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DESCRIPCION
Proceso para la preparacion de pleuromutilinas

La presente invencién se refiere a un proceso para la preparacion de 14-O-{[(4-amino-2-hidroxi-ciclohexil)-sulfanil]-
acetil}-mutilina cristalina y a sales cristalinas de la misma.

Pleuromutilina, un compuesto de férmula:

Pleuromutilina

es un antibidtico natural, por ejemplo, producido por basidiomicetes Pleurotus mutilus y P. passeckerianus, véase, por
ejemplo, The Merck Index, 122 edicion, articulo 7694.

Se ha desarrollado una serie de otras pleuromutilinas que tienen la estructura de anillo principal de pleuromutilina y
que estan sustituidas en el grupo hidroxi primario, por ejemplo, como antimicrobianos. Dada su pronunciada actividad
antimicrobiana, se ha descubierto que un grupo de derivados de pleuromutilina, ciclohexil-sulfanil-acetil-mutilinas
sustituidas con amino-hidroxi, tal como se describen en la patente internacional WO 2008/113089, reviste un especial
interés. Tal como se describe en la patente internacional WO2008/11089 14-0-{[(4-amino-2-hidroxiciclohexil)- sulfanil]-
acetil}-mutilinas son compuestos particularmente Utiles ya que se ha demostrado su actividad contra patégenos Gram
—positivos y Gram-negativos, por ejemplo, asociados con infecciones del tracto respiratorio y la piel y la estructura
cutanea. En cuanto a la produccion de isomeros/diasteredmeros sustancialmente puros de este grupo de compuestos,
existe la necesidad de contar con un proceso de produccion que sea conveniente para su uso a escala industrial y
que ademas evite el uso de materiales de partida costosos, reactivos o disolventes peligrosos para el medioambiente
o etapas de purificacion laboriosas y que requieren mucho tiempo. Los procesos de produccion descritos en la patente
internacional WO 2008/113089 implican la purificacion cromatografica de los compuestos preparados de acuerdo con
etapas de sintesis por separado y los diasteredmeros finales se separan por cromatografia de HPLC quiral no
pudiéndose aplicar a escala industrial.

Sorprendentemente, se han descubierto intermediarios cristalinos que, por una parte, tienen un potencial de
purificacién quimica inesperado, lo que es importante para los procesos de produccion de ciclohexil-sulfanil-acetil-
mutilinas sustituidas con hidroxi puras evitando etapas de purificacion cromatografica y separacion.

Se ha sefalado que las 14-O-{[(4-amino-2-hidroxi-ciclohexil)-sulfanil]-acetil}-mutilinas son nuevos posibles farmacos
para el mercado humano que cumplen con los requerimientos reguladores definidos en la correspondiente Guia ICH
(Consejo Internacional de armonizacion de los requisitos técnicos para el registro de medicamentos de uso humano).
La guia ICH sobre impurezas en nuevos farmacos (Q3A(R2)) incluye los siguientes umbrales:

Dosis diaria maxima Umbral de notificacion Umbral de identificacion Umbral de calificacion
<2g 0,05 % 0,10 0,15 %
>2g 0,03 % 0,05 % 0,05 %

Tal como se puede deducir de los umbrales ICH indicados, es deseable que todas las impurezas desconocidas
individuales estén por debajo del area 0,10 % y que las impurezas de estructura elucidada estén por debajo de 0,15
% respectivamente. El proceso proporcionado de acuerdo con la presente invencion permite producir API (principios
activos farmacéuticos) dentro de las especificaciones deseadas y cumpliendo los requisitos ICH.

Por otra parte, de manera incluso mas sorprendente, los intermediarios cristalinos producen un significativo
enriquecimiento quiral que supone un enorme beneficio en la produccion de estereoisdbmeros puros partiendo de
materiales racémicos mas baratos o materiales de partida quiralmente menos puros. Los procesos descritos no
implican ninguna fase de purificacion cromatografica ni en fase normal ni quiral en contraposiciéon con los
procedimientos de sintesis descritos en la patente internacional W02008/113089, en la que se divulga, por ejemplo,
en el ejemplo 1, Etapa B, el aislamiento de 14-O-{[(4-amino-2-hidroxi-ciclohexil)-sulfanil]-acetil}-mutilinas en forma de
mezclas diesteredmeras como espumas amorfas incoloras tras cromatografia de fase normal. En la patente
internacional W02008/113089, por ejemplo, en el Ejemplo 1A, se describe la obtencion de diasteredbmeros quirales
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puros después de someter la mezcla a cromatografia quiral, tras lo cual se aislan los diasteredmeros puros separados
en forma de espumas amorfas incoloras.

Sin embargo la cromatografia quiral no es una tecnologia que se puede aplicar a gran escala industrial y, ademas, de
acuerdo con la patente internacional W02008/113089, no se obtuvieron sales cristalinas de 14-O-{[(4-amino-2-hidroxi-
ciclohexil)-sulfanil]-acetil}-mutilinas.

En contraposicion a esto, se han descubierto las sales cristalinas farmacéuticamente aceptables de 14-O-{[(4-amino-
2-hidroxi-ciclohexil)-sulfanil]- acetil}-mutilina que tienen sorprendentemente propiedades superiores con respecto a las
sales amorfas de la técnica anterior descritas en la patente internacional W02008/113089; por ejemplo,
sorprendentemente, la estabilidad quimica de las sales divulgadas en el presente documento se mejora con respecto
a las formas de sal amorfa; y ademas también las sales divulgadas en el presente documento presentan una
higroscopia sorprendentemente baja.

Se han descubierto procesos para la preparacion de dichas sales cristalinas, con los que se pueden obtener dichas
sales en una forma estereoisomérica simple a partir de 14-O-{[(4-amino-2-hidroxi-ciclohexil)-sulfanil]-acetil}-mutilinas,
asi como procesos para la preparacion de 14-O-{[(4-amino-2-hidroxi-ciclohexil)-sulfanil]-acetil}-mutilinas
estereoisoméricamente puras en forma cristalina como base para las sales cristalinas.

La presente invencion proporciona un proceso para la preparacion de un compuesto de formula I:

OH

H,N

en forma de un estereoisdbmero simple en forma cristalina que comprende la desproteccion del grupo amina en un
compuesto de formula lla

lla

Iz

b

en la que R es un grupo protector de amina, y el aislamiento del compuesto de férmula | obtenido en forma de un
diasteredmero simple en forma cristalina directamente desde la mezcla de reaccion o a través de la cristalizacion en
un disolvente organico aislando el compuesto de férmula | en forma de un solo diasteredmero en forma cristalina
comprende una de las siguientes etapas:
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a) tratar una solucion de un compuesto de férmula | en una sola forma estereoisomérica obtenida en el disolvente
organico polar CH2Clz, con un antidisolvente seleccionado entre diisopropiléter (DIPE) o terc-butilmetiléter (MTBE),
preferentemente DIPE

b) tratar una solucion de un compuesto de férmula | en una sola forma estereoisomérica obtenida en el disolvente
organico polar CH2Clz, previa concentracion con un alcohol, tal como n-butanol;

c) recoger un material en bruto aislado de un compuesto de férmula | en una Unica forma estereoisomérica, en un
éter, por ejemplo, tetrahidrofurano (THF), y opcionalmente tratandolo con un antidisolvente seleccionado entre
DIPE o MTBE;

d) obtener un compuesto de formula | en forma de un uUnico diasteredmero en forma cristalina mediante (re-
)cristalizacion en un disolvente organico, siendo el disolvente organico un alcohol, tal como n-butanol.

Las reivindicaciones dependientes establecen realizaciones preferidas.

Se divulga en el presente documento un compuesto de féormula I, tal como se ha definido, en la forma de un
estereoisdmero simple en forma cristalina.

También se divulga en el presente documento un compuesto de férmula lla.

En un compuesto de formula I, o lla, respectivamente, los atomos de carbono del anillo ciclohexilo al que se unen el
grupo hidroxilo, el grupo amina y el grupo sulfanil-acetil-mutilina estan todos ellos en la configuracion Ry, por tanto, el
compuesto de férmula |, o lla, representa una 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]- acetil}-mutilina
opcionalmente protegida con amina. En contraposicion a esto, en un compuesto de formula Ib

(o]

IIb los atomos de carbono del anillo ciclohexilo al que esta unido el grupo hidroxi, el grupo amina y el grupo sulfanil-
acetil-mutilina se encuentran todos ellos en la configuracién S y por tanto, un compuesto de féormula Ilb representa
una 14-0-{[(1S,2S,4S)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina opcionalmente protegida con amino.

Un grupo protector amina incluye grupos protectores conocidos entre las personas especializadas y que se pueden
separar con métodos acidos, basicos, de hidrogenacién, oxidativos o reductores, por ejemplo, hidrogendlisis,
tratamiento con un acido, una base, un hidruro, un sulfuro. En T. W. Greene, P. G. M. Wults, protective Groups in
Organic Synthesis, Wiley-Interscience, 42 edicién, 2007, en particular p. 696-868, se describen los grupos protectores
amina apropiados.

Los grupos protectores amina que se pueden utilizar convenientemente en un proceso de acuerdo con la presente
invencion incluyen por ejemplo:

- benciloxicarbonilo (Cbz), que se puede separar por ejemplo, por hidrogendlisis,

- p-metoxibencil carbonilo (Moz o0 MeOZ), que se puede separar por ejemplo, por hidrogendlisis,

- terc-butiloxicarbonilo (BOC), que se puede separar por ejemplo por tratamiento con un acido fuerte, como HCI,
H3PO4 0 CF3COOH,

- trifluoroacetilo, que se puede separar por ejemplo por tratamiento con una base, como NaOH, K2COs, Cs2COs,

- 9-fluorenilmetiloxicarbonil (FMOC), que se puede separar por ejemplo por tratamiento con una base, como
piperidina,

- bencilo (Bn), que se puede separar por ejemplo, por hidrogendlisis;

- p-metoxibencilo (PMB), que se puede separar por ejemplo, por hidrogendlisis;

- 3,4-dimetoxibencilo (DMPM), que se puede separar por ejemplo, por hidrogendlisis;

- p-metoxifenilo (PMP), que se puede separar por ejemplo por tratamiento con nitrato de amonio y cerio (I1V) (CAN),

- tosilo (Tos), que se puede separar por ejemplo por tratamiento con acido concentrado como HBr, H2SO4 o por
tratamiento con agentes de reduccion fuertes, como sodio en amoniaco liquido, naftaleno de sodio,

- grupos que forman con la amina otras sulfonamidas distintas a Tos-amidas, por ejemplo, incluyendo 2-
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nitrobencenosulfonamida (nosil) u o-nitrofenilsulfenil (Nps), que se puede separar por ejemplo por tratamiento con
yoduro de samario, hidruro de tributil estafio,

- bencilideno, que se puede separar por ejemplo por tratamiento con acido trifluorometanosulfénico, acido
trifluoroacético, sulfuro de dimetilo;

- trifenilmetilo (tritilo, Tr), dimetoxitritilo (DMT), por ejemplo que se puede separar por tratamiento con un acido, como
por ejemplo, acido trifluoroacético;

preferentemente trifluoroacetilo o terc-butiloxicarbonilo (BOC).

En el caso de trifluoroacetilo, se puede utilizar una base, por ejemplo, una base inorganica como NaOH, KOH, Cs2COs
y K2CO3 0 una base organica, como etanolamina para llevar a efecto la desprotecciéon de un compuesto de formula lla
y lIb para obtener un compuesto de formula | en forma de un estereoisomero simple. En una realizacion preferida, se
puede utilizar una base inorganica como NaOH y K2COs.

En el caso de terc-butiloxicarbonilo (BOC) se puede utilizar un acido, por ejemplo, un acido inorganico, como por
ejemplo un acido mineral, o un acido organico, para llevar a efecto la desproteccion de un compuesto de formula lla 'y
Ilb para obtener un compuesto de férmula | en forma de un estereoisémero simple. En una realizacion preferida, se
utiliza un acido organico, como acido trifluioroacético (TFA) o un acido mineral, como acido orto fosférico.

Alternativamente, el atomo de nitrégeno al que se une R forma un anillo heterociclico, por ejemplo, el atomo de
nitrégeno unido al grupo ciclohexilo forma parte de un anillo fatalimido, que se puede separar, por ejemplo por
tratamiento con hidracina. En este caso, no esta presente el hidrégeno en nitrégeno (véase ejemplo 17).

La desprotecciéon del compuesto de férmula lla lleva al compuesto de férmula | en forma de un producto simple. En
caso de desproteccion de una mezcla de un compuesto de férmula lla con un compuesto de féormula llb, los productos
obtenidos de las férmulas la e Ib se someten a cristalizacién/recristalizacion y se obtiene un compuesto de férmula |
de la mezcla.

Se ha descubierto que, durante la reaccion de desproteccion de amina, se retiene la estereoquimica de los atomos de
carbono de la fraccion ciclohexilo, en la que estan unidos el grupo tio, hidroxi y amino, respectivamente, como en los
compuestos protegidos con amina de formula lla y lIb utilizados como material de partida.

Sorprendentemente, se ha descubierto que un compuesto de férmula | se puede cristalizar tras el aislamiento, o incluso
directamente en la mezcla de reaccién obtenida tras la desproteccién del grupo amina. Por ejemplo, se trata una
solucién de un compuesto de féormula | en forma estereoisomérica simple obtenido en el disolvente organico polara
CH2Cl2, con un antidisolvente, seleccionado entre éter diisopropilico (DIPE) o éter terc-butil metilico (MTBE),
preferentemente DIPE; o se trata una solucion de un compuesto de férmula | en una forma estereocisomérica simple
obtenida en el disolvente organico CH2Clz, tras la concentracion con un disolvente organico, preferentemente, un
alcohol, como n-butanol; o se recoge un material en bruto aislado de un compuesto de féormula | en una forma
estereoisomérica simple, en un éter, por ejemplo tetrahidrofurano (THF), y opcionalmente se trata con un
antidisolvente, seleccionado entre DIPE o MTBE. Un compuesto de férmula | en una forma estereoisomérica simple
puede cristalizar y puede aislarse en forma cristalina.

La cristalizacion simplifica el aislamiento y el manejo de los materiales aislados y proporciona excelentes
oportunidades para una posterior purificacion del producto.

Los compuestos cristalinos obtenidos de acuerdo al proceso de la presente invencion se pueden someter a posterior
purificacién, como recristalizacion, por ejemplo, en un disolvente organico, preferentemente un alcohol, como n-
butanol.

Se puede repetir la (re)cristalizacién si se desea y puede tener como resultado altos rendimientos de recuperacion y
una purificacién excelente.

En la TABLA 1 a continuacion, se indica el potencial de purificacion sorprendentemente alto del compuesto cristalino
de formula I.
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TABLA 1
Etapa de reaccion Pureza HPLC (% area) de Impureza RRT 1,32 (% area)
compuesto de formula |
Reaccion completada tras 87,3 4,2
desproteccion de llb
Tras recristalizacion con 95,0 2,2
DCM/DIPE
Tras la 12 cristalizacion con n- 99,0 0,6
BuOH cristalizacion
Tras la 22 cristalizacién con n- 99,7 <0,15
BuOH cristalizacion®

RRT = tiempo de retencién relativa en la HPLC con respecto a |

Tal como se puede deducir claramente de la TABLA 1 anterior, la pureza de un compuesto de férmula | tras la
desproteccion de un compuesto de férmula lla aumentd de 87,3 % a 95,0 % tras la cristalizacion y el aislamiento en
DCM (CHzCl2) / DIPE. Se aumenta mas la pureza por (re)cristalizaciones en n-butanol hasta una pureza final del
compuesto aislado de formula | de hasta 99,7 %.

En la TABLA 2 a continuacion, se muestra el empobrecimiento de impurezas seleccionadas y la purificacién global del
compuesto de formula | recuperado a partir aguas madre de proceso tras someterlo a recristalizacion en n-butanol:

TABLA 2

Pureza inicial (% area por HPLC)

Pureza tras recristalizacion en n-
butanol (% area por HPLC)

Compuesto | 96,29 99,03
Impureza 1 0,61 0,14
Impureza 2 1,88 0,54

La cristalizacidon se puede potenciar y acelerar mediante el uso de cristales de siembra. Los cristales de siembra se
pueden obtener a través de los procesos que se ilustran en el presente documento. El proceso de cristalizacion y
recristalizacion de un compuesto de férmula | suministra la pureza deseada y es muy util a escala industrial. Se esquiva
la purificaciéon por cromatografia, complicada y cara, y se consigue que el proceso sea aplicable a nivel industrial.

