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DESCRIPCION
Procedimientos para la preparacion de oxazolinas diastereomérica y enantioméricamente enriquecidas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud de patente europea EP15382562.5 presentada el 11 de noviembre
de 2015.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un procedimiento industrialmente factible y ventajoso para la preparacion de acido
(2S,3R)-2-amino-3-(3,4-dihidroxifenil)-3-hidroxipropanoico, generalmente conocido como Droxidopa, o de intermedios
utiles en la sintesis del mismo.

TECNICA ANTERIOR

El acido (2S,3R)-2-amino-3-(3,4-dihidroxifenil)-3-hidroxipropanoico, = conocido  también como  L-treo-
dihidroxifenilserina, L-treo-DOPS, L-DOPS o Droxidopa, es un precursor sintético oralmente activo de la norepinefrina.
El Droxidopa repone la norepinefrina agotada, permitiendo la recaptacion de norepinefrina en las neuronas del sistema
nervioso periférico. Esta recaptacion, a su vez estimula los receptores para la vasoconstricciéon, proporcionando una
mejora fisioldgica en los pacientes con hipotensién ortostatica neurogénica sintomatica. Ha mostrado también eficacia
en otras enfermedades tales como enfermedad de Parkinson y depresion.

Se ha usado Droxidopa en Japén durante muchos afios para el tratamiento de la hipotension ortostatica. Se aprobd
originalmente en 1989 para el tratamiento de marcha congelada o mareo asociado con la enfermedad de Parkinson
para el tratamiento de la hipotension ortostatica, sincope o mareo asociado con el sindrome de Shy-Drager y
polineuropatia amiloidiopatica familiar.

La aprobacién para el mercado se amplid posteriormente para incluir el tratamiento de vértigo, mareo y debilidad
asociados con la hipotensién ortostatica en pacientes de hemodialisis.

El Droxidopa tiene la siguiente estructura quimica:

OH

HO (SL.CO,H
®)

NH
HO 2

Su preparacién quimica generalmente implica una sintesis multi-etapa. Tipicamente, una o mas de las etapas
necesarias en la sintesis requieren que los sitios reactivos, distintos del sitio destinado para la reaccion, se protejan
temporalmente. De esta manera, la sintesis de Droxidopa tipicamente comprende al menos una etapa de proteccion
y desproteccion asociadas. Por ejemplo, el resto catecol, el resto amina y/o el resto carboxilo pueden requerir
proteccion y posterior desproteccion, dependiendo de la ruta de sintesis y de los reactivos usados en la preparacion
de Droxidopa.

Se han descrito en la bibliografia diversos enfoques sintéticos y enzimaticos para Droxidopa.

La mayoria de ellos suponen el acoplamiento entre un 3,4-dihidroxi benzaldehido protegido convencionalmente con
glicina para producir una mezcla diastereoméricamente enriquecida de treo-DOPS. Este enfoque, descrito por
Microbiochemical Research Foundation en la patente EP 0112606 B1, no es estereoselectivo y depende de
cristalizaciones fraccionadas para separar una mezcla treol/eritro.
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Los grupos protectores adecuados para los restos hidroxilo de 3,4-dihidroxi benzaldehido son éteres (por ejemplo
bencilo y metilo) o acetales ciclicos (por ejemplo metilen acetal). La retirada de acetales ciclicos o éteres de metilo
requiere el tratamiento con un acido de Lewis (por ejemplo AICI3) y un tiol (por ejemplo etanotiol, un compuesto volatil
con un olor extremadamente repulsivo). Al contrario, la retirada de éteres de bencilo puede conseguirse mediante una
hidrogenolisis sencilla, limpia y cuantitativa.
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La mezcla diastereoméricamente enriquecida de treo-DOPS protegido puede convertirse en el D- y L-treo-DOPS
opticamente activo resolviendo Opticamente una mezcla racémica de ftreo-2-(3,4-metilenedioxifenil)-N-
carbobenciloxiserina o treo-2-(3,4-dibenciloxi-fenil)-N-carbobenciloxiserina, como se detalla en las patentes US
4.319.040 y US 4.480.109, respectivamente. Después de la resolucion éptica de estas mezclas racémicas para dar el
enantiémero L deseado, los grupos metilendioxi o bencilo deben retirarse del resto catecol y el grupo carbobenciloxi
(Cbz) debe retirarse del grupo amina para dar Droxidopa.

De acuerdo con un enfoque alternativo descrito en la patente EP 201039 B1, una mezcla racémica de treo-2-(3,4-
dibenciloxi-fenil)-N-acetilserina can puede convertirse en L-treo-2-(3,4-dibenciloxi-fenil)-serina por tratamiento con L-
amino acilasa.

Una desventaja asociada con todas las rutas sintéticas citadas anteriormente es que al convertir un material de partida
racémico usando una enzima enantioselectiva o una amina 6pticamente activa, puede conseguirse un rendimiento
maximo del 50 % del producto final enantioméricamente puro.

Un procedimiento alternativo para la preparacion esteroselectiva de Droxidopa se ha descrito en la patente EP 375554
B1. De acuerdo con esta ultima, los dos esterocentros se introducen simultaneamente con hidrogenacion asimétrica
de tipo Noyori con resolucion cinética dinamica (AH-DKR). El procedimiento es particularmente interesante porque se
cataliza por el mas barato de los metales de transicion (rutenio) y de las fosfinas quirales (Binap) empleadas en las
hidrogenaciones asimétricas. Sin embargo, las condiciones propuestas no son adecuadas para una produccion
industrial de Droxidopa, porque: 100 bar de presion de hidrogeno esta fuera del alcance en las vasijas industriales
normales; el tiempo de reaccion presentado es poco practico (casi 1 semana); el mejor disolvente es diclorometano
(que deberia evitarse por cuestiones medioambientales); y la desproteccion del resto metilenedioxi requiere un gran
exceso de AICl; o AlBrs.

En la patente JP 5028850 se ha descrito un enfoque enzimatico estereoselectivo para Droxidopa y supone el
acoplamiento de glicina o una sal de la misma con 3,4-dihidroxibenzaldehido en presencia de una treonina aldolasa
para formar el derivado de aminoacido enantioméricamente enriquecido correspondiente.

Un enfoque sintético innovador para la preparacion de oxazolinas diastereomérica y enantioméricamente enriquecidas
(A) (por reaccion de isocianoacetatos con aldehidos en presencia de derivados del alcaloide 9-amino(9-desoxi)epi
Cinchona y una sal de plata u oro) se ha descrito en el Journal of the American Chemical Society (2011), 133, 1710-
1713.

AQED D_ﬂ
W,
. -CHO CNCH,CO,tBu N N (A)
| T a |"‘“**i:f‘~f
P derivados alcaloides de [ =
) 9-amino{9-desoxijepi Cinchona i CDZTBU
d.r.=19:1 ee=90%
. OH
A) H", MeOH . CO,Bu
NH>

d.r=19:1 ee=90%

Dichas oxazolinas (A) pueden convertirse adicionalmente en los ésteres de terc-butilo correspondientes por hidrolisis.
El objetivo de esta invencion es proporcionar un método quimico para preparar Droxidopa o intermedios Utiles en la
sintesis del mismo, caracterizado por altos rendimientos y niveles de estereocontrol evitando el uso de reactivos
peligrosos y proporcionando los compuestos deseados con una pureza apropiada para su uso en compuestos
farmacéuticos.

SUMARIO DE LA INVENCION

Estos objetivos se consiguieron con la presente invencién que, en un primer aspecto de la misma, se refiere a un
procedimiento para la preparacion de una mezcla diastereomérica y enantioméricamente pura de un aminoacido de
férmula general (IV) o una sal del mismo:

OH
HO «_CO,H

*

HO M2 av)

comprendiendo dicho procedimiento las siguientes operaciones sintéticas:
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a) preparar una mezcla diastereomérica y enantioméricamente enriquecida de la oxazolina de férmula general (ll)
haciendo reaccionar un benzaldehido (I) con un isocianoacetato (V) en presencia de un sistema catalitico que
comprende un derivado del alcaloide 9-amino(9-desoxi)epi Cinchona (VIIl) y una sal de plata u oro, o una mezcla de
las mismas:

V) o0\
1 \
RO CHO " cneH,co,R? R'_O 4 N
17 CO,R2
RO (1 R N0 2%y

(Vi)

donde R'es un arilo C6-C10 o un arilo C6-C10 sustituido (por ejemplo fenilo);

R? es un alquilo C1-C6 lineal o ramificado (por ejemplo metilo, etilo, n-propilo, iso-propilo, n-butilo, iso-butilo o terc-
butilo), un arilo C6-C10 (por ejemplo fenilo) o un alquilo C1-C6 lineal o ramificado sustituido con un arilo C6-C10 (por
ejemplo bencilo);

R3es H, OH, o un alcoxi C1-C6 lineal o ramificado (por ejemplo metoxi);

PPh, O PPh,O
Y

R* es )

R® es un etilo 0 un grupo vinilo.
b) convertir dicha mezcla enriquecida de la oxazolina de formula general (ll) en una mezcla diastereomérica y
enantioméricamente enriquecida del aminoacido protegido de formula general (ll1):

o\ OH
N

1 * 1
R!_O R'_O L COH

* -

2
R0 COR* ) R0 NF2

c) convertir la mezcla enriquecida del aminoacido protegido de férmula general (lll) en una mezcla diastereomérica y
enantioméricamente pura del aminoacido de formula general (IV):

OH OH
RT_O ~CO2H HO ~COzH

-
-

R0 NH2 HO NHz (v
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Todos los términos usados en la presente solicitud, a menos que se indique de otra manera, deben interpretarse en
su significado ordinario como se conoce en el campo técnico. Se dan a continuacion otras definiciones mas especificas
de algunos términos usados en la presente solicitud y pretenden aplicarse uniformemente a toda la descripcion y las
reivindicaciones, a menos que se indique de otra manera.

