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DESCRIPCION
Procedimiento para la preparacién de un analogo de prostaglandina donador de 6xido nitrico.
Campo de la invencién
La presente invencién se refiere a un procedimiento adecuado para la preparacién a gran escala de &cido
hexanoico, 6-(nitrooxi)-, (1S,2E)-3-[(1R,2R,3S,5R)-2-[(22)-7-(etilamino)-7-oxo-2-hepten-1-il]-3,5-
dihidroxiciclopentilo]-1-(2-feniletil)-2-propen-1-il éster de férmula (I) que permite obtener dicho producto

teniendo una elevada pureza quimica. La presente invencién también describe la preparacién de acido 6-
(nitrooxi)hexanoico (Villa) altamente puro que es un intermediario clave de la sintesis.

Antecedentes de la invencion

Acido  hexanoico, 6-(nitrooxi)-,  (1S,2E)-3-[(1R,2R,3S,SR)-2-[(2Z)-7-(etilamino)-7-oxo0-2-hepten-1-il]-3,5-
dihidroxiciclopentilo]-1-(2-feniletil)-2-propen-1-il éster de férmula (l).

(I

es un analogo de la prostaglandina que ha demostrado su eficacia como agente reductor de la PIO
(Impagnatiello F, Toris CB, Batugo M, Prasanna G, Borghi V, Bastia E, Ongini E, Krauss AHP; Invest Ophthalmol
Vis Sci. 2015; 56:6558-64).

Se estan evaluando dos soluciones oftalmicas que contienen el compuesto (I) como principio farmacéutico
activo (0,065% y 0,1%) para la disminucién de la presién intraocular (P1O) en pacientes con glaucoma de angulo
abierto o hipertensién ocular en un primer ensayo clinico de Fase 3 iniciado en junio de 2020.

En los ultimos afios, diversas autoridades reguladoras han estado enfatizando en los requisitos de pureza y la
identificaciéon de impurezas en los Principios Farmacéuticos Activos (API). Actualmente, cualquier impureza se
considera un material organico, ademas de la sustancia farmacolégica, que puede influir en la eficacia y la
seguridad del producto farmacéutico. Por lo tanto, la identificacién y la cuantificacion de cada impureza,
especialmente de las que presentan una alerta estructural de mutagenicidad, se han convertido en requisitos
reglamentarios obligatorios. Ademas, dado que los Principios Activos Farmacéuticos se destinan a uso
farmacéutico, los reactivos, disolventes, catalizadores, etc. que pueden utilizarse en la sintesis de los principios
activos se limitan a aquellos que tienen aceptacién en la industria farmacéutica.

Acido  hexanoico, 6-(nitrooxi)-,  (1S,2E)-3-[(1R,2R,3S,5R)-2-[(22)-7-(etilamino)-7-oxo0-2-hepten-1-il]-3,5-
dihidroxiciclopentilo]-1-(2-feniletil)-2-propen-1-il éster (1) es un aceite y su purificaciéon a gran escala es dificil
porque el compuesto (I) no puede cristalizarse, por lo que la presencia de impurezas es un problema critico
para una produccidn a gran escala.

Se sabe a partir de los procedimientos del estado de la técnica para la preparacién del compuesto (I) que las
principales impurezas son: el éster 15-(6-clorohexanoil) de bimatoprost de férmula (V) cuando el paso de
nitracion se realiza al final de la sintesis como se divulga en WO 2009/136281.
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(V)

o los productos secundarios del paso de nitracién de la preparacion del intermedio &cido 8-(nitrooxi) hexanoico
(Villa) que conducen a la formacién del éster del acido 6-{[6-(nitrooxi)hexanoil]oxithexanoico de bimatoprost

5 (V)
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(VII)

Por lo tanto, la pureza de los reactivos y el control de las condiciones de reaccién son requisitos importantes
10 para obtener el compuesto (1) con una pureza farmacéuticamente aceptable.

Un procedimiento para preparar compuesto de formula (1) se divulga en WO 2009/136281. WO 2009/136281
divulga la sintesis del compuesto (I) y en general la preparacién de ésteres de nitrato de 15-alquilo de
bimatoprost.

WO 2009/136281 divulga la sintesis del compuesto de férmula (I) (Ejemplo B-1) haciendo reaccionar

15 bimatoprost en una forma protegida con boronato (II) con cloruro de 6-bromohexanoil para dar el éster 15-(6-
bromohexanoil) de bimatoprost en una forma protegida con boronato de formula (lll) que se convierte en el
derivado de nitrato mediante nitrato de plata en acetonitrilo, desprotegido y purificado bajo cromatografia en
fase inversa dando el compuesto de formula ().

o]
o K\/\)J\N/\
E H

/\/\B/
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Las principales desventajas de la sintesis anterior son el uso en la reaccién de esterificacién de més de una
cantidad equimolar de cloruro de 6-bromohexanoilo, que presenta una alerta estructural de mutagenicidad
potencial, y, en el Ultimo paso, el uso de nitrato de plata que genera una gran cantidad de sales de plata en las
aguas residuales. Otra desventaja principal de este procedimiento es la formacién de impurezas y subproductos
tales como éster 15-(6-bromohexanoil) de bimatoprost de féormula (IV)) y éster 15-(6-clorohexanoil) de
bimatoprost de formula (V) que son dificiles de eliminar incluso después de multiples purificaciones porque
tienen polaridad similar en cromatografia, lipofilicidad similar y/o solubilidad como las del compuesto (1).

(1v) (V)

Ademas, el compuesto (V) se predice como positivo para mutagenicidad bacteriana in vitro con base en un
procedimiento basado en estadisticas y en un procedimiento basado en reglas de expertos, como lo exigen las
agencias reguladoras. El compuesto (IV) también tiene una cadena halogenada reconocida como alerta
estructural de genotoxicidad potencial. La eliminacién de estas impurezas requiere repetidas purificaciones, lo
que reduce aun més el rendimiento y aumenta el coste de preparacién del compuesto (l) a escala comercial.

De acuerdo con el procedimiento divulgado en WO 2009/136281, el éster15-(6-bromohexanoil) de bimatoprost
(IV) es una impureza derivada de la reaccién no completada del compuesto (lIl) con nitrato de plata, tras la
eliminacién de la proteccidén con boronato.

El éster 15-(6-clorohexanoil) de bimatoprost (V) es un subproducto que se forma durante la reaccién de
esterificacién por reaccién de intercambio de halégenos entre el atomo de bromo del éster 15-(6-
bromohexanoil) de bimatoprost en una forma protegida con boronato (lll) y el anién de cloro libre del clorhidrato
de 4-dimetilaminopiridina. El éster 15-(6-clorohexanoil) de bimatoprost en forma protegida con boronato (VI)

0 / N"CH,
/ 2 | H
PN

(VD)

no reacciona con nitrato de plata y, tras la eliminacién del grupo protector, produce el compuesto (V).

WO 2009/136281 también divulga un procedimiento alternativo para la preparacién de derivados de
bimatoprost 15-acilalquinitrato (Ejemplos N-1y O-1). La sintesis comprende la reaccién del bimatoprost en una
forma protegida con boronato (ll) con un cloruro de acido carboxilico nitrato-alquilo en presencia de 4-
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dimetilaminopiridina (DMAP) soportada sobre resina (PS-DMAP), seguida de la eliminacién del grupo protector
boronato y la purificacién utilizando cromatografia en gel de silice.

El procedimiento anterior evita el uso de cloruro de 6-bromohexanoilo y la eliminacién de las sales de plata del
producto final. Sin embargo, este procedimiento presenta otra desventaja principal que es el uso de 4-
dimetilaminopiridina soportada sobre resina, lo que hace que el procedimiento sea inadecuado para el escalado
comercial y caro. Ademas, el cloruro de 4cido carboxilico nitrato-alquilo se afiade en dos pasos sucesivos y en
alto exceso con respecto al compuesto de férmula (1), de hecho, el cloruro de acido alquilcarboxilico se aflade
en una cantidad de aproximadamente 2 a 4 equivalentes.

WO 2009/136281 también divulga otro procedimiento (Ejemplos Q1) para la preparacién de derivados de
bimatoprost 15-acilalquilquinitrato. En este procedimiento, los compuestos se obtuvieron por esterificacién de
bimatoprost en una forma protegida con boronato (llI) con un exceso de nitrato-alquil-(p-nitrofenil)-carboxilato
en presencia de 4-dimetilaminopiridina.