Mas sorprendentemente aln, la cristalizacion del compuesto | lleva a una clara potenciacion diastereomérica en favor
de un compuesto de férmula | cuando se parte de una mezcla de un compuesto de férmula | con un compuesto de
férmula Ib. Tras la desproteccion de la mezcla de un compuesto de formula lla con un compuesto de formula lib y la
cristalizacion del sélido resultante en disolventes organicos o mezclas de disolvente como DCM/DIPE se consigue una
potenciacion diastereomérica significativa. La potenciacion diastereomérica es incluso mas pronunciada si se realiza
la recristalizacién en un disolvente organico, preferentemente, un alcohol como n-butanol.

En la siguiente TABLA 3, se indica el enriquecimiento quiral de un compuesto de férmula | en forma cristalina.

TABLA 3
Pureza quiral determinada por HPLC quiral (area %)
14-0O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2- 14-0-{[(1S,2S,4S)-4-amino-2-
hidroxiciclohexilsulfanil] hidroxiciclohexilsulfanil]- acetil}-
- acetil}-mutilina (compuesto 1) mutilina (compuesto Ib)

Cristalizacion en DCM/DIPE 59 41
Cristalizacion en n-butanol 93 7
Aguas madre 16 84

Se puede deducir de la TABLA 3 que partir de la mezcla diastereomérica de los compuestos de férmulas lla y llb en
la etapa de desproteccion y el aislamiento de los productos resultantes desde la mezcla de reaccion en DCM/DIPE la
cristalizacion produce un sorprendente enriquecimiento quiral de 59 : 41 en favor de un compuesto de formula I. El
hecho de someter a recristalizacion en n-butanol la mezcla de producto enriquecida resultante de un compuesto de
férmula | y un compuesto de férmula Ib tiene como resultado un enriquecimiento masivo e incluso mas sorprendente
a favor de un compuesto de formula | en el producto aislado (93: 7). En contraposicion al producto aislado del
compuesto enriquecido de férmula |, las aguas madre de n-butanol contienen practicamente exclusivamente un
compuesto de formula Ib (84 %).

Opcionalmente, es posible repetir la recristalizacion hasta conseguir una pureza éptica deseada.

Las propiedades sorprendentes de un compuesto de formula | en forma cristalina que se presentan en las TABLAS 1,
2 y 3 son enormemente Utiles en la preparacion de compuestos farmacéuticos.
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Se divulga en el presente documento un compuesto de férmula | en forma estereoisomérica simple en forma cristalina.

Sorprendentemente, se han aislado dos formas cristalinas diferentes de un compuesto de formula | y caracterizado
por difracciéon de rayos X de polvo.

Se divulga en el presente documento 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina en forma
cristalina 1, por ejemplo forma cristalina 1 que se caracteriza por un patrén de difraccion de rayos X en polvo con picos
2- theta en (grados, * 0,2, entre otros):

10,6, 11,1, 12,0, 14,3, 15,1, 16,1, 21,1; como:
10,6, 11,1, 12,0, 14,3, 15,1, 16,1, 18,2, 19,2, 20,7, 21,1, 21,3, 21,8, 22,6, 23,5, 24,7, 28,2, 30,2.

Se divulga en el presente documento 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]- acetil}-mutilina en forma
cristalina 2, obtenida como un solvato en n-butanol 1:1, por ejemplo que se caracteriza por un patrén de difraccién de
rayos X en polvo con picos 2-theta en (grados, + 0,2, entre otros):

9,8, 11,1, 13,1, 14,1, 17,6, 19,7, 22,2; como

9,6,9,8, 11,1, 13,1, 14,1, 16,0, 17,6, 19,7, 22,2; 22,7, 23,0.

El contenido en n-butanol de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina en la forma
cristalina 2 oscila entre 10y 18 % p/p, normalmente entre 11y 14 % p/p.

Un compuesto de férmula | esta preferentemente aislado en forma de una sal, como por ejemplo una sal
farmacéuticamente aceptable. Dichas sales son preferentemente sales de amonio, en concreto sales de adicion de
acido del grupo amina unidas al anillo ciclohexilo, e incluyen acetatos, lactatos, por ejemplo, L-lactatos o maleatos,
por ejemplo, hidrogenomaleatos.

Se divulga en el presente documento un compuesto de férmula | en forma de un estereoisémero simple en forma de
una sal, por ejemplo, una sal cristalina, en la que un compuesto de férmula | se encuentra en forma de un
estereoisomero simple; la sal es preferentemente un acetato, lactato, por ejemplo L-lactato o maleato, por ejemplo
hidrogenomaleato.

Los compuestos cristalinos obtenidos de acuerdo con el proceso de la presente invencién en una forma
estereoisomérica simple de férmula I, por ejemplo en forma de una sal, son utiles en una composicion farmacéutica.

Se divulga en el presente documento una composicion farmacéutica que comprende 14-O-{[((1R,2R,4R)-4-amino-2-
hidroxi-ciclohexil)sulfanillacetil}mutilina cristalina, o que comprende un acetato, lactato o hidrogenomaleato de 14-O-
{l{((1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexil)sulfanil]acetil}mutilina opcionalmente cristalino como principio activo, en
combinacién con un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

Los compuestos de férmula | en forma libre y en forma estereoisomérica simple asi obtenidos se pueden convertir a
una sal por adicién de un acido a la base libre de un compuesto de férmula I. Por ejemplo, se puede disolver o
suspender un compuesto de férmula |, u obtenerse en forma disuelta o suspendida, en un disolvente organico,
preferentemente un disolvente o mezcla de disolventes, como por ejemplo un alcohol, por ejemplo, metanol, etanol;
un hidrocarburo halogenado, por ejemplo diclorometano; un éter, por ejemplo tetrahidrofurano, un acetato, como
acetato de metilo, acetato de etilo, acetato de propilo, acetato de isopropilo; una mezcla de disolventes de alcohol con
acetato, como metanol/ acetato de isopropilo, una mezcla de disolventes de hidrocarburo halogenado con acetato,
como diclorometano/ acetato de isopropilo, una mezcla de disolventes de éter con acetato, como tetrahidrofurano/
acetato de isopropilo, y se afade a la mezcla obtenida un acido, por ejemplo un acido organico o un acido inorganico
(mineral), por ejemplo acido acético, acido lactico, por ejemplo &cido I-lactico, acido maleico. Se puede obtener y
aislarse un compuesto de férmula I, en forma de una sal, por ejemplo sal cristalina.

Se ha descubierto que en la etapa de formacion de sal, se retiene la estereoquimica de los atomos de carbono del
anillo ciclohexilo al que se une un grupo tio, hidroxi o amino, y permanece igual que en un compuesto de formula | en
forma libre .

El aislamiento de los compuestos farmacéuticamente activos descritos en la patente internacional W0O2008/113089,
ejemplo | y la, respectivamente, es ventajoso, pero el aislamiento de acuerdo con el proceso de la presente invencién
en forma de sal cristalina, como un compuesto de férmula | en forma de sal cristalina, es aun méas ventajoso. Por
ejemplo, es enormemente importante y util una mejor pureza y una estabilidad sorprendentemente mejorada de la sal
cristalina divulgada en el presente documento para la preparacién de composiciones farmacéuticas destinadas a uso
veterinario o humano. Las sales cristalinas de un compuesto de férmula | han demostrado tener una mejor estabilidad
con respecto a las formas amorfas correspondientes y se aislan con una pureza quimica y quiral de = 90 %, por
ejemplo incluso = 95 %.

En la TABLA 4 a continuacion, se muestran los datos comparativos de estabilidad de las sales cristalina y amorfa
correspondientes.
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TABLA 4
Area % de 14-0-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina
(compuesto I) por HPLC almacenado a 60 °C
acetato acetato L-Lactato L-Lactato Maleato de | Maleato de
(Forma b) hidrégeno hidrégeno
cristalina amorfa cristalina amorfa cristalina cristalina
Inicial 99,5 99,3 99,4 99,5 99,7 99,6
28 d 98,9 96,3* 98,3 96,3 98,7 70,9*

* la muestra no se disolvié completamente en agua al cabo de 28 dias (28 d) y por tanto se analiz6 la suspension.

La solubilidad de los compuestos activos farmacéuticos es una importante propiedad para disponibilidad in vivo por
ejemplo, biodisponibilidad oral. Para la aplicacién intravenosa, la solubilidad de la forma seleccionada, por ejemplo,
sal es también crucial y es deseable para contar con formulaciones sin tecnologias sofisticadas o excipientes.

La solubilidad de las sales acetato, lactato e (hidrogeno)maleato cristalinas en agua y vehiculos acuosos como
solucion NaCl al 0,9 % o en medios biolégicamente pertinentes como fluido intestinal simulado en estado de ayunas
(FaSSIF por sus siglas en inglés) y fluido intestinal simulado en estado alimentado (FeSSIF) es sorprendentemente
alto, lo que hace que las sales cristalinas sean incluso mas viables farmacéuticamente.

En la patente internacional WO2008/113089, se sefiala la actividad antimicrobiana, por ejemplo, antibacteriana, de
14-0-{[(4-amino-2-hidroxi-ciclohexil)-sulfanil]-acetil}-mutilinas. Por ejemplo, el compuesto de férmula | presenta
actividad antimicrobiana, por ejemplo antibacteriana contra bacterias Gram-positivas, como estafilococos coagulasa
positivos, por ejemplo Staphylococcus aureus, y estreptococos, por ejemplo Streptococcus pneumoniae, por ejemplo
que presentan MIC < 0,4 uyg/ml contra Staphylococcus aureus ATCC49951 y Streptococcus pneumoniae ATCC49619.
La concentracion minima inhibitoria (MIC) de acuerdo con las recomendaciones de CLSI.

Se divulga en el presente documento 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]- acetil}-mutilina cristalina
en forma de un acetato en forma cristalina A, por ejemplo que se caracteriza por un patrén de difraccion de rayos X
en polvo con picos 2-theta en (grados, * 0,2, entre otros):

7,0,7,7,11,6,12,1,12,6, 13,5, 13,7, 15,4, 15,7, 16,9, 17,3, 19,0, 19,9, 21,1, 23,4, 24,2, 24,4; como
7,0,7,7,11,6,12,1,12,6, 13,5, 13,7, 14,1, 15,4, 15,7, 16,5, 16,9, 17,3, 19,0, 19,6, 19,9, 20,1, 21,1, 22,2, 22,5, 23 4,
24,2,24,4,26,7,29,1, 29,6, 31,0.

Se divulga en el presente documento 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina cristalina
en forma de un acetato en la forma cristalina B, por ejemplo que se caracteriza por un patrén de difraccion de rayos X
en polvo con picos 2-theta en (grados, 10,2, entre otros):

10,3, 10,7, 12,7, 14,3, 15,5, 16,0, 17,2, 19,5,20,6, 22,9; como
9,0, 10,3, 10,7, 12,7, 14,3, 15,5, 16,0, 17,2, 19,5, 20,6, 21,7, 22,3, 22,7, 22,9, 24 4.

Se divulga en el presente documento 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina cristalina
en forma de un L-lactato en forma cristalina 1, por ejemplo que se caracteriza por un patrén de difraccion de rayos X
en polvo con picos 2-theta en (grados, + 0,2, entre otros):

7,0,11,6,12,0, 12,5, 13,4, 13,6, 13,9, 15,3, 16,8, 18,8, 19,5, 19,8, 20,9, 23,3, 23,9, 24,2; como
7,0,7,6,11,6,12,0, 125, 13,4, 13,6, 13,9, 15,3, 15,5, 16,8, 17,2, 18,8, 19,5, 19,8, 20,0, 20,9, 22,0, 22,4, 22,7, 23,3,
23,9, 24,2; 25,3, 28,9, 29,4, 30,8

Se divulga en el presente documento 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina cristalina
en forma de un hidrogenomaleato en forma cristalina 1, por ejemplo que se caracteriza por un patrén de difraccion de
rayos X en polvo con picos 2-theta en (grados, + 0,2, entre otros):

7,0,11,3,11,7,12,5, 13,5, 13,8, 15,3, 16,7, 18,3, 19,4, 19,7, 21,1, 22,2, 23,8, 23,9; como
7,0,11,3,11,7,12,5, 13,3, 13,5, 13,8, 14,1, 15,3, 16,7, 17,2, 18,0, 18,3, 19,4, 19,7, 20,4, 21,1, 21,9, 22,2, 22,8,
23,8,23,9,24)9, 271, 27,8, 28,7, 29,3, 30,6, 30,8.

Un compuesto de formula | en forma de una base libre (cristalina) presenta el mismo orden de actividad farmacéutica,
como por ejemplo actividad antimicrobiana, que un compuesto de féormula I, en forma de una sal (cristalina).

Un compuesto de formula lla en forma de un estereoisomero simple o la mezcla de un compuesto de férmula Ila con
un compuesto de férmula llb se puede preparar segun sea apropiado, por ejemplo, de acuerdo, por ejemplo,
analogamente con un método segun lo convencional. Preferentemente, se prepara un compuesto de férmula lla en
forma de un estereoisomero simple o la mezcla del compuesto de férmula Ila con un compuesto de férmula llb por
acoplamiento de un compuesto amino-hidroxi-mercapto-ciclohexano de férmula llla, o una mezcla de un compuesto
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de férmula llla con un compuesto de formula lllb, en el que el grupo amina esta protegido con un grupo protector de
amino con una 14-O-acetil-mutilina activada.

En una realizacién preferida, la presente invencion proporciona un proceso de acuerdo con la presente invencion, en
5 el que se obtiene un compuesto de férmula lla, o una mezcla de un compuesto de formula lla con un compuesto de

férmula IIb mediante el acoplamiento

o bien de un compuesto de férmula llla

OH
SH

[y
Y

R<

N
H llla

10 o bien una mezcla de un compuesto de formula llla con un compuesto de formula llib:

OH

SH

R, o b

N
H respectivamente,

en la que R es como se ha definido,
15  con una 14-O-AKT-acetil-mutilina activada de féormula

AKT

14-O-AKT-acetil mutilina

en la que AKT es un grupo activador, opcionalmente mesilo, besilo, tosilo u -O-AKT es halégeno; opcionalmente 14-
20  O-AKT-acetil-mutilina es un compuesto de formula

I
I 0
3

Tos-PLEU

y el aislamiento de un compuesto de féormula lla 0 una mezcla de un compuesto de férmula lla con un compuesto de
25  férmula lIb obtenido desde la mezcla de reaccion.

Se divulga un compuesto de formula llla en una forma estereoisomérica simple.
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En un compuesto de férmula llla, los atomos de carbono del anillo ciclohexilo al que estan unidos el grupo hidroxilo,
el grupo amina y el grupo tio estan todos ellos en la configuracion Ry, por lo tanto, un compuesto de férmula llla
representa un (1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-1-mercapto-ciclohexano opcionalmente protegido con amino; y en un
compuesto de formula IlIb, respectivamente, los atomos de carbono del anillo ciclohexilo al que estan unidos el grupo
hidroxi, el grupo amina y el grupo tio estan todos ellos en la configuracion Sy, por tanto, un compuesto de férmula Illb
representa un (1S,2S,4S)-4-amino-2-hidroxi-1-mercapto-ciclohexano opcionalmente protegido con amino.

La reaccion de acoplamiento de un compuesto de formula llla o la mezcla de un compuesto de férmula Illa con un
compuesto de férmula lllb, respectivamente, en la que R es como se ha definido con una 14-O-AKT-acetil-mutilina
activada, en la que AKT es como se ha definido, para obtener un compuesto de férmula lla o una mezcla de lla y lib,
en las que R es como se ha definido se puede llevar a cabo de forma apropiada, por ejemplo, de acuerdo, por ejemplo,
analogamente a un método convencional, en las condiciones normales conocidas para dichas reacciones, por ejemplo,
en presencia de una base, por ejemplo, una base inorganica fuerte, como un hidréxido, como NaOH, por ejemplo, en
un sistema de dos fases y, si se lleva cabo la reaccién en un sistema de dos fases, preferentemente, en presencia de
un catalizador, como pueda ser un catalizador de transferencia de fase, por ejemplo, cloruro de bencil-tri-butilamonio.
La reaccién de acoplamiento se puede llevar a cabo también en un sistema de un solo disolvente, por ejemplo, en un
disolvente organico, como por ejemplo un hidrocarburo halogenado, por ejemplo, clorobenceno, diclorometano, un
disolvente aromatico como tolueno, un nitrilo como acetonitrilo o un éter, por ejemplo éter terc-butil-metilico,
tetrahidrofurano, en presencia de una base, preferentemente una base organica, como DBU.