En general, la nomenclatura usada en esta Solicitud esta basada en AUTONOM™ v.4.0, un sistema informatizado del
Instituto Beilstein para la generacion de nomenclatura sistematica IUPAC. Si hay alguna discrepancia entre una
estructura representada y un nombre dado respecto a la estructura, debe considerarse correcta la estructura
representada. Adicionalmente, si no se indica la estereoquimica de una estructura o una porcién de una estructura no,
por ejemplo con lineas en negrita o discontinuas, la estructura o porcién de la estructura tiene que interpretarse como
que abarca todos los estereoisémeros existentes de la misma.

Los compuestos preparados por el procedimiento de la presente invencidon pueden tener uno o mas centros
estereogénicos y pueden existir y pueden usarse o aislarse en formas enantioméricamente puras, como formas
enantioméricamente enriquecidas asi como en formas diastereoméricamente puras o como mezclas
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diastereoméricamente enriquecidas. Debe entenderse que los procedimientos de la presente invencidon pueden dar
lugar a cualquiera de las formas previas o una combinacion de las mismas. Debe entenderse también que los
productos de los procedimientos descritos en la presente memoria pueden aislarse como formas enantiomérica y
diastereoméricamente puras o como mezclas enantiomérica y diastereoméricamente enriquecidas.

El signo “*” (asterisco) presente en algunas formulas de esta descripcion indica un centro estereogénico (asimétrico)
aunque la ausencia de asteriscos no necesariamente implica que el compuesto carezca de un esterocentro. Tales
férmulas pueden hacer referencia a un racemato o a enantiémeros o diasteredmeros individuales, que pueden ser o
no sustancialmente puros.

Una mezcla de enantidmeros (R,S) puede contener los dos enantiomeros individuales en cualquier relacion entre si.
La pureza enantiomérica generalmente se expresa como “exceso enantiomérico” o ee y se define, por ejemplo para
el enantiomero (S) como [(S-R)/(R+S)]x100, en la que S y R are son respectivamente las cantidades de los
enantiomeros (S) y (R) (segun se determina por ejemplo por GC o HPLC en una fase estacionaria quiral o polarimetria).
El término “arilo” se refiere a cualquier sustituyente derivado de un hidrocarburo aromatico monociclico o policiclico
por retirada de un atomo de hidrégeno de un atomo de carbono del anillo (es decir, fenilo, tolilo, 1-naftilo o 2-natftilo).
El término “racémico” se refiere a una muestra de un compuesto quiral que contiene ambos isémeros (+) y (-) en
cantidades iguales.

La expresion “enantioméricamente enriquecido” como se usa en la presente memoria significa que uno de los
enantiomeros de un compuesto esta presente en exceso en comparaciéon con el otro enantiémero.

La expresion “enantioméricamente puro” como se usa en la presente memoria significa que la pureza enantiomérica
normalmente es al menos aproximadamente un 96 %, preferentemente al menos un 99 %, mas preferentemente al
menos un 99,5 %.

La expresion “diastereoméricamente enriquecido” como se usa en la presente memoria significa que uno de los
diasteredmeros de un compuesto esta presente en exceso en comparacién con el otro diastereémero.

La expresion “diastereoméricamente pura” como se usa en la presente memoria significa que la pureza
diasteredmerica normalmente es al menos aproximadamente un 96 %, preferentemente al menos un 99 %, mas
preferentemente al menos un 99,5 %.

El simbolo v (enlaces de guiones) presente en algunas de las férmulas de la descripcion y las reivindicaciones
indica que el sustituyente se dirige hacia abajo del plano de la hoja.

El simbolo —= (enlace cufia) presente en algunas de las formulas de la descripcion y las reivindicaciones indica que
el sustituyente se dirige hacia arriba del plano de la hoja.

Los compuestos obtenidos por las transformaciones quimicas de la presente invenciéon pueden usarse para las
siguientes etapas sin purificacion adicional o pueden separarse y purificarse empleando métodos convencionales bien
conocidos por los expertos en la materia, tales como recristalizacion, cromatografia en columna o por transformacion
de los mismos en una sal o un co-cristal con un co-formador apropiado o lavandose con un disolvente organico o con
una solucién acuosa, opcionalmente ajustando el pH.

Se entendera que cualquier compuesto descrito en la presente memoria puede describirse en cualquiera de las sales
o co-cristales del mismo.

El término “semilla” se refiere a una sustancia cristalina que se afiade a una solucién de la misma sustancia para
inducir su cristalizaciéon. La siembra con un isémero 6ptico especifico a menudo tiene el efecto util de promover la
cristalizacion de la sustancia en la misma forma de la semilla.

Debe observarse que, durante la conversidon de la mezcla diastereomérica y enantioméricamente enriquecida de la
oxazolina de férmula general (ll) en la mezcla enriquecida del aminoacido de férmula general (IV), no se observa ni la
epimerizacion (es decir, la pérdida de diastereoselectividad hacia el isémero eritro) ni la racemizacién (conversion del
enantiomero principal hacia el minoritario conduciendo a un menor ee). Por consiguiente, la d.r. (relacion
diastereomérica, en concreto la relacién del porcentaje de un diasterecisémero en una mezcla al del otro
diastereoisémero) y el ee detectados en la mezcla enriquecida de la oxazolina de férmula general (Il) permanecen sin
cambios en la mezcla enriquecida del aminoacido de formula general (IV).

De acuerdo con su aspecto mas general, la presente invencion se refiere a un procedimiento para la preparacion de
una mezcla diastereomérica y enantioméricamente enriquecida de un aminoacido de formula general (IV) o sales del
mismo.

La primera operacion del procedimiento de la invencion a), consiste en la preparacion de una mezcla diastereomérica
y enantioméricamente enriquecida de la oxazolina de férmula general (II) mediante una reaccion de aldol, en la que
se hace reaccionar un benzaldehido (I) con un isocianoacetato (V) en presencia de un sistema catalitico que
comprende un derivado del alcaloide 9-amino(9-desoxi)epi Cinchona (VIIl) y una sal de plata u oro o una mezcla de
las mismas.

Los benzaldehidos (l) y los isocianoacetatos (V) usados como reactivos en esta operacion estan disponibles en el
mercado; como alternativa pueden prepararse de acuerdo técnicas convencionales en sintesis organica; en particular,
los isocianoacetatos (V) pueden prepararse de acuerdo con la operacion d) descrita a continuacion.

Dicha reaccion de aldol normalmente se lleva a cabo a temperaturas entre -40 y 80 °C, preferentemente entre -20 y
60 °C, por ejemplo entre 10y 30 °C, en un disolvente polar aproético tal como un éter (preferentemente tetrahidrofurano,
2-metiltetrahidrofurano, metil-terc-butil éter o ciclopentilmetil éter), un acetato (preferentemente acetato de etilo o iso-
propilacetato), acetonitrilo, un disolvente clorado (tal como diclorometano) o una mezcla de los mismos.
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Las sales de plata u oro adecuadas para este fin son, por ejemplo, acetato de plata, carbonato de plata, 6xido de plata,
cloro(trifenilfosfina)oro o una mezcla de las mismas.

Los derivados del alcaloide Cinchona (VIII) ttiles para la invencion pueden prepararse de acuerdo con el procedimiento
descrito en Nature Protocols (2013), 8, 325-344 y Journal of the American Chemical Society (2011), 133, 1710-1713
partiendo de cinchonidina, cinchonina, quinina o quinidina disponibles en el mercado (normalmente comercializadas
como una mezcla de los derivados insaturados/saturados).

De acuerdo con una realizacion alternativa del procedimiento objeto del aspecto mas general de la presente invencion,
dicha mezcla insaturada/saturada se convierte en una mezcla de derivados del alcaloide 9-amino(9-desoxi)epi
Cinchona insaturado/saturado que se usa tal cual en la reaccién de aldol de la operacion a).

