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RESUMO

“METODOS E COMPOSTOS PARA PRODUZIR INIBIDORES DE DIPEPTIDIL
PEPTIDASE IV E SEUS INTERMEDIARIOS”

Sao proporcionados métodos e compostos para producdo de
inibidores de dipeptidil peptidase IV a Dbase de pirrolidina

fundida com ciclopropilo.



DESCRICAO

“METODOS E COMPOSTOS PARA PRODUZIR INIBIDORES DE DIPEPTIDIL
PEPTIDASE IV E SEUS INTERMEDIARIOS”

CAMPO DA INVENGAO

A presente 1invencdo proporciona métodos e compostos para
utilizacdo em métodos para producdo de inibidores de dipeptidil
peptidase IV a base de pirrolidina fundida com ciclopropilo.
Também sdo proporcionados métodos para a aminacdo redutora
assimétrica do composto intermedidrio acido (S) —amino— (3-
hidroxi-adamantan-1-il)-acético utilizado na producao de
inibidores de dipeptidil peptidase IV a base de pirrolidina
fundida com ciclopropilo. S&o também proporcionados compostos
intermedidrios adicionais e métodos para a sua producgdo. Os
inibidores de dipeptidil peptidase IV produzidos pelos compostos
e métodos da presente invencdo sdo uUteis no tratamento da
diabetes e as suas complicacgdes, hiperglicemia, Sindrome X,
hiperinsulinemia, obesidade e aterosclerose e doencas
relacionadas, bem como doencas imunomoduladoras e doenca

inflamatdéria crédénica do intestino.

ANTECEDENTES DA INVENQAO

A dipeptidil peptidase IV é uma aminopeptidase serina néo
cladssica ligada a membrana que estd localizada numa variedade de

tecidos incluindo, mas nao limitados a, intestino, figado,



pulméo e rim. Esta enzima também estd localizada em linfécitos T
circulantes em que ¢é referida como CD-26. A dipeptidil
peptidase IV é responsédvel pela clivagem metabdlica dos péptidos
endbégenos GLP-1(7-36) e glucagons in vivo e demonstrou
actividade proteolitica contra outros péptidos, tais como GHRH,

NPY, GLP-2 e VIP in vitro.

O GLP-1(7-36) é um péptido de 29 aminocdcidos derivado do
processamento pds-traducdo do proglucagon no intestino delgado.
Este péptido tem mualtiplas acgbes in vivo. Por exemplo, O
GLP-1(7-36) estimula a secrecdo de insulina e 1inibe a secrecéao
de glucagon. Este péptido promove a saciedade e retarda o
esvaziamento géastrico. A administracdo exdégena de GLP-1(7-36)
por meio de infusd&o continua demonstrou ser eficaz em doentes
diabéticos. No entanto, o péptido exdgeno ¢é degradado muito

rapidamente para utilizagdo terapéutica continua.

Foram desenvolvidos 1inibidores de dipeptidil peptidase IV
para potenciar niveis enddgenos de GLP-1(7,36). A patente U.S.
Ne 6395767 divulga inibidores de dipeptidil peptidase IV a base
de pirrolidina fundida com <ciclopropilo. 0Os métodos para
sintetizar quimicamente estes inibidores estdo divulgados na
patente U.S. N¢ 6395767, bem como na literatura. Por exemplo,
ver Sagnard et al. Tet. Lett. 1995 36:3148-3152; Tverezovsky
et al. Tetrahedron 1997 53:14773-14792; e Hanessian et al.
Bioorg. Med. Chem. Lett. 1998 8:2123-2128. Um inibidor preferido
divulgado na patente U.S. N¢ 6395767 é benzoato de (1S8,3S,58)-2-
[ (2S)-2-amino-2- (3-hidroxitriciclo[3.3.1.1%"]dec-1-i1)-1-
oxoetil]-2-azabiciclo[3.1.0]hexano-3-carbonitrilo (1:1) Ccomo

representado na Fdérmula M.



