TA durante 12 h. Se lavd la mezcla de reaccion con agua y se
extrajo con DCM. Se seco la fase organica sobre Na>SO4 anhidro y se concentrd a presion reducida. Se purifico el
producto bruto mediante cromatografia en columna para proporcionar el compuesto 2 (230 g, 88 %).

"H-RMN: (200 MHz, DMSO-de): § 7,42-7,31(m, 5H), 5,09 (m, 2H), 4,32-4,23(m, 1H), 4,08-3,98(m, 2H), 3,50-3,38 (m,
2H), 2,30-2,18 (m, 1H), 1,90-1,81(m, 3H), 1,10-1,04 (t, 3H).

Masa m/z: 278 [M*+1].
Sintesis de 2-(3-metoxibencil)pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-bencilo y 2-etilo (3):

A una disolucion del compuesto 2 (10 g, 37,9 mmol) en THF seco (100 ml) bajo atmdsfera inerte se le afadio
LiIHMDS (1 M en THF) (76 ml, 0,076 mol) a -25 °C y se agitdé durante 2 h. Se afiadié bromuro de 3-metoxibencilo
(9,21 g, 45,59 mmol) gota a gota a -25 °C a la mezcla de reaccion, se dejo calentar hasta TA y se agité durante
30 min. Se extinguio la mezcla de reaccién con disolucion de NH4Cl saturada y se extrajo la fase acuosa con EtOAc
(2 x 200 ml). Se secaron los extractos organicos combinados sobre Na;SO, anhidro y se concentraron a presion
reducida. Se purifico el residuo bruto obtenido mediante cromatografia en columna de gel de silice eluyendo con el
10 % de EtOAc/hexano para proporcionar el compuesto 3 (10 g, 69 %).
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"H-RMN: (400 MHz, CDCls): & 7,41-7,32 (m, 5H), 7,19-7,09 (m, 1H), 6,80 (t, 1H), 6,65 (d, 2H), 5,30 (t, 1H), 5,19 (t,
1H), 3,79-3,70 (m, 5H), 3,55-3,52 (m, 2H), 3,10-3,07 (m, 2H), 2,15-2,08 (m, 1H), 1,79-1,72 (m, 1H), 1,10-0,99 (m,
1H).

Sintesis de 2-(3-metoxibencil)pirrolidin-2-carboxilato de metilo (4):

A una disolucion con agitacion del compuesto 3 (10 g, 26,17 mmol) en CH3zOH (100 ml) se le afiadié Pd/C (3 g) y se
agitoé bajo atmdsfera de H; a TA durante 10 h. Tras el consumo del material de partida (mediante CCF), se filtr6 la
mezcla de reaccion a través de un lecho de Celite y se lavd con MeOH. Se concentré el filtrado obtenido a presion
reducida para proporcionar el compuesto 4 (5,3 g, 82 %). Se us6 este material directamente para la siguiente etapa
sin purificacion adicional.

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-de): & 7,15 (t, 1H), 6,59-6,55 (m, 3H), 3,71 (s, 3H), 3,55 (s, 3H), 2,99 (d, 1H), 2,85-2,81
(m, 3H), 2,09-2,05 (m, 1H), 1,75-1,67 (m, 3H).

CL-EM (m/z):250,2 [M"+1].
Sintesis de (2S)-2-(2-(3-metoxibencil)-2-(metoxicarbonil)pirrolidin-1-carbonil)pirrolidin-1-carboxilato de bencilo (5):

A una suspension de compuesto 4 (4,3 g, 17,47 mmol) en DCM:H,O (700 ml, 2:5) se le afiadi6 Na,COs; (4,6 g,
43,69 mmol) seguido de una disolucion de Int-B (5,2 g, 20,97 mmol) en DCM a TA y se agit6é durante 2 h. Se lavé la
fase organica con salmuera, se seco sobre Na;SO., se concentré6 a presion reducida para proporcionar el
compuesto 5 (7 g) como producto bruto. Se us6 este material directamente para la siguiente etapa sin purificacion
adicional.

Sintesis de acido (S)-1-(1-((benciloxi)carbonil)pirrolidin-2-carbonil }-2-(3-metoxibencil)pirrolidin-2-carboxilico (6):

A una disolucién con agitacién del compuesto 5 (7 g, 14,58 mmol) en MeOH (100 ml) se le afiadio disolucion de
NaOH 1 N (100 ml) y se agité6 a temperatura de reflujo durante 5 h. Se evaporaron los compuestos volatiles a
presion reducida y se diluyé el residuo obtenido con agua y se ajusté a pH~ 2 usando disoluciones de acido citrico
saturadas. Se extrajo la fase acuosa con EtOAc. Se secaron los extractos organicos combinados sobre Na,SO, y se
concentraron a presion reducida para proporcionar el compuesto 6 (7,6 g) como producto bruto.

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds): & 12,45 (s a, 1H), 7,85-7,75 (m, 4H), 6,99-6,82 (m, 2H), 5,34-5,29 (m, 1H), 3,74 (d,
1H), 3,65-3,41 (m, 2H), 3,39-3,34 (m, 1H), 3,01 (t, 1H), 2,25-2,21 (m, 1H), 2,01-1,92 (m, 3H), 1,12 (t, 1H).

CL-EM (m/z):467 [M"+1].

Sintesis de (S)-2-(2-(((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)carbamoil)-2-(3-metoxibencil)pirrolidin-1-
carbonil)pirrolidin-1-carboxilato de bencilo (7):

A una disolucion con agitacion del compuesto 6 (2 g, 4,29 mmol) en CH2Cl, (30 ml) se le afadieron EDCI.HCI
(1,23 g, 6,43 mmol), HOBt (869 mg, 6,43 mmol) seguido de DIPEA (1,66 g, 12,87 mmol) y compuesto D (506 mg,
4,29 mmol) a 0 °C. Se agité la mezcla de reaccion a TA durante 12 h. Tras el consumo del material de partida
(mediante CCF), se extingui6 la reaccion con agua y se extrajo con CHxCl, (2 x 100 ml). Se seco la fase organica
sobre Na;SO4 anhidro y se concentré a presion reducida. Se purificod el producto bruto mediante cromatografia en
columna para proporcionar el compuesto 7 (1,5 g, 61 %).

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds): 6 7,49-7,37 (m, 6H), 7,11-6,92 (m, 2H), 6,88-6,82 (m, 2H), 5,35-5,01 (m, 2H), 4,89-
4,52 (m, 1H), 4,22 (d, 1H), 4,01-3,84 (m, 1H), 3,72 (d, 2H), 3,62-3,55 (m, 4H), 3,22-3,18 (m, 1H), 2,22-1,75 (m, 5H),
1,09 (s a, 3H).

Sintesis de N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-2-(3-metoxibencil)-1-((S)-pirrolidin-2-carbonil)pirrolidin-2-
carboxamida (8):

A una disolucion con agitacion del compuesto 7 (1,5 g, 2,65 mmol) en MeOH (20 ml) se le afiadié Pd al 10 %/C
(0,4 g) y se agitd bajo atmdsfera de Hz a TA durante 6 h. Tras el consumo del material de partida (mediante CCF), se
filtré la mezcla de reaccion a través de un lecho de Celite y se concentré el filirado a presion reducida para
proporcionar el compuesto 8 (1 g, 87 %) como un sélido blanco.

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-de): & 7,22-7,18 (m, 2H), 7,08-7,01 (m, 1H), 6,98 (s a, 1H), 6,84 (t, 1H), 6,75-6,71 (m,

2H), 5,05 (d, 1H), 4,23 (t, 1H), 5,09 (s a, 1H), 3,95 (d, 1H), 3,74 (s, 4H), 3,61 (t, 2H), 3,09-3,01 (m, 2H), 2,72-2,68 (m,
1H), 2,17-2,01 (m, 3H), 1,85-1,80 (m, 5H), 1,08 (d, 3H).
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CL-EM (m/z): 433 [M"+1].

Sintesis de ((2S,3R)-1-((S)-2-(2-(((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)carbamoil)-2-(3-metoxibencil )pirrolidin-1-
carbonil)pirrolidin-1-il)-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)carbamato de bencilo (9):

A una disolucién con agitacion del compuesto 8 (2 g, 4,62 mmol) en CH2Cl; (30 ml) se le afadieron HOBt (937 mg,
6,94 mmol), EDCILHCI (1,32 g, 6,93 mmol) seguido de DIPEA (1,799, 13,82 mmol) y compuesto E (1,17 g,
4,62 mmol) a 0 °C. Se agité la mezcla de reaccion a TA durante 12 h. Tras el consumo del material de partida
(mediante CCF), se extingui6 la reaccion con agua y se extrajo con CHxCl, (2 x 100 ml). Se seco la fase organica
sobre Na;SO,4 anhidro y se concentré a presion reducida. Se purificod el producto bruto mediante cromatografia en
columna seguido de purificacion por HPLC preparativa para proporcionar el compuesto 9-Fr-1 (0,5 g) y el compuesto
9-Fr-2 (0,1 g) como un sélido blanco.