La eliminacién del nitrato-alquil-(p-nitrofenil)-carboxilato sin reaccionar y del subproducto p-nitrofenol, que se
forma en cantidad equimolar al compuesto de férmula (l), utilizando procedimientos cromatograficos son las
principales desventajas de este procedimiento.

WO 2016/155906 divulga derivados 15-nitrooxi de fluprostenol e informa la sintesis del éster 15-nitrooxi-hexilico
del éster isopropilico de fluprostenol. El compuesto se prepard haciendo reaccionar éster isopropilico de
fluprostenol en una forma protegida con boronato con (4-nitrofenil)-6-nitrooxihexanoato en presencia de un
exceso de 4-dimetilaminopiridina.

Como se ha informado anteriormente, la eliminacién del nitrato-alquil-(p-nitrofenil)-carboxilato sin reaccionar vy,
especialmente, la eliminacién del subproducto p-nitrofenol por procedimientos cromatograficos son las
principales desventajas de este procedimiento.

WO 2019/162149 divulga un procedimiento para la preparaciéon de acido hexanoico, 6-(nitrooxi), (1S,2E)-3-
[(1R,2R,3S,8R)-2-[(22)-7-(etilamino)-7-oxo-2-hepten-1-il]-3,5-dihidroxi  ciclopentil]-1-(2-feniletil)-2-propen-1-il
ester (). El compuesto (1) se prepara acoplando bimatoprost en una forma protegida con boronato con cloruro
de 6-(nitrooxi)hexanoilo y eliminando el grupo protector boronato. El compuesto crudo (I) se purifica mediante
cromatografia en columna.

El cloruro de 6-(nitroxi)hexanoilo se sintetiza a partir del acido 6-(nitroxi)hexanoico que se prepara mediante
una reaccién de apertura en anillo de e-caprolactona y posterior nitracién de la sal alcalina del acido 6-
hidroxihexanoico con una mezcla de HNO3z y H>SO4 en diclorometano. El 4cido 6-(nitrooxi)hexanoico se utiliza
para la preparacion del cloruro de acilo correspondiente sin purificacién, y también el cloruro de 6-
(nitrooxi)hexanoilo crudo se utiliza sin purificacion.

Los experimentos realizados por los inventores mostraron que el compuesto (I) preparado mediante el
procedimiento WO 2019/162149 contiene aproximadamente del 0,1% al 0,4% de la impureza éster del &cido
6-{[6-(nitrooxi)hexanoilloxithexanoico de bimatoprost de férmula (VII).

Q
V™
N
(\/‘)LH
HO R

(VII)

Los compuestos (1) y (VIl) tienen una polaridad similar, por lo que la separacién de los dos compuestos requirid
una purificacién complicada en columna para eliminar la impureza (VII), por lo que se reduce el rendimiento del
producto final.

Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar un procedimiento industrialmente viable para la preparacién de
acido hexanoico de alta pureza, 6-(nitrooxi)-, (1S,2E)-3-[(1R,2R,3S,5R)-2-{(2Z)-7-(etillamino)-7-oxo-2-hepten-
1-il]-3,5-dihidroxiciclopentil]-1-(2-feniletil)-2-propen-1-il ester (1) con alto rendimiento.

5
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Se observé que en el procedimiento WO 2019/162149 la impureza de férmula (VIl) se forma en el paso de
acoplamiento porque el cloruro de 6-(nitrooxi)hexanoilo crudo de férmula (VIlIb) contiene la impureza dimérica
cloruro de 6-[6-nitrooxihexanoil]oxi}hexanoilo de férmula (1Xb).

O
CI\[(\/\/\ONOZ C|)l\/\/\/o\"/\/\/\o|\|o2
o , o
(VITIb) (IXb)

que también reacciona con la forma protegida con boronato de bimatoprost (I1) y, tras la eliminacién de la
proteccién con boronato, esto resulta en la formacién del compuesto (I) junto con el éster del acido 6-{[6-
(nitrooxi)hexanoil]oxilhexanoico de bimatoprost (VII).

El cloruro de 6-6-nitrooxihexanoilloxi}hexanoil de formula (IXb) es un producto secundario que deriva de la
mezcla cruda del paso de nitracién; de hecho, la nitracién de la sal de metal alcalino del acido 6-
hidroxihexanoico con una mezcla de 4cido nitrico y acido sulfarico da como resultado la formacién del 4cido 6-
(nitrooxi)hexanoico (Villa) y la impureza dimérica &cido 6-{[6-(nitrooxi)hexanoilJoxi}hexanoico (IXa)

o
Ho\f(\/\/\ONOZ HOJ\/\/\/O\K\/\/\ONO2
0 , o
(VIIIa) (IXa)

Los experimentos mostraron que la mezcla de nitracién contiene una cantidad de compuesto (Villa) superior al
80% y una cantidad de compuesto (IXa) de alrededor del 5% a alrededor del 9%. Ambos compuestos (Villa) y
(IXa) reaccionan con el agente clorante dando lugar a una mezcla que contiene cloruro de 6-(nitrooxi)hexanoilo
(VIlIb) y la impureza dimérica cloruro de 6-[6-nitrooxihexanoilo]oxithexanoilo (IXb). De acuerdo al procedimiento
WO 2019/162149, esta mezcla cruda se hace reaccionar con el compuesto (ll) sin purificaciéon adicional.

Para controlar la formacién de la impureza (VIl), se descubrié sorprendentemente que la adicién de agua, en
lugar de una solucién saturada de NaCl en agua (salmuera) como se describe en WO 2019/162149, durante el
enfriamiento de la reaccidn de nitracidén de la sal alcalina del acido 6-hidroxihexanoico conducia a una mezcla
de nitracién cruda que contenia una cantidad reducida de la impureza dimérica acido 6-{[6-
(nitrooxi)hexanoil]oxithexanoico (IXa). En particular, esta modificaciéon del tratamiento del paso de nitracién
produjo una mezcla de nitracién cruda que contenia una cantidad de acido 6-(nitrooxi)hexanoico (Villa) del
99,2% (a/a %) y una cantidad de la impureza dimérica acido 6-{[6-(nitrooxi)hexanoil]oxi}hexanoico (IXa) del
0,15% (a/a %). Los compuestos (Villa) y (IXa) se identificaron y cuantificaron mediante analisis UHPLC
apropiados.

Se cree que la adiciéon de agua al final de la reaccidén de nitracién permite una rapida disolucién de las sales
inorganicas y una mejor separacién de la fase organica que contiene el 4cido 6-(nitrooxi)hexanoico (Villa) de la
fase acuosa acida que contiene el HNO3 / HoSO4 sin reaccionar, con respecto a la adicién de una solucién
saturada de NaCl en agua (salmuera) comUnmente utilizada Este tratamiento mejorado de la reacciéon de
nitracion resulta en una reduccién/inhibicién de las reacciones secundarias que conducen a la formacién del
producto secundario acido 6-{[6-(nitrooxi)hexanoil]oxithexanoico (I1Xa).

Ademas, otra ventaja de esta modificacion del paso de nitracién es la reduccién del volumen del disolvente
orgéanico utilizado para el tratamiento de la reaccién que permite escalar este paso al menos tres veces més.

Por lo tanto, la presente invencidn proporciona un procedimiento mejorado adecuado para la produccién a gran
escala de 4cido hexanoico, 6-(nitrooxi)-, (1S,2E)-3-[(1R,2R,3S,SR)-2-{(2Z)-7-(etilamino)-7-oxo-2-hepten-1-il]-
3,5-dihidroxiciclopentilo]-1-(2-feniletil)-2-propen-1-il éster (I) que contiene menos del 0,05% de la impureza
éster del acido 6-{[6-(nitrooxi)hexanoil]oxi}hexanoico de bimatoprost (Vi) (medida como a/a% por HPLC.
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(VII)

Una ventaja importante del procedimiento de la presente invencién es que este procedimiento es muy eficaz
en la reduccién del nivel de la impureza (VII) y, al mismo tiempo, proporciona el compuesto (I) en un buen
rendimiento. Este procedimiento es una alternativa ventajosa a otros procedimientos que, aunque teéricamente
podrian alcanzar la misma reduccién del nivel de la impureza (VIl), necesitan incluir un paso adicional de
purificacién del intermedio &cido 6-(nitrooxi)hexanoico.