Preferentemente la reaccion de acoplamiento se lleva a cabo en un disolvente organico, por ejemplo un disolvente
apolar, como un éter, por ejemplo éter terc-butil metilico (MTBE) o un disolvente polar, como un hidrocarburo
halogenado, por ejemplo diclorometano; preferentemente en presencia de una solucién basica acuosa, como NaOH
acuoso; o en presencia de una base en el disolvente organico, como DBU, DBN, preferentemente, en presencia de
un catalizador de transferencia de fase en caso de usar una solucion basica acuosa, como cloruro de bencil-tri-
butilamonio.

Se ha observado que durante la reaccion de acoplamiento, se retiene la estereoquimica de los atomos de carbono de
la fraccion ciclohexilo a la que se unen el grupo tio, hidroxi y amino y permanece igual que en el compuesto de formula
Illa y un compuesto de formula llIb, respectivamente, utilizado como material de partida.

Un compuesto de formula llla en forma de un estereoisémero simple o la mezcla de un compuesto de férmula Illa con
un compuesto de férmula Illb, respectivamente, se pueden preparar segun lo apropiado, por ejemplo, de acuerdo, por
ejemplo de forma analoga a un método segun lo convencional. Preferentemente un compuesto de féormula llla o la
mezcla de compuesto de férmula Illa con un compuesto de férmula lllb, respectivamente, se preparan por
desproteccion de la funcion tiol en un amino-hidroxi-mercapto ciclohexano, en el que el grupo amina y el grupo tiol
estan protegidos.

En una realizacion preferida, la presente invencion proporciona un proceso de acuerdo con la presente invencion, en
el que se obtiene un compuesto de férmula llla, o una mezcla de un compuesto de férmula Illa con un compuesto de
férmula Illb, por desproteccion de la funcién tiol o bien en un compuesto de férmula IVa

OH
S
o ~
. R1
R Va
~
N
H o bien
en una mezcla de compuesto IVa con un compuesto de formula IVb
CH
- S
\R1
R o Vb
~ At
N
H
, respectivamente,

en la que R es como se ha definido y R1 es un grupo protector tiol, y
el aislamiento de un compuesto de férmula llla, o una mezcla de un compuesto de formula Illa, con un compuesto de
férmula Illb, respectivamente, obtenido desde la mezcla de reaccion.
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Un grupo protector tiol, por ejemplo en el significado de R1 en un compuesto de férmulas IVay Vb, incluye por ejemplo

- alquilo (C1-), en el que alquilo esta ademas sustituido opcionalmente, por ejemplo esta sustituido ademas con arilo
(Ce-12) como fenilo, como un tritilo; por ejemplo que se puede separar con acido fuerte o tratamiento con AgNOs,

- alquilcarbonilo (C1), por ejemplo acetilo, por ejemplo que se puede separar con una base, como por ejemplo
tratamiento con metoxido sodico

- arilcarbonilo (C1-12), como un benzoilo, por ejemplo que se puede separar por tratamiento con un agente de
reduccion, como DIBAL, o por tratamiento con a base, como hidracina, preferentemente -C(=0O)-arilo (Cs-12); mas
preferentemente benzoilo.

En T. W. Greene, P. G. M. Wuts, Protective Groups in organic Synthesis, Wiley-Interscience, 42 edicién, 2007, en
particular p. 647-695, se describen grupos protectores de azufre apropiados.

En un compuesto de férmula IVa los dtomos de carbono del anillo de ciclohexilo al que se unen el grupo hidroxi, el
grupo amina y el grupo tio estan todos ellos en la configuraciéon R y por tanto un compuesto de féormula 1Va representa
un (1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-1-mercapto-ciclohexano protegido con amina y tio; y en un compuesto de formula
IVb los atomos de carbono del anillo de ciclohexilo al que estan unidos el grupo hidroxi, el grupo amina y el grupo tio
estan todos ellos en la configuracién Sy, por tanto, un compuesto de férmula Vb representa un (1S,2S,4S)-4-amino-
2-hidroxi-1-mercapto-ciclohexano protegido con amino vy tio.

Se ha observado que durante la reaccion de desproteccion de tiol, se retiene la estereoquimica de los atomos de
carbono de la fraccion ciclohexilo al que se une el grupo tio, hidroxi y amino permanece igual que en un compuesto
de formula IVa y en un compuesto de formula Vb, respectivamente, utilizados como materiales de partida.

La desproteccion del grupo tiol se lleva a cabo segun lo apropiado, por ejemplo, mediante el uso de un agente de
escision, por ejemplo, hidrato de hidracina. La reaccién de desproteccion se lleva a cabo en un disolvente organico,
como por ejemplo un hidrocarburo halogenado, por ejemplo clorobenceno, diclorometano, un disolvente aromatico,
como tolueno, un nitrilo como acetonitrilo o un éter, por ejemplo éter terc-butilmetilico, tetrahidrofurano. Para reducir
al minimo la formacion de disulfuro, opcionalmente se lleva a cabo la desproteccion en presencia de un agente
antioxidante o reductor, por ejemplo, ditiotreitol (DTT).

Se puede obtener un compuesto de férmula IVa o una mezcla de un compuesto de férmula IVa con un compuesto de
férmula IVb, respectivamente, segun sea apropiado, por ejemplo de manera analoga a un método segun lo
convencional o tal como se describe en el presente documento, por ejemplo en la parte de los ejemplos.

También se divulga en el presente documento

- un proceso para la produccién de un compuesto de formula | en forma de un estereoisomero simple, que
comprende el uso de un compuesto de féormula lla en forma de un estereoisomero simple, o una mezcla de
compuesto de féormula lla con un compuesto de férmula Ilb, respectivamente, y/o que comprende el uso de un
compuesto de férmula Illa en forma de un estereoisémero simple, o una mezcla de un compuesto de férmula llla
con un compuesto de formula IlIb, respectivamente, y/o el uso de un compuesto de férmula IVa en forma de un
estereoisdmero simple, o una mezcla de un compuesto de férmula IVa con un compuesto de féormula Vb,
respectivamente, como producto intermedio, y

- un compuesto de formula lla en forma de un esterecisémero simple, y/o un compuesto de férmula llla en forma de
un estereoisémero simple, y/o un compuesto de férmula 1Va en forma de un estereocisémero simple para su uso
como un producto intermedio en un proceso para la produccion de un compuesto de formula | en forma de un
estereoisdmero simple.

Se divulga en el presente documento un proceso para la produccién de un compuesto de formula | en forma de un
estereoisomero simple, que comprende el acoplamiento de un compuesto de formula llla en forma de un
estereoisomero simple, o una mezcla de un compuesto de férmula llla con un compuesto de formula lllb,
respectivamente, en la que R es como se ha definido, con una 14-O-AKT-acetil-mutilina activada, en la que AKT es
un grupo activador, como por ejemplo un grupo mesilo, besilo o tosilo, o -O-AKT es haldgeno, preferentemente AKT
es un grupo tosilo,

por ejemplo un compuesto de formula Tos-PLEU, para obtener un compuesto de féormula lla o una mezcla de un
compuesto de formula Ila con un compuesto de formula Ilb, respectivamente, en la que R es como se ha definido,

opcionalmente, el aislamiento de un compuesto de férmula Ila en forma de un estereoisdmero simple, o una mezcla
de un compuesto de férmula Ila con un compuesto de férmula Ilb, respectivamente, en la que R es como se ha definido,
obtenido desde la mezcla de reaccion,

la desproteccion de la funcién amina en un compuesto de formula lla en forma de un estereoisdmero simple, una

mezcla de un compuesto de férmula Ila con un compuesto de formula llb, respectivamente, en la que R es como se
ha definido, obtenido, y
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el aislamiento de un compuesto de férmula | en forma de un estereoisémero simple, opcionalmente, en forma de una
sal; a partir de la mezcla de reaccion, opcionalmente por recristalizacion, y, si se desea, conversién de un compuesto
de férmula | en forma de un estereoisémero simple obtenido en forma libre en un compuesto de férmula | en forma de
sal en forma de un estereoisémero simple, o vice versa;

en el que, opcionalmente, se obtiene un compuesto de férmula Illa en forma de un esterecisémero simple o una mezcla
de un compuesto de férmula Illa con un compuesto de férmula lllb, respectivamente, en la que R es como se ha
definido, por desproteccién de la funcién tiol en un compuesto de férmula IVa en forma de un estereoisémero simple,
0 en una mezcla de un compuesto de férmula IVa con un compuesto de férmula Vb, en la que R y R1 son como se
han definido.

Como grupo protector de amina en un compuesto de férmula lla, llb, llla, lllb, IVa o IVb se pueden utilizar grupos
protectores amino convencionales, preferentemente, un grupo trifluoroacetilo o terc-butoxicarbonilo. Si es apropiado,
se puede cambiar el grupo protector de amina R en un compuesto de formula lla, Ilb, llla, Illb, IVa o IVb, de una
manera en la que no cambie su configuracion el atomo de carbono del anillo ciclohexilo al que esta unido el grupo
amina, es decir que no cambie su estereoquimica, por ejemplo a través de la desproteccién del grupo amina, seguido
de la proteccién con un grupo protector de amina diferente.

El proceso de la presente invencion permite el aislamiento de compuestos de formula | en forma de un esterecisémero
simple en forma cristalina. Por otra parte, el proceso sirve para controlar la estereoquimica, cuando se parte de
materiales de partida quirales puros y da lugar a productos en forma de esterecisomeros simples en virtud de lo cual
no son necesarios métodos sofisticados, como cromatografia, por ejemplo, en fase normal o en fase quiral, por
ejemplo, HPLC quiral, para separar las mezclas de diasteredmeros y regioisémeros, por ejemplo, tal como se describe
en la patente internacional WO 2008/113089, lo que constituye una gran ventaja en lo que se refiere a un proceso
aplicable a escala industrial. EI descubrimiento del compuesto cristalino de férmula | es clave y permite el perfecto
control de la pureza quimica. En combinacién con los rendimientos de las formas cristalinas del compuesto de formula
| deseables observados, el proceso de la presente invencién es enormemente viable para la produccion de un producto
farmacéutico en el que es deseable un rendimiento decente/bueno desde el punto de vista econdmico y en el que el
control de la pureza es esencial para la calidad final del principio activo farmacéutico (API).

Por otra parte, el proceso de acuerdo con la presente invencion sirve para controlar de forma incluso mas sorprendente
la pureza quiral de un compuesto de férmula | a través de las sorprendentes propiedades del compuesto cristalino I.
Las sorprendentes propiedades del compuesto cristalino | permiten partir de mezclas diastereoméricas mucho menos
caras. La pureza quiral se controla en el compuesto cristalino | en virtud de lo cual, se aisla el compuesto | en forma
de un sdlido cristalino y se empobrecen las aguas madre de diasteredmeros no deseados.

En la patente internacional WO 2008/113089 no se describe en absoluto la existencia de un compuesto de formula |
en forma cristalina. En el ejemplo 1 Etapa B de la patente internacional WO 2008/113089 se aisla como espumas
amorfas la mezcla de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina (en el presente
documento compuesto I) y 14-0O-{[(1S,2S,4 S)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina. En el Ejemplo 1A de
la patente internacional WO 2008/113089 se describe la separacion de los diasteredbmeros por cromatografia quiral y
también se aislan como espumas amorfas la 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina
separada (en el presente documento compuesto 1) y 14-0O-{[(1S,2S,4S)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-
mutilina (en el presente documento compuesto Ib).

Las sorprendentes propiedades de los compuestos cristalinos | para controlar la pureza quimica y quiral del compuesto
| son enormemente valiosas para la produccién de un compuesto farmacéuticamente activo para su administracion a
seres humanos y animales.

Se divulga ademas en el presente documento formas cristalinas de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-
ciclohexilsulfanil]- acetil}-mutilina en forma de un acetato, L-lactato o hidrogenomaleato. 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-
2- hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina se puede convertir en una forma de sal cristalina aplicando un proceso de
cristalizacion en un medio organico con el agente de formacion de sal. El proceso para la produccion de las sales sal
cristalinas se puede potenciar y acelerar mediante el uso de cristales de siembra. Los cristales de siembra se pueden
obtener a través de los procesos ilustrados.

Se ha descubierto que las sales cristalinas retienen la estereoquimica de un compuesto de férmula | en forma libre en
forma de un estereoisdmero simple. Las sales cristalinas tienen unas claras ventajas inesperadas, es decir, una mejor
estabilidad con respecto a las formas amorfas de sal correspondientes, por ejemplo tal como se puede deducir de la
TABLA 4.

Asimismo, y de manera bastante sorprendente, la higroscopia de las sales cristalinas, tales como sal L-lactato y acetato
en la forma cristalina B es reducida entre niveles de humedad pertinentes, es decir, a 0-80 % de humedad relativa con
una absorcién de agua por debajo de 2 % lo que, en combinacién con la excelente estabilidad quimica, hace que estas
sales sean farmacéuticamente viables.
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Las sales cristalinas de una pureza quimica y quiral solida tienen una mejor estabilidad en comparacion con las formas
liofilizadas amorfas, algo ventajoso en el almacenamiento y preparacion de composiciones farmacéuticas. En la
patente internacional WO 2008/113089 por ejemplo, no se ha descrito ninguna forma cristalina de un compuesto de
férmula I.

En suma, las formas de sal cristalina de un compuesto de férmula | tienen purezas excelentes y la estabilidad
observada no solamente fue superior a la de las formas de sales amorfas, sino que también resulté ser absolutamente
farmacéuticamente viable dentro del intervalo de condiciones de almacenamiento normales.

"En forma de un estereoisémero simple" tal como se utiliza en el presente documento, designa una forma en la que el
compuesto presenta un exceso diastereomérico o enantiomérico de = 90 % de la estereoquimica indicada.

Los compuestos divulgados en el presente documento incluyen los compuestos de los Ejemplos 1 a 17, por ejemplo
un compuesto seleccionado del grupo que consiste en

carbamato de terc-butil [(1R,3R,4R)-3-hidroxi-4-mercapto-ciclohexilo],
14-0-{[(1R,2R,4R)-4-terc-butoxicarbonilamino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina,
14-0-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina, forma cristalina 1,
14-0-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina, forma cristalina 2,
2,2,2-trifluoro-N-[(1R,3R,4R)-3-hidroxi-4-mercapto-ciclohexil]-acetamida,
14-O-{[(1R,2R,4R)-4-[(2,2,2-trifluoro-acetil)-amino]-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina,
Acetato de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina, forma cristalina A,
Acetato de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina, forma cristalina B,
L-lactato de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina, forma cristalina 1,
Hidrogenomaleato de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina, en forma cristalina 1,
14-0-{[(1R,2R,4R)-4-etoxicarbonilamino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina, y
14-0O-{[(1R,2R,4 R)-2-hidroxi-4-(ftalimido-N-il)-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina.

Descripcion de las figuras

En la Fig. 1 se muestra el difractograma de polvo de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-
mutilina, forma 1

En la Fig. 2 se muestra el difractograma de polvo de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-
mutilina, forma 2.

En la Fig. 3 se muestra el difractograma de polvo de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-
mutilina en forma de acetato, Forma A.

En la Fig. 4 se muestra el difractograma de polvo de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-
mutilina en forma de acetato, Forma B.

En la Fig. 5 se muestra el difractograma de polvo de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-
mutilina en forma de L-lactato, Forma 1.

En la Fig. 6 se muestra el difractograma de polvo de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-
mutilina en forma de hidrogenomaleato, Forma 1.

El proceso para la sintesis de un compuesto de formula | partiendo de los precursores quirales lla, llla'y IVa se resume
en el ESQUEMA DE REACCION | a continuacion,
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ESQUEMA DE REACCION 1

R1 PLEU
s SH s~
wOH  Desproteccion WwOH wOH
de azufre N Acoplamiento I
x 353';:;:;:5;’;? Y Disolvente basico 14-0-AKT- ;
N N acetil-mutilina =
HN\R HN HN\R
IVa Illa lla
Disolvente agente | Desproteccion
de desproteccién de amina
PLEU
_PLEU 57
S
JOH B Formacion de sal WOH
Disolvente de acido acético o acido L-lactico
0 &cido maleico ¥
NH, NH,
|
Acetato cristalino o L-lactato Aislamiento como
cristalino o hidrogenmaleato sdlido cristalino
cristalino

En el ESQUEMA DE REACCION 1, R representa un grupo protector amino y R+ representa un grupo protector azufre
y son tal como se ha definido.