Datos de HPLC quiral para el compuesto 9-Fr-1:

'H-RMN: (400 MHz, DMSO-dg): & 7,39 (s, 4H), 7,19-7,15 (m, 2H), 7,09-7,02 (m, 2H), 6,75-6,71 (m, 2H), 5,10-4,99
(m, 2H), 4,76-4,71 (m, 1H), 4,29-4,21 (m, 1H), 4,07-3,87 (m, 2H), 3,71 (d, 2H), 3,65-3,62 (m, 1H), 3,45 (d, 1H), 3,21-
3,14 (m, 1H), 2,15-2,01 (m, 5H), 1,72 (m a, 1H), 1,22-1,15 (m, 2H), 1,05 (t, 2H).

HPLC: 41,56 %.

CL-EM (m/z): 668 [M"+1].

Datos de HPLC quiral para el compuesto 9-Fr-2:

'H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds): 8 7,391 (s, 4H), 7,19-7,15 (m, 2H), 7,09-7,02 (m, 2H), 6,75-6,71 (m, 2H), 5,10-4,99
(m, 2H), 4,76-4,71 (m, 1H), 4,29-4,21 (m, 1H), 4,07-3,87 (m, 2H), 3,71 (d, 2H), 3,65-3,62 (m, 1H), 3,45 (d, 1H), 3,21-
3,14 (m, 1H), 2,15-2,01 (m, 5H), 1,72 (m a, 1H), 1,22-1,15 (m, 2H), 1,05 (t, 2H).

HPLC: 58,43 %.

CL-EM (m/z): 762,2 [M*+1].

Sintesis de (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-
2-carbonil)-2-(3-metoxibencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-13A):

A una disolucion del compuesto 9-Fr-1 (0,5 g, 0,0.09 mol) en DCM (2 ml) se le afiadié HCI de éter (2 ml) y se agit6 a
TA durante 1 h. Se concentré la mezcla de reaccion a presion reducida para proporcionar CM-13A (45 mg, 84 %)
como un sélido blanco.

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-dg): § 8,01 (s a, 3H), 7,35 (d, 1H), 7,21 (t, 1H), 7,09 (s, 1H), 7,01 (s, 1H), 6,89 (d, 1H),
6,69 (s, 2H), 5,49 (s a, 1H), 4,69 (t, 1H), 4,35-4,31 (m, 1H), 4,15 (d, 1H), 4,09 (m a, 1H), 3,91-3,85 (m, 4H), 3,75-3,71
(m, 1H), 3,49 (d, 2H), 3,19 (s, 2H), 3,12 (d, 1H), 2,21-2,15 (m, 1H), 2,12-2,05 (m, 3H), 1,97-1,92 (m, 3H), 1,75-1,71
(m, 1H), 1,41 (d, 3H), 1,09 (d, 3H).

CL-EM (m/z): 534 [M"+1].
Pureza de HPLC: 94 %.

Sintesis de N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil )pirrolidin-2-
carbonil)-2-(3-metoxibencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-13B):

A una disolucién del compuesto 9-Fr-2 (0,1 g, 0,187 mmol) en DCM (3 ml) se le afiadié HCI de éter (2 ml) y se agitd
a TA durante 1 h. Se concentr6 la mezcla de reaccion a presion reducida para proporcionar CM-13B (80 mg, 75 %)
como un sélido blanco.

'H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds): § 8,01 (s a, 3H), 7,35 (d, 1H), 7,21 (t, 1H), 7,09 (s, 1H), 7,01 (s, 1H), 6,89 (d, 1H),
6,69 (s, 2H), 5,49 (s a, 1H), 4,69 (t, 1H), 4,35-4,31 (m, 1H), 4,15 (d, 1H), 4,09 (m a, 1H), 3,91-3,85 (m, 4H), 3,75-3,71
(m, 1H), 3,49 (d, 2H), 3,19 (s, 2H), 3,12 (d, 1H), 2,21-2,15 (m, 1H), 2,12-2,05 (m, 3H), 1,97-1,92 (m, 3H), 1,75-1,71
(m, 1H), 1,41 (d, 3H), 1,09 (d, 3H).

CL-EM (m/z): 534 [M"+1].

Pureza de HPLC: 92 %.

Ejemplo 14 - Sintesis de (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-
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hidroxibutanoil)pirrolidin-2-carbonil)-2-(3,4,5-trimetoxibencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-14A) v (S)-N-((2S,3R)-1-

amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil )pirrolidin-2-carbonil)-2-(3,4,5-

trimetoxibencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-14B):

Se usd la siguiente secuencia de reaccion (esquema N) para sintetizar

(R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-

2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-2-carbonil)-2-(3,4,5-trimetoxibencil)pirrolidin-2-carboxamida

(CM-14A) y (S)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1
2-carbonil)-2-(3,4,5-trimetoxibencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-14B):

Esquema N. Sintesis de CM-14A y CM-14B:

-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-

OMe
MeO. OMe
EH __Etapal OMe Etapa 2 mOMe Etapa 3 Etapa 4
SOCly, BtOH N o Cbz-Cl N o LHMDS, THF PA-C/H,
HHC b 3,4,5-OMe-BuBr OMe
” N
SM 1 2 o0 3
MeO  OMe MeO  OMe
OMe
MeO. OMe OMe
Etapa 5 Etapa 6 Etapa 7
—_
N
NayCOs3 oH EDCLHCI
Int-B M NaOH ac. OA ¥ IntD
N\
Cbz
MeQ  OMe
OMe oMe
Etapa 8 Etapa 9 % .
NH O N P
M _/_< ThacH, M NH 0 E‘f’c(,f Hel BocHN 0 BocHN, 0 0%0
NH ﬂ - Yo
> NH NH, HPLC prep. L NH,
OH o
8 9-Fr-1 9-Fr-2
Cl
OH OH
MeQ  OMe MeQ  OMe Etapa A EH Etapa B m
N N0 socl N o
N © Cbz-Cl \ 2 Yo
L-Pro Cbz A B
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_—
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; N
PECH; g\, 8 HN,, it 0i*NH 0 o
0 0 Etapa [} Etapa D "y
. A 3 At W ANH
“OH oH 2 “OH oH 2 bOClZ MEOH i, ,
| CM-14A CM-14B | “OH  MeOH 0 o
L-Thr c b

o
o o o
BocHN. Etapa A EtapaB J Etapa C
OH ————= o o — 0 0
PhCH,Br Ac0 oo rdC. Hy
oH K,COg NHBoc Et:N
Boc-Thr E F

NHBoc
LN

OAc O

G

Sintesis de (S)-1-((benciloxi) carbonil)acido pirrolidin-2-carboxilico (A):

A una disolucion con agitacién de acido (S)-pirrolidin-2-carboxilico (250 g, 2,17 mol) en agua (11) se le ahadié
Na,COs3 (576 g, 5,43 mol) y se agitdé durante 1 h. Tras enfriarse hasta 0 °C, se afadi6é cloroformiato de bencilo

(444 g, 2,61 mol) gota a gota a la mezcla de reaccion y se agité de
reaccion resultante hasta TA y se agitdé adicionalmente durante 24

nuevo durante 1 h. Se calentd la mezcla de
h. Tras el consumo del material de partida

(mediante CCF), se diluyo la reaccion con agua (11) y éter (1,51). Se tratd la fase acuosa separada con PhCHj3
(1,51) y se acidifico usando HCI 6 N. Se extrajo la fase acuosa con EtOAc (3 x 1,51). Se lavaron los extractos
organicos combinados con salmuera, se secaron sobre Na>SO,4 anhidro, se filtraron y se concentraron a presion

reducida para proporcionar el compuesto A (450 g, 84 %) como un jara

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds): § 12,71 (s a, 1H), 7,40-7,30 (m, 5H), 5,

2H), 2,29-2,15 (m, 1H), 1,89-1,80 (m, 3H).
CL-EM (m/z): 250 [M"+1].

Sintesis de (S)-2-(clorocarbonil)pirrolidin-1-carboxilato de bencilo (B):

be de color amarillo claro.