Dado que el acido 6-(nitrooxi)hexanoico es un liquido y tanto el acido 6-(nitrooxi)hexanoico (Villa) como el &cido
6-{[6-(nitrooxi)hexanoilloxithexanoico (IXa) son compuestos polares, la purificacién de una gran cantidad de
acido 6-(nitrooxi)hexanoico (Vllla) no puede llevarse a cabo facilmente para la preparacién a escala industrial.

Ademas, la presente invencién se refiere a un procedimiento para la sintesis industrial del acido 6-
(nitrooxi)hexanoico (Villa)

o]

(VIIIa)

que tiene una pureza igual o superior al 99% y un contenido de acido 6-{[6-(nitrooxi)hexanoil]loxi}hexanoico
(IXa) igual o inferior al 0,2%.

0
JJ\/\/\/O
HO O one,
0
(IXa)

Descripcidn de la invencién

La presente invencidon se refiere a un procedimiento para la preparacién de acido hexanoico, 6-(nitrooxi)-,
(18,2E)-3-[(1R,2R,3S,5R)-2{(22)-7-(etilamino)-7-oxo-2-hepten-1-il]-3,5-dihidroxiciclopentil]-1-(2-feniletil)-2-
propen-1-il ester de formula (1):
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(1)

que comprende los pasos siguientes:
Paso A) preparacién del cloruro de 6-(nitrooxi)hexanoilo (VIllb) mediante:

1a) la reaccién de la e-caprolactona

0" o

con una base inorganica seleccionada entre KOH, NaOH y LiOH en un disolvente seleccionado entre metanol,
etanol o isopropanol, a una temperatura entre 20°C y la temperatura de reflujo del disolvente para obtener la
sal del 4cido 6-hidroxihexanoico de férmula (X)

en la que M es K, Na o Li;
2a) purificar la sal del acido 6-hidroxihexanoico de formula (X) obtenida en el paso 1a) que comprende:

1. i. afiadir metil terc-butil éter a la mezcla de reaccién del paso 1a) en una relacién metil terc-butil éter /
volumen de la mezcla de reaccién 2:1;

2. . fitrado del sdélido;

3. iii. suspender el sélido con una mezcla de metil terc-butil éter, metanol en una relaciéon de 3:1 a 51y
agua en una cantidad de 0,3 - 1 mol de agua por mol de e-caprolactona;

4. iv. aislar la sal del acido 6-hidroxihexanoico de formula (X) como sélido;

3a) haciendo reaccionar la sal del acido 6-hidroxihexanoico con una mezcla de HNOs fumante y HoSOq
concentrado en diclorometano, a una temperatura que oscila entre 0 °C y 10 °C;

4a) Tratamiento de la reaccidén del paso3 a) afiadiendo agua a la mezcla de nitracién del paso 3 a) mientras se
mantiene la temperatura entre 0 °C y 5 °C;

5a) separar la fase orgénica, secar sobre sulfato sédico dicha fase organica y destilar el disolvente para obtener
acido 6-(nitrooxi)hexanoico crudo (Villa).
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o]

(VIIIa)

6a) hacer reaccionar el acido 6-(nitroxi)hexanoico (Villa) crudo con un agente clorante en diclorometano para
obtener el cloruro de 6-(nitroxi)hexanoilo (VIlIb) crudo;

Paso B) preparacion de acido hexanoico, 6-(nitrooxi)-, (1S,2E)-3-[(1R,2R,3S,SR)-2-[(22)-7-(etilamino)-7-ox0-2-
hepten-1-il]-3,5-dihidroxiciclopentilo]-1-(2-feniletil)-2-propen-1-il éster (1) mediante:

1b) la reaccién de bimatoprost con é&cido butil borénico en metil terc-butil éter a temperatura de
aproximadamente 40°C, para obtener el compuesto (ll):

(IT)

2b) hacer reaccionar el compuesto (lI) con el cloruro de 6-(nitrooxi)hexanoilo (VIIIb) crudo del paso 6a) en
presencia de 4-dimetilaminopiridina en forma libre en un disolvente organico aproético, para obtener el
compuesto (XI).

(X1)

3b) eliminar el grupo protector boronato para obtener el compuesto crudo de férmula (1);
4b) purificar el compuesto crudo (I) mediante cromatografia en columna;

en el que dicho procedimiento se caracteriza porque la mezcla de nitraciéon cruda del paso 5a) contiene una
cantidad igual o superior al 99% de acido 6-(nitrooxi)hexanoico (Vllla) y una cantidad igual o inferior al 0,2% de
acido 6-{[6-(nitrooxi)hexanoil]oxi}hexanoico (IXa).

El é&cido hexanoico, 6-(nitrooxi)-, (1S,2E)-3-[(1R,2R,3S,5R)-2-[(22)-7-(etilamino)-7-oxo-2-hepten-1-il]-3,5-
dihidroxiciclopentilo]-1-(2-feniletil)-2-propen-1-il éster (1) preparado de acuerdo al procedimiento de la invencién
tiene una pureza quimica 299% y contiene menos del 0,05% de la impureza éster del acido 6-{[6-
(nitrooxi)hexanoil]oxithexanoico de bimatoprost (VII). Dicho compuesto contiene aproximadamente 0,11% de
la impureza éster 15-(6-clorohexanoil) de bimatoprost (V). Los compuestos se identificaron y cuantificaron
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mediante analisis HPLC; la cantidad de los compuestos se expresé como porcentaje de area (a/a%);, 0,05% es
el limite de deteccion HPLC.

En el paso 1a) la reaccién de apertura del anillo de e-caprolactona se lleva a cabo preferiblemente en presencia
de hidroxido de potasio en metanol a una temperatura comprendida entre 20 °C y la temperatura de reflujo.
Durante el tratamiento de la mezcla de reaccién del paso 1a), la purificacion de la sal potasica del acido 6-
hidroxihexanoico se obtiene suspendiendo el sélido del paso 2a)-ii. en una mezcla que contiene metil terc-butil
éter, metanol en una relacién de 3:1 a 5:1 y agua 0,3 - 1 mol de agua por mol de e-caprolactona (paso 2a)-iii.).
La sal de potasio del 4cido 6-hidroxihexanoico se obtiene como sélido.

La mezcla de nitracién cruda del paso 5a) contiene una cantidad igual o superior al 99% de acido 6-
(nitrooxi)hexanoico (Villa) y una cantidad de acido 6-{[6-(nitrooxi)hexanoil]oxithexanoico (IXa) igual o inferior al
0,2%. El rendimiento quimico del acido 6-(nitrooxi)hexanoico (Villa) es del 80-85%. La pureza quimica se evalué
mediante el procedimiento analitico UHPLC.

El agente de cloracién preferente utilizado en el paso 6a) es cloruro de oxalilo.

El paso 2b) se lleva a cabo a una temperatura que oscila entre 0°C y 25°C y se lleva a cabo preferiblemente
en disolvente organico aproético seleccionado entre metil terc-butil éter, N,N-dimetilformamida o diclorometano;
mas preferiblemente, el disolvente organico es metil terc-butil éter. 4-Dimetilaminopiridina (DMAP) en "forma
libre" significa que la DMAP no esta unida a una resina. La relacién molar del compuesto (1) con respecto al
cloruro de 6-(nitrooxi)hexanoilo (VIlIb) oscila preferiblemente entre 1: 1,4a 1: 1,6.

La relacién molar del compuesto (II) con respecto a 4-dimetilaminopiridina es preferiblemente de 1:2,0a 1: 2,4.

En el paso 3b), la eliminacién del grupo protector boronato se lleva a cabo preferiblemente utilizando metanol
a una temperatura de 17°C a 25°C.

Un procedimiento preferente para preparar el compuesto de férmula (I) comprende los siguientes pasos, que
se representan en el Esquema 1:

Paso A

1. 1a) hacer reaccionar la e-caprolactona con hidréxido de potasio en metanol a una temperatura entre
20°C y la temperatura de reflujo del metanol, preferiblemente a la temperatura de reflujo del metanol,

y

2. 2a) purificar la sal potasica del 4cido 6-hidroxihexanoico obtenida en el paso 1a) que comprende:

1. i. afiadir metil terc-butil éter (MTBE) a la mezcla de reaccién del paso 1a) en una relacién de
2:1 MTBE / metanol;

2. i filtrar el sélido;

3. iii. suspender el sélido en una mezcla de metil terc-butil éter, metanol en una relacién de 3:1
a 5:1 y agua en una cantidad de 0,3 - 1 mol de agua por mol de e-caprolactona;

4. iv. aislar la sal potasica del acido 6-hidroxihexanoico como sélido.