Preferentemente, el derivado del alcaloide 9-amino(9-desoxi)epi Cinchona (VIIl) usado en la operacion a) se
caracteriza por la férmula general (VIIIA) o (VIIIB):

R5
v
‘ W . R4

(VIIIA)

donde R4 y R5 tienen los significados dados anteriormente.

La cantidad de isocianoacetato (V) normalmente esta entre 1 y 1,5 equivalentes, preferentemente entre 1,05 y 1,1
equivalentes, con respecto a la cantidad de benzaldehido (I) usado.

La cantidad molar de derivado del alcaloide 9-amino(9-desoxi)epi Cinchona normalmente esta entre 1/200 y 1/20 con
respecto a la cantidad de benzaldehido de férmula general (I) usado, por ejemplo entre 1/100 y 1/50.

La cantidad molar de la sal de plata u oro o de la mezcla de las mismas con respecto al derivado del alcaloide 9-
amino(9-desoxi)epi Cinchona en el sistema catalitico normalmente esta entre 1:1 y 1:8 (mol/mol).

Los isocianoacetatos (V) para su uso en la operacion a) pueden prepararse en una operacion d), que comprende las
siguientes etapas:

d.1) convertir un derivado de glicina de férmula (VI) o una sal del mismo en el derivado N-formilo correspondiente (VII):

(VI B)

H
H,N.__CO,R? > _N.__CO,R?
2N~ 2 OHC N 2
(V1) (Vi)
d.2) deshidratar dicho derivado N-formilo (VII) para obtener un isocianoacetato (V):
H
OHC”~ N._ CO,R? > CN._ CO.R?
(Vi (V)

donde R? es un alquilo C1-C6 lineal o ramificado (por ejemplo metilo, etilo, n-propilo, iso-propilo, n-butilo, iso-butilo,
terc-butilo), un arilo C6-C10 (por ejemplo fenilo), o un alquilo C1-C6 lineal o ramificado sustituido con un arilo C6-C10
(por ejemplo bencilo).
La etapa d.1) incluye el tratamiento de un derivado de glicina de férmula (VI) o una sal del mismo (preferentemente la
sal clorhidrato) con un formiato, preferentemente formiato de etilo para obtener un derivado de N-formilo (VIl). Cuando
se usa una sal del derivado de glicina de férmula (VI) como el compuesto de partida, las condiciones indicadas
anteriormente requieren ademas la presencia de una base organica, tal como una amina terciaria, por ejemplo
trietilamina, N,N-diisopropiletiamina, N,N-diisopropilmetilamina, N-metilmorfolina o N,N-diciclohexilmetilamina.
La cantidad de formiato normalmente esta entre 5 y 15 equivalentes, preferentemente entre 8 y 10 equivalentes, con
respecto a la cantidad de derivado de glicina (VI) usado.
La cantidad de base organica normalmente esta entre 1y 1,5 equivalentes, preferentemente es de 1,1 equivalentes,
con respecto a la cantidad de derivado de glicina (VI) usado.
La etapa d.2) supone la conversion del derivado de N-formilo (VII), opcionalmente aislado, en un isocianoacetato (V)
por tratamiento con uno de los agentes de deshidratacion generalmente conocidos en el campo tales como por
ejemplo:
e  Bis(triclorometil) carbonato (trifosgeno) o triclorometil cloroformiato (difosgeno) en presencia de una base, tal
como una de las aminas terciarias indicadas anteriormente para la realizar la etapa d.1);
e POCI; en presencia de una base tal como una de las aminas terciarias indicadas anteriormente para la
realizar la etapa d.1);
e  Cloruro de tosilo en presencia de una base tal como una de las aminas terciarias indicadas anteriormente
para la realizar la etapa d.1);
e  Cloruro de mesilo en presencia de una base tal como una de las aminas terciarias indicadas anteriormente
para la realizar la etapa d.1);
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e Elreactivo de Burguess.
Preferentemente, la etapa d.2) se realiza por tratamiento con POCI3 y trietilamina o N,N-diisopropiletilamina en un
disolvente adecuado (preferentemente un disolvente clorado, por ejemplo diclorometano).
La cantidad de POCI; normalmente esta entre 1 y 1,2 equivalentes, preferentemente entre 1,05 y 1,1 equivalentes,
con respecto a la cantidad del derivado de N-formilo (VII) usado.
Las cantidades adecuadas de trietilamina o N,N-diisopropiletilamina normalmente son entre 2 y 5 equivalentes,
preferentemente entre 2,2 y 2,5 equivalentes, con respecto a la cantidad del derivado de N-formilo (VII) usado.
De acuerdo con una realizacion aun mas preferida de la presente invencion, la solucién resultante de la etapa d.2),
que contiene el isocianoacetato (V), se usa tal cual en la reaccién de aldol de la operacion a).
La operacion b) del procedimiento de la invencion comprende la conversion de la mezcla diastereomérica y
enantioméricamente enriquecida de la oxazolina de férmula general (ll), obtenida en la operacion a), en una mezcla
diastereomérica y enantioméricamente enriquecida del aminoacido protegido de formula general (lll). Esta operacion
incluye las siguientes etapas:
b.1) convertir la mezcla enriquecida de la oxazolina de férmula general (ll) en la mezcla enriquecida correspondiente

del derivado de N-formilo (IX):
oM\ OH
R o A N RO CO,R?
~ . > N *N\E 2
CO,R? NHCHO
R 0 ) R0 (1X)

b.2) convertir la mezcla enriquecida del derivado de N-formilo (IX) en una mezcla diastereomérica y
enantioméricamente enriquecida del aminoacido protegido de féormula general (ll1):

OH OH

R'_O ~-CO,R? _Rl_oO ~CO,H
NHCHO NH

R1/\O (1X) R1/\O 2 (I

donde R'y R?tienen los significados dados anteriormente.
El objeto de transformacion de la etapa b.1) supone la conversion de la mezcla diastereomérica y enantioméricamente
enriquecida de la oxazolina de féormula general (ll), opcionalmente aislada en la mezcla enriquecida correspondiente
del derivado de N-formilo (IX) usando uno de los métodos generalmente conocidos en el campo, por ejemplo por
tratamiento con un acido. Las condiciones adecuadas comprenden, por ejemplo, el uso de una solucién acuosa al 5 %
de acido citrico.
La mezcla enriquecida del derivado de N-formilo (IX) obtenido de esta manera, opcionalmente aislado, se somete
adicionalmente, de acuerdo con la etapa b.2), a hidrolisis acida para producir una mezcla diastereomérica y
enantioméricamente enriquecida del aminoacido protegido de formula general (lll). Las condiciones acidas utiles para
el fin se conocen en general en el campo e incluyen, por ejemplo, el tratamiento con acido clorhidrico o una solucién
de cloruro de hidrégeno en un disolvente organico adecuado, tal como alcohol (por ejemplo metanol).
En el caso de que R? forme, junto con el grupo carboxilo al que esta unido, un grupo éster no hidrolizable en las
condiciones acidas, por ejemplo un éster de metilo, etilo, n-propilo, iso-propilo, n-butilo, iso-butilo, fenilo o bencilo, la
hidroélisis acida produce un compuesto N-desformilado de férmula (X) a continuacion:

OH

R'_oO . -COzR?

NH->
© (X)
En este caso, la etapa b.2) incluye ademas la hidrdlisis del resto éster con uno de los métodos conocidos por el experto.
Preferentemente, dicha hidrdlisis se realiza poniendo en contacto la mezcla enriquecida del derivado de N-formilo (IX)
o el compuesto N-desformilado correspondiente de férmula (X) con un hidréxido o un carbonato de un metal alcalino
(tal como K>COs3, Na»,COs, Li,CO3, Cs,CO3, KOH, NaOH, LiOH) en un disolvente miscible en agua (por ejemplo
metanol, etanol, tetrahidrofurano, dioxano o una mezcla de los mismos) en presencia de agua. La cantidad del
hidroxido o carbonato del metal alcalino usado normalmente esta entre 1 y 5 equivalentes, preferentemente 3
equivalentes, en comparacion con la cantidad molar de cualquiera del derivado de N-formilo (IX) o el compuesto de
férmula (X) usado.
La siguiente operacion del procedimiento de la invencion, c), supone la conversion de la mezcla diastereomérica y
enantioméricamente enriquecida del aminoacido protegido de formula general (lll), opcionalmente aislado, en la
mezcla diastereomérica y enantioméricamente pura del aminoacido de formula general (IV). Esta operacion puede
realizarse de acuerdo con dos rutas de sintesis alternativas, c.i) y c.ii).
El esquema sintético c.i) incluye las siguientes etapas:

R
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c.i.1) convertir la mezcla enriquecida del aminoacido protegido de férmula general (lll) en una mezcla diastereomérica
y enantioméricamente enriquecida del aminoacido de férmula general (IV):

OH OH
»-CO2H HO « COoH

;
R1_O - .