19-5,01 (m, 2H), 4,25 (dd, 1H), 3,51-3,50 (m

A una disoluciéon con agitacion del compuesto A (2,5g, 0,01 mol) en CH.Cl; (50 ml) se le afiadié SOCI, (2,7 g,
0,02 mol) a 0 °C y se agit6 durante 2 h. Se concentré la mezcla de reaccion a presién reducida para proporcionar el
compuesto B como producto bruto. Se usd este material directamente para la siguiente etapa sin purificacion

adicional.
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Sintesis de (2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoato de metilo (C):

A una disolucién con agitacion de acido (2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoico (200 g, 1,68 mol) en metanol (1,2 1) se
le afiadié SOCI; (244 ml, 3,36 mol) gota a gota a 0 °C y se agité durante 1 h. Se sometié la mezcla de reaccion
resultante a reflujo durante 24 h. Tras el consumo del material de partida (mediante CCF), se calenté la mezcla de
reaccion hasta TA y se concentrd a presion reducida y se decantd con n-hexano (2 x 50 ml). Se disolvié el residuo
en EtOH (1 1) y se neutralizé con EtsN (471 ml, 3,36 mol) y se agité de nuevo durante 2 h. Se separo por filtracion el
solido precipitado; se concentro el filtrado obtenido a presion reducida para proporcionar el compuesto C (195 g,
80 %).

'H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds): & 8,51 (s a, 3H), 4,13-4,10 (m, 1H), 3,91 (s a, 1H), 1,20 (d, 3H).
CL-EM (m/z):134,1 [M"+1].
Sintesis de (2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanamida (D):

Se llevo una disolucion del compuesto F (190 g, 1,35 mol) en IPA (2 1) a autoclave y se purgd con gas NH3 (7-8 kg) y
se agitdé a 35 °C durante 24 h. Después se elimind el gas NH3; y se concentrd la mezcla de reaccion a presion
reducida y se afiadio CHCl, y se filtr6. Se sometio el sélido obtenido a reflujo en EtOH durante 1 h a 78 °C. Se filtro
la masa de reaccién en condicién de calentamiento y se afadié n-hexano al filtrado y se agité de nuevo durante
otras 4 h. Se filtr6 el sélido precipitado obtenido y se secé a presion reducida para proporcionar el compuesto D
(160 g, 47 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-de): & 7,38 (s a, 1H), 7,02 (s a, 1H), 4,66 (s a, 1H), 3,77-3,70 (m, 1H), 2,93 (d, 1H), 2,72
(m a, 1H), 1,05 (d, 3H).

CL-EM (m/z): 119,1 [M*+1].
UPLC (pureza de ELSD): 99,9 %.
Sintesis de 2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-hidroxibutanoato de bencilo (E):

A una disolucién de acido 2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-hidroxibutanoico (50 g, 228,3 mmol) en DMF (500 ml) se le
afnadié KoCOs3 (63 g, 456,6 mmol) y se agité a TA durante 15 min. A esto se le afiadié bromuro de bencilo (46,83 g,
273,9 mmol) y se agité a TA durante 6 h. Se diluyé la mezcla de reaccion con agua (500 ml) y se extrajo con EtOAc
(2 x 750 ml). Se lavaron las fases organicas combinadas con salmuera (50 ml), se secaron sobre Na;SO4 anhidro y
se concentraron a presion reducida. Se purificéd el material bruto mediante cromatografia en columna de gel de silice
eluyendo con el 20 % de EtOAc/hexano para proporcionar 2-(terc-butoxicarbonilamino)-3-hidroxibutanoato de
bencilo E (52 g, 73 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds):  7,37-7,30 (m, 5H), 6,60 (d, 1H), 5,18-5,08 (m, 2H), 4,76 (d, 1H), 4,08-4,00 (m, 2H),
1,38 (s, 9H), 1,09 (d, 3H).

Masa m/z: 310,0 [M*+1], 210 [M"-des-Boc].

Sintesis de 3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoato de bencilo (F):

A una disoluciéon con agitacion del compuesto E (52 g, 168,2 mmol) en CH,Cl; (500 ml) se le afiadieron Ac;O
(20,5 g, 201,9 mmol), EtsN (25,4 g, 252,4 mmol) y DMAP (3,59g) y se agité a TA durante 2 h. Se retiraron los
compuestos volatiles a presion reducida. Se diluy6 el residuo obtenido con EtOAc (750 ml) y se lavo con disolucion
de HCI 0,5 N fria (2 x 200 ml). Se lavo la fase organica con salmuera, se secé sobre Na;SO4 anhidro y se concentrd
a presion reducida para proporcionar 3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoato F (52 g, 88 %).

"H-RMN: (500 MHz, DMSO-dg):  7,35-7,34 (m, 5H), 7,27-7,25 (d, 1H), 5,18-5,06 (m, 3H), 4,34-4,32 (m, 1H), 1,90 (s,
3H), 1,39 (s, 9H), 1,16 (d, 3H).

Masa m/z: 252 [M*+1-des-Boc].

Sintesis de acido (2S,3R)-3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoico (G):

A una disolucion con agitacion del compuesto F (52 g, 148,1 mmol) en MeOH (1 1) se le afadié Pd al 10 %/C bajo
atmodsfera de N2 y se agitd la mezcla de reaccidn bajo atmdsfera de hidrogeno durante 16 h. Se filtr6 la mezcla de

reaccion a través de un lecho de Celite, se evaporo el filirado obtenido a presion reducida y se triturd el residuo bruto
con hexano para producir acido (2S,3R)-3-acetoxi-2-(terc-butoxicarbonilamino)butanoico G (35 g, 90 %).
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"H-RMN: (500 MHz, DMSO-ds): & 12,78 (s a, 1H), 6,94 (d, 1H), 5,16-5,14 (m, 1H), 4,17-4,15 (m, 1H), 1,95 (s, 3H),
1,39 (s, 9H), 1,10 (d, 3H).

Masa m/z: 260,0 [M-1].
Sintesis de clorhidrato de (S)-pirrolidin-2-carboxilato de metilo (1):

A una disolucion de L-prolina (SM) (110 g, 956,5 mmol) en metanol se le afadié cloruro de tionilo (141 ml,
1911,3 mmol) y se sometio a reflujo durante 16 h. Se llevé la mezcla de reaccion hasta TA y se concentrd a presion
reducida para proporcionar el compuesto 1 como sal de clorhidrato (170 g, 99 %).

Sintesis de pirrolidin-1,2-dicarboxilato de (S)-1-bencilo y 2-metilo (2):

A una disolucién de 1 (170 g, 947 mmol) en DCM se le afadié TEA (398 ml, 2,83 mol) y tras 30 min se afiadié Cbz-
Cl (1,136 mol). Se agitd la mezcla de reaccion a TA durante 12 h. Se lavd la mezcla de reaccion con agua y se
extrajo con DCM. Se seco la fase organica sobre Na>SO4 anhidro y se concentrd a presion reducida. Se purifico el
producto bruto mediante cromatografia en columna para proporcionar el compuesto 2 (230 g, 88 %).

"H-RMN: (200 MHz, DMSO-de): § 7,42-7,31(m, 5H), 5,09 (m, 2H), 4,32-4,23(m, 1H), 4,08-3,98(m, 2H), 3,50-3,38 (m,
2H), 2,30-2,18 (m, 1H), 1,90-1,81(m, 3H), 1,10-1,04 (t, 3H).

Masa m/z: 278 [M*+1].
Sintesis de 2-(3,4,5-trimetoxibencil)pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-bencilo y 2-metilo (3):

A una disolucion del compuesto 2 (3,4 g, 12,9 mmol) en THF seco (60 ml) bajo atmodsfera inerte se le anadid
LIHMDS (1M en THF) (25 ml, 25,0 mmol) a -25°C y se agitdé durante 2 h. Se afadié 5-(bromometil)-1,2,3-
trimetoxibenceno (4 g, 15,5 mmol) gota a gota a -25 °C a la mezcla de reaccion. Se dejé calentar hasta TA y se agité
durante 2 h. Se extinguié la mezcla de reaccion con disolucién de NH4Cl saturada y se extrajo la fase acuosa con
EtOAc (2 x 200 ml). Se secaron los extractos organicos combinados sobre Na;SO, anhidro y se concentraron a
presioén reducida. Se purifico el residuo bruto obtenido mediante cromatografia en columna de gel de silice eluyendo
con el 15 % de EtOAc/hexano para proporcionar el compuesto 3 (4,8 g, 84 %).

CL-EM (m/z):444,4 [M"+1].
HPLC: 92 %.
Sintesis de 2-(3,4,5-trimetoxibencil)pirrolidin-2-carboxilato de metilo (4):

A una disolucién con agitacion del compuesto 3 (4,8 g, 10,8 mmol) en CH3OH (40 ml) se le afiadié Pd/C (1,5 g) y se
agitod bajo atmdsfera de Hy a TA durante 16 h. Tras el consumo del material de partida (mediante CCF), se filtr6 la
mezcla de reaccion a través de un lecho de Celite y se lavd con MeOH. Se concentré el filtrado obtenido a presion
reducida para proporcionar el compuesto 4 (3,0 g, 90 %).

"H-RMN: (400 MHz, DMSO-ds): & 6,49 (s, 2H), 3,72 (s, 6H), 3,61 (s, 6H), 2,99 (d, 1H), 2,85-2,81 (m, 2H), 2,78 (d,
1H), 2,12-2,07 (m, 1H), 1,79-1,71 (m, 3H).