El proceso para la sintesis de un compuesto de formula | partiendo de las mezclas de lla con Iib, Illa con lllb y IVa con
IVb se resume en el ESQUEMA DE REACCION 2 a continuacion:
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ESQUEMA DE REACCION 2

R1__ R1
~
S s SH SH
WOH A CH Desproteccién \OH i OH
de azufre N
+ - +
Disolvente agente
H de desproteccion o
HN HN N HN
IVa Vb lla b
Disolvente basico 14-0O-AKT- .
acetil-mutilina Acoplamiento
PLEU PLEU
- _PLEU s~
S B
wOH Desproteccion JOH ~ OH
de amina *

Y Disolvente agente +

= de desproteccion :

NH, . - ) - - HN

I Enriquecimiento diastereomeérico HN\R ~Rr
lla IIb
Aislamiento como sélido cristalino

Disolvente de acido acético o acido L-lactico

Formacion de sal o 4cido maleico

Acetato cristalino o L-lactato
cristalino o hidrogenmaleato
cristalino

En el ESQUEMA DE REACCION 2, R representa un grupo protector amino y R+ representa un grupo protector azufre
(R y R1 son como se han definido).

A lo largo del presente documento, incluyendo los ejemplos e incluyendo los ESQUEMAS DE REACCION 1, 2, 3, 4,
5y 6 se utilizan las siguientes abreviaturas:

°C grados Celsius

'H RMN espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protén
13C RMN espectroscopia de resonancia magnética nuclear de carbono
[alo angulo de rotacion optica especifica a 589 nm

BnBusNCI cloruro de benciltributilamonio

BOC terc-butoxicarbonilo

d dias

DCM CH2Cl2

DIBAL hidruro de diisobutilaluminio

15



10

15

20

25

30

35

40

ES 2909 198 T3

DBN 1,5-diazabiciclo[4.3.0]non-5-eno
DBU 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno
DIPE éter diisopropilico

DMF N,N-dimetilformamida

DEMO dimetilsulfoxido

DMTF dimetiltioformamida

DPPA difenilfosforil azida

DTT 1,4-ditio-DL-treitol

ESI ionizacion por electronebulizacion
EtOAc acetato de etilo

FV fibra de vidrio

h horas

heptano n-heptano

HPLC cromatografia de liquidos de alto rendimiento
KF Karl Fischer

M molaridad

mCPBA acido metacloroperoxibenzoico
MTBE éter metil terc-butilico

min minutos

EM Espectrometria de masas

m/z relacion masa/carga

t-BuOH alcohol terc-butilico

BusNClI cloruro de tetra-n-butilamonio
PhCOSH acido tiobenzoico

ta temperatura ambiente

TLC cromatografia de capa fina
TEA, EtasN trietilamina

TFA acido trifluoroacético

THF tetrahidrofurano

P peso

p/p peso/peso

XRPD Difraccion de rayos X de polvo

Un "ensayo de pérdida de peso” tal como se indica en los ejemplos se define del siguiente modo: se determina el
contenido de una parte alicuota de un lote o de todo el lote eliminando el disolvente y determinando el contenido por
HPLC o RMN utilizando un patrén interno o externo y/o sustrayendo las impurezas conocidas del compuesto. En el
caso de tomar una parte alicuota, se lleva a cabo una extrapolacion a la masa/volumen total.

Un “aclarado acorde” tal como se indica en los ejemplos es un aclarado del sistema en el que se utiliza un disolvente
apropiado para reducir al minimo las pérdidas del producto y los materiales de entrada.

Tos-PLEU es un compuesto de formula

H,C

Tos-PLEU

PLEU un resto de formula
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En los siguientes ejemplos todas las temperaturas estan en grados Celsius (°C) y estan sin corregir.
Las abreviaturas utilizadas son las indicadas (a continuacion del ESQUEMA 2).

Ejemplo 1

Carbamato de terc-Butil [(1R,3R,4R)-3-hidroxi-4-mercapto-ciclohexilo]

(o]

wOH wOH

H,C._ O _NH H,C O~ _H
e wel T
" CH, O CH, ©

Se cargaron 3,94 Kg de benceno-carbotioato de {(1R,2R,4R)-4-[(terc-butoxicarbonil)-amino]-2-hidroxi-ciclohexilo} y 37
| de CH2Clz en un vaso y se agit6 la mezcla obtenida a 15-25 °C. Se afiadieron 0,39 Kg de 1,4-ditio-DL-treitol (10 %
en peso) a la mezcla y se aclaré a través de 2 | de CHzCl.. Se afiadié a la mezcla obtenida 0,84 Kg de monohidrato
de hidracina. Se agit6 la mezcla obtenida a entre 18 y 22 °C durante 3 h y se siguié la reaccion por HPLC. Una vez
completada la reaccion, se afiadieron 39 | de solucion de acido fosférico 1 M y se agité la mezcla obtenida durante
otros 15-30 min. Se separaron las dos fases formadas y se lavo la fase organica obtenida con 39 | de solucién de
acido fosforico 1M seguido de 39 | de solucion acuosa de NaCl al 1 %. Se concentré la capa organica obtenida al vacio
a <40 °C, se afadieron al residuo concentrado 20 | de CH2Cl2 y se volvié a concentrar la mezcla obtenida. Se afiadieron
al residuo concentrado obtenido otros 8 | de CH2Cl2 y se concentrd a sequedad la mezcla obtenida.

Se obtuvieron 2,89 Kg de carbamato de ferc-butil [(1R,3R,4R)-3-hidroxi-4-mercapto-ciclohexilo] en forma de un sdlido
blanco.

H RMN (200 MHz, DMSO-ds, ppm) & 6,79 (d, J=7,8 Hz, 1H), 4,99 (d, J=5,8 Hz, 1H), 3,34 - 3,24 (m, 1H), 3,14 - 3,04
(m, 1H), 2,37 (d, J=3,8 Hz, 1H), 2,00 -1,89 (m, 1H), 1,87 -1,82 (m, 1H), 1,73 - 1,67 (m, 1H), 1,47 - 1,04 (m, 12H).

Ejemplo 2

22-O-Tosilpleuromutilina

22-O-Tosilpleuromutilina es un compuesto conocido por la bibliografia. No obstante, a continuacién, se describe un
procedimiento de preparacion.

Se tratd una solucion de 13,0 kg de pleuromutilina y 6,57 kg de cloruro de 4-toluenosulfonilo en 42,1 | de CH2Cl2 a

entre 10 y 15 °C con 9,1 | de NaOH acuoso 5,7 M durante 20 min, manteniendo la temperatura a < 25 °C. Se calent6
la suspension blanquecina resultante a reflujo durante 20 h y se siguié la reaccion hasta completarse determinada por
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HPLC. Una vez completada la reaccion se enfrio la mezcla obtenida a entre 20 y 30 °C, se diluyé con 52 | de CH2Clz,
se agitd a entre 15 y 25 °C durante 10 min y se separaron las capas obtenidas. Se lavé la fase organica obtenida
varias veces con 52 | de agua hasta ajustar el pH de la capa acuosa a < 9. Se concentr6 la capa organica obtenida a
4 volumenes y se sec6 azeotropicamente dos veces con 52 | de CH2Clz. Se afadieron a la solucion obtenida 52 | de
heptano gota a gota y se concentré la solucidn obtenida a < 40 °C a aproximadamente 4 volumenes. Se afadieron al
concentrado obtenido 52 | de heptano y se agité la suspension resultante a entre 20 y 25 °C durante 2 a 2,5 h, se filtrd,
se lavo la torta del filtro obtenida con 39 | de heptano y se presiond sobre el filtro para secarla.

Se seco el sélido al vacio a <40 °C durante al menos 12 h.

Se obtuvieron 16,9 kg de 22-O-tosilpleuromutilina en forma de un sélido blanco.

"H RMN (200 MHz, DMSO- ds, ppm, entre otros) & 7,81 (d, 2H), 7,47 (d, 2H), 6,14 - 6,0 (m, 1H), 5,54 (d, J=7,8 Hz,
1H), 5,08 - 4,99 (m, 2H), 4,70 (AB, J=16,2 Hz, 2H), 3,41 (d, J=5,2 Hz, 1H), 2,41(s, 4H), 1,04(s, 3H), 0,81 (d, 3H), 0,51
(d, 3H)

Ejemplo 3

14-0-{[(1R,2R,4R)-4-terc-butoxicarbonilamino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina

CH,

H,C

Se cargaron 4,75 Kg de tosilato de pleuromutilina (Tos-PLEU) y 44,4 | de MTBE en un vaso y se afiadieron a la mezcla
obtenida 0,31 Kg de cloruro de bencil-tri-n-butilamonio y se aclaré a través de 2,4 | de MTBE. Se afiadieron a la mezcla
obtenida 20 | de solucion acuosa 1 M NaOH y 2,84 Kg de carbamato de ferc-Butil [(1R,3R,4R)-3-hidroxi-4-
mercaptociclohexilo] y se agitd la mezcla obtenida a entre 17 y 23 °C durante 3 h. Una vez completada la reaccion
(determinado por HPLC) se separaron las dos capas formadas y se separ6 la capa acuosa inferior. Se lavo la fase
organica obtenida con 19 | de solucion acuosa 1 M de NaOH, dos veces con 20 | de acido fosférico 0,1 M, 20 | de
solucion acuosa 10 % de NaHCOs y dos veces con 20 | de agua. Se concentraron las aguas organicas obtenidas, se
recogié el concentrado obtenido en 7,46 Kg de 2-propanol, se volvid a concentrar la mezcla obtenida y se seco al
vacio a <40 °C. Se obtuvieron 6,66 Kg de 14-0-{[(1R,2R,4R)-4-terc-butoxicarbonilamino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-
acetil}-mutilina en forma de una espuma blanca.

"H RMN (200 MHz, DMSO- ds, ppm, entre otros) 6,78 (d, J=7,8 Hz, 1H), 6,22 - 6,08 (m, 1H), 5,55 (d, J=7,8 Hz, 1H),
5,13 - 5,02 (m, 2H), 4,95 (d, J=5 Hz, 1H), 4,52 (d, J=6 Hz, 1H), 3,36 (AB, J=15 Hz, 2H), 2,40 (s, ancho, 1H), 2,15- 2,0
(m, 3H), 1,9-1,8 (m, 1H), 1,35 (s, 9H), 0,81 (d, J=7 Hz, 3H), 0,62 (d, J= 6,6 Hz, 3H)

EM (ESI, g/mol): m/z 653 [M+2Na]*

Ejemplo 4

14-0-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil]-mutilina, forma cristalina 2

CH,
o]
ol > \)I\
He ()/ o wiCH . Oﬁ om
. H.C H.Cn
)\ oH  HCS "on HG

Etapa A: 14-O-{[1R,2R,4R)—4-am|no-2-hldrOX|-cicIohexiIsuIfanil]-acetil}-mutilina en forma cristalina 1

Se cargaron 6,6 Kg de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-terc-butoxicarbonilamino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina y
13,2 | de isopropanol en un vaso y se agitd a entre 20 y 25 °C. Se anadieron 11,20 kg de acido fosférico 85 % y se
calenté la mezcla obtenida a aproximadamente 50 °C durante al menos 16 h. Se analizé la mezcla obtenida para
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determinar si se habia completado la reaccién por HPLC. Una vez completada la reaccién se enfrié la mezcla a entre
20 y 25 °C y se afiadieron 52 | de CH2Cl2. Se enfrié la mezcla obtenida a entre 0 y 5 °C y 51 | de solucién acuosa al
30 % de K2COs durante 1 h a <25 °C. Se templd la mezcla obtenida a temperatura ambiente, se agitdé durante 30 min
y se determiné el pH de la capa acuosa. Se afiadieron a la mezcla obtenida 15 | mas de solucién acuosa al 30% de
K2CO3 a <25 °C, se agitd la mezcla obtenida a entre 15 °C y 25 °C durante 30 min y se separaron las dos fases
obtenidas. Se extrajo la fase acuosa obtenida con 51 | de CH2Cl2 y se lavaron las fases organicas combinadas con 51
| de agua purificada. Se concentrd la mezcla obtenida a un volumen de 25 |, se afiadieron 33,6 Kg de CH2Cl2 y se
concentrd la mezcla obtenida a 25 |. Se afiadieron al concentrado obtenido 33,6 Kg de CH2Clz y se concentrod la mezcla
obtenida a 10 |I. Se enfri6 el residuo concentrado obtenido a entre 18 y 22 °C y se afiadieron 50 | de éter di-iso-propilico
durante un periodo de 1 h. Se agitd la suspension espesa obtenida a entre 15 y 25 °C durante un minimo de 2 h, se
filtré y se lavo el solido obtenido con 10 | de éter di-isopropilico y se seco.

Se obtuvieron 3,79 Kg de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina en forma cristalina 1.

Etapa B: 14-0O-{[(1R.2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina, en forma cristalina 2

Para mayor purificacion, se calentaron 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina de la
Etapa Ay 18,75 | de n-butanol a entre 88 y 92 °C hasta una disolucion completa y se agité6 durante 30 a 60 min. Se
dejo enfriar la mezcla obtenida a entre 40 y 45 °C durante al menos 2 h y después se agit6 a esta temperatura durante
2 h. Se filtré la mezcla obtenida y se lavo el precipitado obtenido con 3,75 | de n-butanol seguido de 3,75 | de MTBE.
Se repitio el mismo procedimiento de purificacion y se secé al vacio el producto resultante a <40 °C.

Se obtuvieron 3,27 Kg de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina cristalina en forma
cristalina 2 en forma de un solido blanco.

"H RMN (400 MHz, CDCI3, ppm, entre otros) & 6,51 - 6,44 (m, 1H), 5,78 (d, J=8 Hz, 1H), 5,38 - 5,20 (m, 2H), 3,48 -
3,40 (m, 1H), 3,36 (d, J=7 Hz, 1H), 3,25 (AB, J=15 Hz, 2H), 2,92 - 2,82 (m, 1H), 2,6 - 2,5 (m, 1H), 1,45 (s, 3H), 1,20 (s,
3H), 0,88 (d, J=7 Hz, 3 H), 0,73 (d, J=8 Hz, 3H) EM (ESI, g/mol): m/z 508 [M+H]+

Ejemplo 5

14-0-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina, forma cristalina 1

Se afadid a una soluciéon de 900 g de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-terc-butoxicarbonilamino-2-hidroxiciclohexil-sulfanil]-
acetil}-mutilina en 9 | de CH2Cl2 a entre 15y 25 °C 1,8 | de TFA a entre 15y 25 °C y se agitd la solucion resultante
durante 2 h. Una vez completada la reaccion, se concentrd la mezcla de reaccion al vacio y se seco azeotropicamente
el residuo concentrado obtenido con un total de 9 | de CH2Cl.. Se disolvié el concentrado obtenido en 4,5 | de CH2Cl2,
se enfrid la solucion obtenida a entre 0 y 5 °C y se ajusté el pH a 11 con 3,6 | de solucién acuosa (2,5 M) de K2COs.
Se templd la mezcla bifasica obtenida a entre 15 y 20 °C y se agité durante 5 a 10 minutos. Se separaron las capas
obtenidas. Se extrajo la fase acuosa obtenida con 1,8 | de CH2Cl2, se combinaron las fases organicas obtenidas 2,3 |
de H20, se secaron sobre Na2S0O4y se concentraron a sequedad al vacio a <40 °C. Se obtuvo 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-
amino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina en bruto. Rendimiento: 744 g

Para una mayor purificacion se aplicé el siguiente procedimiento: se afiadieron a 744 g de 14-O-{[(1R,2R,4R)-amino-
2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina en bruto 2,23 | de THF y se agitdé la suspensién resultante a entre 15 y
25 °C durante 60 min. Se afiadieron a la mezcla obtenida 7,44 | de MTBE durante 15 a 30 min, se envejecio la
suspension obtenida durante 60 min y se filtré bajo nitrégeno. Se lavaron los sélidos recogidos con un total de 3 | de
MTBE vy se purifico a sequedad sobre el filtro bajo nitrégeno durante 1,5 h.

Se obtuvieron 626 g de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina en forma cristalina 1.