*

R0 NH2 HO NHz (v)

donde R'tiene los significados dados anteriormente.
c.i.2) convertir la mezcla enriquecida del aminoacido de féormula general (IV) en una mezcla diastereomérica y
enantioméricamente pura del mismo.
La etapa c.i.1) incluye la desproteccion del resto catecol de la mezcla diastereomérica y enantioméricamente
enriquecida del aminoacido protegido de férmula general (lll). Esta etapa puede realizarse usando uno de los métodos
conocidos por los expertos en la materia, por ejemplo uno de los descritos en Theodora W. Green, Protective Groups
in Organic Synthesis, John Wiley & Sons (1999), paginas 266-272. Por ejemplo, esta etapa puede llevarse a cabo por
tratamiento con hidrégeno en presencia de un catalizador (por ejemplo paladio, platino o niquel) opcionalmente
soportado en un soporte apropiado, tal como carbono o carbonato de bario en un alcohol (preferentemente metanol o
etanol) o una mezcla acuosa del mismo. Para promover la hidrogenolisis o mejorar la solubilidad del producto de
reaccion puede afiadirse un acido apropiado a la mezcla de reaccion, preferentemente en una relacion de 0,8 a 2,0
moles a 1,0 moles de la mezcla diastereomérica y enantioméricamente enriquecida del aminoacido protegido de
férmula general (lll). Los acidos utiles para el objetivo son acidos minerales (por ejemplo acido clorhidrico o acido
sulfurrico) o acidos organicos (tales como acido acético o acido metanosulfénico).
La etapa c.i.2) supone la conversion de la mezcla diastereomérica y enantioméricamente enriquecida del aminoacido
de férmula general (IV) o una sal del mismo (preferentemente la sal clorhidrato) en una mezcla diastereomérica y
enantioméricamente pura del mismo por cristalizaciéon de una solucién supersaturada de dicha mezcla enriquecida
(IV) en agua o en una mezcla que comprende agua y un disolvente miscible en agua, tal como un alcohol
(preferentemente metanol o etanol), una cetona (preferentemente acetona) o un éter (preferentemente dioxano o
tetrahidrofurano). El volumen del disolvente normalmente esta entre 50 ml y 80 ml por gramo de la mezcla
diastereomérica y enantioméricamente enriquecida del aminoacido de férmula general (IV) usado; incluso mas
preferentemente, dicho volumen estda entre 60 y 70 ml por gramo de dicha mezcla diastereomérica y
enantioméricamente enriquecida.
En una posible variante de esta operacion, se afade una semilla del isémero épticamente activo deseado a la solucion
supersaturada antes de enfriarla. La solucién supersaturada de dicha mezcla diastereomérica y enantioméricamente
enriquecida puede contener opcionalmente una base organica, tal como dimetilanilina, dimetilbencilamina o
trietilamina; una base inorganica tal como hidréxido sédico o hidréxido potasico; un acido inorganico, tal como acido
clorhidrico o acido sulfdrico; un acido organico tal como acido para-toluenosulfénico, acido metanosulfénico, acido
oxalico o acido ascorbico; o un aminoacido tal como acido D-, L- y D,L-aspartico o acido D-, L- y D,L-glutamico. Cuando
se usan, estas bases, acidos o aminoacidos estan presentes en una cantidad de 0,05 a 0,6 moles por mol de la mezcla
diastereomérica y enantioméricamente enriquecida del aminoacido de formula general (IV), para suprimir asi la
cristalizacion del isémero no deseado y, de esta manera, aumentar la estabilidad de la solucion supersaturada.
El esquema sintético alternativo c.ii) incluye las siguientes etapas:
c.ii.1) proteger el grupo amino de la mezcla diastereomérica y enantioméricamente enriquecida del aminoacido
protegido de férmula general (lll), producir una mezcla enriquecida del aminoacido protegido de férmula general (XI):
OH OH

R'_o .+ COzH R'_o .+ CO,H

R o NHPg
(i (XI)

c.ii.2) convertir dicha mezcla enriquecida del aminoacido protegido de férmula general (XI) en una forma
diastereomérica y enantioméricamente pura del aminoacido protegido de formula general (XII):

NH
R0 2

OH OH
R'_O .+ COzH _R'_o .+ COzH
17N NHPg 1~ NHPg
R0 (X1 R0 (X

c.ii.3) convertir la mezcla pura del aminoacido protegido de formula general (XIl) en una mezcla diastereomérica y
enantioméricamente pura del aminoacido de formula general (IV):
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OH OH
Rl_0O .+ COzH , HO .+ COH
I~ NHPg NH,

R0 (X HO ()

donde:

R tiene los significados dados anteriormente; y

Pg es un grupo protector de nitrégeno, tal como terc-butiloxicarbonilo (Boc) y benciloxicarbonilo (Cbz).

La etapa c.ii.1) incluye la proteccion del grupo amino de la mezcla diastereomérica y enantioméricamente enriquecida
del aminoacido protegido de formula general (lll), opcionalmente aislado, de acuerdo con uno de los procedimientos
descritos en Theodora W. Green, Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley & Sons (1999), paginas 503-
550. Preferentemente esta etapa se realiza tratando la mezcla (lll) con di-terc-butildicarbonato (Boc,O), cloroformiato
de bencilo (CbzCl), N-(benciloxicarboniloxi)succinimida (Cbz-OSu) o bicarbonato de dibencilo (Cbz;O) en un
disolvente polar aprotico, tal como dimetilacetamida, dimetilformamida, N-metilpirrolidona, tetrahidrofurano,
acetonitrilo, acetato de etilo, o en un disolvente clorado, tal como diclorometano, o una mezcla de los mismos,
opcionalmente en presencia de una amina terciaria.

La siguiente etapa c.ii.2) supone la conversion de la mezcla enriquecida del aminoacido protegido de férmula general
(XI), opcionalmente aislado, en una mezcla diastereomérica y enantioméricamente pura del mismo, (XIl), por
tratamiento con una amina Oopticamente activa (tal como (S)-2-amino-1,1-difenilpropanol) para obtener la sal
correspondiente, seguido de la resolucion de la sal diastereomérica de los dos enantiomeros del producto freo y el
desbloqueo de la mezcla diastereomérica y enantioméricamente pura por tratamiento con un acido.

La formacién y fraccionamiento de la sal de amina generalmente se realizan por calentamiento a una temperatura
cercana al punto de ebullicion del disolvente usado, seguido de enfriamiento a una temperatura entre 0 y 30 °C. La
formacion de la sal de amina se completa en algunos minutos pero el tiempo de reaccion puede prolongarse hasta
varias horas sin provocar ninguna alteracion. La relacion molar de amina épticamente activa con respecto a la mezcla
diastereomérica y enantioméricamente enriquecida del aminoacido protegido de formula general (XI) es de 0,65 a 1.
Los ejemplos de disolventes adecuados para la formacioén y fraccionamiento de las sales de amina son alcoholes (por
ejemplo metanol, etanol y alcohol iso-propilico), éteres (tales como tetrahidrofurano y dioxano), acetonitrilo, agua y
mezclas de los mismos. En una posible variante del procedimiento, entre las etapas c.ii.2) y c.ii.3) se lleva a cabo una
etapa adicional, c.ii.2’), en la que la sal con la amina 6pticamente activa se suspende en un acetato (preferentemente
acetato de iso-propilo), en acetonitrilo o una mezcla del mismo, para reducir la cantidad de impurezas residuales.

El acido adecuado para descomponer la sal son acidos minerales tales como acido clorhidrico, acido sulfurico y acido
fosforico. El acido generalmente se usa en cantidades entre 1 y 10 moles por mol de sal de amina.

La etapa final, c.ii.3), supone la conversion de la mezcla diastereomérica y enantioméricamente pura del aminoacido
protegido de férmula general (XIl) en una mezcla diastereomérica y enantioméricamente pura del aminoacido de
férmula general (IV). Esta operacion puede realizarse usando uno de los métodos conocidos por el experto, por
ejemplo uno de los descritos en Theodora W. Green, Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley & Sons
(1999), paginas 503-550. Preferentemente, cuando Pg es benciloxicarbonilo, dicha desproteccion se realiza de
acuerdo con uno de los métodos descritos para la etapa operativa c.i.1). Cuando Pg es terc-butiloxicarbonilo, esta se
puede llevar a cabo por tratamiento con acido fosférico, acido trifluoroacético (TFA), una solucién de cloruro de
hidrégeno en agua o en un disolvente organico o por tratamiento con acido formico.