CL-EM (m/z): 310,2 [M*+1].

Sintesis de (2S)-2-(2-(metoxicarbonil)-2-(3,4,5-trimetoxibencil)-pirrolidin-1-carbonil)pirrolidin-1-carboxilato de bencilo

(5):

A una suspension de compuesto 5 (3g, 9,70 mmol) en DCM:H,O (45 ml, 5:4) se le afadid6 Na,COs (2,59,
24,20 mmol) seguido de una disolucién de Int-B (3,2 g, 11,60 mmol) en DCM a TA y se agitd durante 2 h. Se lavo la
fase organica con salmuera, se seco sobre Na;SO., se concentré6 a presion reducida para proporcionar el
compuesto 5 (4,6 g) como producto bruto. Se usé este material directamente para la siguiente etapa sin purificacion
adicional.

CL-EM (m/z):541,3 [M"+1].

Sintesis de acido (S)-1-(1-((benciloxi)carbonil)pirrolidin-2-carbonil)-2-(3,4,5-trimetoxibencil)pirrolidin-2-carboxilico (6):
A una disolucién con agitacion del compuesto 5 (4,6 g, 8,80 mmol) en MeOH (40 ml) se le afiadié disolucion de
NaOH 2 N (10 ml) y se agité a temperatura de reflujo durante 16 h. Se evaporaron los compuestos volatiles a

presién reducida y se diluy6 el residuo obtenido con agua y se ajusté a pH~ 2 usando disoluciéon de HCI 1 N. Se
extrajo la fase acuosa con EtOAc. Se secaron los extractos organicos combinados sobre Na;SO. y se concentraron
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a presion reducida para proporcionar el compuesto 6 (4 g) como producto bruto.

Sintesis de  (S)-2-(2-(((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)carbamoil)-2-(3,4,5-trimetoxibencil)pirrolidin-1-
carbonil)pirrolidin-1-carboxilato de bencilo (7):

A una disolucién con agitacion del compuesto 6 (4 g, 7,60 mmol) en CH.Cl, (50 ml) se le afadieron HOBt (1,5 g,
11,40 mmol), EDCIL.HCI (2,10 g, 11,40 mmol) seguido de DIPEA (4,1 ml, 22,8 mmol) y compuesto D (987 mg,
8,00 mmol) a 0 °C. Se agité la mezcla de reaccion a TA durante 16 h. Tras el consumo del material de partida
(mediante CCF), se extingui6 la reaccion con agua y se extrajo con CHxCl, (2 x 100 ml). Se seco la fase organica
sobre Na>SO4 anhidro y se concentrd a presion reducida para obtener producto bruto, que se purific6 mediante
cromatografia en columna para proporcionar el compuesto 7 (3 g, 63 %).

CL-EM (m/z):625,6 [M*-1].

Sintesis de N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-pirrolidin-2-carbonil)-2-(3,4,5-
trimetoxibencil)pirrolidin-2-carboxamida (8):

A una disolucién con agitacion del compuesto 7 (3 g, 4,79 mmol) en MeOH (30 ml) se le afadié Pd al 10 %/C (0,7 g)
bajo atmosfera de N,. Se agitd la mezcla de reaccion a TA durante 16 h bajo atmdsfera de H,. Tras el consumo del
material de partida (mediante CCF), se filtré la mezcla de reaccién a través de un lecho de Celite y se concentro el
filtrado a presion reducida para proporcionar el compuesto 8 (2,1 g, 91 %) como un sélido blanco.

Sintesis de ((2S,3R)-1-((S)-2-(2-(((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi- 1-oxobutan-2-il)carbamoil)-2-(3,4,5-
trimetoxibencil)pirrolidin-1-carbonil)pirrolidin-1-il)-3-hidroxi- 1-oxobutan-2-il)carbamato de terc-butilo (9):

A una disolucién con agitacion del compuesto 8 (2 g, 4,00 mmol) en CH2Cl; (30 ml) se le afadieron HOBt (823 mg,
6,00 mmol), EDCILHCI (1,16 g, 6,00 mmol) seguido de DIPEA (2,2ml, 11,6 mmol) y compuesto G (1,068 g,
4,80 mmol) a 0 °C. Se agité la mezcla de reaccion a TA durante 16 h. Tras el consumo del material de partida
(mediante CCF), se extingui6 la reaccion con agua y se extrajo con CHxCl, (2 x 100 ml). Se seco la fase organica
sobre Na;SO4 anhidro y se concentré a presion reducida. Se purificd el producto bruto mediante cromatografia en
columna seguido de purificacion por HPLC preparativa para proporcionar el compuesto 9-Fr-1 (0,12g) y el
compuesto 9-Fr-2 (0,2 g) como un solido blanco.

Datos de HPLC quiral para el compuesto 9-Fr-1:

CL-EM (m/z): 594,5 [(M"+1)-Boc].

HPLC: 94 %.

Datos de HPLC quiral para el compuesto 9-Fr-2:

CL-EM (m/z): 594,5 [(M"+1)-Boc].

HPLC: 95 %.

Sintesis de (R)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-
2-carbonil)-2-(3,4,5-trimetoxibencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-14A):

A una disolucion del compuesto 9-Fr-1 (0,12 g, 0,17 mmol) en DCM (2,5 ml) se le afiadi6 1,4-dioxano HCI (2,5 ml) y
se agitd a TA durante 2 h. Se concentré la mezcla de reaccidon a presion reducida para proporcionar CM-14A
(80 mg) como sal de HCI.

'H-RMN: (400 MHz, D20): & 6,89 (s, 2H), 4,99 (t, 1H), 4,45-4,40 (m, 4H), 3,98 (s, 6H), 3,85 (s, 4H), 3,71-3,65 (m,
4H), 3,51 (d, 1H), 3,39 (d, 1H), 2,62-2,55 (m, 1H), 2,44-2,37 (m, 1H), 2,24-2,20 (m, 4H), 1,84-1,82 (m, 1H), 1,51 (d,
3H), 1,27 (d, 3H), 1,15-1,09 (m, 1H).

CL-EM (m/z):594,5 [M"+1].

Pureza de HPLC: 93 %.

Rotacion dptica [o.'*%): +21,91 (C = 0,5 % en agua).

Sintesis de (S)-N-((2S,3R)-1-amino-3-hidroxi-1-oxobutan-2-il)-1-((S)-1-((2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoil)pirrolidin-
2-carbonil)-2-(3,4,5-trimetoxibencil)pirrolidin-2-carboxamida (CM-14B):

A una disolucién del compuesto 9-Fr-2 (0,2 g, 0,20 mmol) en DCM (2,5 ml) se le afiadié 1,4-dioxano HCI (2,5 ml) y
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se agitd a TA durante 2 h. Se concentré la mezcla de reaccién a presion reducida para proporcionar CM-14B
(170 mg) como sal de HCI.

'H-RMN: (400 MHz, D20): & 6,89 (s, 2H), 4,99 (t, 1H), 4,45-4,40 (m, 4H), 3,98 (s, 6H), 3,85 (s, 4H), 3,71-3,65 (m,
4H), 3,51 (d, 1H), 3,39 (d, 1H), 2,62-2,55 (m, 1H), 2,44-2,37 (m, 1H), 2,24-2,20 (m, 4H), 1,84-1,82 (m, 1H), 1,51 (d,
3H), 1,27 (d, 3H), 1,15-1,09 (m, 1H).

CL-EM (m/z):594,5 [M"+1].

Pureza de HPLC: 95 %.

Rotacion dptica [o.'*%]: -92,57(C = 0,5 % en agua).

Ejemplo 15 — Farmacocinética y metabolismo de farmaco

Este ejemplo demuestra las propiedades farmacocinéticas y de metabolismo de farmaco de compuestos de prueba.
Se sometieron a prueba los compuestos CM-5A, CM-6A, CM-7A, CM-8A y CM-9A en un ensayo de solubilidad
acuosa in vitro, permeabilidad de MDCK y estabilidad metabdlica. Los compuestos CM-5A, CM-6A y CM-7A también
se sometieron a prueba para determinar la farmacocinética en rata. A continuacién se resumen un breve
procedimiento, resultados y conclusiones.

Solubilidad acuosa:

Procedimiento. Se evalué la cinética de solubilidad acuosa (método de pION) usando los siguientes parametros:

* Preparacion de disolucién madre : DMSO

* Tampén : Tampodn libre de fosfato

* Condicién de pH pH7,4

» Concentracion de prueba :200 uM con DMSO al 1 % (n = 3)
* Tiempo de incubacién 116 h

« Filtracion : placas de filtro de 0,22 p

* Andlisis : CL-EM/EM

Resultados. A continuacién se presentan los resultados del ensayo de solubilidad:

Compuesto Conc. sometida a prueba Solubilidad media (N = 3) a pH
Cafeina >200

DES 26+21

CM-5A >200

CM-6A 200 uM >200

CM-7A -

CM-8A > 200

CM-9A 148 + 42

Conclusion. Los resultados sugieren que los compuestos de prueba tienen una buena solubilidad acuosa a pH 7,4.
Estabilidad metabdlica:
Se evaluo la estabilidad metabdlica en microsomas de higado asi como en hepatocitos con unos pocos compuestos.