El patrén 'H RMN confirma la estructura de 14-0-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]- acetil}-mutilina. El
patron RMN para 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina se describe en el ejemplo 4.
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Ejemplo 6
14-0-{[(1R,2R,4R)-4-[(2,2,2-Trifluoroacetil)-amino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina

Procedimiento 1

o}
F
FiF O’S\)I\
.
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H

Se cargaron 45,3 g de carbotioato de {(1R,2R,4R)-4-[(2,2,2-Trifluoro-acetil}-amino]-2-hidroxi-ciclohexil}-benceno y 453
ml de CH2Clz en un matraz y se desgasificd la mezcla obtenida a 15-25 °C con argén durante 25 min. Se afiadieron a
la mezcla obtenida 12,79 g de monohidrato de hidracina gota a gota seguido de un aclarado acorde de 90,6 ml de
CH2Cl2. Se agit6 la mezcla obtenida a entre 20 y 25 °C durante 2 h y se sigui6 por TLC la reaccion hasta completarse.
Una vez completada la reaccion, se enfrio la mezcla obtenida a entre 15y 20 °C y se lavé con 158,6 ml de solucién 2
M de HCI. Se separaron las fases obtenidas, se retorné al vaso la fase acuosa obtenida, se afadieron 158,6 ml de
solucién acuosa saturada de NaCl y se volvié a extraer la mezcla obtenida con 2 x 78,8 ml de CH2Cl2. Se lavaron las
fases organicas combinadas obtenidas con 90,6 ml de solucién acuosa saturada de NaCl y se concentré la capa
organica obtenida a 2 volumenes al vacio a <40 °C. Se afiadieron al concentrado obtenido 226,5 ml de CH2Cl2 y se
concentrd la mezcla obtenida a 2 volimenes. Se anadieron al concentrado obtenido 362,4 ml de CH2Cl2. Se llevé a
cabo un ensayo de pérdida de peso de la mezcla obtenida para determinar el contenido de 2,2,2-trifluoro-N-
[(1R,3R,4R)-3-hidroxi-4-mercapto-ciclohexil]-acetamida y se determiné un rendimiento de 27,1 g.

Se desgasifico la solucion de 2,2,2-trifluoro-N-[(1R,3R,4 R)-3-hidroxi-4-mercapto-ciclohexil]-acetamida (que contenia
27,1 g), obtenida tal como se ha descrito, con argén. Se afiadieron 56,5 g de tosilato de pleuromutilina, seguido de un
aclarado acorde de 54,3 ml de CHzCl2 y se agitd la mezcla obtenida a entre 20 y 25 °C durante 15 min. Se afiadieron
a la mezcla obtenida 34,0 g de DBU disuelto en 34 ml de CHzCl2 durante 30 min y se agitd la mezcla obtenida a entre
20 y 25 °C durante 1 h hasta completarse la reaccién. Se lavo la mezcla obtenida con 2 x 222,5 ml de H2SO4 2 M
seguido de 2 x 222,5 ml de solucién acuosa al 5 % de NaHCOs y se concentré la mezcla obtenida a sequedad al vacio
a 40 °C. Se obtuvieron 72,7 g de 14-O-{[(1R,2R,4R)-[(2,2,2-Trifluoroacetil)-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-
mutilina en forma de una espuma blanquecina.

"H RMN (200 MHz, DMSO- ds, ppm, entre otros) & 9,31 (d, 1H,), 6,15 (dd, J=17,8 Hz, J=11,1 Hz, 1H), 5,55 (d, J=7,8
Hz, 1H), 5,17 - 5,02 (m, 3H, H-20), 5,53 (d, J=5,8 Hz, 1H), 3,80 - 3,60 (m, 1H), 3,50 - 3,20 (m, 4H), 2,65 - 2,41 (m, 2H),
2,29 - 1,84 (m, 6H), 1,80 - 1,40 (m, 6H), 1,40 - 1,17 (m, 9H), 1,17 - 0,95 (m, 5H), 0,82 (d, J=6,8 Hz, 3H), 0,63 (d, J=5,8
Hz, 3H)

Procedimiento 2
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Etapa A: 2,2,2-trifluoro-N-[(1R,3R,4R)-3-hidroxi-4-mercapto-ciclohexil]-acetamida

Se disolvieron 5,79 g de carbotioato de {(1R,2R,4R)-4-[(2,2,2-Trifluoro-acetil)-amino]-2-hidroxi-ciclohexil}-benceno en
81 ml de diclorometano, se afadieron 1,67 g (1,62 ml) de hidrato de hidracina y se agité la solucién resultante a ta
durante 3,5 h. Se anadieron a la mezcla obtenida 40 ml de 1 M HCI y se agitd la mezcla bifasica obtenida
vigorosamente durante 10 min. Se separaron las fases y se lavo la fase organica obtenida con 40 ml de HCI 1 M. Se
saturaron las capas acuosas combinadas con NaCl y se lavaron con 30 ml de DCM; y se secaron las fases organicas
combinadas sobre sulfato sédico anhidro y se concentré a sequedad.

Se obtuvieron 3,41 g de 2,2,2-trifluoro-N-[(1R,3R,4 R)-3-hidroxi-4-mercapto-ciclohexil]-acetamida en forma de cristales
incoloros.

H RMN (200 MHz, DMSO- ds, ppm, entre otros) & 9,31 (d, J=7,2 Hz, 1H), 5,12 (d, J=5,1 Hz, 1H), 3,82 - 3,6 (m, 1H),
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3,24 - 3,09 (m, 1H), 2,62 - 2,5 (m, 1H), 2,40 (s, ancho, 1H), 2,03 - 1,84 (m, 2H), 1,74 - 1,71 (m, 1H), 1,47 - 1,21 (m,
3H)

Etapa B: 14-O-{[(1R.2R.4R)-[(2,2,2-Trifluoro-acelyl)-amino]-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina

Se disolvieron 5,91 g de 2,2,2-trifluoro-N-[(1R,3R,4 R)-3-hidroxi-4-mercapto-ciclohexil]-acetamida y 11,78 g de tosilato
de pleuromutilina en 82,5 ml de DCM y se desgasifico la solucién obtenida con argdn durante 20 min. Se afiadieron a
la mezcla obtenida 6,91 g de DBU en 27,5 ml de DCM durante 30 min. Una vez completada la reaccién (TLC control)
se afadieron a la mezcla obtenida 25 ml de HCI 2 M y se agit6 la mezcla obtenida vigorosamente durante 10 min. Se
separaron las fases obtenidas, se la fase organica obtenida con 12,5 ml de HCI 2 M y a continuacién con 25 ml de
solucion 5 % de bicarbonato sédico, se seco sobre sulfato sédico anhidro y se filtrd. A partir del filtrado obtenido se
evaporo el disolvente al vacio.

Se obtuvieron 16,8 g de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-[(2,2,2-trifluoro-acetil)-amino]-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil)-acetil}-mutilina
en forma de una espuma incolora. (El material contenia sal tosilato de DBU y DCM residual).

El patrén de "H RMN confirmoé la estructura de 14-0O-{[(1R,2R,4R)-4-[(2,2,2-Trifluoroacetil)-amino]-2-hidroxiciclohexil-
sulfanil]-acetil}-mutilina. El patron RMN para 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-[(2,2,2-Trifluoro-acetil)-amino]-2-hidroxi- ciclohexil-
sulfanil]-acetil}-mutilina se describe en el ejemplo 6, procedimiento 1.

Ejemplo 7

14-0-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina, forma cristalina 2

Se cargaron 72,7 g de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-[(2,2,2-Trifluoro-acetil)-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina
en bruto, 419,9 ml de metanol y 168 ml de agua en un matraz y se templd la mezcla obtenida a entre 40 y 45 °C. Se
afiadieron a la mezcla obtenida 67,3 g de K2COs y se agité la mezcla obtenida a entre 40 y 45 °C durante 5 h. Se
siguid la reaccion por HPLC hasta completarse. Una vez completada la reaccion, se enfrié la mezcla obtenida a entre
20y 25 °C, se anadieron 588 ml de CH2Cl2 y 588 ml de acido fosférico 2 M y se agit6é la mezcla obtenida a entre 20 y
25 °C durante 15 min. Se filtré la mezcla obtenida bifasicamente, se separé y se extrajo la capa organica obtenida con
588 ml de acido fosférico 1 M. Se separaron las fases obtenidas y se afiadieron a las capas acuosas combinadas
(producto) 588 ml de CH2Clz y se enfrié la mezcla obtenida a entre 10 y 15 °C. Se afiadié a la mezcla obtenida NaOH
6 M gota a gota a <25 °C hasta que se alcanzé un pH >9 (fueron necesarios 275 ml). Se filtré la mezcla obtenida
bifasicamente y se separaron las capas obtenidas. Se concentré la capa organica obtenida (producto) a
aproximadamente 5 volumenes al vacio a <40 °C, se afiadieron 176 ml de CH2Cl2 y se concentré la mezcla obtenida
una vez mas a 2 volumenes al vacio a <40 °C. Se afiadieron al concentrado obtenido 323,5 ml de n-butanol gota a
gota, se concentrd la mezcla obtenida a 5 volumenes al vacio a <40 °C y se agité el concentrado obtenido a entre 20
y 25 °C durante 2 h. Se filtré la mezcla obtenida, se lavé el precipitado obtenido con 117,6 ml de n-butanol y se seco
el solido obtenido durante toda la noche al vacio a 40 °C para producir 44,2 g de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-
ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina en forma cristalina 2.

Se cargaron 44,2 g de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina en bruto en un vaso
limpio y se afadieron 221 ml de n-butanol. Se calentd la mezcla obtenida a entre 88 y 92 °C, se agit6é durante 40 min,
se dejo enfriar a una velocidad constante durante 3 h a entre 40 y 45 °C y se agit6é durante 2 h mas. Se filtr6 la mezcla
obtenida, se lavd con 44,2 ml de n-butanol seguido de 44,2 ml de MTBE y se secd al vacio a <40 °C.

Se obtuvieron 37,6 g de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina cristalina en forma
cristalina 2 en forma de un sdlido cristalino blanco.

El patron de "H RMN confirmo la estructura de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]- acetil}-mutilina.

El patron de RMN para 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina se describe en el
ejemplo 4.
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Ejemplo 8

Carbamato de terc-Butil [(1R,3R,4R)-3-hidroxi-4-mercapto-ciclohexilo] y carbamato de terc-butil [(1S,3S5,4S)-3-

hidroxi-4- mercapto-ciclohexilo]
O (@]
s S
: OH i ‘\\OH Q/ @ ot

+
7T or \n’
O

Se cargaron 7,22 g de una mezcla de benceno-carbotioato de {(1R,2R,4R)-4-[(terc-butoxicarbonil)-amino]-2-
hidroxiciclohexilo} con benceno-carbotioato de {(1S,2S,4S)-4-[(terc-butoxicarbonil)-amino]-2-hidroxi-ciclohexilo} y 72
ml de CH2Cl2 en un matraz y se agité la mezcla obtenida a 15-25 °C. Se desgasificd la mezcla obtenida utilizando
argon durante un periodo de 20 minutos. Se afiadieron a la mezcla obtenida 0,72 g de 1,4-ditio-DL-treitol y se
afnadieron 1,5 g de monohidrato de hidracina gota a gota. Se sigui6 la reaccion por TLC hasta completarse. Una vez
completada la reaccion (2,5 h), se afiadieron a la mezcla obtenida 72 ml de solucion 1 M de acido fosférico y se agitd
la mezcla obtenida durante 15 min. Se separaron las fases obtenidas, se lavé la fase organica inferior con 72 ml de
acido fosforico 1 M seguido de 72 ml de solucion 1 % NaCl, se seco sobre sulfato de magnesio anhidro (10 g), se filtré
y se aclaré el sélido a través de 2 x 10 ml de CH2Cl.. Se concentré al vacio la mezcla obtenida a <40 °C. Se obtuvieron
5,01 g de una mezcla de carbamato de terc-butil [(1R,3R,4R)-3- hidroxi-4-mercapto-ciclohexilo] con carbamato de terc-
butil-[(1S,3S,4S)-3-hidroxi-4-mercapto-ciclohexilo] en forma de un sélido blanco.

zu..

H RMN (200 MHz, DMSO- ds, ppm, entre otros) & 6,79 (d, J=7,8 Hz, 1H), 5,01 (d, J=5,6 Hz, 1H), 3,40 - 3,20 (m, 1H),
3,1-3,0 (m, 1H), 2,38 (d, J=3,8 Hz, 1H), 2,01 - 1,78 (m, 2H), 1,73 - 1,61 (m, 1H), 1,47 -1,01 (m, 12H)

Ejemplo 9

14-0-{[(1R,2R,4R)-4-terc-butoxicarbonilamino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina y 14- o-
{[(1S,2S,4S)4-terc-butoxicarbonilamino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina

Se cargaron 9,68 g de tosilato de pleuromutilina y 101 ml de MTBE en un matraz y se desgasificd la mezcla obtenida
a ta utilizando argén durante 5 a 10 minutos. Se afiadieron a la mezcla obtenida 0,64 g de cloruro de bencil-tri-n-
butilamonio, 4,72 g de una mezcla de carbamato de ferc-butil [(1R,3R,4R)-3-hidroxi-4-mercapto-ciclohexilo] con
carbamato de terc-butil [(1S,3S,4S)-3- hidroxi-4-mercapto-ciclohexilo] y 40 ml de solucién acuosa 1 M de NaOH con
agitacion. Se agitdé la mezcla obtenida a 20-25 °C y se siguid la reaccion por HPLC hasta completarse. Una vez
completada la reaccién (1 h) se separaron las capas obtenidas y se separé la capa acuosa inferior. Se lavé la fase
organica obtenida con 40 ml de solucion acuosa 1 M de NaOH, 2 x 40 ml de acido fosférico 0,1 M seguido de 40 mi
de solucion 10 % de NaHCOs y 40 ml de H20. Se concentraron las aguas organicas obtenidas y se secaron al vacio
a <40 °C. Se obtuvieron 11,88 g de una mezcla de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-terc-butoxicarbonilamino-2-hidroxi-ciclohexil-
sulfanil]-acetil} -mutilina con 14-O-{[(1S,2S,4S)-4-terc-butoxicarbonilamino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina
en forma de una espuma blanca (sin corregir en cuanto al disolvente residual)

H RMN (200 MHz, DMSO- ds, ppm, entre otros) & 6,79 (d, J=7,8 Hz, 1H), 6,22 - 6,07 (m, 1H), 5,55 (d, J=8 Hz, 1H),
5,12 -4,96 (m, 3H), 4,54 (d, J=6 Hz, 1H), 3,55 - 3,24 (m, 4H), 2,54 - 2,50 (m, 1H), 2,41 (s, ancho, 1H), 2,23 - 1:80 (m
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5H), 1,71 - 1,56 (m, 3H), 1,56 - 1,43 (m, 2H), 1,42 - 1,31 (m, 14H), 1,31 - 1,18 (m, 4H), 1,10 - 0,91 (m, 5H), 0,82 (d,
J=6,6 Hz, 3H), 0,63 (d, J=5,8 Hz, 3H)

Ejemplo 10

14-0-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina, forma cristalina 2

Se cargaron 10,69 g de una mezcla de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-terc-butoxicarbonilamino-2-hidroxiciclohexil-sulfanil]-
acetil}-mutilina con 14-0-{[(1S,2S,4 S)-4-terc-butoxicarbonilamino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina
(corregido en cuanto al disolvente residual) y 24 ml de isopropanol en un matraz y se agité la mezcla obtenida. Se
afiadieron a la mezcla obtenida 12 ml de acido fosforico 85 % y se calenté la mezcla obtenida a 50 °C durante toda la
noche. Una vez completada la reaccion segun se determiné por HPLC, se enfrié la mezcla obtenida a ta y se afiadieron
119 ml de CH2Cl2. Se enfri6 la mezcla obtenida a entre 0 y 5 °C y se afiadieron gota a gota 119 ml de solucién acuosa
30 % de K2COs durante 1 h. Se templd la mezcla obtenida a ta y se dejo reposar. Se separaron las fases formadas y
se separo la capa organica inferior (producto). Se extrajo la capa acuosa obtenida (medido a pH 10) con 119 ml de
CHzClz y se lavaron las fases organicas combinadas con 119 ml de H20. Se concentro la fase organica obtenida a
aproximadamente 5 volumenes, se afiadieron 59 ml de CH2Cl2 y se concentrdé la mezcla obtenida de nuevo a
aproximadamente 5 volimenes. Se volvié a afiadir al concentrado obtenido 59 ml de diclorometano y se concentré la
mezcla obtenida a 2 volumenes.