3. 3a) afladir la de la sal potésica del acido 6-hidroxihexanoico [formula (X), M = K] a una mezcla de
HNO3 fumante y HoSO4 concentrado en diclorometano a una temperatura entre aproximadamente 0°
C a 10°C vy agitacién enérgica de la mezcla de reaccién a una temperatura entre 0°C a 5°C y
monitoreando el progreso de la reaccién (hasta 99,9% de conversién);

4. 4a) Adadir cuidadosamente agua a la mezcla de nitracién y manteniendo la temperatura entre 0° a
5°C.

5. 5a) separar la fase organica, secar sobre sulfato de sodio dicha fase organica y destilar el disolvente
para obtener é&cido 6-(nitroxi)hexanoico (Villa) crudo que contiene una cantidad de &cido 6-
(nitroxi)hexanoico (Villa) igual o superior al 99% y una cantidad del subproducto acido 6-{[6-
(nitroxi)hexanoilJoxi}hexanoico (I1Xa) ) igual o inferior al 0,2%.

6. 6a) hacer reaccionar el acido 6-(nitroxi)hexanoico crudo con cloruro de oxalilo para obtener cloruro de
6-(nitroxi)hexanoilo (VIlIb) que se utiliza sin purificacién adicional en el paso B del procedimiento;

Paso B

1b) hacer reaccionar bimatoprost con acido butil borénico (1,1-1,8 eq) en metil terc-butil éter (MTBE) a una
temperatura de aproximadamente 40°C, eliminando a continuacién el agua por destilacion azeotrépica para
obtener boronato de bimatoprost (Il);
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2b) hacer reaccionar boronato de bimatoprost (1) con el cloruro de 6-(nitrooxi)hexanoilo (VIlIb) crudo obtenido
en el paso 6a) (1,4-1,6 equivalente), en metil terc-butil éter en presencia de 4-dimetilaminopiridina (2,0-2.4
equivalente) a una temperatura que oscila entre 0°C a 20+3°C, para obtener (1S,2E)-3-{(6R,7R)-3-butil-7[(22)-
7-(etilamino)-7-oxohept-2-en-1-il]-2,4-dioxa-3-borabiciclo[3.2.1]oct-6-il}-1-(2-feniletil)-prop-2-en-1-il 6-
(nitrooxi)hexanoato (XI);

3b) hacer reaccionar (1S,2E)-3-{(6R,7R)-3-butil-7[(2Z)-7-(etilamino)-7-oxohept-2-en-1-il]-2,4-dioxa-3-
borabiciclo[3.2.1]oct-6-il}-1-(2-feniletil)-prop-2-en-1-il 6-(nitrooxi) hexanoato (XI) con metanol a temperatura
ambiente para eliminar el grupo protector y obtener el acido hexanoico crudo, 6-(nitrooxi)-, (1S,2E)-3-
[(1R,2R,3S,SR)-2-[(22)-7-(etilamino)-7-oxo-2-hepten-1-il]-3,5-dihidroxiciclopentil]-1-(2-feniletil)-2-propen-1-il
ester (I).

4b) purificar el compuesto crudo (l) mediante cromatografia en gel de silice de alto rendimiento para obtener
acido hexanoico, 6-(nitrooxi)-,(1S,2E)-3-[(1R,2R,3S,SR)-2-[(22)-7-(etilamino)-7-oxo-2-hepten-1-il]-3,5-
dihidroxiciclopentilo]-1-(2-feniletil)-2-propen-1-il éster (I) utilizando cloruro de metileno/metanol como fase
mévil.

El analisis cuantitativo por HPLC del compuesto aislado (1) después de la purificacién por cromatografia tenia
una pureza quimica superior al 99% que contenia una cantidad de éster 15-(6-clorohexanoil) de bimatoprost
(V) de aproximadamente el 0,11% y una cantidad de éster del acido 6-{[6-(nitrooxi)hexanoilloxithexanoico de
bimatoprost (VII) por debajo del limite de detecciéon por HPLC del 0,05%.

Fsgqueamn 3
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También se divulga una formulacién farmacéutica que contiene acido hexanoico, 6-(nitrooxi)-, (1S,2E)-3-
[(1R,2R,38,SR)-2-[(22)-7-(etilamino)-7-oxo-2-hepten-1-il]-3,5-dihidroxiciclopentilo]-1-(2-feniletil)-2-propen-1-il
éster de férmula (l) y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable, en el que &cido hexanoico, 6-
(nitrooxi)-, (18,2E)-3-[(1R,2R,3S,5R)-2-[(22)-7-(etilamino)-7-oxo-2-hepten-1-il]-3,5-dihidroxiciclopentilo]-1-(2-
feniletil)-2-propen-1-il éster tiene una pureza quimica del 99%, y contiene una cantidad de éster 15-(6-
clorohexanoil) de bimatoprost (compuesto (V)) de aproximadamente el 0,11% y una cantidad de la impureza
dimérica éster del acido 6-{[6-(nitrooxi)hexanoilloxithexanoico de bimatoprost (compuesto (VII)) inferior al
0,05%.

En la presente solicitud, la cuantificaciéon de los compuestos expresada en porcentaje % se determina mediante
analisis HPLC (a/a %).

Ejemplos
Todos los pasos de sintesis descritos a continuacion se realizaron bajo atmésfera de nitrégeno.

Ejemplo 1

Sintesis de acido hexanoico, 6-(nitrooxi)-, (1S,2E)-3-[(1R,2R,3S,SR)-2-[(2Z)-7-(etilamino)-7-oxo-2-
hepten-1-il]-3,5-dihidroxiciclopentilo]-1-(2-feniletil)-2-propen-1-il éster (compuesto (l))

Sintesis de cloruro de 6-(nitrooxi)hexanoilo (compuesto (Vllib})

Pasos 1a) y 2a): Sintesis de la sal potasica del acido 6-hidroxihexanoico (compuesto (X)).

Se preparé una solucién de hidréxido de potasio (141,12 g correspondientes a 122,8 g como material puro) en
metanol (1250 ml) bajo enfriamiento de 15°C a 20°C y se afiadié de 5°C a 37°C en 0,25 hora a una solucién
de 250,0 g de e-caprolactona en metanol (675 ml). La mezcla se agité 18 horas entre 20°C a 63°C.
Posteriormente el solvente se concentrd hasta un volumen de aproximadamente 675 mL y se afiadié metil terc-
butil éter (1250 ml) alrededor de 57°C. La reaccién se agitd durante 48 horas a RT y el sélido se aislé por
filtracion para dar 380,9 g de sal potésica del 4cido 6-hidroxihexanoico en crudo. El crudo se resuspendié en
MTBE (1475 ml) y metanol (375 ml) y agua (19,7 ml) a 22+3°C durante 8 horas y se filtr. El sélido se
resuspendié en metil terc-butil éter (500 ml) y se filtr6 nuevamente y se secé al vacio a 50°C durante 12 horas
para dar 354,7 g de sal potésica del acido 6-hidroxihexanoico (93,2% de rendimiento) con una pureza del 98%.
Punto de fusién 208°C.

Pasos 3a) a 5a): Sintesis del acido 6-(nitrooxi)hexanoico (compuesto (Villa))

Se afiadié HNO3 fumante (485,5 g, 4,6 equivalentes) a HoSO4 concentrado (553,0 g, 3,1 equivalente) a una
temperatura de 0°C a 5°C en 30 min, posteriormente se afiadié Diclorometano (5820 ml) a una temperatura de
0°C a5°C en 23 min. Se afiadi6 sal potasica del acido 6-hidroxihexanoico (306,09 g, 1 equivalente) en porciones
en 35 min a una temperatura inferior a 5°C. La mezcla se agit6 durante 2 horas a una temperatura de 0°C a
5°C vy la reaccién se monitorizé mediante "H-NMR mostrando una conversion del 99,9%. Se afiadié agua (2,9
L) manteniendo la temperatura entre 0°C y 5°C en 20 min. La capa organica se decantd, se secé sobre sulfato
de sodio y se concentré al vacio para dar 318,4 g de acido 6-(nitrooxi)hexanoico (rendimiento del 94,8%) con
una pureza por HPLC del 99,2% y un contenido de &cido 6-{[6-(nitrooxi)hexanoil]oxithexanoico (compuesto
(IXa)) del 0,15%.