Procedimiento para estabilidad microsomal:

* Especie : Rata y humano
» Concentracion de prueba 1uM (n=2)
» Concentracioén de proteina 10,125 mg/mi
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* Puntos de tiempo :0, 5,15, 30 y 60 minutos

* Controles : Sin NADPH y tampén

* Analisis : Monitorizacion del compuesto original mediante CL-EM/EM (razones de area de
picos)

Procedimiento para estabilidad en hepatocitos:

* Preparacioén de disolucién madre : DMSO

* Tampén : Tampoén de Krebs Henseleit

* Volumen de incubacién total 21000 pl

* Densidad celular : 1 millén de células/mi

» Concentracion de prueba : 10 uM con DMSO al 0,5 % (n = 2)

* Puntos de tiempo : 0y 60 min

* Andlisis : CL-EM/EM

Resultados:
Compuestos | Microsomas/hepatocitos | % restante a los 60 minutos | Semivida (min) | Clase de estabilidad
CM-4A  iemmano () 7 40 Nodorada
CMSA [ iemmano () o 60 Nodsrada
CMA  iomano ] oy S0 Vodsrada
CM6A | imano o S0 Esiaie
CMTA | iomano 2 60 Esiaie
CM-8A  iemmano (1) s S0 Nodsrada
CM9A [ Fiommano () 5 60 nesiabie

(H): Hepatocitos; (M): Microsomas

La clasificacion de estabilidad metabdlica se basoé en los siguientes criterios.

Estable % restante >90 %
Moderada % restante 70-90 %
Inestable % restante <70 %

Conclusion. Los resultados sugieren que los compuestos de prueba tienen una estabilidad de moderada a alta en

microsomas/hepatocitos.

Permeabilidad de MDCK:

Procedimiento. Se evalud la permeabilidad de compuestos de prueba usando MDCK (células de rifion canino Madin-

Darby) usando los siguientes parametros.

» Concentracion de prueba  : 5 uM (n=3)

* Tampén :HBSSpH 7,4
* Puntos de tiempo : 0, 15, 30, 60 y 90 min
* Analisis : Monitorizacién del compuesto original usando CL-EM/EM
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Resultados. A continuacion se presentan los resultados del ensayo de permeabilidad de MDCK:

Compuestos Concentraciéon (uM) | Papp (10®° cm/s) | Recuperacion | Clasificacién de permeabilidad
Cafeina 10 27,0+1,3 100 Alta
Furosemida 0,14 + 0,01 100 Baja
CM-4A 0,15 100 Baja
CM-5A 0,0+0,0 100 Baja
CMA 5 0,0+0,0 100 Baja
CM-7A 0,11 0,0 68 Baja
CM-8A 0,14 £ 0,01 83 Baja
CM-9A 0,0+0,0 100 Baja

Conclusion. Los resultados sugieren que los compuestos de prueba tienen una permeabilidad escasa/baja a través
de células MDCK. La clasificacion de permeabilidad de MDCK se basé en los siguientes criterios.

Baja <3 x10®° cm/s
Moderada 3-15x 10° cm/s
Alta >15 x 10° cm/s

Biodisponibilidad de CM-4A

Procedimiento. A ratas Sprague Dawley de 2-3 meses de edad macho (1 mg/kg i.v. y 10 mg/kg v.0.) y macho y
hembra (0,1 y 1 mg/kg v.0.) se les administraron dosis de CM-4A (1 mg/kg i.v. [vena de la cola] 0 0,1, 1 o 10 mg/kg
v.0. [sonda gastrica]; n = 5-6 por grupo) en vehiculo de solucién salina estéril y se extrajeron muestras de sangre
repetidas a diversos puntos de tiempo mediante extracciones de la vena de la cola lateral o puncién cardiaca usando
jeringas tratadas con K2-EDTA. Se combinaron los datos para machos y hembras para la dosis de 1 mg/kg v.o. dado
que no se observd ninguna diferencia por sexo. Se separ6 el plasma mediante centrifugacion (1000 x G durante
10 min a 4 °C) y se almacenaron las muestras de plasma a -80 °C hasta el ensayo. Se almacenaron las muestras a -
80 °C hasta el ensayo. En el dia del ensayo, se descongelaron las muestras y patrones de plasma con adiciones
conocidas a 4 °C, se extrajeron en 3 voliumenes de acetonitrilo, se centrifugaron a 25 000 x G durante 10 min a 4 °C,
y se carg6 el sobrenadante en viales de inyector automatico (4 °C). Se analizaron las muestras usando un
instrumento Agilent QQQ LC/MS/MS en modo de monitorizacién de reacciones multiples (504,3 -> 171,1, 199,1,
386,1 m/z) y el tiempo de retencién de CM-4A fue de 9,3 min con un pico simétrico a ~10 s.

Tal como se muestra en la figura 1, la biodisponibilidad oral de CM-4A es esencialmente lineal desde 0,1 hasta
10 mg/kg.

Ejemplo 16 — Ensayo de unién a [°H]-MK-801

Este ejemplo demuestra un ensayo de unién a [3H]-MK-801 que puede usarse para evaluar propiedades agonistas
y/o antagonistas de moduladores de receptor de NMDA candidatos.

Se prepararon membranas sinapticas en bruto a partir de prosencéfalos de rata tal como se describe en Moskal et
al. (2001), “The use of antibody engineering to create novel drugs that target N-methyl-D-aspartate receptors”, Curr.
Drug Targets, 2:331-45. Se decapitaron ratas macho de 2-3 meses de edad sin anestesia mediante guillotina, y se
extirparon rapidamente los cerebros (~90 s) y se disecaron la corteza y el hipocampo completos en una plataforma
helada, se congelaron en hielo seco y se almacenaron a -80 °C. Se homogeneizaron las muestras en 20 volimenes
de Tris-HClI 5 mM helado pH 7,4 mediante un instrumento Brinkman Polytron y se sedimentaron a 48 000 x g
durante 20 min a 4°C, y se lavaron 3 veces adicionales tal como se describié anteriormente. Después se
resuspendieron las membranas en EDTA 5 mM y Tris-HCI 15 mM pH 7,4 y se incubaron durante 1 h a 37 °C, se
sedimentaron las membranas a 48 000 x g durante 20 min a 4 °C, se congelaron de manera inmediata en nitrégeno
liqguido y se almacenaron a -80 °C. El dia del experimento, se descongelaron las membranas a temperatura
ambiente y se lavaron 7 veces adicionales en Tris-HCI 5 mM helado (pH 7,4) tal como se describié anteriormente.
Tras el ultimo lavado, se resuspendieron las membranas en tampén de ensayo (Tris-acetato 5mM pH 7,4) y se
determind el contenido de proteina mediante el ensayo de BCA.

Se realizaron ensayos de union a [°H]-MK-801 tal como se describe en Urwiler et al. (2009), “Drug design, in vitro
pharmacology, and structure-activity relationships of 3-acylamino-2-aminopropionic acid derivatives, a novel class of
partial agonists at the glycine site on the N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor complex”, J. Med. Chem., 52:5093-
10. Se incubd proteina de membrana (200 pg) con concentraciones variables de los compuestos de prueba (10°3-10°
' M) con glutamato 50 uM durante 15 min a 23 °C. Después se incubaron los tubos de ensayo en condiciones no de
equilibrio con [°H]-MK-801 (5 nM; 22,5 Ci/mmol) durante 15 min a 23 °C seguido de filtracién a través de filtros
Whatman GF/B usando un colector de células Brandel M-24R. Después se lavaron los tubos tres veces con tampén
de ensayo (Tris-acetato 5 mM pH 7,4) y se analizaron los filiros mediante centelleo de liquido para calcular las
desintegraciones por minuto (DPM). Se determinaron los niveles de cero en ausencia de cualquier ligando de glicina
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y en presencia de acido 5,7-dicloroquinurénico 30 mM (5,7-DCKA). Se midio la estimulacion maxima en presencia
de glicina 1 mM. Habia glutamato 50 uM presente en todas las muestras.