Se afiadieron al concentrado obtenido 119 ml de éter di-isopropilico gota a gota con agitacion durante un periodo de
1 h. Se obtuvo un precipitado oleoso espeso que se convirtié en cristales blancos al cabo de aproximadamente 1 h.
Se agitd la mezcla obtenida a entre 15 y 25 °C durante 2 h, se filtrd, se lavo el precipitado obtenido con 24 ml de éter
di-isopropilico y se presiond para secarlo sobre el filtro. Se obtuvieron 8,28 g (sin corregir en cuanto al disolvente
residual) de una mezcla de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil] -acetil} -mutilina con 14-O-
{[(1S,2S,4S)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina en forma de un sdlido (relacion 59 : 41). Se cargaron
8,28 g de la mezcla en bruto obtenida y 41 ml de n-butanol en un matraz y se calent6 la mezcla obtenida a entre 88 y
92 °C con agitacion durante 30 min. Se dejé enfriar la mezcla obtenida a ta durante aproximadamente 3 h. Se observé
que comenzaba a precipitar a ~50 °C y se agitd la mezcla obtenida a ta durante toda la noche. Se filtré la mezcla
obtenida y se lavo el precipitado obtenido con 16,6 ml de n-butanol seguido de 16,6 ml de MTBE y se sec6 al vacio a
<40 °C. Se obtuvieron 4,27 g de 14-O-{[(1R,2R,4R)-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]- acetil}-mutilina en forma de un
sélido blanco cristalino en forma cristalina 2. Se determiné la pureza 6ptica al 93 % por HPLC quiral y se determiné la
pureza quimica fue 99,14 % del area segun se determin6 por RP HPLC.

Asimismo, la comparacion de la rotacion optica de una muestra auténtica de 14-0-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-
ciclohexilsulfanil]- acetil}-mutilina con la rotaciéon optica de 14-O-{[(1R,2R,4R)4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-
acetil}-mutilina obtenida tal como se ha descrito confirmé la pureza quiral también; ([alo (CHCIs) = +24,9° frente a
+25,9° para la muestra auténtica).

Se evaporaron las aguas madre resultantes de la recristalizaciéon en n-butanol a sequedad para dar una espuma
blanca. Se obtuvieron 3,67 g de una mezcla de 14-0O-{[(1S,2S,4S)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil} -mutilina
con 14- o-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina (relacion 84,0:16,0; determinado por HPLC
quiral).

El patrén de "H RMN confirmé la estructura de 14-O-{[(1R,2R,4 R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]- acetil}-mutilina.

El patrén RMN para 14-0-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina se describe en el ejemplo
4.,
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Ejemplo 11

Acetato de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina, forma cristalina A

H,N

Se afadieron a una suspension de 615 g 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina en
12,3 | de acetato de metilo a entre 50 y 55 °C 62 ml de agua y se aclaré la solucion turbia resultante a través de un
papel de filtro FV. Se calentaron los filtrados obtenidos a entre 50 y 55 °C (solucion transparente), se afiadieron 123
ml de acido acético, se agito la mezcla resultante a entre 50 y 55 °C durante 25 minutos, se enfrié a entre 15y 25 °C
durante 80 minutos y se siguié enfriando a entre 0 y 5 °C durante 60 min. Se envejecio la suspension resultante a
entre 0 y 5 °C durante 80 minutos, se filtré y se lavo la torta del filtro con 3,08 | de acetato de metilo. Se presiond la
torta de filtro para secarla sobre el filtro bajo nitrdgeno durante 2 horas. Se obtuvieron 574,1 g de 14-O-{[(1R,2R,4R)-
4-amino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina en forma de un acetato en forma de un polvo blanco cristalino en
forma cristalina A.

El patron '"H RMN confirmo la estructura de acetato de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxiciclohexil-sulfanil]- acetil}-
mutilina. El patrén RMN para 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina acetato se
describe en el ejemplo 12.

Ejemplo 12

Acetato de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina, forma cristalina B

H,N

Procedimiento 1

Se afiadieron a una suspension de 3260 g de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina
en 56,8 | de acetato de isopropilo 10 g de cristales de siembra de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexil-
sulfanil]- acetil}-mutilina en forma cristalina B. La cristalizacion también tiene lugar sin la adiciéon de cristales de
siembra. Se agitd la suspension resultante a entre 20 y 25 °C durante 210 min. Se afiadieron a la mezcla obtenida 353
ml de acido acético y se agité la mezcla obtenida a entre 20 y 25 °C durante 1 h y se determiné si se habia completado
y la forma polimérfica por XRPD. Se agité la suspension obtenida durante 1 h mas a entre 20 y 25 °C, se filtré y se
lavé dos veces la torta de filtro obtenida con 2,84 | cada una de acetato de isopropilo. Se sec6 al vacio el solido
obtenido a 50 °C durante al menos 12 h. Se obtuvieron 3,15 kg de acetato de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-
ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina en forma de un soélido blanco cristalino en forma cristalina B.

Procedimiento 2

Se disolvieron 2,00 g de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina en 6 ml de metanol.
Se afiadieron a la mezcla obtenida 0,338 ml de acido acético en una porcién y se agité la solucidon obtenida durante
15 min. Se afadieron a la mezcla obtenida 30 ml de acetato de isopropilo durante 30 min y se agité la suspension
resultante durante 30 min. Se calentd la suspensién espesa obtenida a 30 °C, se eliminaron por destilacion 15
volumenes y se realizaron 3 reducciones (de 3 volumenes cada una) de acetato de isopropilo. Se filtré la suspension
espesa obtenida y se aisl6 el precipitado blanco obtenido, se lavd con acetato de isopropilo y se secé durante toda la
noche. Se obtuvieron 1,74 g de acetato de {[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]- acetil}-mutilina en forma
de un solido blanco cristalino en forma cristalina B.

"H RMN (500 MHz, DMSO- ds, ppm, entre otros) & 6,16 - 6,10 (m, 1 H), 5,54 (d, J=8,3 Hz, 1H), 5,09 - 5,02 (m, 2H),
3,42 (d, J=6 Hz, 1H), 3,37 (AB, J=15 Hz, 2H), 3,29 - 3,25 (m, 1H), 2,77 - 2,67 (m, 1H), 2,55 - 2,5 (m, 1H), 2,40 (s,
ancho, 1H), 2,23 - 2,12 (m, 1H), 2,12 - 2,03 (m, 3H), 2,03 - 1,95 (m, 1H), 1,94 - 1,85 (m, 1H), 1,77 (s, 3H), 1,77 - 1,71
(m, 1H), 1,7 - 1,57 (m, 2H), 1,52 - 1,43 (m, 1H), 1,43 - 1,37 (m, 1H), 1,36 (s, 3H), 1,37 - 0,96 (m, 10H), 0,81 (d, J=7 Hz,
3H), 0,62 (d, J=7 Hz, 3H)
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Ejemplo 13

L-lactato de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina, forma cristalina 1

H,N

Se cargaron 22 g de 14-0O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina y 1,1 | de EtOAc en un
vaso. Se calentd la suspensién obtenida a 50 °C y se mantuvo hasta su disolucion. Se afiadié a la mezcla obtenida 1
equivalente de acido L-lactico 98 % y se enfrié gradualmente la mezcla obtenida a 25 °C durante 3 h. Opcionalmente,
se afiadieron cristales de siembra de L-lactato de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-
mutilina. La cristalizacion tuvo lugar también sin cristales de siembra. Se agitd la suspension resultante a 20-25 °C
durante toda la noche y se siguio6 enfriando a 5 °C durante 1 h. Se aisl6 el precipitado obtenido por filtracion y se seco
al vacio a 40 °C durante toda la noche. Se obtuvieron 23,7 g de L-lactato de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-
ciclohexil- sulfanil]-acetil}-mutilina en forma cristalina 1.

"H RMN (400 MHz, DMSO- ds, ppm, entre otros) d 6,13 (dd, J=11y 18 Hz, 1H), 5,54 (d, J=8 Hz, 1H), 5,10 - 5,01 (m,
2H), 4,53 (d, ancho, 1H), 3,60 (dd, J=7 y 14 Hz, 1H), 3,40 (AB, J=15 Hz, 2H), 2,93 (m, 1H), 2,55 - 2,48 (m, 1H), 2,39
(s, ancho, 1H), 1,36 (s, 3H), 1,09 (d, J=7 Hz, 3H), 1,04 (s, 3H), 0,81 (d, J=7 Hz, 3H), 0,61 (d, J=7 Hz, 3H).

Ejemplo 14

Hidrogenomaleato de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina, forma cristalina
1

Se cargaron 5,5 g de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina y 110 ml de EtOAc en un
matraz. Se calentd la suspension obtenida a 80 °C y se mantuvo hasta su disolucion. Se cargaron en la mezcla
obtenida 10,8 ml de acido maleico 1 M en THF y se dej6 enfriar la mezcla obtenida a ta durante toda la noche con
agitacion.

Opcionalmente, se afadieron cristales de siembra de hidrogenomaleato de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-
ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina. La cristalizacion tuvo lugar también sin los cristales de siembra. Se aislaron por
filtracion 6,16 g de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxiciclohexil- sulfanil]-acetil}-mutilina en forma de una sal
hidrogenomaleato cristalina en forma cristalina 1 y se secaron durante 6 h al vacio.

H RMN (400 MHz, DMSO-ds, ppm, entre otros) & 6,13 (dd, J=11y 18 Hz, 1H), 6,00 (s, 2H), 5,54 (d, J=8 Hz, 1H), 5,10
-5,01 (m, 2H), 4,54 (d, J=6 Hz, 1H), 3,40 (AB, J=15 Hz, 2H), 3,05 (m, 1H), 2,56 - 2,49 (m, 1H), 2,40 (s, ancho, 1H),
1,36 (s, 3H), 1,05 (s, 3H), 0,81 (d, J=7 Hz, 3H), 0,61 (d, J=7 Hz, 3H).

En el ESQUEMA DE REACCION 3 a continuacion se muestra el proceso para cambiar el grupo protector de amina R
en un compuesto de formula I:

ESQUEMA DE REACCION 3

g-FLEY ~PLEV
WwOH Agente protector de amina ~OH
disolvente
H basico Y
NH N
2 NH
R/

En el ESQUEMA DE REACCION 3 se representa el grupo protector de amino tal como se ha definido.
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Ejemplo 15

14-0-{[(1R,2R,4R)-4-[(2,2,2-trifluoroacetil)-amino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina

o
Se cargd 1 g de 14-0O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina y 10 ml de DCM en un matraz
a ta y se agit6 la mezcla obtenida. Se afiadieron a la mezcla obtenida 0,41 ml de trietilamina gota a gota, seguido de
0,29 ml de anhidrido trifluoroacético y se agité la mezcla obtenida hasta completar la reaccién (segun se determin6
por TLC). Se lavé la mezcla obtenida con 10 ml de HCI 0,1 M seguido de 10 ml de NaHCO3 5 % y 10 ml de agua y se
concentré6 a sequedad. Se obtuvieron 1,20 g de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-[(2,2,2-trifluoroacetil)-amino-2-hidroxi-
ciclohexilsulfanil]-acetil}-mutilina en forma de una espuma.

El patrén '"H RMN confirm¢é la estructura de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-[(2,2,2-Trifluoroacetil)-amino-2-hidroxiciclohexil-
sulfanil]-acetil}-mutilina. El patron RMN para 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-[(2,2,2-Trifluoroacetil}-amino-2-hidroxiciclohexil-
sulfanil]-acetil}-mutilina se describe en el ejemplo 6.

Ejemplo 16

14-0-{[(1R,2R,4R)-4-etoxicarbonilamino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina

A~

Se cargaron 1 g de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina y 10 ml de DCM en un
matraz a ta y se agito la mezcla obtenida. Se afiadio a la mezcla obtenida 0,41 ml de trietilamina gota a gota, seguido
de 0,2 ml de cloroformiato de etilo y se agitd la mezcla obtenida hasta completar la reaccién (segun se determind por
TLC). Se lavo la mezcla obtenida con 10 ml de HCI 0,1 M seguido de 10 ml de NaHCO3 5 % y 10 ml de agua y se
concentré a sequedad.

Se obtuvieron 1,05 g de 14-0O-{[(1R,2R,4R)-4-etoxicarbonilamino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina en forma
de espuma.

"H RMN (400 MHz, DMSO-d-6, ppm, entre otros) & 7,07 (d, J=7,6 Hz, 1H), 6,16 (dd, J=17,6 Hz, J=11,0 Hz, 1H), 5,55
(d, 1H, J=8,0 Hz), 5,13 - 4,96 (m, 3H), 4,54 (d, 1H, J=5,8 Hz), 4,00 - 3,89 (q, 2H), 3,56 - 3,14 (m, 5H), 2,51 - 2,36 (m,
2H), 2,18 - 1,80 (m, 5H), 1,80 - 1,40 (m, 5H), 1,40 - 0,88 (m, 17H), 0,82 (d, J=6,8 Hz, 3H), 0,63 (d, J=5,8 Hz, 3H)
Ejemplo 17

14-0-{[(1R,2R,4R)- 2-hidroxi-4-(ftalimido-N-il)-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina

Se cargaron 1 g de 14-O-{[(1R,2R,4R)-4-amino-2-hidroxi-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina y 40 ml de tolueno en un
matraz a ta y se agitdé la mezcla obtenida. Se afiadieron a la mezcla obtenida 0,41 ml de trietilamina gota a gota,
seguido de 0,30 g anhidrido ftalico y se calentd la mezcla obtenida a reflujo y se separ6 el agua en condiciones Dean-
Stark, hasta que se completo la reaccion (segun se determind por HPLC). Se lavo la mezcla obtenida con 10 ml de
HCI 0,1 M seguido de 10 ml de NaHCO3 5 % y 10 ml de agua, se seco sobre sulfato sédico y se concentré a sequedad.

Se obtuvieron 0,87 g de 14-O-{[(1R,2R,4R)- 2-hidroxi-4-(ftalimido-N-il)-ciclohexil-sulfanil]-acetil}-mutilina en forma de
cristales blanco palido.
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H RMN (400 MHz, DMSO-ds, ppm, entre otros) & 7,9 - 7,7 (m, 4H), 6,17 (dd, J=17,6 Hz, J=11,2 Hz, 1H), 5,58 (d, 1H,
j=7,8 Hz), 5,16 - 5,06 (m, 3H), 4,54 (d, 1H, J=6,0 Hz), 4,13 - 4,01 (m, 1H), 3,62 - 3,29 (m, 4H), 2,69 - 2,60 (m, 1H), 2,43
(m, 1H), 2,30 - 1,80 (m, 8H), 1,80 - 1,15 (m, 12H), 1,1 - 0,9 (m, 4H), 0,83 (d, J=6,6 Hz, 3H), 0,65 (d, J=5,8 Hz, 3H)

En el Esquema de reaccién 4 a continuacion, se resume el proceso para obtener el material de partida de formula 1Va
util para la produccion de compuestos de formula llla.

ESQUEMA DE REACCION 4

DPPA
_TEA CuCI
. tolueno tolueno .
> N HN
0% oH .c% R
Villa o Vila Via
CH,Cl, | mCPBA
R1
i R1SH o2
WOH H
3 - Bu,NCI
tolueno Y
: HN
HN ~R
~R
Va

IVa

En el ESQUEMA DE REACCION 4, R representa un grupo protector de amino y R1 representa un grupo protector de
azufre y son como se ha definido.

Ejemplo 18
Carbotioato de {(1R,2R,4R)-4-[(terc-butoxicarbonil)-amino]-2-hidroxi-ciclohexil}-benceno-
Etapa A: 1(R) carbamato de terc-butil ciclohex-3-enilo

A. Formacion de sal de acido ciclohex-3-ene-1-carboxilico

O CH, 0 CH,
| .
OH + H2N O H3N

Se cargaron 1000 g de acido ciclohex-3-ene-1-carboxilico racémico en un matraz y se afiadieron 5 volimenes de
acetona. Se agité la mezcla obtenida, se calent6é a entre 55 y 60 °C y se agité durante 30 min. Se afadieron a la
mezcla obtenida 960,5 g de (S)-(-)-a-metilbencilamina en 2 volumenes de acetona, gota a gota, durante
aproximadamente 25 min. Se obtuvo una solucidén naranja transparente y se enfrié lentamente. La cristalizacion
comenzd a 53 °C (al cabo de 30 min). La cristalizacion tuvo lugar al cabo de ~1h a 49 °C. Se enfrié la mezcla obtenida
a ta durante 3 h mas con un bafo de hielo y se agité a ta durante 1,5 h mas. Se filtré el precipitado obtenido y se lavd
con acetona. Se obtuvo una sal de a-metilbencilamina de acido ciclohex-3-ene-1-carboxilico tal como se indica en el
esquema de reaccion anterior.