OH

PhCOOH eNH; N

NC M

e a base 1livre correspondente, (1S,3S,5S)-2-[(2S)-2-amino-2-(3-
hidroxitriciclo[3.3.1.1%"]dec-1-il)-1-oxoetil]-2-azabiciclo-

[3.1.0]lhexano-3-carbonitrilo (M’) e o seu mono-hidrato (M’'’)

HO

H,N N

0 [\ }
CN

base livre M' ou seu mono-hidrato M’’

Os métodos adaptados para a preparacgdo de intermedidrios
utilizados na producdo deste inibidor de dipeptidil peptidase IV
estdo divulgados no documento EP 0808824 A2. Ver também Imashiro
e Kuroda Tetrahedron Letters 2001 42:1313-1315, Reetz et al.
Chem. Int. Ed. FEngl. 1979 18:72, Reetz e Heimbach Chem. Ber.
1983 116:3702-3707, Reetz et al. Chem. Ber. 1983 116:3708-3724.



A presente invencdo proporciona novos métodos de producdo e
compostos para utilizacéo na produgao de inibidores de
dipeptidil peptidase IV a Dbase de pirrolidina fundida com

ciclopropilo.

SUMARIO DA INVENGAO

Um objectivo da presente invencdo € proporcionar compostos
Uteis como intermedidrios na producdo de inibidores de
dipeptidil peptidase IV a Dbase de pirrolidina fundida com

ciclopropilo.

Os intermedidrios aqui divulgados compreendem um composto de

Férmula IA:

em que

R' é seleccionado do grupo consistindo em H e OH;
R? é seleccionado do grupo consistindo em —-C (=0) -COR*,

-C(=0)NR°R6, -C(X),—COR® e —-C-NR'R°COR?,



em que

X é um halogéneo;

n € desde 1-2

R* é seleccionado do grupo consistindo de O-alquilo, NH, e OH; e

R°, R°, R’ e R sdo, cada, seleccionados do grupo consistindo de H

e COOR’, em que R’ & um alguilo substituido ou nédo substituido; e

R’ & seleccionado do grupo consistindo de H, OH e R', em que R

NC

e R™” é um alquilo ou arilo.

Os compostos de Fdérmula IA Uteis como intermedidrios na
producdo de 1nibidores de dipeptidil peptidase IV a Dbase de

pirrolidina fundida com ciclopropilo incluem:

éster metilico do acido 3-hidroxi-<a-—
oxotriciclo[3.3.1.1°7]decano-1-acético, Ccomo representado na

Férmula I,



OH

COZMG

dcido 3-hidroxi-<a-oxotriciclo[3.3.1.1°7]decano-1l-acético, como

representado na Férmula ITI,

OH

CO,H

acido (<aS)—<a—amino—3—hidroxitriciclo[3.3.1.1&7]decano—1—

acético, como representado na Férmula V,

OH

CO,H

NH, \"



acido (<aS)—-<a-[[(1l,1l-dimetiletoxi)carbonil]lamino]-3-
hidroxitriciclo[3.3.1.1%']-decano-1l-acético como representado na

Férmula VI

OH

OH

(ou o seu sal DABCO VIA),

éster metilico do &cido adamantan-l1-il-dicloro—-acético como

representado na Fdérmula VII

CO,CH;

cl Cl Vii

éster metilico do acido dicloro-(3-hidroxi-adamantan-1-il) -

acético como representado na Fdérmula VIII, e



CO,CH;,

HO cl Cl Vil

acido dicloro—- (3—hidroxi—-adamantan—-1-il)-acético como

representado na Férmula IX

Outros intermedidrios aqui divulgados compreendem 0s
compostos éster 1-(1,1-dimetiletilico),b-etilico do acido
4,5-di-hidro-1H-pirrole-1,5-dicarboxilico, como representado na