Para cada punto de datos (es decir, una Unica concentracion del compuesto de prueba), se calculd el % de union a
[3H]-MK-801 maxima mediante la siguiente formula:

% de unién a [SH]-MK-SO'] maxima = ((DPM(compuesto de prueba) — DPM5,7.DCKA) / (DPMgncina 1mM — DPM5,7.DCKA)) x 100 %

La eficacia para cada compuesto, expresada como el % de aumento de la union a [3H]-MK-80‘I, se calcula ajustando
los datos a una ecuacién de “log(agonista) frente a respuesta (tres parametros)” usando Graph Pad Prism, y se
calcularon la potencia (CEso, expresada en pM) y actividad maxima (% de estimulacion maxima) para cada
compuesto de prueba, siendo la eficacia para el compuesto de prueba el valor superior de mejor ajuste (figuras 2-4).

Tabla 1. Datos de ensayo de unién a [3H]-MK-801.

Compuesto | Potencia Eficacia (% de aumento de la unién a [°’H]-MK-801)
CM-1 5 pM 79 %
CM-2 6 pM 24 %
CM-3 16 pM 23 %
CM-4A 0,2 pM 12 %
CM-4B 0,2 pM 12 %
CM-5 196 pM 19 %
CM-6 0,6 pM 12 %
CM-7 10617 pM 13 %
CM-8 6 pM 16 %
CM-9 7 pM 15 %
CM-10 0,4 pM 16 %
CM-11 13 pM 9 %
CM-12 2211 pM 13 %
CM-13 0,9 pM 10 %
CM-14 443 pM 8 %

Ejemplo 17 — Corrientes de receptor de NMDA (NMDAR)

Este ejemplo demuestra un ensayo para determinar el efecto de compuestos de prueba sobre corrientes de
NMDAR.

Se llevaron a cabo experimentos con cortes de hipocampo de ratas Sprague-Dawley de 14-18 dias de edad tal como
se describe en Zhang et al. (2008) “A receptor NMDA glycine site partial agonist, GLYX-13 (“GLYX”), simultaneously
enhances LTP and reduces LTD at Schaffer collateral-CA1 synapses in hyppocampus”, Neuropharmacology,
55:1238-50. Se obtuvieron registros de células completas a partir de neuronas piramidales CA1 con voltaje fijado a
-60 mV, en cortes sometidos a perfusion con LCRA (liquido cefalorraquideo artificial) que contenia [MgZ+] OmMy
[Ca2+] 3 mM, mas bicuculina 10 uM y CNQX 20 uM para aislar farmacoldgicamente corrientes postsinapticas
excitadoras (EPSC) dependientes de NMDAR. Se aplicaron en bafio diversas concentraciones de compuesto de
prueba (de 10 nM a 1 uM) y se estimularon fibras colaterales de Schaffer con pulsos eléctricos individuales (80 us de
duracién) una vez cada 30s. Las EPSC de NMDAR se caracterizaron por tiempos de aumento y disminucion
prolongados, y se bloquearon completamente al final de cada experimento mediante aplicacion en bafo del
antagonista especifico de NMDAR, acido D-2-amino-5-fosfonopentanoico (D-AP5; 50 uM). Se calculé la eficacia de
un compuesto de prueba como el % de aumento de la corriente de NMDAR con respecto al nivel de referencia. El
nivel de referencia se midié como la corriente de NMDAR antes de aplicarse el compuesto de prueba.

Tabla 2. Datos del ensayo de corriente de NMDAR.

Compuesto | Concentracion | Eficacia (% de cambio de la corriente de
NMDAR con respecto al nivel de referencia)

CM-1 1uM 70 %

CM-2 NT NT

CM-3 NT NT

CM-4A 1uM 75 %

CM-4B 1uM 10 %

NT = no sometido a prueba.

La figura 5 muestra una evolucion temporal del efecto de CM-4A (1 uM) sobre las EPSC de NMDA
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farmacoldgicamente aislado provocadas por via colateral de Schaffer de un tnico choque registradas en neuronas
piramidales CA1 (n=5). (Cada punto es la medida + EEM de la amplitud maxima de EPSC o el potencial
postsinaptico excitador de campo (fEPSP) de n neuronas piramidales).

Ejemplo 18 — Procedimiento 1 de ensayo de potenciacién a largo plazo (LTP)

Este ejemplo demuestra un ensayo para determinar el efecto de compuestos de prueba sobre LTP.

Se transfirieron cortes de hipocampo de ratas Sprague-Dawley de 14-18 dias de edad a una camara de registro de
superficie de contacto y se sometieron a perfusion continua a 3 ml/min con LCRA oxigenado a 32 °C + 0,5 °C. Se
fabricaron electrodos de registro de baja resistencia de vidrio de borosilicato de pared delgada (1-2 MQ tras
rellenarlos con LCRA) y se insertaron en la regiéon dendritica apical del campo de terminacion colateral de Schaffer
en el estrato radiado de la region CA1 para registrar potenciales postsinapticos excitadores de campo (fEPSP). Se
colocé un electrodo de estimulacion de acero inoxidable bipolar (FHC Co.) en fibras de la comisura colateral de
Schaffer en el estrato radiado CA3 y se ajustd la intensidad de estimulos de corriente constante para provocar
fEPSP aproximadamente semimaximos una vez cada 30 s (50-100 pA; 100 ps duracion). Se midié la pendiente de
fEPSP mediante interpolacion lineal a partir del 20 %-80 % de la desviacion negativa maxima, y se confirmé que las
pendientes eran estables dentro de un intervalo de +10 % durante al menos 10 min antes de comenzar un
experimento. Se indujo potenciacion a largo plazo (LTP) mediante un tren de estimulos de alta frecuencia
(3 x 100 Hz/500 ms; flecha) en sinapsis CA1 colaterales de Schaffer en control (vehiculo), cortes sin tratar o cortes
tratados previamente con compuesto de prueba (de 10 nM a 100 uM). Se registraron sefiales de potenciacion a
largo plazo usando un amplificador Multiclamp 700B y se digitalizaron con un instrumento Digidata 1322 (Axon
Instruments, Foster City, CA). Se analizaron los datos usando el software pClamp (versién 9, Axon Instruments) en
un ordenador personal compatible con IBM. Se calculé la eficacia como el % de aumento en la potenciacion a largo
plazo medida para cortes tratados previamente con compuesto de prueba en comparacién con el vehiculo.

Tabla 3. Datos del ensayo de LTP.

Compuesto Concentracion Eficacia (% de aumento con respecto al vehiculo)
CM-1 NT NT

CM-2 NT NT

CM-3 NT NT

CM-4A 1uM 30 %

CM-4B 1uM 10 %

NT = no sometido a prueba.

La figura 6 muestra una relacion de dosis-respuesta de los efectos sobre LTP para CM-2, CM-1 y CM-4A

La figura 7 muestra una relacién de dosis-respuesta de los efectos sobre la depresion a largo plazo (LTD) de GLYX-
13 (“GLYX") frente a CM-4A. 1 uM tanto de GLYX-13 como de CM-4A redujeron significativamente la magnitud de
LTD, mientras que concentraciones inferiores dieron como resultado alteraciones de menor magnitud. (Obsérvese
que 0,001 uM representa nada de adicién de farmaco; cada punto es la media + EEM de 8-10 cortes).

Ejemplo 19 — Procedimiento 2 de ensayo de potenciacién a largo plazo (LTP)

Este ejemplo demuestra un ensayo para determinar el efecto de compuestos de prueba sobre LTP.

Se llevaron a cabo ensayos tal como se describe en Zhang et al. (2008). Se sometieron ratas Sprague-Dawley (12-
18 dias de edad; Taconic Farms) a anestesia profunda con isoflurano y se decapitaron. Se extirparon rapidamente
los cerebros, se sumergieron en liquido cefalorraquideo artificial helado (LCRA, 2-4 °C), que contenia (en mM): NaCl
124, KCI 4, MgS0,4 2, CaCl, 2, NaH;PO4 1,25, NaHCOs3 26, glucosa 10; a pH 7,4, continuamente gasificado con el
95 % de Oy/el 5% de CO,). Se realizaron hemisecciones de los cerebros, se cortaron los lébulos frontales y se
adhirieron hemisferios individuales usando adhesivo de cianoacrilato sobre una plataforma sumergida en LCRA
helado continuamente gasificado con el 95 % de O/el 5 % de CO; durante el corte. Se cortaron cortes coronales de
400 um de grosor usando un vibratomo (Leica VT1200S) y se transfirieron a una camara de sujecion de superficie
de contacto para su incubacién a temperatura ambiente durante un minimo de una h antes de transferirlos a una
camara de registro de superficie de contacto de tipo Haas sometida a perfusion continua a 3 ml/min con LCRA
oxigenado a 32 °C £ 0,5 °C. Se fabricaron electrodos de registro de baja resistencia de vidrio de borosilicato de
pared delgada (1-2 MQ tras rellenarlos con LCRA) y se insertaron en la regién dendritica apical del campo de
terminacion colateral de Schaffer en el estrato radiado de la region de campo CA1 para registrar potenciales
postsinapticos excitadores de campo (fEPSP). Se colocé un electrodo de estimulacion de acero inoxidable bipolar
(FHC Co.) en fibras de la comisura colateral de Schaffer en el estrato radiado CA3 y se ajusto la intensidad de
estimulos de corriente constante para provocar fEPSP aproximadamente semimaximos una vez cada 30 s (50-
100 pA; 100 ps de duracion). Se midié la pendiente de fEPSP antes y después de la inducciéon de LTP mediante
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interpolacion lineal desde el 20 hasta el 80 % de la desviacidon negativa maxima, y se confirmé que las pendientes
eran estables dentro de un intervalo de +10 % durante al menos 15 min antes de comenzar un experimento. Se
aplicé una aplicacion en bafio de compuestos de prueba (1 M) 30 min antes de la aplicacion de trenes de estimulos
colaterales de Schaffer para provocar LTP. Se indujo LTP mediante estimulacion de axones colaterales de Schaffer
con cuatro trenes de estimulos de rafaga theta de alta frecuencia de 10 x 100 Hz/5 rafagas de pulsos cada uno,
aplicados a un intervalo entre rafagas de 200 ms. Cada tren tenia 2 s de duracion, y se aplicaron trenes a 15 s de
separacion. Se registraron las sefiales usando un amplificador Multiclamp 700B y se digitalizaron con un instrumento
Digidata 1322 (Axon Instruments, USA). Se analizaron los datos usando el software pClamp (version 9, Axon
Instruments) en un ordenador personal compatible con IBM.