Rendimiento (hiumedo): 1966,9 g; rotacion optica: 20[a]p = +8,05° (c=1, MeOH)
B. Resolucion de sal
Se cargaron 1966,9 g (humedo) de una sal, tal como se indica en la Etapa A y 3,8 volimenes de acetona en un vaso

de 10 | y se calentd la mezcla obtenida a entre 55 y 60 °C. Una vez disuelto el producto, se agité la mezcla obtenida
durante 15 min mas y a continuacion se enfrié lentamente a ta. La cristalizacién comenzé al cabo de 1 h 10 min (53 °C).
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Se enfrié la mezcla obtenida a entre 20 y 25 °C durante 4,5 h y se agito a ta durante 1,5 h mas. Se filtr6 el precipitado
obtenido y se lavd con acetona. Se obtuvo una sal de a-metilbencilamina de acido ciclohex-3-ene-1-carboxilico en la
que estaba enriquecido el isémero R.

Rendimiento (himedo): 1143 g; rotacién optica: 20[a]p = +20,65° (c=1, MeOH)

Se repitio la etapa B hasta conseguir la rotacion éptica requerida (20[a]o > 40°).

C. Acido ciclohex-3-ene-1(R)-carboxilico

CH

3
OH HN :

o

HO
Se cargaron 579,6 g de sal (S)-(-)- a-metilbencilamina de acido ciclohex-3-ene-1(R)-carboxilico y 5 volimenes de
MTBE en un matraz a 20-25 °C y se agit6 la mezcla obtenida. Se afiadieron a la mezcla obtenida 10 volimenes de
HCI 1 M, se agit6 la mezcla obtenida durante 5-10 min y se formaron dos capas. Se separaron las capas obtenidas y
se extrajo la capa acuosa con MTBE. Se combinaron las capas organicas obtenidas y se lavaron con salmuera. Se
seco la fase organica obtenida sobre NazSOs4, se filtro y se lavo la torta de filtro obtenida con MTBE. Se separd del
filtrado obtenido el disolvente al vacio. Se obtuvo acido ciclohex-3-ene-1(R)-carboxilico en forma de un aceite
transparente.

Rendimiento: 301,78 g rotacion optica 20[a]p = +83,1° (c=1, CHCI3)

Es posible obtener acido ciclohex-3-ene-1(R)-carboxilico de forma analoga al método descrito en Schwartz, H. M.; et
al. JACS 1978, 100, 5199-5203.

D. Transposicién de Curtius para obtener (R)-carbamato de terc-butil ciclohex-3-enilo

9

H,C 0 H
el I

CH, O

Y

= 1w

A
Ho” o
Se cargaron 305 g de acido ciclohex-3-ene-1(R)-carboxilico y 10 volimenes de tolueno en un matraz a entre 20-25 °C
y se agitd la mezcla obtenida. Se afiadieron a la mezcla obtenida 1,1 equivalentes de trietilamina gota a gota durante
15 min y se agité la mezcla obtenida durante 20 min mas. Se afiadieron a la mezcla obtenida 1,05 equivalentes de
DPPA gota a gota durante aproximadamente 20 min y se elevo la temperatura a 95 °C (reaccién exotérmica) con
vigoroso desprendimiento de gas. Se agité la mezcla obtenida durante 15 min y se calenté a reflujo. Se siguid el
progreso de la reaccion segun las medidas de 'H RMN hasta completarse. Se enfrié la mezcla obtenida a 80 °C
durante 35 min y se afiadieron 5 equivalentes de terc-butanol gota a gota durante 10 min, seguido de 7,65 g de CuCl.
Se templd la mezcla obtenida a 100 °C y se agité durante 40 min mas. Se siguid el progreso de la reaccion segun las
medidas de "H RMN hasta completarse. Se enfri6 la mezcla obtenida y se afiadieron 5 volimenes de solucién acuosa
saturada de NaHCO3 durante 10 min. Se agité la mezcla obtenida durante 20 min y se dej6 durante toda la noche. Se
filtrd la mezcla obtenida y se lavé el sdélido residual resultante dos veces con tolueno. Se separaron las capas organicas
y se lavo la capa acuosa dos veces con tolueno. Se combinaron todas las capas organicas obtenidas, se lavaron con
H20 y se separd el disolvente al vacio. Se obtuvo carbamato de ferc-butil ciclohex-3-enil-1(R) en forma de un sélido
pardo claro. Rendimiento en bruto: 479,7 g

Se sometié a cromatografia el 1(R) carbamato de terc-butil ciclohex-3-enilo en bruto obtenido. Para 160 g de producto
bruto se rellend la columna con 1,5 Kg de gel de silice utilizando 2,5 | de ciclohexano y se cubrié con arena. Se cargd
el producto bruto en 0,8 | de EtOAc/ciclohexano 5 %. Se realizé la vaporizacion instantanea de la columna con el
siguiente sistema de gradientes, recogiéndose una fraccién por separado cada vez:

2 % EtOAc/ciclohexano (fracciones de 9 x 0,8 I)
5 % EtOAc/ ciclohexano (fracciones de 7 x 0,8 1)
10 % EtOAc/ ciclohexano (fracciones de 4 x 0,8 1) rendimiento global tras la cromatografia: 81,3 % tedrico

"H RMN (CDCls, 500 MHz, ppm): & 5,64-5,67 (m, 1H), 5,56-5-60 (m, 1H), 4,54 (s, ancho, 1H), 3,77 (s, ancho, 1H),
2,32-2,34 (m, 1H), 2,07-2,17 (m, 2H), 1,81-1,87 (m, 2H), 1,48-1,56 (m, 1H), 1,44 (s, 9H)

28



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2909 198 T3

3C RMN (CDCls, 500 MHz, ppm): & 155,3, 126,9, 124,5, 79,1, 45,7, 32,1, 28,4, 23,6

Etapa B: Carbamato de terc-butil (1R,3R,6S)-(7-oxa-biciclo[4.1.0]hept-3-ilo)

@ -

H,C C H H,C o
HSC>|/ Y HZC>|/ Y
CH, © CH, O

Se cargaron 4500 g de mCPBA (70%) y 24 | de CH2Clz en un vaso y se enfrié la mezcla obtenida a 15 °C. Se afiadieron
3000 g de 1(R)-carbamato de terc-buitil ciclohex-3-enilo en 4,5 | de CH2Cl2 gota a gota durante aproximadamente 30
min manteniendo la temperatura a entre 15 y 25 °C. Se afiadieron a la mezcla obtenida 1,5 | de CH2Cl2 y se agito la
mezcla obtenida a entre 20 y 25 °C durante 1 h y se calenté a reflujo (40 °C) durante 2 h. Una vez completada la
reaccion (control "TH RMN), se enfrié la mezcla a entre -5 y 0 °C, se agit6 durante toda la noche y se filtré el precipitado
solido y se lavé con CH2Cl2. Se lavo el filtrado resultante con solucion acuosa 10 % de tiosulfato sodico para eliminar
los peroxidos, soluciéon acuosa 10 % de NaHCOs hasta que se alcanzé un pH>7 en la fase acuosa, y agua. Se
concentro la fase organica obtenida a un volumen minimo y se afiadieron 15 | de tolueno y se concentré la mezcla
obtenida de nuevo para obtener un volumen minimo. Se repitid este proceso de reduccidon dos veces mas. Se
obtuvieron 2,63 Kg (2,05 Kg rendimiento corregido en cuanto a mCBA y tolueno residual) de carbamato de terc-Butil
(1R,3R,6S)-(7-oxa-biciclo[4.1.0]hept-3-il) en forma de una solucién en tolueno.

NH

Zn

H RMN (200 MHz, CDCls, ppm) & 4,85 (d, J=7 Hz, 1H), 3,6 - 3,54 (m, 1H), 3,10 (s, ancho, 2H), 2,23 - 1,99 (m, 2H),
1,92 - 1,67 (m, 2H), 1,54 - 1,27 (m, 11H)

Etapa C: Benceno-carbotioato de {(1R,2R,4R)-4-[(terc-butoxicarbonil)-amino]-2-hidroxi-ciclohexilo}

o]

WOH

H,C_ O _H H,C.__O.__WH
nel T w1
CH, © CH, ©

Se cargaron 2630 g (2050 g corregido) de carbamato de terc-butil (1R,3R,6S)-(7-oxa-biciclo[4.1.0]hept-3-ilo) en forma
de una solucién en tolueno (peso de la soluciéon: 15,44 Kg) de la etapa B anterior y 3,1 | de tolueno en un vaso y se
agité la mezcla obtenida a entre 15-25 °C. Se afiadieron a la mezcla obtenida 1,44 | de acido tiobenzoico (10 %) gota
a gota. Se mantuvo la temperatura por debajo de 30 °C. Ademas, se afiadieron 1,9 | de tolueno y 85,3 g de monohidrato
de cloruro de tetrabutilamonio en una porcion, se detuvo el control de temperatura externo y se sometié la mezcla
obtenida a reaccion exotérmica. Se calentd la mezcla obtenida a entre 40-45 °C y se agit6 durante 4 h. Una vez
completada la reaccion (control por TLC y 'H RMN -), se enfrio la mezcla obtenida a entre 15y 20 °C y se lavo dos
veces con solucion acuosa 5 % de NaHCOs seguido de dos veces con H20. Se concentrd la capa organica obtenida
al vacio a un volumen minimo. Se anadieron 10,25 | de tolueno y se volvié a concentrar la mezcla obtenida a un
volumen minimo. Se repiti6 el proceso y se determind el peso en seco obtenido. Todos los volumenes posteriores de
la suspension espesa son en relacion a este peso. Se afiadieron al residuo concentrado en bruto 0,5 volimenes de
tolueno con agitacion y se agité la mezcla obtenida a entre 15 y 25 °C durante 30 min.

Se afiadieron a la mezcla obtenida 0,5 volimenes de heptano gota a gota durante 15 min y se agité la mezcla obtenida
a entre 15y 25 °C durante 40 min. Se filtrd el solido obtenido y se lavé con 0,25 volumenes de tolueno-heptano (1:1),
seguido de un lavado de la suspension espesa con 0,5 volimenes de tolueno-heptano (1:1), seguido de un lavado de
desplazamiento con 0,25 volumenes de tolueno-heptano (1:1). Este procedimiento sirvié para reducir la cantidad de
regioisomero no deseado y acido tiobenzoico a cantidades no detectables (por 'H RMN). Se aisl6 el sélido obtenido y
se seco al vacio a 30 °C. Se obtuvieron 1090 g de benceno-carbotioato de {(1R,2R,4R)-4-[(terc-butoxicarbonil)-amino]-
2-hidroxi-ciclohexilo} en forma de un sdlido blanco.

H RMN (200 MHz, DMSO- ds, ppm) 8 7,92 - 7,87 (m, 2H), 7,71 - 7,63 (m, 1H), 7,58 - 7,49 (m, 2H), 6,85 (d, J=8 Hz,
1H), 5,11 (d, J=5,6 Hz, 1H), 3,49 - 3,25 (m, 3H), 2,12 - 1,95 (m, 2H), 1,79 - 1,69 (m, 1H), 1,54 - 1,14 (m, 12H)

En el ESQUEMA DE REACCION 5, a continuacion, se muestra un proceso alternativo (telescopico) para obtener el
material de partida de la formula 1Va, que es util para la produccién de compuestos de férmula llla:
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ESQUEMA DE REACCION 5

DPPA
R-H
@ __TEA @ Cucl @
—_—

PhCI :
PhCI HN

N R
=
e -C
o” "OH O via | VB ]
Villa S —
PhCI| mCPBA
R1
\S — —_—
R1SH e
~oH Bu,NCI :
PhC!
HI:I HI(I
~ R ~ R
IVa Va

En el que R representa un grupo protector amino y R1 representa un grupo protector azufre y son como se ha definido.
Ejemplo 19

Benceno-carbotioato de {(1R,2R,4R)-4-[(2,2,2-trifluoroacetil)-amino]-2-hidroxi-ciclohexilo}

O
At CE) S
@ @ O “‘ OH
y E—— F -
H F ;H — . F H —_— .
o} OH F F NH
(@] le) F
O

Etapa A: N-(Ciclohex-3-en-1(R)-il)-2,2,2-trifluoro-acetamida

Se cargaron 50 g de acido 3-ciclohexeno-1(R)-carboxilico y 425 ml de clorobenceno en un matraz a 20-25 °C y se
agitd la mezcla obtenida. Se afadieron a la mezcla obtenida 110 ml de trietilamina gota a gota seguido de 25 ml de
clorobenceno. Se templd la mezcla obtenida a entre 78 y 82 °C y se afiadieron 109,2 g de DPPA controlando la dosis,
manteniendo la temperatura a entre 80 y 90 °C y el desprendimiento de gas constante y se proporcioné un aclarado
acorde con 20 ml de clorobenceno. Se agité la mezcla obtenida a entre 78 y 82 °C durante 1 h hasta completarse,
segun se determiné por TLC. Se enfrié la mezcla obtenida a aproximadamente 70 °C y se afadieron 226 g de acido
trifluoroacético en 34 ml de clorobenceno gota a gota manteniendo la temperatura a entre 70 y 80 °C, seguido de 1,57
g de CuCl y un aclarado acorde de 25 ml clorobenceno. Se agité la mezcla obtenida a entre 90 y 95 °C durante 2 h'y
se siguio la reaccion por TLC hasta completarse. Se enfrié la mezcla obtenida a entre 15y 25 °C y se afiadieron 375
ml de solucién acuosa 20 % de K2COs y se agitd la mezcla obtenida durante 15 min. Se separaron las capas obtenidas
y se afiadieron a la capa organica superior obtenida 375 ml de solucién acuosa 20 % de K2COs. Se filtré la mezcla
obtenida a través de celite para eliminar el sdlido residual y se lavé el celite con 50 ml de clorobenceno. Se separaron
las capas obtenidas. Se volvieron a extraer las capas acuosas inferiores combinadas obtenidas con 250 ml de
clorobenceno y se lavaron las fases organicas combinadas obtenidas con 500 ml de acido fosférico 0,5 M. Se volvié
a extraer la capa acuosa obtenida con 300 ml de clorobenceno y se lavaron las fases organicas combinadas con 500
ml de solucién acuosa 5 % de NaCl.

Se llevé a cabo un ensayo de pérdida de peso para determinar el contenido en N-(ciclohex-3-en-1(R)-il)-2,2,2-trifluoro-
acetamida para su uso en la etapa B de epoxidacion a continuacion.

La solucién de clorobenceno obtenida contenia 69,52 g de N-(ciclohex-3-en-1(R)-il)-2,2,2-trifluoro-acetamida.
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H RMN (200 MHz, ds-DEMO, ppm) & 9,33 (d, 1H), 5,69 - 5,56 (m, 2H), 3,82 (s, ancho, 1H), 2,25 - 1,96 (m, 4H), 1,81
1,74 (m, 1H), 1,66 - 1,58 (m, 1H)

EM (ESI, g/mol): m/z 194 [M+H]*

Etapa B: 2,2,2-trifluoro-N-(1R,3R,6S)-(7-oxa-biciclo[4.1,0]hept-3-il)-acetamida

Se cargaron 106,5 g de acido m-cloroperbenzoico (70 %) por porciones en un vaso que contenia la solucién enfriada
(10-15 °C) de 69,5 g del N-(ciclohex-3-en-1(R)-il)-2,2,2-trifluoroacetamida de etapa A manteniendo la temperatura
<30 °C, y se aclaré con 69,5 ml de clorobenceno. Se agité la mezcla obtenida a entre 20 y 25 °C durante 1 h 'y se
siguio la reaccion por TLC hasta completarse. Una vez completada la reaccion, se enfrié la mezcla obtenida a entre 0
y -5 °C, se agitd durante 30 min y se filtr6 el precipitado sélido obtenido (mCBA) y se lavd con 2 x 34,8 ml de
clorobenceno. Se lavo el filtrado resultante con 347,6 ml de solucion 10 % de tiosulfato sddico para eliminar los
peroxidos y se volvid a extraer la capa acuosa resultante con 208,6 ml de clorobenceno. Se lavaron las capas
organicas combinadas con 347,6 ml de solucién 5 % de bicarbonato sddico para asegurar un pH > 7 de la fase acuosa
y se volvid a extraer la capa acuosa resultante con 208,6 ml de clorobenceno. Se lavaron las capas organicas
combinadas con 347,6 ml de agua.

Se llevé a cabo un ensayo de pérdida de peso para determinar el contenido en 2,2,2-trifluoro-N-(1R,3R,6S)-(7-oxa-
biciclo[4.1.0]hept-3-il)-acetamida. La solucién de clorobenceno obtenida contenia 58,64 g de 2,2,2-trifluoro-N-
(1R,3R,6S)-(7-oxa-biciclo[4.1.0]hept-3- il)-acetamida que contenia aproximadamente 11% de anti (trans) epoxido y se
utilizé la solucién organica para la etapa C a continuacién (apertura de anillo).