Paso 6a): sintesis de cloruro de 6-(nitrooxi)hexanoilo (compuesto (Viiib))

El 4cido 6-(nitrooxi)hexanoico (270,8 g, 1 equivalente) se disolvié en diclorometano (1220 ml) y se enfrié de
0°C a 5°C bajo nitrébgeno. Posteriormente, se afiadieron N,N-dimetilformamida (1,6 ml) y cloruro de oxalilo
(198,2 g) de 0°C a 5°C en 30 minutos. La mezcla de reacciéon se agité de 0°C a 5°C durante 1 hora y
posteriormente durante 4 horas de 15°C a 20°C. Posteriormente, la mezcla de reaccién se concentré al vacio
a una temperatura igual o inferior a 40°C y se coevaporé con diclorometano para dar cloruro de 6-
(nitrooxi)hexanoilo (323,9 g, rendimiento del 99,6%, valoracién AGQNO3 = 92,0%).

Paso 1b): Sintesis de (Z)-7-(1S,5R,6R,7R)-3-butil-6-{[(E,3S)-3-hidroxi-5-fenil-pent-1-enil]}-2,4-dioxa-3-
borabiciclo[3.2.1]octan-7-il]-N-etil-hept-5-enamida (compuesto (ll))

Bimatoprost (249,0 g, 1 equivalente) se suspendié en metil terc-butil éter (4 L) y se afiadié &cido butil borénico
(69,0 g, 1,13 equivalentes). La mezcla se calent6é a 40°C durante 1 hora. La reacciéon se monitorizé mediante
"H-NMR hasta una conversion >97%.

La mezcla de reaccion se enfrié hasta aproximadamente 20°C, se filtré y se enjuagd con metil terc-butil éter

(250 ml). La mezcla se concentré a una temperatura de aproximadamente 40°C al vacio mediante destilacién
azeotropica. El enjuague con metil terc-butil éter y la destilacién azeotrépica continuaron hasta que el contenido
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de agua de (2)-7{(1S,5R,6R,7R)-3-butil-6-[((E,3S)-3-hidroxi-5-fenil-pent-1-enil]-2, 4-dioxa-3-
borabiciclo[3.2.1)octan-7-il]-N-etil-hept-5-enamida (compuesto (1)) fue igual o inferior al 0,25%.

(Z2)-71(18,5R,6R,7R)-3-butil-6-[((E,3S)-3-hidroxi-5-fenil-pent-1-enil]-2,4-dioxa-3-borabiciclo[3.2.1)octan-7-il]-N-
etil-hept-5-enamida se aislé6 como un crudo con rendimiento cuantitativo (313,1 g correspondientes a 298,6 g
de material puro).

Paso 2b): sintesis de (1S,2E)-3-((6R,7R)-3-butil-7[(2Z)-7-(etilamino)-7-oxohept-2-en-1-il]-2,4-dioxa-3-
borabiciclo[3.2.1]oct-6-il}-1-(2-feniletil)-prop-2-en-1-il 6-(nitrooxi) hexanoato (compuesto (Xl)).

(Z2)-71(1S,5R,6R,7R)-3-Butil-6-[((E,3S)-3-hidroxi-5-fenil-pent-1-enil]-2,4-dioxa-3-borabiciclo[3.2. 1)octan-7-il}-N-
etil-hept-5-enamida (compuesto (Il)) (313,1 g, 1 equivalente) se disolvié en metil terc-butil éter (4,27 L) bajo
nitrégeno y se enfrié de 0°C a 5°C. Se afiadié 4-Dimetilaminopiridina (162,7 g, 2,27 equivalentes) en una
porcién. Se afiadi®é una solucién de cloruro de 6-(nitrooxi)hexanoilo (compuesto (Vb)) (172,1 g, 1,5
equivalentes) en metil terc-butil éter (600 mL), gota a gota de 0°C a 5°C en 40 min. Después de agitar durante
2h y 30min de 0°C a 5°C, y de 15° a 20°C durante 16,5 horas, la mezcla de reaccién se enfrié de 0°C a 5°Cy
se afiadié agua desionizada en 20 minutos a una temperatura maxima de 10°C.

La mezcla se agitd durante 5 min. Se separé la capa acuosa y se descartd. La capa organica se lavé con una
solucién de acido clorhidrico 1N, posteriormente con agua desionizada y por Ultimo con salmuera.

La capa orgéanica se sec6 sobre sulfato de sodio y se concentrd al vacio para obtener (1S,2E)-3-{(6R,7R)-3-
butil-7[(22)-7-(etilamino)-7-oxohept-2-en-1-il]-2,4-dioxa -3-borabiciclo[3.2.1]oct-6-il}-1-(2-feniletil)-prop-2-en-1-il
6-(nitrooxi) hexanoato (compuesto (XI)) (402,9 g, 94,9% de rendimiento)

Pasos 3b) y 4b): Sintesis de acido hexanoico, 6-(nitrooxi)-, (1S,2E)-3-[(1R,2R,3,5R)-2-[(2Z)-7-(etilamino)-
7-oxo0-2-hepten-1-il]-3,5-dihidroxiciclopentilo]-1-(2-feniletil)-2-propen-1-il éster (compuesto (1))

(18,2E)-3-{(6R, 7R)-3-butil-7[(2Z)-7-(etilamino)-7-oxohept-2-en-1-il]-2,4-dioxa-3-borabiciclo[ 3.2. 1]oct-6-il}-1-(2-
feniletil)-prop-2-en-1-il 6-(nitrooxi) hexanoato (compuesto (XI)) (396 g crudo, (equivalente) se disolvié en
metanol (4,20 L) y la solucién resultante se agité a temperatura ambiente durante 24 horas monitorizando la
reaccién mediante "H-NMR. Posteriormente, se elimind el metanol al vacio de 35 °C a 40 °C. El residuo se
disolvié en metanol, se agité durante 14 horas y se evaporé al vacio de 35°C a 40°C. El residuo se disolvié en
metil terc-butil éter y se lavé con agua desionizada y posteriormente con salmuera. La capa organica se secd
sobre sulfato de sodio y se concentré al vacio a una temperatura inferior a 40°C para obtener el 4cido hexanoico
en crudo, 6-(nitrooxi)-, (1S,2E)-3-[(1R,2R,3S,SR)-2-[(2Z)-7-(etilamino)-7-oxo-2-hepten-1-il]-3,5-
dihidroxiciclopentilo]-1-(2-feniletil)-2-propen-1-il éster(352,3 g, 96,5% de rendimiento).

El residuo se dividié en 3 cantidades iguales (alrededor de 107 g cada una) y se purificé mediante cromatografia
en columna utilizando gel de silice de alto rendimiento (columna SNAP Ultra, 1500 g de silice) utilizando
diclorometano / metanol como eluyente con un gradiente 100:0 a 95:5 v/v en un sistema Biotage Isolera LS.
Las fracciones se monitorizaron mediante TLC y UHPLC. Las fracciones se concentraron al vacio a temperatura
igual o inferior a 50°C para dar el compuesto (I) en forma de aceite (242,5 g, rendimiento del 90,3%).

Acido  hexanoico, 6-(nitrooxi)-,  (1S,2E)-3-[(1R,2R,3S,SR)-2-[(2Z)-7-(etilamino)-7-oxo0-2-hepten-1-il]-3,5-
dihidroxiciclopentilo]-1-(2-feniletil)-2-propen-1-il éster (Compuesto (1)) se disolvié en etanol y se tratd con carbén
activado durante 30 min, se filtré y el disolvente se evaporé a una temperatura inferior a 50°C al vacio. El
compuesto (1) se aisl6é en forma de aceite (212,7 g, 92,4 % de rendimiento). La pureza del acido hexanoico, 6-
(nitrooxi)-, (18,2E)-3-[(1R,2R,3S,SR)-2-[(22)-7-(etilamino)-7-oxo-2-hepten-1-il]-3,5-dihidroxiciclopentilo]-1-(2-
feniletil)-2-propen-1-il éster (compuesto (1)) fue del 99,89% (evaluado por UHPLC), el contenido de éster 15-(6-
clorohexanoil) de bimatoprost (compuesto (V)) fue del 0,11% y el contenido de la impureza dimérica éster del
acido 6-{[6-(nitrooxi)hexanoilJoxithexanoico de bimatoprost (compuesto (VII)) fue inferior al 0,05%.