Férmula III,

2
R COR' |}

em que

';Ub—'
0]

seleccionado do grupo consistindo de O-alquilo, NH; e OH, e

';U[\)
)

seleccionado do grupo consistindo de t-BOC e CBz;
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e éster 1-(1,1-dimetiletilico) do &cido (5S)-5-aminocarbonil-
4,5-di-hidro-1H-pirrole-l-carboxilico como representado na

Férmula IV,

7

N

CONH,

Numa forma de realizacdo preferida, estes compostos séao
utilizados como intermedidrios na producdo de inibidores de
dipeptidil peptidase IV benzoato de (1S,3S,5S)-2-[(2S)-2-amino-—
2-(3-hidroxitriciclo[3.3.1.1%7]dec-1-il)-1-oxoetil]-2-azabiciclo
[3.1.0]hexano-3-carbonitrilo (1:1) como representado na

Férmula M

OH

PhCOOH eNH; N

NC M



ou a sua Dbase livre M' (apresentada acima) e o seu

mono—hidrato M”

HO

H,0 ®H,N N

Outro objectivo da ©presente invencdo € proporcionar
métodos para a producdo de inibidores de dipeptidil peptidase IV
a base de pirrolidina fundida com ciclopropilo. Numa forma de
realizacdo preferida, 0 inibidor ©produzido ¢é Dbenzoato de
(1S,35,55)-2-[ (2S) -2-amino-2- (3-hidroxitriciclo[3.3.1.1%"]dec-1-
il)-1-oxoetil]-2-azabiciclo[3.1.0]hexano-3-carbonitrilo (1:1) e
a sua correspondente base livre, Ccomo representada nas
Férmulas M e M', respectivamente. Estes inibidores sao
finalmente formados a partir do acoplamento de dois fragmentos,
acido (<aS) -<a—amino-3-hidroxitriciclo[3.3.1.1%"]decano-1-

acético, como representado na Fdérmula V,

OH

CO,H

NH, Y/
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e sal de acido de (1S,3S,58)-2-azabiciclo[3.1.0]lhexano-3-
carboxamida, como o) sal cloridrato ou o) sal do acido
metanossulfénico (sal de mesilo ou de MSA) como representado na

Férmula J

HCI ¢HN
ou
MSA CONH, J

Sado aqui divulgados véarios métodos para a producdo e o
acoplamento destes fragmentos, dependendo dos compostos
intermedidrios seleccionados como materiais de partida. Por
exemplo, ¢ divulgado um método para a producdo do inibidor a
base de pirrolidina fundida <com ciclopropilo a partir de
dcido 3-hidroxi-<a-oxotriciclo[3.3.1.1°7]decano-1l-acético, como
representado na Férmula II. E também divulgado um método para a
producdo do inibidor a Dbase de pirrolidina fundida com
ciclopropilo a partir de adcido (<aS)-<a—-amino-3-
hidroxitriciclo[3.3.1.1°7]decano-1l-acético de Férmula V. Noutra
forma de realizacdo da presente invencdo, ¢é proporcionado um
método para a producgdo do inibidor a base de pirrolidina fundida
com ciclopropilo a partir de acido (<aS)—-<a-[[(1,1-
dimetiletoxi)carbonil]amino]—3—hidroxitriciclo[3.3.1.1&7]—
decano-l-acético de Férmula VI. E também divulgado um método
para a producdo do inibidor a base de pirrolidina fundida com
ciclopropilo a partir de éster 1-(1,1-dimetiletilico) do acido
(58) -5-aminocarbonil-4,5-di-hidro-1H-pirrole-1-carboxilico de