Preferentemente la mezcla diastereomérica y enantioméricamente enriquecida de la oxazolina de formula general (Il)
preparada en la operacion a) del procedimiento es una trans-oxazolina enantioméricamente enriquecida de férmula
general (ll1A):

oM\
RO N
~ /
- 2
R N0 COR (NA)

mezcla trans-enantioméricamente enriquecida
El compuesto IIA se obtiene llevando a cabo el proceso definido anteriormente, en el que el derivado del alcaloide 9-
amino(9-deoxi)epi Cinchona (VIII) utilizado en la operacion a) se caracteriza por la formula general (VIIIC)

(viic)
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en la que R3, R* and R?® se definen como anteriormente. En este caso, el procedimiento conduce a la formacién de un
treo-aminoacido enantioméricamente puro de férmula general (IVA):

OH
HO CO,H

HO NH2 (ya)

mezcla treo-enantioméricamente purificada

En particular, el derivado del alcaloide 9-amino(9-deoxi)epi Cinchona de férmula (VIIIC) utilizado en la operacion a) se
caracteriza por la férmula general (VIIIA) o (VIIIB) como se ha definido anteriormente.

La mezcla diastereomérica y enantioméricamente pura del aminoacido de férmula general (IV) obtenida por el
procedimiento objeto de la presente invencion puede convertirse en una sal o un co-cristal de la misma en una etapa
opcional adicional.

Cuando la mezcla pura del aminoacido de férmula general (IV), o cualquier otro de los compuestos descritos en la
presente solicitud se obtiene con un grado de pureza quimica no adecuado para la inclusiéon en un medicamento, el
procedimiento objeto de la presente invencion implica una etapa adicional de purificacion, por ejemplo mediante
cromatografia o cristalizacion, opcionalmente después de la formacién de un compuesto de adicion, tal como por
ejemplo una sal o un co-cristal o por lavado con un disolvente organico o una solucién acuosa, opcionalmente
ajustando el pH.

La invencion se ilustrara adicionalmente mediante los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1

Preparacion del acido (2S,3R)-2-amino-3-(3,4-bis(benciloxi)fenil)-3-hidroxipropanoico, compuesto de formula (1)
donde R! es fenilo.

Este ejemplo es representativo de las operaciones a) y b) del procedimiento de la invencion.

 PheP
/\g\ H I j
\\\‘ _\\N
0]

X

~
Bn0:©/CHO N~ (5) BnO
! g —
BnO CN.__CO,Et CO,Et

(6) ) BnO
OH 9) OH (10)
BnO CO,Et BnO CO.H
— —
BnO NH; BnO NH;

Se cargo6 un tubo de ensayo de 10 ml con 3,4-dibenciloxibenzaldehido 6 (0,271 g, 0,85 mmol) y compuesto 5 (0,010
g, 2 % moles). Se afadi6 acetato de iso-propilo (2,8 ml) seguido después de 10 min de Ag20 (0,001 g, 0,5 % moles).
La mezcla se agité a 20 °C durante 20 minutos, después se afiadié gota a gota isocianoacetato de etilo 7 (0,101 g,
0,89 mmol). La reaccion se agité a 20 °C durante 1,5 horas controlando periddicamente por TLC (AcOEt/Hexano 4:6,
UV y molibdico) hasta la desaparicion del aldehido 6.

La mezcla se filtrd en un filtro de HPLC y el filtrado se concentré hasta un residuo. La oxazolina en bruto 8 (0,85 mmol
tedrico) se disolvié en THF (3,7 ml) y HCI 6 N (0,38 ml, 2,30 mmol). La mezcla se agit6 a 50 °C durante 2 horas,
controlando periddicamente por TLC (AcOEt/Hexano 4:6 y AcOEt al 100 %, UV y molibdico) hasta la desaparicion de
la oxazolina 8 y del compuesto de N-formilo correspondiente.

Cuando la conversion se hubo completado, la mezcla se enfrio a 0 °C y se afiadié NaOH 2 N (2,8 ml, 5,64 mm) gota
a gota controlando que la temperatura interna no superara los 10 °C. La mezcla después se calent6 a 25 °C y se agitd
a esa temperatura durante una noche. El pH se ajustdé a 5 por adicion de acido acético tras lo cual ocurri6 la
precipitacion del aminoacido. La mezcla se calenté a 50 °C para observar una separacion clara de las fases; la capa
organica se separo y se uso tal cual en el siguiente Ejemplo.

Ejemplo 2

Preparacion de acido (2S,3R)-2-amino-3-(3,4-bis(benciloxi)fenil)-3-hidroxipropanoico, compuesto de formula (XI)
donde R es fenilo y Pg es benciloxicarbonilo.

Este ejemplo es representativo de la etapa c.ii.1) del procedimiento de la invencién.

10
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OH (10) OH (1)
BnO CO,H _ BnO CO,H
8O NH, 8O NHCbz

isbmero principal
A la capa organica preparada como se describe en el Ejemplo 1 (0,85 mmol tedricos), se le afiadio etil diisopropilamina
(0,223 ml, 1,28 mmol) a 0 °C seguido de Cbz-OSu (0,234 g, 0,94 mmol) y la reaccion se agité a 25 °C durante 1 hora.
Cuando la reaccion se hubo completado, el pH se ajustd a aproximadamente 5 con adicion de una mezcla de acido
acético (0,1 ml) y agua (1,0 ml). Se retir6 THF a presion reducida y el producto se extrajo con acetato de iso-propilo.
Las capas organicas combinadas se lavaron con agua y se concentraron hasta un residuo.
Se convirtié una alicuota del residuo en Droxidopa como se describe en el ejemplo 4 y analizé por HPLC de acuerdo
con el método descrito en el Journal of Chromatography A 1994; 675: 244-247 mostrando una relacién diastereomérica
de 90:10 y una relacion enantiomérica de 85:15 (ee = 70 %).
Ejemplo 3
Purificacion de la mezcla de isémeros de acido (2S,3R)-2-amino-3-(3,4-bis(benciloxi)fenil)-3-hidroxipropanoico,
compuesto de formula (XI) donde R’ es fenilo y Pg es benciloxicarbonilo. Este ejemplo es representativo de la etapa
c.ii.2) del procedimiento de la invencion.

HO  NH, 13
OH (11) Ph oH (13)
(12) HaN
BnO Co,H P 2) | Bno CcO, @I
Y e
NHCbz HO L Ph
BnO NHCbz BnO z Ph
isdbmero principal
OH (11)
BnO CO,H
NHCb
BnO z

Al acido en bruto 11 preparado como se describe en el ejemplo 2 (11,8 mmol tedricos) y disuelto en acetato de iso-
propilo (70 ml), se le afiadié (S)-2-amino-1,1-difenilpropan-1-ol (2,68 g, 11,8 mmol). La mezcla se calento a reflujo
hasta que se obtuvo una solucién.

La mezcla se enfrié a 25 °C, se calenté a 60 °C durante 1 hora, se enfrio a 0 °C durante 2 horas y se agitd a la misma
temperatura durante 1 hora. El sélido se filtro, se lavé con acetato de iso-propilo y se seco a presion reducida a 50 °C
obteniendo 5,7 g de la sal 13 (rendimiento del 64 % sobre 3,4-dibenciloxi benzaldehido 6 del Ejemplo 1) con un 100 %
ee y una relacion diastereomérica mayor de 99,9:0.1.

La sal 13 resultante se disolvid con agitacion en una mezcla de agua (34 ml) y 2-metiltetrahidrofurano (24 ml) a 25 °C,
después se anadi6 gota a gota HCI al 36 % (826 mg, 8,15 mmol), controlando que la temperatura interna no superara
los 30 °C. La mezcla se mantuvo en las mismas condiciones durante 1 hora después la agitacion se detuvo y las fases
consiguientes se separaron. La capa organica se lavo y se uso sin purificacion adicional en el siguiente Ejemplo.
Ejemplo 4

Preparacion de acido (2S,3R)-2-amino-3-(3,4-dihidroxifenil)-3-hidroxipropanoico, es decir, Droxidopa.

Este ejemplo es representativo de la etapa c.ii.3) del procedimiento de la invencion.

OH “an OH Droxidopa
BnO CO5H o HO CO5H
Bno NHCbz HO NH,

A la capa organica preparada como se describe en el Ejemplo 3 (7,6 mmol tedrica), se le afiadieron agua (15 ml) y
36 % de HCI (1,70 g, 16,8 mmol). La mezcla bifasica resultante se sometio a 3 ciclos de vacio/nitrogeno, después se
le afadio Pd/C al 10 %, 50 % humedad p/p (32 mg, 0,015 mmol). La mezcla se sometid a 3 ciclos de vacio/hidrégeno
después se presurizo con (2 bar) y se mantuvo con agitacion a 25 °C durante 12 horas.

Cuando la conversion se hubo completado, se afiadié acido ascérbico (80 mg, 0,46 mmol), la suspension se filtré para
retirar el catalizador, las capas se separaron y la fase organica resultante se lavd con agua. A la fase organica
mantenida en agitacion se le afiadio gota a gota una solucion acuosa al 5 % de hidroxido sédico hasta que se obtuvo
un pH de 5,0+0,1 (determinado mediante un peachimetro), controlando que la temperatura interna no superara los
30 °C. La suspension se enfrié a 0 °C, se filtrd y se lavd con agua. Al sélido hiumedo se le afiadieron acido ascorbico
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(80 mg, 0,46 mmol) y agua (5 ml) y la mezcla resultante se mantuvo con agitacion durante 1 hora, después se filtré y
se lavd con agua. El sélido recuperado se secd a presion reducida a 50 °C para producir 1,4 g de Droxidopa
(rendimiento del 86 % a partir de la sal 13) con 100 % ee y una relacién diastereomérica mayor de 99,9:0.1.