Ejemplo 2 (ejemplo comparativo)

La sintesis que se informa a continuacién se realizé de acuerdo con el procedimiento divulgado en WO
2019/162149.

Sintesis de acido hexanoico, 6-(nitrooxi)-, (1S,2E)-3-[(1R,2R,3S,SR)-2-[(2Z)-7-(etilamino)-7-oxo-2-
hepten-1-il]-3,5-dihidroxiciclopentilo]-1-(2-feniletil)-2-propen-1-il éster ()

Sintesis de cloruro de 6-(nitrooxi)hexanoilo (VIlib)

Sintesis de la sal potasica del acido 6-hidroxihexanoico (compuesto (X))

Se preparé una solucién de hidréxido de potasio al 90% (89,7 g) en metanol (830 ml) bajo enfriamiento a 10°C-

20°C. Se introdujeron 165,2 g de e-caprolactona (1 eq.) y metanol (415 ml) en un matraz de fondo redondo de

tres bocas de 4 L. La mezcla se agitd hasta su disolucidén. Posteriormente, se afiadi6é una solucién de hidréxido

de potasio en metanol a 0°-30°C en 25 min. La mezcla se agité durante 20 horas a 15°-20°C. La mezcla de
13
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reaccion se concentré al vacio (a una temperatura igual o inferior a 40°C) para dar sal potasica del 4cido 6-
hidroxihexanoico en crudo. El sélido crudo se suspendié en metil terc-butil éter (830 ml) durante 2 horas a 15°-
20°C, se filtr6 a través de un filtro de poro 3, se lavé con metil terc-butil éter (2x165 ml) y se sec6 al vacio a
35°C para dar sal potasica del acido 6-hidroxihexanoico (228,1 g, 98,3% de ensayo HCI) en un 92,7% de
rendimiento como un polvo blanco.

Sintesis del acido 6-(nitrooxi)hexanoico (Vllla)

La reaccién de nitracidn se realizé a una escala de alrededor de 100 g para controlar la temperatura de reaccién
y reducir el tiempo de adicién de la mezcla nitrante. La reaccion se realizé dos veces. La mezcla de nitracién
se apagd afladiendo una solucién acuosa saturada de cloruro de sodio (salmuera). Los resultados de las dos
reacciones de nitraciéon por separado se informan en la Tabla 1.

Nitracién 1: Se cargé un reactor de vidrio de 6 L bajo nitrégeno con &cido sulfarico concentrado (200,9 g) y se
enfrié a 0-5°C. Se afiadié cuidadosamente HNO3 fumante (187,9 g) gota a gota a una temperatura de 0°C a
10°C en 20 min. Posteriormente se afiadi6 Diclorometano (2,23 L) y la mezcla de reaccién se agitd durante 45
min. Se afiadié sal potasica del acido 6-hidroxihexanoico (110,1 g, 1 eq.) en porciones en 30 min a una
temperatura entre -5°C a 5°C. La mezcla se agité durante 2,5 horas a temperatura entre -5°C a 5°C y
posteriormente durante la noche a 20°C, la reaccion se monitorizd mediante 'H-NMR mostrando una
conversion del 99,6%. Se afiadié cuidadosamente una soluciéon acuosa saturada de cloruro de sodio (315,3 g
en 1,0 L) a una temperatura igual o inferior a 10°C en 25 min. Se observé la precipitacién de una gran cantidad
de sales inorganicas. La mezcla de reaccién se transfiri6 a un embudo de separacidn teniendo cuidado de no
transferir sales inorgénicas. La capa organica se decantd, se sec6 sobre sulfato de sodio y se concentré al
vacio (a una temperatura igual o inferior a 40°C) para dar acido 6-(nitrooxi)hexanoico crudo (105,4 g, 85,2%).
Pureza HPLC = 83,7% con una cantidad de acido 6-{[6-(nitrooxi)hexanoilJoxi}hexanoico (compuesto (1Xa) del
8,8%.

Nitracién 2: La reaccién se realiz6 utilizando 109,97 g de sal potasica del acido 6-hidroxihexanoico para obtener
101,6 g de é&cido 6-(nitrooxi)hexanoico (Vllla) crudo (82%) que tenia una pureza por HPLC del 89,7% y una
cantidad de acido 6-{[6-(nitrooxi)hexanoil]oxi}hexanoico (compuesto (1Xa)) del 5,8%.

Los dos lotes se combinaron y se sometieron a los siguientes pasos sin purificacién adicional.

Sintesis de cloruro de 6-(nitrooxilhexanoilo (Vllib)

El acido 6-(Nitrooxi)hexanoico (193 g) se disolvié en diclorometano (870 mL). La solucién turbia resultante se
filtré sobre fibras de vidrio, lavadas con diclorometano (130 mL) y la solucién clara se analizé por Karl Fischer
(contenido de agua = 0,018%). La solucién se enfrié de 0°C a 5°C bajo nitrégeno. Posteriormente, se afiadieron
N,N-dimetilformamida (1,2 mL) y cloruro de oxalilo (141,4 g) de 0°C a 5°C en 30 minutos. La mezcla de reaccién
se agitdé de 0°C a 5°C durante 1 hora y 14 horas de 15°C a 20°C. La monitorizacién mediante TLC mostré la
reaccion completa. La mezcla se concentré al vacio (temperatura igual o inferior a 40°C) y se coevaporé con
diclorometano (4 x 870 ml) para dar cloruro de 6-(nitrooxi)hexanoilo (212,4 g) con un rendimiento del 91,9%.

Preparacién de (Z)-7-](1S,5R,6R,7R)-3-butil-6-{[(E,3S)-3-hidroxi-5-fenil-pent-1-enil]}-2,4-dioxa-3-
borabiciclo[3.2.1]octan-7-il]-N-etil-hept-5-enamida (compuesto (ll))

Se carg6 metil terc-butil éter (3900mL, 14vol.) en un matraz. Se afiadié bimatoprost (249,1 g, 1 eq.) y el equipo
se enjuagé con metil terc-butil éter (250 mL, 1 vol.). Se afiadié acido butil borénico (70,66 g, 69,2 g en material
puro, 1,13 eq.) a la suspension resultante en una porcién, se enjuagé el equipo con metil terc-butil éter (250
mL, 1 vol.). La mezcla se calent6 a 40°C durante 2 h. La reaccién se monitorizé mediante "H NMR hasta una
conversion >97%.

La mezcla de reaccién se enfrié de 20°C a 25°C, se clarificé sobre un filtro de vidrio y se lavé con metil terc-
butil éter (250 mL, 1 vol.). El filtrado se concentré al vacio a una temperatura de alrededor de 40°C mediante
destilacion azeotrépica. El enjuague con metil terc-butil éter y la destilacion azeotrépica continuaron hasta que
el contenido de agua de (Z)-7{(1S,5R,6R,7R)-3-butil-6-{((E,3S)-3-hidroxi-5-fenil-pent-1-enil]-2,4-dioxa-3-
borabiciclo[3.2.1)octan-7-il]-N-etil-hept-5-enamida (compuesto (lI)) fue del 0,2%. El compuesto de férmula (Il)
se analizdé mediante 1H NMR para determinar el MTBE residual.

Se obtuvo (2)-7{(18,5R,6R,7R)-3-butil-6{((E,3S)-3-hidroxi-5-fenil-pent-1-enil]-2,4-dioxa-3-
borabiciclo[3.2.1)octan-7-il]-N-etil-hept-5-enamida (compuesto (ll)) en rendimiento cuantitativo (386,7 g de
material crudo, sin corregir).