Férmula IV.
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Sao agui divulgados métodos para a sintese de intermedidrios
Uteis na producdo do inibidor a base de pirrolidina fundida com
ciclopropilo. E aqui proporcionado um método para a aminacio
redutora assimétrica ou transaminacdo de &cido 3-hidroxi-<a-
oxotriciclo[3.3.1.1"']decano-1-acético (Férmula ITI) a acido
(<aS)-<a-amino-3-hidroxitriciclo[3.3.1.1%7]decano-1-acético
(Férmula V). E também divulgado um método para a sintese quimica
de 4cido  (<aS)-<a-amino-3-hidroxitriciclo[3.3.1.1°']decano-1-
acético (Férmula V) a partir de &cido triciclo[3.3.1.1°"']decano-
l-acético (Férmula N). Sdo também divulgados métodos para a
producdo de 4&cido 3-hidroxi-<a-oxotriciclo[3.3.1.1%']decano-1-
acético (Férmula II) a partir do éster metilico do 4acido
adamantan-l1-il-dicloro-acético (Férmula VII), éster metilico do
dcido dicloro-(3-hidroxi-adamantan-1-il)-acético (Fdérmula VIII)
e acido dicloro- (3-hidroxi-adamantan-1-il)-acético (Fdérmula IX).
Sdo também divulgados métodos para a producdo de éster metilico
do &4cido adamantan-l-il-dicloro-acético (Férmula VII), éster

metilico do acido dicloro-(3-hidroxi—-adamantan—-1-il)-acético

(Férmula VIII) e acido dicloro- (3-hidroxi—-adamantan-1-il) -
acético (Férmula IX). E também divulgado um método para a
producéo de éster 1-(1,1-dimetiletilico) do adcido

(5S8) -5-aminocarbonil-4, 5-di-hidro-1H-pirrole-1-carboxilico
(Férmula IV) a partir de éster 1-(1,1-dimetiletilico), 5-etilico
do acido 4,5-di-hidro-1H-pirrole-1,5-dicarboxilico
(Férmula III). 0 éster 1-(1,1-dimetiletilico) do acido
(5S8) -5-aminocarbonil-4,5-di-hidro-1H-pirrole-1-carboxilico
(Férmula IV) pode entdo ser utilizado como um intermedidrio na
produgdo de éster 1,l-dimetiletilico do acido [1S-(1l<a,3<b,5<al-
3—-aminocarbonil)-2-azabiciclo[3.1.0]hexano-2-carboxilico,

(Férmula H).

12



E também divulgada uma linha celular capaz de produzir &cido
(<aS) -<a—amino-3-hidroxitriciclo[3.3.1.1""]decano-1-acético
(Férmula V) por aminagdo redutora assimétrica ou transaminacéo
de adcido 3-hidroxi-<a-oxotriciclo[3.3.1.1%"]decano-1-acético
(Férmula II). A linha celular compreende células contendo um
plasmideo que expressa formato desidrogenase e fenilalanina
desidrogenase. A mais preferida é a linha celular com o numero

de acesso ATCC PTA-4520.

DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENGAO

Os compostos a base de pirrolidina fundida com ciclopropilo,
tais como benzoato de (1S,3S,58)-2[(2S8)-2-amino-2-(3-
hidroxitriciclo[3.3.1.1%']dec-1-il)-1l-oxoetil]-2-azabiciclo-
[3.1.0]hexano-3-carbonitrilo (1:1) e a sua correspondente base
livre e o seu mono-hidrato s&o 1inibidores de dipeptidil
peptidase IV, Uteis no tratamento da diabetes e as suas
complicacgdes, hiperglicemia, Sindrome X, hiperinsulinemia,
obesidade e aterosclerose e doengas relacionadas, bem como
doencas imunomoduladoras e doenca inflamatdéria crdénica do
intestino. Na ©presente invencao, sdo proporcionados novos
compostos e métodos para utilizacgdo na produgdo de compostos a
base de pirrolidina fundida com ciclopropilo, tais como benzoato
de (1S,35,55)-2-[(2S)-2-amino-2-(3-hidroxitriciclo[3.3.1.1%"]
dec-1-il)-1-oxoetil]-2-azabiciclo[3.1.0]hexano-3-carbonitrilo,

(1:1) e a sua correspondente base livre e o seu mono-hidrato.