Ejemplo 5

Preparacion de 2-isocianoacetato de etilo, compuesto de férmula (V) donde R? es etilo.

Este ejemplo es representativo de las etapas d.1) y d.2) del procedimiento de la invencion.

o
Cl”HsN-__CO,Et —» H\/Cozgt — = CN.__CO,Et

OHC”

A una suspension de clorhidrato de éster etilico de glicina (1,63 g, 11,7 mmol) en formiato de etilo (8 ml), se le afiadié
trietilamina (1,31 g, 13,0 mmol) con agitacién. La mezcla se calenté a reflujo y se mantuvo en las mismas condiciones
hasta la conversidon completa (aproximadamente 20 horas). La reaccion se enfrio a 25 °C, se filtr6 en atmdsfera de
nitrégeno y se lavé con formiato de etilo. La solucion se concentré a presion reducida hasta un residuo, que se disolvio
en diclorometano (6 ml). Se afiadi6 diisopropilamina de etilo (4,0 g, 31,1 mmol) y la solucion resultante, se enfrié a -
10 °C, y se le afadio gota a gota oxicloruro de fésforo (1,9 g, 12,3 mmol) controlando que la temperatura interna no
superara los 0 °C. La mezcla se agit6 en las mismas condiciones hasta la conversidon completa (aproximadamente 2
horas) entonces se vertié lentamente en una solucién acuosa al 10 % de carbonato sédico controlando que la
temperatura no interna no superara los 30 °C. Las fases resultantes se separaron y la capa acuosa se extrajo con
diclorometano (DCM). Las fases organicas se filtraron sobre un lecho de carbén vegetal y celite y se analizaron de
acuerdo con el siguiente método GC;

Método GC: Columna: DB 200, 30 m x 320 um x 1,0 um; Temp. del inyector: 270 °C; Temp. del detector: 340 °C; Flujo:
5,5 ml/min; Presién constante: 20,0 psi; Horno: 40 °C durante 5 min, desde 40 a 220 °C a 10 °C/min, desde 220 a 330
a 30 °C/min; Tiempo de Ejecucion: 60,67 min; Relacion de division: 10:1; Volumen de inyeccion: 0,5 pl

Rt del éster etilico de N-formilo de glicina: 13,3 min,

Rt de 2-isocianoacetato de etilo: 8,8 min,

Rt de éster etilico de glicina: 5,9 min.

La solucién de DCM que contenia 2-isocianoacetato de etilo (aproximadamente 15 ml) se uso tal cual en la reaccion
de aldol con 3,4-dibenciloxibenzaldehido 6 como se describe en el siguiente Ejemplo.

Ejemplo 6

Preparacion de acido (2S,3R)-2-amino-3-(3,4-bis(benciloxi)fenil)-3-hidroxipropanoico, compuesto de férmula (lll)
donde R’ es fenilo.

Este ejemplo es representativo de las operaciones a) y b) del procedimiento de la invencion.
Ph,P.
N
54 H
\\\N

0O
N ®

w w
>S5 >S5
o ©
O
xI
O
pd
C
Y
w
>S5
O
Y

CN.__CO,Et CO,Et

6) (7 BnO

OH (9) OH (10)
BnO CO,Et - BnO CO5H
BnO NH; BnO NH;

Se cargd un tubo de ensayo de 10 ml con 3,4-dibenciloxibenzaldehido 6 (2,70 g, 8,48 mmol) y compuesto 5 (100 mg,
0,17 mmol, 2 % moles). Se afiadi6 acetato de iso-propilo (23 ml) seguido después de 30 min de Ag-O (10,0 mg, 0,34
mmol, 0,5 % moles). La mezcla se agitd a 20 °C durante 1 hora, después la solucion de isocianoacetato de etilo 7
(11,7 mmol tedricos) preparado como se describe en el ejemplo 5 se afnadié6 gota a gota, controlando que la
temperatura interna no superara los 25 °C. La reaccion se agité a la misma temperatura durante 2 horas controlando
periddicamente por TLC (AcOEt/Hexano 4:6, UV y molibdico) hasta la desaparicion del aldehido 6.

La mezcla se filtr6 en un lecho de celite y el filtrado se concentré hasta un residuo. Los disolventes residuales se co-
evaporaron por separacion con THF. A la oxazolina 8 en bruto (8,48 mmol tedrico) disuelta en THF (16 ml), se le
afnadié HCI al 18 % (4,64 g, 22,9 mmol). La mezcla se agité a 50 °C durante 2 horas, controlando periédicamente por
TLC (AcOEt/Hexano 4:6 y 100 % AcOEt, UV y molibdico) hasta la desapariciéon de la oxazolina 8 y del compuesto de
N-formilo correspondiente.
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Cuando la conversion se hubo completado, la mezcla se enfrio a -5 °C y se afiadié lentamente NaOH (22,4 g, 56,0
mmol) controlando que la temperatura interna no superara los 0 °C. La mezcla se mantuvo con agitacion a 0 °C durante
2 horas después se calentd a 25 °C y se agité a la misma temperatura durante una noche. El pH se ajusto6 a 4-5 por
adicién de acido acético tras lo cual ocurrié la precipitacion del aminoacido. La mezcla se calenté a 50 °C para observar
una separacion clara de las fases; la fase organica se separo y se uso6 tal cual en el siguiente Ejemplo.

Ejemplo 7

Acido (2S,3R)-2-amino-3-(3,4-bis(benciloxi)fenil }-3-hidroxipropanoico, compuesto de férmula (XI) en el que R’ es fenilo
y Pg es benciloxicarbonilo.

Este ejemplo es representativo de la etapa c.ii.1) del procedimiento de la invencion.

OH (10) OH (1)
BnO CO,H _ BnO CO,H
BhO NH, BnO NHCbz

A la capa organica preparada como se describe en el Ejemplo 6 (8,48 mmol tedricos), se le afiadié diisopropilamina
de etilo (1,90 ml, 11,0 mmol) a 20 °C seguido de Cbz-OSu (2,32 g, 9,33 mmol) y la reaccién se agit6 a 25 °C durante
1 hora. Cuando la reaccién se hubo completado, el pH se ajusté a 4-5 por adicién de acido acético (0,7 ml) y agua (8
ml). El THF se retir6 a presion reducida y el residuo se separé con acetato de iso-propilo. El producto se extrajo con
acetato de iso-propilo, las capas organicas combinadas se lavaron y se concentraron hasta un residuo.

Una alicuota del residuo se convirtié en Droxidopa como se describe en el ejemplo 4 y se analizé por HPLC de acuerdo
con el método descrito en Journal of Chromatography A 1994; 675: 244-247 mostrando una relacion diastereomérica
de 90:10 y una relacion enantiomérica de 88:12 (ee = 76 %).

Ejemplos 8A-8G

La reaccion de aldol descrita en el Ejemplo 1 se repitio a diferentes temperaturas. Tras la conversion de la oxazolina
8 en el aminoacido 11 protegido, a través del aminoacido 10, se midieron las relaciones diastereoméricas (d.r.), y las
relaciones enantioméricas (e.r.), y ee resultantes, determinadas como se describe en el ejemplo 2. Los resultados de
estos ensayos se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1
Ejemplo 8A 8B 8C 8D 8E 8F 8G
Temperatura (°C) 10 40 60 80 0 -20 -25
d.r. 90:10 91:9 90:10 90:10 91:9 89:11 90:10
e.r. 85:15 87:13 87:13 86:14 85:15 83:17 84:16
e.e. (%) 70 74 74 72 70 66 68

Ejemplos 9A-9H
La reaccion de aldol descrita en el Ejemplo 1 se repitié usando sistemas cataliticos con diferentes cantidades molares

del compuesto 5 y Ag.O con respecto al 3,4-dibenciloxibenzaldehido 6. Tras la conversion de la oxazolina 8 en el
aminoacido 11 protegido, a través del aminoacido 10, se midieron las relaciones diastereoméricas (d.r.), las relaciones
enantioméricas (e.r.) y ee resultantes, determinadas como se describe en el ejemplo 2. Los resultados de estos
ensayos se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2

Ejemplo 9A 9B 9C 9D 9E 9F 9G 9H

Relacién molar 1,6 1,2 0,8 0,4 0,5 1,0 3,0 4.0

comp. 5/comp. 6 ( %)

Relacién molar 0,4 0,3 0,2 0,1 0,5 0,5 0,5 0,5

Ag20O/comp. 6 ( %)

d.r. 90:10 90:10 90:10 85:11 85:11 85:11 85:11 85:11

e.r. 85:15 85:15 84:16 81:19 81:19 81:19 81:19 81:19

e.e. (%) 70 70 68 62 62 62 62 62
Ejemplo 10

La reaccion de aldol descrita en el Ejemplo 1 se repitié usando un sistema catalitico que comprende un compuesto 14
en lugar del compuesto 5 indicado. Tras la conversion de la oxazolina 8 en el aminoacido 11 protegido, a través del
aminoacido 10, las relaciones diastereomérica y enantiomérica resultantes, determinadas como se describe en el
ejemplo 2, fueron respectivamente de 91:9y 89:11 (ee = 78 %).
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Ejemplo 11
La reaccion de aldol descrita en el ejemplo 1 se repitié usando un sistema catalitico que comprende solo Ag-O en

lugar de la mezcla mencionada de Ag20 y el compuesto 5. Tras la conversion de la oxazolina 8 en el aminoacido 11
protegido, a través del aminoacido 10, las relaciones diastereomérica y enantiomérica resultantes, determinadas como
se describe en el ejemplo 2, fueron respectivamente de 75:25 y 50:50 (ee = 0 %).