Tal como se muestra en la figura 8, CM-6A, CM-7A, CM-8A y CM-9A (1 uM) aumentaron la potenciacion a largo
plazo tras la estimulacion de alta frecuencia de EPSC de NMDA provocadas por la via colateral de Schaffer de rata
registradas en neuronas piramidales CA1. * p <0,05.

Ejemplo 20 — Procedimiento 1 de prueba de Porsolt

Este ejemplo demuestra la prueba de Porsolt para evaluar compuestos de prueba para determinar actividad
antidepresiva.

Se llevaron a cabo experimentos tal como se describe en Burgdorf et al. (2009) “The effect of selective breeding for
differential rates of 50-kHz ultrasonic vocalizations on emotional behavior in rats”, Devel. Psychobiol., 51:34-46. Se
administraron dosis a ratas Sprague-Dawley macho (2-3 meses de edad) de compuesto de prueba (de 0,3 a
30 mg/kg; por via intravenosa mediante inyeccion en la vena de la cola, o por via oral mediante sonda gastrica) o
vehiculo (1 ml/kg de soluciéon salina estéril, o 1 mli/kg de DMSO para 2,5-diazaespiro[3,4]octan-1-ona) de una
manera ciega 1 h antes de las pruebas. Se colocaron los animales en un tubo de vidrio transparente de 46 cm de
altura x 20 cm de diametro lleno hasta 30 cm con agua corriente a temperatura ambiente (23 °C £ 0,5 °C) durante
5 min en el dia de la prueba. El encargado del experimento secé a todos los animales con toalla tras cada sesion de
nado. Se cambid el agua tras cada dos animales. Se grabaron los animales en cinta de video y se cuantifico la
duracion total (s) del comportamiento de flotacion (definido como el minimo movimiento requerido para mantener la
cabeza del animal por encima del agua) por un encargado del experimento de manera ciega.

Tabla 4. Datos del ensayo de Porsolt.

Compuesto Dosis, via % de reduccion de flotacion
CM-1 3 mg/kg, i.v. 90 %

CM-2 NT NT

CM-3 NT NT

CM-4A 1 mg/kg, v.o. 84 %

CM-4B 1 mg/kg, v.o. 63 %

NT = no sometido a prueba.

La figura 9 muestra la media + EEM del tiempo de flotacién en la prueba de Porsolt de ratas en ratas SD macho de
2-3 meses de edad a las que se les administraron dosis de CM-4A (de 0,1 a 10 mg/kg, v.o., sonda gastrica) o
vehiculo de solucidn salina estéril (1 ml/kg, v.0.) 1 h antes de la primera sesién de prueba. Los animales recibieron
una Unica sesion de habituacién de Porsolt de 15 min en el dia antes de la primera prueba de Porsolt de 5 min.
N = 9-10 por grupo. Los resultados demuestran un efecto antidepresivo dependiente de la dosis y del tiempo.

La figura 10 muestra la media + EEM del tiempo de flotacién en la prueba de Porsolt de ratas en ratas SD macho de
2-3 meses de edad a las que se les administraron dosis del antagonista de receptor de AMPA, 2,3-dihidroxi-6-nitro-
7-sulfamoil-benzol[flquinoxalin-2,3-diona (NBQX) (10 mg/kg, i.p.) o vehiculo de agua destilada (1 ml/kg) 10 min antes
de administrar la dosis de CM-4A (1 mg/kg, v.0.) o vehiculo de solucién salina estéril (1 ml/kg, v.o., sonda gastrica)
1 h antes de las pruebas. Los animales recibieron una Unica sesiéon de habituacion de Porsolt de 15 min en el dia
antes de la primera prueba de Porsolt de 5 min. N =6 por grupo. * p <0,05 prueba de comparaciones multiples a
posteriori de PLSD de Fisher frente a todos los demas grupos. Los resultados demuestran que el antagonista de
AMPA, NBQX, bloquea el efecto de tipo antidepresivo de CM-4A.

Ejemplo 21 — Procedimiento 2 de prueba de Porsolt

Este ejemplo demuestra la prueba de Porsolt para evaluar los compuestos de prueba para determinar actividad
antidepresiva.

Se examinaron los efectos de tipo antidepresivo de compuestos de prueba con la prueba de Porsolt de ratas tal

como se describe en Page et al. (1999) y Burgdorf et al. (2009). En este estudio se usaron ratas Sprague Dawley
macho (2-3 meses de edad). Se administraron a los animales dosis de compuestos de prueba (0,3 mg/kg, i.v.) o
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vehiculo de solucion salina estéril (1 ml/kg, i.v., vena de la cola) 1 h antes de una Unica sesiéon de prueba. A un
segundo grupo de ratas Sprague Dawley macho (2-3 meses de edad) se les administraron dosis de compuestos de
prueba (0,1 mg/kg, v.0.) o vehiculo de solucién salina estéril (1 ml/kg, v.o., sonda gastrica) 1 h antes de la primera
sesion de prueba, y volvieron a someterse a prueba 24 h tras la administracion de dosis. Se colocaron los animales
en un tubo de plastico transparente de 46 cm de altura x 20 cm de diametro lleno hasta 30 cm con agua corriente a
temperatura ambiente (22 °C-23 °C) durante 15 min 1 dia antes de la administracion de dosis (habituacion) y 5 min
en el/los dia(s) de prueba posterior(es). Se cambio el agua cada dos animales. Se grabaron los animales en cinta de
video y se cuantificd la duracion total (s) del comportamiento de flotacion por un encargado del experimento de
manera ciega. Se sometieron a prueba CM-6A, CM-7A, CM-8A y CM-9A en la prueba de Porsolt. CM-5A no se
sometié a prueba en la prueba de Porsolt.

Tal como se muestra en la figura 11A, CM-6A, CM-7A, CM-8A y CM-9A produjeron un efecto de tipo antidepresivo
en la prueba de Porsolt tal como se clasifica mediante tiempo de flotacion reducido tras una unica dosis (0,3 mg/kg,
i.v.) en comparacién con vehiculo 1 h tras la administracién de dosis tal como se clasifica mediante un ANOVA de
efecto de farmaco significativo (F(2, 24) = 17,5, p <0,0001), seguido de una prueba de comparaciones mdltiples a
posteriori de PLSD de Fisher significativa para cada compuesto de prueba frente al grupo de vehiculo (* todos
p <0,0001). N = 5-6 ratas por grupo.

Tal como se muestra en las figuras 11B y 11C, CM-6A, CM-7A, CM-8A y CM-9A produjeron un efecto de tipo
antidepresivo en la prueba de Porsolt tal como se clasifica mediante tiempo de flotacion reducido tras una Unica
dosis (0,3 mg/kg, i.v.) en comparacién con vehiculo a 1 h (figura 11B) y 24 h (figura 11C) tras la administracion de
dosis tal como se clasifica mediante un ANOVA de mediciones repetidas de efecto de farmaco significativo (F(4,
25) =58,2, p<0,0001), seguido de una prueba de comparaciones multiples a posteriori de PLSD de Fisher
significativa para compuesto de prueba en cada punto de tiempo frente al grupo de vehiculo respectivo (* todos
p <0,0001). n = 6 ratas por grupo.