Os inibidores de dipeptidil peptidase IV benzoato de
(1S,35,58)-2-[(28) -2-amino-2- (3-hidroxitriciclo[3.3.1.1% "] -dec-
1-il)-1-oxoetil]—-2-azabiciclo[3.1.0]lhexano-3-carbonitrilo (1:1)

estd representado abaixo como Fdérmula M.
13



OH

PhCOOH sNH; N

NC M

e, de um modo preferido, a correspondente base livre de
Férmula M' representada abaixo ou o seu mono-hidrato M” aqui

indicado anteriormente.

HO

HzN N

CN M’

Na presente invencdo, € proporcionado um método para a
producao de (18,3S8,58)-2-[(28)-2-amino-2-(3-
hidroxitriciclo[3.3.1.1%']-dec-1-il)-1-oxoetil]-2-azabiciclo
[3.1.0]lhexano-3-carbonitrilo (Férmula M') pela Jjungdo de dois

fragmentos. Estes fragmentos sao acido (<aS)-<a—-amino-3-

14



hidroxitriciclo[3.3.1.1°7]decano-1l-acético como representado na

Férmula V,

OH

COH

NH, v

e o0s sals de éacido de (1S,35,5S8)-2-azabiciclo[3.1.0]lhexano-3-
carboxamida, tal como o sal cloridrato ou o sal MSA, como

representado na Férmula J.

HCI sHN
ou

MSA CONH, J

A presente invencdo também divulga métodos para a producio
destes fragmentos, bem como de compostos intermedidrios uUteis na

producdo destes fragmentos.

Sao divulgados métodos para a producdo do fragmento 4&cido
(<aS) -<a-amino-3-hidroxitriciclo[3.3.1.1°']decano-1-acético
(Férmula V) por aminacdo redutora ou transaminacdo do composto
intermedidrio &cido 3-hidroxi-<a-oxotriciclo-[3.3.1.1%"]-decano-
l-acético (Férmula II). Numa forma de realizacdo preferida deste

método, o 4cido 3-hidroxi-<a-oxotriciclo-[3.3.1.1°"]decano-1-

15



acético (Férmula II) ¢é convertido em 4&cido (<aS)-<a—-amino-3-—
hidroxitriciclo-[3.3.1.1%"]decano-1-acético (Férmula V) por

aminacdo redutora realizada enzimaticamente utilizando uma

fenilalanina desidrogenase ou outras desidrogenases de
aminoacido activas com cetoéacidos. As fenilalanina
desidrogenases exemplificativas uteis, na presente invencao

incluem as de Sporosarcina species ou uma fenilalanina
desidrogenase de Thermoactinomyces species, tal como
Thermoactinomyces intermedius. E preferido que a aminacéo
redutora seja realizada com a fenilalanina desidrogenase de
Thermoactinomyces intermedius, ATCC 33205, expressa em
Escherichia coli ou Pichia pastoris. A construcdo e crescimento
de estirpes recombinantes de FE. coli e Pichia pastoris Qque
expressam fenilalanina desidrogenase de Thermoactinomyces
intermedius, ATCC 33205, foram descritos por Hanson et al.
(Enzyme and Microbial Technology 2000 26:348-358). O crescimento
de Pichia pastoris em metanol também induz a producdo de formato
desidrogenase (Hanson et al., Enzyme and Microbial Technology

2000 26:348-358).

As células de E. coli contendo um plasmideo que expressa a
formato desidrogenase de Pichia pastoris (ATCC 20864) e uma
versao modificada do gene de fenilalanina desidrogenase de
Thermoactinomyces intermedius (ATCC 33205) foram depositadas e
aceites por uma Autoridade Internacional de Depdsitos nos termos
do Tratado de Budapeste. O depdsito foi feito em 25 de Junho de
2002 na American Type Culture Collection em 10801 University
Boulevard em Manassas, Virginia 20110-2209. O Numero de Acesso
ATCC é PTA-4520. Todas as restrigdes ao acesso do publico a esta
linha celular serdo irrevogavelmente removidas por concessao
deste pedido de patente. O Depdsito serd mantido num depdsito

publico durante um periodo de trinta anos apds a data do
16



depdsito ou de cinco anos apds o ultimo pedido de uma amostra ou
durante a vigéncia da patente, consocante o que for mais longo. A
linha celular acima referida era viavel no momento do depdsito.
O Depdbdsito serd substituido se nédo puderem ser facultadas pelo

depositdrio amostras vidveis.