Preparacién de (1S,2E)-3-{(6R,7R)-3-butil-7[(2Z)-7-(etilamino)-7-oxohept-2-en-1-il]-2,4-dioxa-3-
borabiciclo[3.2.1]oct-6-il}-1-(2-feniletil)-prop-2-en-1-il 6-(nitrooxi) hexanoato (XI)

Se cargd metil terc-butil éter (4100 mL, 11,6 vol.) en un matraz de fondo redondo de tres bocas de 4 L bajo
nitrégeno. Se afadid (2)-7-(1S,5R,6R,7R)-3-Butil-6-[((E,3S)-3-hidroxi-5-fenil-pent-1-enil]-2,4-dioxa-3-
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borabiciclo[3.2.1)octan-7-il]-N-etil-hept-5-enamida (compuesto (I1)) (378 g en crudo, 1 eq.), el equipo se enjuagd
con metil terc-butil éter (510 mL, 1,44 vol.). La solucién resultante se enfrié de 0°C a 5°C.

Se afiadié 4-dimetilaminopiridina (177,5 g, 2,27 eq.) en una porciéon. Se afiadié gota a gota una solucién de
cloruro de 6-(nitrooxi)hexanoilo (204,4 g, correspondientes a 188 g en puro, 1,5 eq.) en metil terc-butil éter (650
mL, 1,84 vol.) de 0°C a 5°C en 45 min. El embudo de decantacién se enjuagé con metil terc-butil éter (40 mL,
0,12 vol.). Después de agitar durante 2 horas de 0°C a 5°C. La mezcla se agité de 15 a 20°C durante 17,5 h.
La monitorizaciéon por HPLC mostrd una conversién del 99,0%. Se afiadié agua desionizada (1730 mL, 4,89
vol.) en 9 min a una temperatura méaxima de 25°C.

La mezcla se decanté. Se analizé la capa acuosa y luego se descart6. La capa organica se lavé con solucién
acuosa de acido clorhidrico 1M. Se analizé la capa acuosa y luego se descartd. La capa organica se lavd
primero con agua desionizada (1351mL, 5 vol) y luego con una solucién saturada de cloruro de sodio (3x1177
mL, 3x4,25 vol).

Las capas acuosas (pH=4 después del lltimo lavado) se analizaron y descartaron. La capa organica se secd
sobre sulfato de sodio (240 g, 86,8% p/p), se lavd con metil terc-butil éter (616 mL, 2 vol.) y se concentré al
vacio para obtener (1S,2E)-3-{(6R,7R)-3-butil-7[(22)-7-(etilamino)-7-oxohept-2-en-1-il]-2,4-dioxa-3-
borabiciclo[3. 2.1]oct-6-il}-1-(2-feniletil)-prop-2-en-1-il 6-(nitrooxi)hexanoato (compuesto (XI) en rendimiento
cuantitativo (417,4 g, correspondientes a 322,1 g de producto puro, rendimiento 85,8% de pureza).

Sintesis de acido hexanoico, 6-(nitrooxi)-, (1S,2E)-3-[(1R,2R,3S,5R)-2-[(2Z)-7-(etilamino)-7-ox0-2-hepten-
1-il1-3,5-dihidroxiciclopentilo]-1-{2-feniletil)-2-propen-1-il éster (l) (compuesto crudo).

(18,2E)-3-{(6R, 7R)-3-butil-7[(2Z)-7-(etilamino)-7-oxohept-2-en-1-il]-2,4-dioxa-3-borabiciclo[ 3.2. 1]oct-6-il}-1-(2-
feniletil)-prop-2-en-1-il 6-(nitrooxi) hexanoato (compuesto (XI)) (407,3 g crudo, 1 eq.) se disolvié en metanol
(3550 mL, 8,9 vol.). La solucién resultante se cargd en el matraz y el equipo se enjuagé con metanol (1140 mL,
2,8 vol.). La mezcla se agit6 de 15°C a 25°C durante 15 h monitorizando la reaccion mediante "H-NMR. El
metanol se elimin6é posteriormente al vacio a de 35°C a 40°C. Se afiadié metanol (3550 mL, 8,8 vol.) y la
solucién se transfirid a un reactor. La reaccién se agité a 20 - 22°C durante 16 h. Se realizé la IPC mediante
NMR y mostré la finalizacién de la reaccién. La mezcla de reaccién se concentrd al vacio a una temperatura
inferior a 40°C. El residuo se disolvié en metil terc-butil éter (4350 mL, 10,85 vol.). La solucidn resultante se
lavé con agua desionizada (2190 mL). La capa acuosa (pH=7) se descartd. La capa organica se lavé con la
solucién de cloruro de sodio (2x1930 mL, 2x4,8 vol.). Las capas acuosas se descartaron. La capa organica se
secé sobre sulfato de sodio (395 g, 1 eq p/p), se lavd con metil terc-butil éter (790mL, 2vol.) y se concentré al
vacio a temperatura inferior a 40°C para obtener acido hexanoico crudo, 6-(nitrooxi)-, (1S,2E)-3-
[(1R,2R,38,SR)-2-[(22)-7-(etilamino)-7-oxo-2-hepten-1-il]-3,5-dihidroxiciclopentilo]-1-(2-feniletil)-2-propen-1-il
éster (compuesto (1)) (367,1 g, | 98,3% de rendimiento) con una pureza por HPLC del 80,4%.

La mezcla se purificé utilizando columna de gel de silice (750 g x 6, 10,34 vol.) y diclorometano / metanol como
eluyente con un gradiente 100:0 a 95:5 en un Combiflash. Las fracciones se monitorizaron mediante TLC y se
analizaron mediante HPLC (%aérea). Las fracciones se concentraron al vacio a una temperatura igual o inferior
a 50°C para obtener 206 g de acido hexanoico, 6-(nitrooxi)-, (1S,2E)-3-[(1R,2R,3S,5R)-2-[(22)-7-(etilamino)-7-
oxo-2-hepten-1-il]-35-dihidroxiciclopentilo]-1-(2-feniletil}-2-propen-1-il éster (Compuesto (1)) que se cargaron en
un matraz de fondo redondo de tres bocas de 4L y se disolvieron en etanol absoluto (2100 mL, 10vol.), se
afiadié carbon activado (21 g, 10% /p) y la mezcla se agité de 20°C a 25°C durante 0,5 h. El carbén se filtrd y
se lavd con etanol absoluto (210 mL, 1 vol.). El filtrado se concentrd bajo vacio industrial de 45°C a 50°C
durante 4 h y posteriormente bajo vacio alto de 45°C a 50°C durante 8 h. La monitorizacion mediante 'TH NMR
en DMSO-d6 no mostré disolventes residuales.

Se obtuvo &cido hexanoico, 6-(nitrooxi)-, (1S,2E)-3-[(1R,2R,3S,5R)-2-{(2Z)-7-(etilamino)-7-oxo-2-hepten-1-il]-

3,5-dihidroxiciclopentil]-1-(2-feniletil)-2-propen-1-il ester (192,9 g.) con un rendimiento global del 62% a partir
del compuesto (I1). La pureza por HPLC fue del 99,13%.
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EAnéIisis cuantitativo y rendimiento quimico del acido 6-(nitrooxi) hexanoico preparado de acuerdo con el
iprocedimiento de la presente invencion (Ejemplo 1) y con el procedimiento divulgado en WO 2019/162149
:(Ejemplo 2 - comparativo).

{Ejemplo iCantidad iCantidad final del {Purezapor  iCantidad de iRendimiento efectivo de
: tinicial del icompuesto crudo {HPLC del icompuesto  {(Villa) corregido por los
icompuesto  i(Villa) (g) icompuesto i(IXa) (a/a%) idatos de HPLC (%)
{(X) (9) (Villa) (a/a%) |
‘Ejemplo 1 3061 1318,4 199,2 10,15 199,0
Ejemplo2  i110,9 1105,4 83,7 8,80

{(Nitracion 1) i

.....................................................................................................................................................................