Ejemplo 12

La reaccion de aldol descrita en el ejemplo 1 se repitid usando un sistema catalitico que comprendia solo el compuesto
5 en lugar de la mezcla indicada de Ag20 y el compuesto 5. Después de 12 horas no se observé conversion de 3,4-
dibenciloxibenzaldehido 6 en oxazolina 8.

Ejemplo 13

La reaccion de aldol descrita en el ejemplo 1 se repitié usando un sistema catalitico que comprendia CuCl en lugar
del Ag20 indicado. Tras la conversion de la oxazolina 8 en el aminoacido 11 protegido, a través del aminoacido 10,
las relaciones diastereomeérica y enantiomérica resultantes, determinadas como se describe en el ejemplo 2, fueron
respectivamente de 68:32 y 50:50 (ee = 0 %).

Ejemplo 14

La reaccién de aldol descrita en el ejemplo 1 se repiti6 afiadiendo tamices moleculares en polvo de 4 A a la mezcla de
aldehido 6 y el compuesto 5 y Ag20O en acetato de iso-propilo. Tras la conversion de la oxazolina 8 en el aminoacido
11 protegido, a través del aminoacido 10, las relaciones diastereomérica y enantiomérica resultantes, determinadas
como se describe en el ejemplo 2, fueron respectivamente de 90:10 y 87:13 (ee = 74 %).

Ejemplo 15

Preparacion de acido (2S,3R)-2-amino-3-(3,4-bis(benciloxi)fenil)-3-hidroxipropanoico, compuesto de férmula (1)
donde R es fenilo.

Este ejemplo es representativo de las operaciones a) y b) del procedimiento de la invencion.

N Ph,P.
/\g\N N
W ~\\N

O
N ®

99 99
>S5 >S5
O 0O
O
T
o
=
C
Y
99
>S5
O
Y

CN.__CO,Et CO,Et

(6) ) BnO

OH 9) OH (10)
BnO CO,Et - BnO CO5H
BnO NH, BnO NH,

Se cargo6 un tubo de ensayo de 10 ml con 3,4-dibenciloxibenzaldehido 6 (0,271 g, 0,85 mmol) y compuesto 5 (0,025
g, 5 % en moles). Se afiadi6 acetato de iso-propilo (2,8 ml) y la mezcla se agité a 20 °C durante 10 minutos. Después
se enfri6 a -20 °C y se afiadié Ag20 (0,005 g, 2,5 % en moles). La mezcla se agit6 a la misma temperatura durante 20
minutos, después se afiadié gota a gota isocianoacetato de etilo 7 (0,101 g, 0,89 mmol). La reaccion se agit6 a la
misma temperatura durante 10 horas controlando periédicamente por TLC (AcOEt/Hexano 4:6, UV y molibdico) hasta
la desaparicion del aldehido 6.

La mezcla se filtré en un filiro de HPLC y el filtrado se concentré hasta un residuo.

La oxazolina 8 en bruto (0,85 mmol tedricos) se disolvié en THF (3,7 ml) y HCI 6 N (0,38 ml, 2,30 mmol). La mezcla
se agitd a 50 °C durante 2 horas, controlando periédicamente por TLC (AcOEt/Hexano 4:6 y 100 % AcOEt, UV y
molibdico) hasta la desaparicion de la oxazolina 8 y el compuesto N-formilo correspondiente.

Cuando la conversion se hubo completado, la mezcla se enfrio a 0 °C y se afiadi6 gota a gota NaOH 2 N (2,8 ml, 5,64
mm) controlando que la temperatura interna no superara los 10 °C. La mezcla después se calentd a 25 °C y se agitd
a la misma temperatura durante una noche. El pH se ajustd a 5 por adicion de acido acético tras lo cual ocurrié la
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precipitacion del aminoacido. La mezcla se calenté a 50 °C para observar una separacion clara de las fases; la capa
organica se separd y se usd como en el siguiente Ejemplo.

Ejemplo 16

Preparacion de acido (2S,3R)-2-amino-3-(3,4-bis(benciloxi)fenil)-3-hidroxipropanoico, compuesto de formula (XI)
donde R es fenilo y Pg es benciloxicarbonilo.

Este ejemplo es representativo de la etapa c.ii.1) del procedimiento de la invencién.

OH (10) OH (11)
BnO CO.H _ BnO CO.H
8O NH, BnO NHCbz

A la capa organica preparada como se describe en el Ejemplo 15 (0,85 mmol tedricos), se le afiadié diisopropilamina
de etilo (0,223 ml, 1,28 mmol) a 0 °C seguido de Cbz-OSu (0,234 g, 0,94 mmol) y la reaccién se agité a 25 °C durante
1 hora. Cuando la reaccién se hubo completado, el pH se ajusté a aproximadamente 5 por adicion de una mezcla de
acido acético (0,1 ml) y agua (1,0 ml). EI THF se retir6 a presién reducida y el producto se extrajo con acetato de iso-
propilo. Las capas organicas combinadas se lavaron con agua y se concentraron hasta un residuo.

Una alicuota del residuo se convirtié en Droxidopa como se describe en el ejemplo 4 y se analizé por HPLC de acuerdo
con el método descrito en Journal of Chromatography A 1994; 675: 244-247 mostrando una relacion diasteredmica de
91:9 y una relaciéon enantiomérica de 84:16 (ee = 68 %).

Ejemplos 17A-17F

La reaccion de aldol descrita en el Ejemplo 15 se repitié usando diferentes disolventes en lugar del acetato de iso-
propilo indicado.

Tras la conversion de la oxazolina 8 en el aminoacido 11 protegido, a través del aminoacido 10, se midieron las
relaciones diastereomérica (d.r.), enantiomérica (e.r.) y ee resultantes, determinadas como se describe en el Ejemplo
16. Los resultados de estos ensayos se resumen en la Tabla 3; en la primera columna, se informa del disolvente
especifico ensayado en cada Ejemplo.

Tabla 3
Ejemplo Disolvente d.r. e.r. e.e. (%)
17A Acetato de etilo 90:10 84:16 68
17B Acetonitrilo 85:15 80:20 60
17C Metil terc-butil éter 90:10 81:19 62
17D Ciclopentil metil éter 90:10 80:20 60
17E Tetrahidrofurano 86:14 84:16 68
17F 2-metil tetrahidrofurano 87:13 86:14 72
Ejemplo 18

La reaccidon de aldol descrita en el Ejemplo 8E se repitid6 usando isocianoacetato de ferc-butilo en lugar del
isocianoacetato de etilo indicado. Tras la conversion de la oxazolina 8 en el aminoacido 11 protegido, a través del
aminoacido 10, las relaciones diastereomérica y enantiomérica resultantes, determinadas como se describe en el
Ejemplo 16, fueron respectivamente de 93:7 y 92:8 (ee = 84 %).

Ejemplo 19

La reaccion de aldol descrita en el ejemplo 1 se repitié usando un sistema catalitico que comprende una mezcla 85:15
de los compuestos 15 y 14 en lugar del compuesto 5 mencionado. Tras la conversion de la oxazolina 8 en el
aminoacido 11 protegido, a través del aminoacido 10, las relaciones diastereomérica y enantiomérica resultantes,
determinadas como se describe en el ejemplo 2, fueron respectivamente de 91:9y 88:12 (ee = 76 %).