H RMN (400 MHz, de-DEMO, ppm) & 9,21 (d, J=7,2 Hz, 1H), 3,80 - 3,52 (m, 1H), 3,10 - 3,09 (m, 2H), 2,22 - 1,66 (m,
4H), 2,03 - 2,10 (m, 1H), 1,91 - 1,78 (m, 1H), 1,76 - 1,68 (m, 1H), 1,52 - 1,30 (m, 2H) EM (ESI, g/mol): m/z 208 [MH]-

Etapa C: Benceno-carbotioato de {(1R.2R,4R)-4-[(2,2,2-trifluoro-acetil)-amino]-2-hidroxi-ciclohexilo}

Se concentrd la solucién de clorobenceno de la etapa B que contenia 58,64 g de 2,2,2-trifluoro-N-(1R,3R,6S)-(7-oxa-
biciclo[4.1.0]hept-3-il)-acetamida a aproximadamente 5 volumenes sobre la base del epdxido. Se desgasifico el
concentrado obtenido a 15-25 °C con argén durante 30 min y se ajusté la temperatura a entre 15y 20 °C. Se afiadieron
a la mezcla obtenida 58,1 g de acido tiobenzoico (90 %) gota a gota asegurando una temperatura por debajo de 30 °C.
Se afiadieron a la mezcla obtenida 17,6 ml de clorobenceno en el vaso como un aclarado acorde y se afiadieron 2,49
g de monohidrato de cloruro de tetrabutilamonio en porciones a <30 °C. Se calento la mezcla obtenida a entre 40-
45 °C, se agitd y se siguid la reaccion por TLC hasta completarse. Una vez completada la reaccién, se enfrié la mezcla
obtenida a entre 0 y 5 °C, se agité durante 1 h y se filtré y se lavo la torta de filtro obtenida con 2 x 58,64 ml de
clorobenceno. Se secé el solido obtenido al vacio a < 40 °C. Se obtuvieron 45,5 g de benceno-carbotioato de
{(1R,2R,4R)-4-[(2,2,2-trifluoroacetil)-amino]-2-hidroxi-ciclohexilo} en forma de un sdélido.

H RMN (400 MHz, DMSO- ds, ppm) & 9,38 (s, 1H), 7,91 (m, 2H), 7,68 (m, 1H), 7,55 (m, 2H), 5,23 (s, 1H), 3,80 (m,
1H), 3,55 - 3,49 (m, 1H), 3,41 - 3,34 (m, 1H), 2,13 - 2,03 (m, 2H), 1,82 - 1,79 (m, 1H), 1,60 - 1,38 (m, 3H).

EM (ESI, g/mol): m/z 348,0 [M+H]*
En el ESQUEMA DE REACCION 6, a continuacion, se resume el proceso para obtener el material de partida de la

mezcla de compuesto de formula IVa con un compuesto de formula IVb util para la produccion de la mezcla del
compuesto de formula llla con un compuesto de férmula lllb:
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ESQUEMA DE REACCION 6
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. tolueno y
HN HN HN
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Vb

en el que R representa un grupo protector amino y R1 representa un grupo protector de azufre y es como se ha definido.
Ejemplo 20

Benceno-carbotioato de {(1R,2R,4R)-4-[(terc-butoxicarbonil)-amino]-2-hidroxi-ciclohexilo}- y benceno-
carbotioato de {(1S,2S,4S)-4-[(terc-butoxicarbonil)-amino]-2-hidroxi-ciclohexilo}

Etapa A: 1(R)-carbamato de terc-butil ciclohex-3-enilo y 1(S)-carbamato de terc-Butil ciclohex-3-enilo

. H3C>|/O\H/NH
0 CeH, o
3

Se cargaron 50,0 g de acido 3-ciclohexen-1-carboxilico y 500 ml de tolueno en un matraz de 2 | a 20-25 °C, se agité
la mezcla obtenida y se afiadieron 60,7 ml de trietilamina gota a gota durante 15 min seguido de la adicién gota de
89,7 ml de DPPA durante 20 min (desprendimiento de gas, exotérmica a ~50 °C). Se afadieron a la mezcla obtenida
50 ml de tolueno como aclarado acorde. Se calenté la mezcla obtenida a reflujo y se agité hasta completar la reaccion
segun se determind por TLC y '"H RMN. Se demostré que la reaccion se habia completado al cabo de 1 h. Se enfrié
la mezcla obtenida a 80 °C y se afadieron 186 ml de -BuOH gota a gota durante 10 min, seguido de 1,26 g de CuCl
y se calentd a reflujo la mezcla obtenida. Se siguio la reaccion por '"H RMN, y se demostro que se habia completado
al cabo de 1 h. Se enfrié la mezcla obtenida a entre 20 y 25 °C y se afiadieron 250 ml de solucién saturada de NaHCOs3
durante 5 a 10 min. Se agité la mezcla obtenida durante 30 min, se filtr6 para eliminar el sélido residual y se aclaro el
sélido con 25 ml de tolueno. Se separaron las capas y se extrajo la capa acuosa con 2 x 150 ml de tolueno. Se
combinaron las capas organicas, se lavaron con 150 ml de agua y se concentraron al vacio. Se obtuvieron 79,8 g de
una mezcla de 1(R)-carbamato de ferc-butil ciclohex-3-enilo y 1(S)-carbamato de terc-butil ciclohex-3-enilo en forma
de un sdlido pardo.

HO

Rotacién optica: [a]p (CHCIz) = 0°

Purificacion por cromatografia de columna:

Se sometid a purificacion la mezcla en bruto de 1(R)-carbamato de terc-butil ciclohex-3-enilo y 1(S)-carbamato de terc-
butil ciclohex-3-enilo por cromatografia de columna (eluyente: ciclohexano/EtOAc 9:1).

Se identificaron las fracciones limpias requeridas y se combinaron. La concentracién al vacio dio el producto requerido.
Se obtuvieron 60,88 g de una mezcla de 1(R)-carbamato de terc-Butil ciclohex-3-enilo con 1(S)-carbamato de terc-
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Butil ciclohex-3-enilo en forma de un sdlido blanco.
Rotacién optica: [a]o (CHCIz) = 0°

H RMN (200 MHz, CDCI3, ppm) & 5,69 - 5,53 (m, 2H), 4,55 (s, ancho, 1H), 3,76 (s, ancho, 1H), 2,41 - 2,30 (m, 1H),
2,12 -2,08 (m, 2H), 1,91 - 1,76 (m, 2H), 1,6 - 1,48 (m, 1H), 1,43 (s, 9H)

Etapa B: carbamato de terc-butil (1R,3R,6S)-(7-oxa-biciclo[4.1.0]hept-3-ilo) y carbamato de terc-Butil (1S,3S,6R)-(7-
oxa-biciclo[4.1.0]hept-3-ilo

Se cargaron 45 g de acido m-cloroperbenzoico (70 %) y 240 ml de CH2Clz2 en un matraz de 1 | y se enfrié la mezcla
obtenida a entre 10 y 15 °C. Se afiadieron a la mezcla obtenida 30,0 g de 1(R)-carbamato de terc-butil ciclohex-3-enilo
y 1(S)-carbamato de terc-butil ciclohex-3-enilo en 45 ml de CH2Clz2 gota a gota durante aproximadamente 30 min
asegurando una temperatura por debajo de 25 °C. Se afiadieron a la mezcla obtenida 15 ml de CH2Cl2 como aclarado
acorde y se agité la mezcla obtenida a ta durante 1 h, se calent6 a reflujo (40 °C) durante 2 h y se siguié por HPLC y
TLC hasta completarse la reaccion. Una vez completada la reaccion, se enfrié la mezcla obtenidaaentre 0y 5 °C, se
agité durante 30 min y se filtrd el precipitado sélido (mMCBA) obtenido y se lavé a través de 2 x 15 ml de CH2Cl2. Se
lavé el filtrado resultante con 3 x 150 ml de soluciéon acuosa 10 % de tiosulfato sédico para eliminar los peréxidos,
seguido de 3 x 150 ml de solucién saturada de bicarbonato sédico para asegurar un pH > 7 (pH registrado = 8-9),
seguido de 2 x 150 ml de agua. Se concentro la capa organica obtenida, se afiadieron 150 ml de tolueno y se concentro
de nuevo la mezcla obtenida. Se anadieron al concentrado obtenido 150 ml de tolueno, se concentré la mezcla
obtenida a sequedad, se afiadi6 tolueno a aproximadamente 2 voliumenes y se mantuvo la mezcla obtenida en un
refrigerador antes de su uso en la siguiente etapa.

Se obtuvieron 25,73 g de una mezcla de carbamato de terc-butil (1R,3R,6S)-(7-oxa-biciclo[4.1.0]hept-3-ilo) y
carbamato de terc-butil (1S,3S,6R)-(7-oxa-biciclo[4.1.0]hept-3-ilo) (se evapord todo el lote a sequedad, se peso y se
determiné el contenido de epdxido, mCBA vy tolueno por analisis RMN). El material seguia conteniendo mCBA y
tolueno.

Le relacion sin:anti es 100:0 determinada por '"H RMN.
Rotacién optica: [a]p (CHCIz) = 0°

"H RMN (200 MHz, CDCls, ppm) & 4,82 (s, ancho, 1H), 3,63 - 3,54 (m, 1H), 3,13 (s, 2H) 2,26 - 2,03 (m, 2H), 1,96 -
1,70 (m, 2H), 1,49 - 1,28 (m, 11H)

Etapa C: benceno-carbotioato de {(1R,2R,4R)4-[(terc-butoxicarbonil)-amino]-2-hidroxi-ciclohexilo} y benceno-
carbotioato de {(1S,2S,4S)4-[(terc-butoxicarbonil)-amino]-2-hidroxi-ciclohexilo}

i1 (0

OH

H,C o} NH
T
CH, O

Se carg6 la solucion producto obtenida en la Etapa B que contenia 20,1 g de carbamato de terc-Butil (1R,3R,6S)-(7-
oxa-biciclo[4.1.0]hept-3-il) y carbamato de terc-butil (1S,3S,6R)-(7-oxa-biciclo[4.1.0]hept-3-ilo) y 60 ml de tolueno en
un matraz, se agité la mezcla obtenida a 15-25 °C se fundieron 15 ml de acido tiobenzoico y se cargaron gota a gota
en la mezcla obtenida asegurando una temperatura por debajo de 30 °C. Se cargaron en la mezcla obtenida 18 ml de
tolueno como aclarado acorde, se afiadieron 0,8 g de monohidrato de cloruro de tetrabutilamonio en una porcion, se

detuvo el control de la temperatura externa y se dejo que desprendiera calor la mezcla. Se calenté la mezcla obtenida
a 40-45 °C y se sigui6 la mezcla de reaccion por TLC hasta completarse. Una vez completada la reaccion (3 h), se
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enfrié la mezcla obtenida a ta y se lavé dos veces con 2 x 101 ml de solucion 5 % de bicarbonato sédico seguido de
2 x 101 ml de agua. Se concentré al vacio la capa organica obtenida para dar el minimo volumen. Se cargaron después
101 ml de tolueno y se volvid a concentrar el lote hasta un minimo volumen. Se repitié este proceso y se volvieron a
afadir otros 101 ml de tolueno a la mezcla obtenida y se concentrd la mezcla a ~40 ml. Se analiz6 el contenido en
agua por KF (0,04 %). Se afadieron a la mezcla obtenida 101 ml de tolueno y se concentré la mezcla obtenida a
sequedad.

Rendimiento del material en bruto: 35,29 g.

Se afadieron al material en bruto obtenido 17,6 ml de tolueno y se enfrié la mezcla obtenida a entre 10 a 15 °C con
agitacion, momento en el cual precipitdé un solido. Se agitd la suspension espesa obtenida durante 45 min. Se
afnadieron a la mezcla obtenida 17,6 ml de heptano gota a gota y se agitd la mezcla obtenida durante 1 h. Se filtr6 la
mezcla obtenida. Se presiono el sélido obtenido y se dio un lavado de desplazamiento con tolueno-heptano (1:1, 8,8
ml), seguido de un lavado de la suspension espesa con tolueno-heptano (1:1, 17,6 ml) lo que redujo la cantidad del
regioisomero no deseado a una cantidad no detectable por analisis RMN. El sélido obtenido se secé al vacio a<40 °C.
Se obtuvieron 8,24 g de una mezcla de benceno-carbotioato de {(1R,2R,4R)-4-[(terc-butoxicarbonil)- amino]-2-hidroxi-
ciclohexil}- con {(1S,2S,4S)-4-[(terc-butoxicarbonil)-amino]-2- hidroxi-ciclohexilo} en forma de un sélido blanquecino.

Rotacién optica: [alo (CHCIz) = 0°

H RMN (200 MHz, DMSO- ds, ppm) & 7,91 - 7,87 (m, 2H), 7,70 - 7,50 (m, 3H), 6,85 (d, J=6 Hz, 1H), 5,13 (d, J=5,6
Hz, 1H), 3,50 - 3,26 (m, 3H), 2,13 - 1,96 (m, 2H), 1,79 - 1,69 (m, 1H), 1,54 - 1,15 (m, 12H)
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para la preparacion de un compuesto de formula |

H.N
5
en forma de un estereoisémero simple en forma cristalina, que comprende
desproteger el grupo amina
10
ya sea en un compuesto de formula lla
OH
lla
R
~
N
H
15 o
en una mezcla de un compuesto de féormula lla con un compuesto de férmula llb
OH
b
R -
N
H
20

en la que R es un grupo protector de amina, y

aislar un compuesto de férmula | obtenido en forma de un solo diasteredmero en forma cristalina, ya sea directamente
de la mezcla de reaccion o mediante recristalizacion en un disolvente organico, aislando el compuesto de férmula | en

25  forma de un solo diastereémero en forma cristalina comprende una de las siguientes etapas:

a) tratar una solucién de un compuesto de férmula | en una unica forma estereoisomérica obtenida en el disolvente
organico polar CH2Clz2, con un antidisolvente seleccionado entre diisopropiléter (DIPE) o terc-butilmetiléter (MTBE),

preferentemente DIPE
30

b) tratar una solucion de un compuesto de férmula | en una sola forma estereoisomérica obtenida en el disolvente

organico polar CH2Clz, previa concentraciéon con un alcohol, tal como n-butanol;
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c) recoger un material en bruto aislado de un compuesto de férmula | en una Unica forma estereoisomérica, en un
éter, por ejemplo tetrahidrofurano (THF), y opcionalmente tratandolo con un antidisolvente seleccionado entre DIPE
o MTBE;

d) obtener un compuesto de formula | en forma de un uUnico diasteredmero en forma cristalina mediante (re-
)cristalizacion en un disolvente organico, siendo el disolvente organico un alcohol, tal como n-butanol.

2. Proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende ademas la etapa de
e) recristalizacion de un compuesto cristalino obtenido a partir de un alcohol, tal como n-butanol.

3. Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde un compuesto de formula lla, o una
mezcla de un compuesto de formula lla con un compuesto de férmula lIb se obtiene mediante el acoplamiento

o bien de un compuesto de férmula llla

OH
SH

\
W

Iz

llla

0o

de una mezcla de un compuesto de formula Illa con un compuesto de formula Ilib

OH

SH

~p b

Iz

respectivamente
en la que R es como se define en la reivindicacion 1,

con una 14-O-AKT-acetil-mutilina activada, en la que AKT es un grupo activador, opcionalmente mesilo, besilo, tosilo
u O-AKT es haldgeno, opcionalmente 14-O-AKT-acetil-mutilina es un compuesto de formula

H,C

Tos-PLEU

y aislar un compuesto de férmula lla o una mezcla de un compuesto de férmula lla con un compuesto de férmula lib,
respectivamente, obtenidos a partir de la mezcla de reaccion.

4. Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que se obtiene un compuesto de férmula llla, o una mezcla de
un compuesto de férmula llla con un compuesto de formula lllb desprotegiendo la funcién tiol

ya sea en un compuesto de férmula [Va
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OH
S
N \R1
R IVa
~
N
H
0 en una mezcla del compuesto IVa con un compuesto de formula Vb
5
OH
il S
\R1
R IVb

respectivamente

10 enlaque R es como se define en la reivindicacion 1 y R1 es un grupo protector de tiol,
y aislar o bien un compuesto de formula llla, o una mezcla de un compuesto de férmula llla con un compuesto de

férmula Illb, respectivamente obtenidos de la mezcla de reaccion.

5. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende ademas la etapa de convertir
15 el compuesto de férmula | en una sal mediante la adiciéon de un acido, y aislar el compuesto en forma de sal,

opcionalmente una sal cristalina.
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