‘Ejemplo2 110, i101,6 89,7 15,82
{(Nitracion 2)

nélisis cuantitativo por UHPLC del compuesto (1) y su perfil de impurezas preparado de acuerdo con el
;procedimiento de la presente invencion (Ejemplo 1) y con el procedimiento divulgado en WO 2019/162149
{(Ejemplo 2 - comparativo).

mpureza (VIl) :Impureza (V)

La Tabla 1 informa de los resultados del analisis cuantitativo y el rendimiento quimico del &cido 6-
(nitrooxi)hexanoico (Villa) preparado de acuerdo a las reacciones de nitracién de la presente invencion y del
procedimiento divulgado en WO 2019/162149. Los resultados muestran que la adicién de agua, en lugar de
una solucién saturada de NaCl en agua (salmuera) como se describe en WO 2019/162149, durante el
tratamiento de la reaccién de nitraciéon de la sal alcalina del acido 6-hidroxihexanoico condujo a una mezcla de
nitracion cruda que contenia compuesto (Villa) casi puro (pureza del 99.2% a/a %) y que contenia una cantidad
reducida de la impureza dimérica 6-{[6-(nitrooxi)hexanoil]oxi}acido hexanoico (IXa) (0,15% ala %). El
compuesto (Vllla) también se obtuvo con un alto rendimiento quimico, tal como 99%. La utilizacién de la mezcla
de nitracién cruda del paso 5a) permite obtener el producto final acido hexanoico, 6-(nitrooxi)-, (1S,2E)-3-
[(1R,2R,3S8,5R)-2-[(22)-7-(etilamino)-7-oxo-2-hepten-1-il]-3,5-dihidroxiciclopentilo]-1-(2-feniletil)-2-propen-1-il
éster (l) que contiene una cantidad de la impureza éster del 4cido 6-{[6-(nitrooxi)hexanoil]oxithexanoico de
bimatoprost (VIl) inferior al 0,05%. En efecto, los resultados de la Tabla 2, que informa del anélisis cuantitativo
del compuesto (l) y de las principales impurezas preparadas de acuerdo al procedimiento de la invencién
(Ejemplo 1) y con un procedimiento divulgado en WO 2019/162149 (Ejemplo 2 -comparativo), muestran que el
procedimiento de la invencién proporciona el compuesto (1) con un contenido de la "impureza dimérica" éster
del acido 6-{[6-(nitrooxi)hexanoil]loxi} hexanoico de bimatoprost (compuesto (VII)) por debajo del limite de
deteccién de 0,05% y un contenido de éster 15-(6-clorohexanoil) de bimatoprost (compuesto (V)) del 0,11%. El
procedimiento divulgado en la técnica anterior da lugar a un compuesto (l) que tiene una pureza quimica inferior
y un contenido del compuesto (VII) del 0,1% al 0,4%.

Los resultados demuestran que el procedimiento de la invencién representa un procedimiento mejorado
facilmente transferible a escala industrial.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la preparacién de 4cido hexanoico, 6-(nitrooxi)-, (1S,2E)-3-{(1R,2R,3S,5R)-2-[(22)-7-
(etilamino)-7-oxo-2-hepten-1-il]-3,5-dihidroxiciclopentilo]-1-(2-feniletil)-2-propen-1-il éster de férmula (I):

(I

que comprende los pasos siguientes:
Paso A) preparacién del cloruro de 6-(nitrooxi) hexanoilo (VIlib) mediante:

1a) la reaccién de la e-caprolactona

0" ™o

con una base inorganica seleccionada entre KOH, NaOH y LiOH en un disolvente seleccionado entre metanol,
etanol o isopropanol, a una temperatura entre 20°C y la temperatura de reflujo del disolvente para obtener la
sal del 4cido 6-hidroxihexanoico de férmula (X)

en la que M es K, Na o Li;
2a) purificar la sal del acido 6-hidroxihexanoico de formula (X) obtenida en el paso 1a) que comprende:

i. afladir metil terc-butil éter a la mezcla de reaccién del paso 1a) en una relaciéon metil terc-butil éter / volumen
de la mezcla de reaccién 2:1;

ii. filtrar el sélido;

ii. suspender el sélido con una mezcla de metil terc-butil éter, metanol en una relacién de 3:1 a 5:1 y agua en
una cantidad de 0,3 - 1 mol de agua por mol de e-caprolactona;

iv. aislar la sal del 4cido 6-hidroxihexanoico de férmula (X) como sélido;

3a) haciendo reaccionar la sal del acido 6-hidroxihexanoico con una mezcla de HNOs fumante y HoSOq
concentrado en diclorometano, a una temperatura que oscila entre 0 °C y 10 °C;

4a) afiadir agua a la mezcla de nitracion del paso 3a) manteniendo la temperatura entre 0 °C y 5 °C;
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5a) separar la fase organica, secar sobre sulfato de sodio dicha fase organica y destilar el disolvente para
obtener &cido 6-(nitrooxi)hexanoico crudo (Villa).

o)

(VIIIa)

6a) hacer reaccionar el acido 6-(nitroxi) hexanoico (Villa) crudo con un agente clorante en diclorometano para
obtener el cloruro de 6-(nitroxi)hexanoilo (VIlIb) crudo;

Paso B) preparacién de acido hexanoico, 6-(nitrooxi)-, (1S,2E)-3-[(1R,2R,3S,5R)-2-[(2Z)-7-(etilamino)-7-ox0-2-
hepten-1-il]-3,5-dihidroxiciclopentilo]-1-(2-feniletil)-2-propen-1-il éster (1) que comprende los siguientes pasos:

1b) la reaccién de bimatoprost con é&cido butil borénico en metil terc-butil éter a temperatura de
aproximadamente 40°C, para obtener el compuesto (ll):

(D

2b) hacer reaccionar el compuesto (ll) con el cloruro de 6-(nitrooxi) hexanoilo (VIlIb) crudo del paso 6a) en
presencia de 4-dimetilaminopiridina en forma libre en un disolvente organico aproético, para obtener el
compuesto (XI).

)

/\/\B/ :'
\S

(X1)

3b) eliminar el grupo protector boronato para obtener el compuesto crudo de férmula (1);
4b) purificar el compuesto crudo (I) mediante cromatografia en columna.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que en el paso 1a) la base inorganica es KOH y
el disolvente es metanol y la reaccién se lleva a cabo a la temperatura de reflujo del metanol.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 2, en el que en el paso 3a) la sal potasica del acido 6-
hidroxihexanoico se afiade a una mezcla de HNO3 fumante y HoSO4 concentrado en diclorometano a una
temperatura de aproximadamente 0° C a 10°C y la mezcla de reaccidn se agita vigorosamente durante 60 +
15min a una temperatura de 0°C a 5°C.
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4. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que en el paso 6a) el agente
clorante es cloruro de oxalilo.

5. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que en el paso 2b) el
disolvente aprético es metil terc-butil éter a una temperatura que oscila entre 0°C y 20+3°C.

6. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que en el paso 2b) la relacién
molar del compuesto (II) y la 4-dimetilaminopiridina es de 1:2,0 a 1: 2,4.

7. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que en el paso 3b) el
disolvente utilizado en la reacciéon es metanol y la reaccién se lleva a cabo a temperatura ambiente.

8. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que en el paso 4b) el
compuesto crudo (l) se purifica utilizando cromatografia de gel de silice de alto rendimiento y cloruro de
metileno/metanol como fase movil.

9. Un procedimiento para la sintesis del acido 6-(nitrooxi)hexanoico que comprende:

1a) hacer reaccionar la e-caprolactona

0" ™Mo

con KOH en metanol a la temperatura de reflujo del disolvente;

2a)-i. afadir metil terc-butil éter a la mezcla de reaccidén del paso 1a) en una relacién metil terc-butil éter /
volumen de la mezcla de reaccién 2:1;

2a)-ii. filtrar la sal potasica sélida del acido 6-hidroxihexanoico;

2a)-iii. suspender el sélido con una mezcla de metil terc-butil éter, metanol en una relacién de 3:1 a 5:1 y agua
en una cantidad de 0,3 - 1 mol de agua por mol de e-caprolactona;

2a)-iv. aislar la sal potéasica del 4cido 6-hidroxihexanoico como un sélido;

3a) afiadir la sal potésica del 4cido 6-hidroxihexanoico del paso 2a) en una mezcla de HNO3 fumante y HoSO4
concentrado en diclorometano, a una temperatura que oscila entre 0°C y 10 °C y agitando enérgicamente la
mezcla de reaccién a una temperatura de 0°C a 5°C;

4a) afiadir agua a la mezcla de nitracion del paso 3a) manteniendo la temperatura entre 0 °C y 5 °C;

5a) separar la fase organica, secar sobre sulfato de sodio dicha fase organica y destilar el disolvente para
obtener é&cido 6-(nitrooxi) hexanoico caracterizado por una pureza quimica igual o superior al 99% y un
contenido de acido 6-{[6-(nitrooxi)hexanoil]oxi}hexanoico igual o inferior al 0,2%.

19



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - CLAIMS
	Page 18 - CLAIMS
	Page 19 - CLAIMS