Ph,P

H

N

MeO O
14
N (14)
mezcla 85:15
Ejemplo 20

La reaccion de aldol descrita en el ejemplo 8B se repitié usando un sistema catalitico que comprendia una mezcla
85:15 de los compuestos 15 y 14 en lugar del compuesto 5 indicado. Tras la conversiéon de la oxazolina 8 en el
aminoacido 11 protegido, a través del aminoacido 10, las relaciones diastereomérica y enantiomérica resultantes,
determinadas como se describe en el ejemplo 2, fueron respectivamente de 92:8 y 90:10 (ee = 80 %).
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Ejemplo 21

La reaccidon de aldol descrita en el Ejemplo 20 se repiti6 usando isocianoacetato de terc-butilo en lugar del

isocianoacetato de etilo indicado. Tras la conversion de la oxazolina 8 en el aminoacido 11 protegido, a través del

aminoacido 10, las relaciones diastereomérica y enantiomérica resultantes, determinadas como se describe en el
5 Ejemplo 16, fueron respectivamente de 96:4 y 95:5 (ee = 90 %).
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la preparacion de una mezcla diastereomérica y enantioméricamente pura de un aminoacido
de férmula general (IV) o una sal del mismo:

OH
HO «_CO,H

*

HO NH2 - qv)

comprendiendo dicho procedimiento las siguientes operaciones sintéticas:

a) preparar una mezcla diastereomérica y enantioméricamente enriquecida de la oxazolina de férmula general (ll)
haciendo reaccionar un benzaldehido (I) con un isocianoacetato (V) en presencia de un sistema catalitico que
comprende un derivado alcaloide de 9-amino(9-desoxi)epi Cinchona (VIIl) y una sal de plata u oro o una mezcla de

las mismas:
V) 0\
1 \
RO CHO  cNeH,Co,R? R_O J_ N
1/\ 2
R (@) () o COsR ()
donde:

R" es un arilo C6-C10 o un arilo C6-C10 sustituido;

R? es un alquilo C1-C6 lineal o ramificado, un arilo C6-C10 o un alquilo C1-C6 lineal o ramificado sustituido con un
arilo C6-C10;

R3 es H, OH, o un alcoxi C1-C6 lineal o ramificado;

PPh, O PPh,O

OO EN

R® es un etilo 0 un grupo vinilo.
b) convertir dicha mezcla enriquecida de la oxazolina de formula general (ll) en una mezcla diastereomérica y
enantioméricamente enriquecida del aminoacido protegido de formula general (ll1):

0\ OH
N R" 0O
~

R'_0O N » CO,H

— *
’

R CO,R?

o (n R0 NHz -y

c) convertir la mezcla enriquecida del aminoacido protegido de férmula general (lll) en una mezcla diastereomérica y
enantioméricamente pura del aminoacido de formula general (IV):

OH OH
. CO,H HO . CO.H

-

]
Rl_O

*

R0 NH2 () HO NH2 (v)

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que dicho derivado alcaloide de 9-amino(9-desoxi)epi
Cinchona se selecciona entre un compuesto de formula (VIIIA) o (VIIIB):
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(VInA) (viiB)

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que se usa una mezcla de derivados alcaloides de 9-
amino(9-desoxi)epi Cinchona insaturados/saturados en la reaccion de la operacion a).

,.-':} s
o f - §
H.i b R.i b, _,.|
! - H .
{':T \Q} N’] IL'I:'_ JQ*} M
\#l —'.‘"?%} _:;',-' ¥ \r_ _&‘\\}_:}a
M f * —R1 M f ™ =
— M _ M
L = H = H —

4. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dichas sales de plata u oro
se seleccionan entre acetato de plata, carbonato de plata, 6xido de plata, cloro(trifenilfosfina)oro o una mezcla de las
mismas.

10 5. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la cantidad de isocianoacetato
(V) esta entre 1y 1,5 equivalentes con respecto a la cantidad de benzaldehido (I) usado.

6. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la cantidad molar del derivado
alcaloide de 9-amino(9-desoxi)epi Cinchona esta entre 1/200 y 1/20 con respecto a la cantidad de benzaldehido de
15 férmula general (I) usado.

7. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la cantidad molar de dicha
sal de plata u oro o de la mezcla de las mismas con respecto al derivado alcaloide de 9-amino(9-desoxi)epi Cinchona
en el sistema catalitico esta entre 1:1 y 1:8 (mol/mol).

20
8. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la operacion b) incluye las
siguientes etapas:
b.1) convertir la mezcla enriquecida de la oxazolina de formula general (Il) preparada en la operacion a) en la mezcla
enriquecida correspondiente del derivado de N-formilo (IX):

OH

1
R'_O

R0
25

*

O\
N

1
_ RL_O

CO,R?
(m

R0

*

« CO,R?

NHCHO
(IX)

b.2) convertir dicha mezcla enriquecida del derivado de N-formilo (IX) en una mezcla diastereomérica y
enantioméricamente enriquecida del aminoacido protegido de féormula general (ll1):
OH

R'_O CO,R?
R0 NHCHO

OH
> R1\/O:©)N’VCOZH

(X) R0 e

donde R' y R? tienen los significados dados anteriormente.

30 9. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que el resto éster del derivado de N-formilo (IX) se hidroliza
en condiciones acidas o basicas.

10. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la operacion c) se lleva a
cabo de acuerdo con una primera ruta de sintesis alternativa c.i), que incluye las siguientes etapas:

35 c.i.1) convertir la mezcla enriquecida del aminoacido protegido de férmula general (lll) preparada en la operacion b)
en una mezcla diastereomérica y enantioméricamente enriquecida del aminoacido de férmula general (IV):
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OH OH
RboD)k\*(cozH _ Ho ~-CO-H
R0 NH2 () HO NH2 (v)

donde R'tiene los significados dados anteriormente;

c.i.2) convertir la mezcla enriquecida del aminoacido de féormula general (IV) en una mezcla diastereomérica y
enantioméricamente pura del mismo por cristalizaciéon de una solucién supersaturada de dicha mezcla enriquecida
(IV) en agua o en una mezcla de agua y un disolvente miscible en agua.

11. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que la operacion c) se lleva a cabo
de acuerdo con una segunda ruta de sintesis alternativa c.ii), que incluye las siguientes etapas:

c.ii.1) proteger el grupo amino de la mezcla diastereomérica y enantioméricamente enriquecida del aminoacido
protegido de formula general (lll) preparado en la operacion b), produciendo una mezcla enriquecida del aminoacido
protegido de férmula general (XI):

OH OH
R'_oO .+ COH R'_oO .+ COH

N NH2

NHP
R o ™~ 9

1
(m RT O xXn
c.ii.2) convertir dicha mezcla enriquecida del aminoacido protegido de férmula general (XI) en una mezcla
diastereomérica y enantioméricamente pura del aminoacido protegido de formula general (XII):

OH OH
R1_O . CO.H _Rl_oO ~+COzH
17 NHPg 1~ NHPg
RT O (X1) RTO (X1

c.ii.3) convertir la mezcla pura del aminoacido protegido de formula general (XIl) en una mezcla diastereomérica y
enantioméricamente pura del aminoacido de formula general (IV):

OH OH
R1_©O .+ CO.H , Ho ~+-CO.H
17N NHPg NH-
R © (X1 HO (Iv)
donde:
R' tiene los significados dados anteriormente; y

Pg es un grupo protector de nitrégeno.

12. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que la etapa c.ii.2) se lleva a cabo tratando dicha mezcla
enriquecida del aminoacido protegido de férmula general (Xl), opcionalmente aislado, con una amina épticamente
activa para obtener la sal correspondiente, seguido de una resolucion de sal diastereomérica de los dos enantidmeros
del producto treo y desbloqueando la mezcla diastereomérica y enantioméricamente pura por tratamiento con un acido.

13. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1y 3 a 12, en el que en la operacion a) el derivado
del alcaloide 9-amino(9-deoxi)epi Cinchona (VIIl) es un compuesto de formula (VIIIC)

(vinc)

donde R?, R* and R® son como se han definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 y 3 a 12, y la mezcla
diastereomérica y enantioméricamente enriquecida de la oxazolina de formula general (ll) es una frans-oxazolina
enantioméricamente enriquecida de formula general (11A):
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O,
1
Rl_O _

C 2
NN COR%1a)

mezcla trans-enantioméricamente enriquecida
y el procedimiento da lugar a la formacion de un treo-aminoacido enantioméricamente puro de férmula general (IVA):

OH
HO CO,H

; HO NH> (1va)

mezcla treo-enantioméricamente purificada.

14. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas una

operacion preliminar d) de preparacion de los isocianoacetatos (V) para su uso en la operacion a), comprendiendo
10 dicha operacion d) las siguientes etapas:

d.1) convertir un derivado de glicina de formula (VI) o una sal del mismo, por tratamiento con un formiato, en el derivado

de N-formilo (VII) correspondiente:

H
HoN._CO,4R? > _N._CO3R?
2N OHC™ ""+2
()] (v
d.2) deshidratar dicho derivado de N-formilo (VII) para obtener un isocianoacetato (V):
H 2
one- N~ -COR? > CN._COR
(Vi) v)

15
donde R? es un alquilo C1-C6 lineal o ramificado, un arilo C6-C10, o un alquilo C1-C6 lineal o ramificado sustituido

con un arilo C6-C10.

15. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que la solucion resultante de la etapa d.2) se usa tal cual
20 en la reaccion de la operacion a).
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