A aminacéao redutora de acido 3-hidroxi-<a-
oxotriciclo[3.3.1.1%7]decano-1-acético (Férmula IT) a acido
(<aS)-<a-amino-3-hidroxitriciclo[3.3.1.1%7]decano-1-acético

(Férmula V) estd representada no seguinte Esquema I.

ESQUEMA I

OH
OH

Yy

CO_H
COzH P
NADH NAD

\ NH,
o /'\ Y,

I formato de amdénio coz

Como mostrado no Esquema I, esta reacgcdo requer amdbdnia e
nicotinamida adenina dinucledétido reduzido (NADH) . 0
nicotinamida adenina dinucledétido (NAD) produzido durante a
reacgcdo €& reciclado a NADH por oxidacdo de formato a didxido de
carbono pela formato desidrogenase. O rendimento esperado
de &cido (<aS) -<a-amino-3-hidroxitriciclo[3.3.1.1°']decano-1-
acético (Férmula V) a partir desta reaccdo é 80 a 100% e o
excesso enantiomérico esperado € superior a 99%. Ver também aqui

os exemplos 1 a 10.

17



A mesma conversdo também pode ser conseguida utilizando uma

transaminase como mostrado no Esquema II:

ESQUEMA II
OH
OH glutamato o-cetoglutamato
> COH
CO;H
o NH,
Vv

Como mostrado no Esquema II, nesta conversdao enzimdtica o
dcido glutémico serve como doador de amino. Uma transaminase
exemplificativa para utilizagdo nesta conversdo é a transaminase

de cadeia ramificada aqui apresentada no Exemplo 11.

0 &cido (<aS)-<a-amino-3-hidroxitriciclo[3.3.1.1°']decano-1-
acético (Fdérmula V) também pode ser sintetizado quimicamente. Um
método exemplificativo para a sintese quimica de &acido (<aS)-<a-
amino-3-hidroxitriciclo[3.3.1.1°"]decano-1l-acético (Férmula V)

estd representado no Esquema III:

ESQUEMA III

SOCI
N,N—Dibrozmo—hidantoina HNO/H
3/H2S04 NH,OH/EtOH
—— — ——
CO;H 90% CO.H 92% HO COzH 90% HO CQO,H
N 0 Br Q Br NH;
mistura racémica de V
(Boc),0/NaOH Resolugdo
———- COzH —_— COzH=Base