Tal como se muestra en la figura 12, se observaron efectos de tipo antidepresivo robustos en la prueba de Porsolt
de ratas. La media £ EEM del tiempo de flotacién en la prueba de Porsolt de ratas en ratas SD macho de 2-3 meses
de edad a las que se les administraron dosis de control positivo CM-4A (1 mg/kg, v.0.), compuestos de prueba
(0,1 mg/kg, v.0.) o vehiculo de solucion salina estéril (1 ml/kg, v.o., sonda gastrica) a 1 h antes de las pruebas y 24 h
tras la administracion de la dosis. Los animales recibieron una unica sesion de habituacion de Porsolt de 15 min en
el dia antes de la primera prueba de Porsolt de 5 min. N=6 por grupo. * p <0,05, prueba de comparaciones
multiples a posteriori de PLSD de Fisher frente a vehiculo.

Ejemplo 22 — Prueba de hipofagia inducida por novedad (NIH) de rata

La prueba de NIH de rata se llevé a cabo de la siguiente manera. Se privaron a los animales de alimento durante la
noche antes de las pruebas, y se colocdé comida de laboratorio en la camara central del campo abierto. Tras las
pruebas de NIH, se determind la latencia para comer en la jaula de residencia de los animales como control. Los
antidepresivos de accion aguda asi como crénica, pero no el tratamiento con SSRI agudo, disminuyeron la latencia
para comer en la jaula nueva pero no en la jaula de residencia de los animales. La figura 13 muestra la media + EEM
de la latencia lineal para comer en la prueba de NIH de ratas SD macho de 2-3 meses de edad tratadas con CM-4A
(1 mg/kg, v.0.) o vehiculo de solucién salina estéril (1 ml/kg, v.0.) 1 h antes de una Unica sesidon de prueba de
10 min. N =12 por grupo. * p <0,05. CM-4A (1 mg/kg, v.o0.) produce un efecto de tipo antidepresivo/ansiolitico en la
prueba de NIH de rata.

Ejemplo 23 — Prueba de vocalizaciones de ultrasonidos (USV) de ratas

Las figuras 14A y 14B muestran los resultados de la prueba de USV de rata. Se midié el aprendizaje emocional
positivo durante los ensayos de estimulos condicionados (CS) precedentes a los ensayos de estimulos no
condicionados (UCS) de cosquilleo (figura 14A). Los animales recibieron ensayos de 15 segundos que consistian en
6 ensayos CS y 6 UCS cada uno (3 min en total). También se midi6 la velocidad de carrera para animales para
autoadministrarse cosquilleo al final de la sesién de 3 min. La figura 14B muestra la media + EEM de USV
hedonistas y aversivas en la prueba de USV de rata en ratas SD macho de 2-3 meses de edad tratadas con CM-4A
(1 mg/kg, v.0.) o vehiculo de solucién salina estéril (1 ml/kg, v.0.) 1 h antes de las pruebas. N =7-8. * p <0,05. Los
resultados demuestran que CM-4A aumenta el aprendizaje emocional positivo y disminuye las USV de 20 kHz
aversivas en la prueba de USV de rata, indicando asi un efecto antidepresivo.

Ejemplo 24 — Prueba de campo abierto de rata

La figura 15 muestra la media + EEM de cruces de linea, cruces de compartimento central y tiempo en
compartimento central en ratas SD macho de 2-3 meses de edad tratadas con CM-4A (1 mg/kg, v.0.) o vehiculo de
solucion salina estéril (1 ml/kg, v.0.) 1 h antes de una Unica sesién de prueba de 10 min en el campo abierto. N = 7-
8. * p <0,05. Los resultados demuestran que CM-4A produce un efecto de tipo ansiolitico en la prueba de campo
abierto de rata sin afectar al comportamiento locomotor.
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Ejemplo 24 — Prueba de cilindro giratorio de aceleracién de rata

La figura 16 muestra la media + EEM de latencias de caida (s) en la prueba de cilindro giratorio de aceleracion (4-
40 RPM a lo largo de 300 s) en ratas SD macho de 2-3 meses de edad tratadas previamente con vehiculo de
solucioén salina (1 ml/kg, v.0.), CM-4A (1, 10 o 100 mg/kg, v.0.), o el control positivo ketamina (30 mg/kg, s.c.). Se
sometieron los animales a prueba inmediatamente antes de la administracion de dosis (0 min), 30 min tras la
administracion de dosis y 60 min tras la administracion de dosis usando un disefio dentro de sujetos. Un dia antes
de las pruebas, los animales recibieron 3 sesiones de habituacion a cilindro giratorio con al menos 30 min entre cada
sesion, y el rendimiento de cilindro giratorio en la uUltima sesion de habituacién no difirié significativamente del punto
de tiempo a los 0 min durante las pruebas. N =5 para vehiculo y dosis de CM-4A, N = 3 para ketamina. * p <0,05.
Los resultados demuestran que CM-4A (10-100 mg/kg, v.0.) no produce un efecto de tipo sedante/ataxia en la
prueba de cilindro giratorio de aceleracion de rata.
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REIVINDICACIONES

Compuesto representado por:

en el que:
R' se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, -OH, alquilo C+-Cs y haldgeno;

R? y R* se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en alquilo C1., hidrégeno,
halégeno y -OH;

R? se selecciona del grupo que consiste en -OH, hidrégeno, alquilo C+-Cs y haldgeno;

R® es -CHa-fenilo (en el que el fenilo esta opcionalmente sustituido con uno, dos o tres sustituyentes
seleccionados del grupo que consiste en halégeno, alcoxi Ci.3 y alquilo C1.3 (opcionalmente sustituido con
uno, dos o tres halégenos)); y

X se selecciona del grupo que consiste en OR* y NR*R*, en el que R* se selecciona independientemente,
para cada caso, del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo C+4-Cs; sales farmacéuticamente aceptables,
estereoisomeros e hidratos del mismo

Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que el compuesto se representa por:
//\ R12
R13 P
\II Q 11
R
<.
OH
2 N o HN
O
O 1
NH, X
en el que

R”, R'2 y R' se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en H, halégeno, alcoxi
Ci1.3 y alquilo C1.3 (opcionalmente sustituido con uno, dos o tres halégenos);

X' es OH o NH,,
X2esHu OH;
y sales farmacéuticamente aceptables, estereoisémeros e hidratos del mismo.

Compuesto segun la reivindicacion 2, en el que el halégeno, para cada caso, se selecciona
independientemente del grupo que consiste en Cl, Bry F.

Compuesto segun la reivindicacion 2 o 3, en el que el compuesto es sustancialmente mas eficaz cuando se

administra oralmente a un paciente comparado con la administracién oral a un paciente de un compuesto
de peptidilo representado por:
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o. H
0 0 ij
HoN \\\\”\N),’J\N OH
J, \\/ \\/ © NH2

OH
Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 2-4, en el que X? es OH y X' es NH.
Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 2-5, en el que cada uno de R" R'™ y R"™ es H.

Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 2-6, en el que R" y R"™ es H y R' se selecciona
del grupo que consiste en F, Br, Cl, CHs, CF3y -OCHs.

Compuesto segun la reivindicacion 1 representado por:

H&rﬁr

Compuesto segun la reivindicacion 1 representado por:

/} NH
A. - - H -
on NH2 on NHz on N2
HNL L NH o H A JNH o
2 ‘\\g O o) i 2 “\\go O 0O
‘ % NH; , > NH,
OH OH ) OH OH '
[_HN i [Hw
2 RN - 2 "‘\\O (o) -
’, - NH2 j, - NH2
OH OH OH OH
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@ﬁ% F s

\\\O \\\O
/ P NH2 ’ b NH2
OH OH ) OH OH )
’\% N .
N P
NH NH
e Sy
. NH 3 NH
‘oH OH 2, ‘oH OH 2,
QF Q/@F
N N
HN A NI o N L J—NH o

/ P NH2 , - NH2
OH OH , OH OH
Br Br
Q\Br Br
& N, & N-—
N (R) N (S)%,
HN_ L 0 NH o HN & 7NH o
@ 29\, %) JORW
'OH OH “OH oH

86



10

15

20

10.

11.

12.

13.

ES 2703904 T3

Composiciéon farmacéutica, que comprende:

una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-9 y
un portador farmacéuticamente aceptable, en el que opcionalmente la composicién farmacéutica es
adecuada para inyeccion.

Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-9 para su uso en un método de tratamiento de
depresion, enfermedad de Alzheimer, trastorno por déficit de atencién, TDAH, esquizofrenia o ansiedad, en
un paciente necesitado del mismo.

Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 2-7 para su uso en un método de tratamiento de
depresion, enfermedad de Alzheimer, trastorno por déficit de atencién, TDAH, esquizofrenia o ansiedad, en
un paciente necesitado del mismo mediante administracién oral.

Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 8-9 para su uso en un método de tratamiento de

depresion, enfermedad de Alzheimer, trastorno por déficit de atencién, TDAH, esquizofrenia o ansiedad, en
un paciente necesitado del mismo mediante administracion subcutanea o intravenosa.
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