NHBoc NHBoc | 70-80% ee
R S
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Como mostrado no Esquema III, uma mistura racémica de &cido
(<aS) -<a-amino-3-hidroxitriciclo-[3.3.1.1°"]-decano-1l-acético
(Férmula V) €& sintetizada quimicamente a partir de 4&cido
triciclo[3.3.1.1%"]decano-1-acético (Férmula N) primeiro por
bromacdo de &cido triciclo[3.3.1.1%']-decano-l-acético a &cido
a-bromotriciclo[3.3.1.1%"]decano-1-acético (Férmula 0O). Nesta
bromacdo, o material de partida, 4&cido triciclo[3.3.1.1% "]~
decano-l-acético (Férmula N) é suspenso em cloreto de tionilo.
Adiciona-se entdo dimetilformamida (DMF) e a suspensao é agitada
a temperatura ambiente durante 1,5 horas. A conclusdo da reaccgao
é¢ verificada por cromatografia gasosa. Adiciona-se entao
anidrido N-bromossuccinico (NBS) sdélido em porcgdes a mistura
reaccional e a mistura reaccional ¢é aquecida a 60 °C. A
temperatura é mantida entre 60 e 65 ¢C, enquanto a reaccgdo é
agitada durante 3 horas. Mais uma vez, a conclusdo da reaccédo é
verificada por cromatografia gasosa. Adiciona-se entdo heptano a
mistura reaccional e o excesso de cloreto de tionilo é removido
por destilacdo a 78-80 °C. Adiciona-se &gua para desactivar a
reaccdo e adiciona-se mais heptano. A camada aguosa ¢é, entao,
separada da camada orgadnica e a camada orgédnica ¢é lavada com
dgua. Apds a lavagem, adiciona-se mais agua a camada de heptano
e o0 heptano ¢é removido ©por destilacdo. Adiciona-se entao
tetra-hidrofurano (THF) a camada aquosa restante e a mistura é
agitada vigorosamente a temperatura ambiente durante varias
horas. Pode adicionar-se mais A&gua para acelerar esta hidrdlise.
O THF ¢é, entédo, removido por destilacdo, deixando uma mistura
reaccional bifadsica (dgua e &leo). Adicionam-se entdo nucleos e
deixa-se que a reacgdo atinja a temperatura ambiente, engquanto é
produzido adcido a-bromotriciclo-[3.3.1.1%"]decano-1-acético
(Férmula O) como um sdélido pesado. Adiciona-se 4gua e

acetonitrilo para manter a suspensao agitavel. Apds agitacéo
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durante varias horas, 0 sélido contendo acido
o—bromotriciclo[3.3.1.1%']decano-1-acético (Férmula 0) é
removido por filtracgdo e lavado varias vezes com acetonitrilo.

Ver também aqui o Exemplo 17.

Faz-se entdo reagir o &acido a-bromotriciclo[3.3.1.1%"]
decano-l-acético (Férmula O) com H;304 e HNOs para produzir
4cido a-bromo-3-hidroxitriciclo[3.3.1.1"']decano-1-acético
(Férmula Q). De um modo mais especifico, o é&cido o-bromo-3-
hidroxitriciclo[3.3.1.1°"]decano-1l-acético (Férmula Q) é
preparado a partir de &cido o-bromotriciclo[3.3.1.1%']decano-1-
acético (Férmula 0O) carregando primeiro um baldo de Erlenmeyer

com H;SO,. O baldao ¢é, entdo, arrefecido num banho de gelo e

adiciona-se HNOz; a b50% ao Dbaldo. O 4&cido o-bromotriciclo-
[3.3.1.1%"1decano-1-acético (Férmula 0) sélido é, entao,
adicionado a mistura, em porcdes, gque mantém a temperatura

abaixo de 28 ¢C. A reacgdo é, entdo, aquecida a 60 °C com
agitacdo até se obter uma solucdo limpida. Quando a reaccgao
estiver completa, é arrefecida e mantida a temperatura ambiente.
Adiciona-se entdo 4agua para desactivar a reacgcdo. A pasta
resultante é arrefecida num banho de gelo e depois filtrada para
se obter &cido o-bromo-3-hidroxitriciclo[3.3.1.1°"]-decano-1-

acético (Férmula Q). Ver também aqui o Exemplo 18.

0 &cido o~bromo-3-hidroxitriciclo[3.3.1.1°"']decano-1l-acético
(Férmula Q) ¢é, depois, dissolvido em hidréxido de amdénio, de um
modo preferido, hidrdxido de amdnio a 30% e a mistura
reaccional ¢ aquecida, de um modo preferido, a 65 °¢C. A mistura
reaccional ¢&, entéo, concentrada a um sdlido. Adiciona-se
entdo EtOH e a reacgcdo é novamente concentrada para produzir

uma mistura racémica compreendendo acido (<aS)-<a—-amino-3-
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hidroxitriciclo[3.3.1.1%7]decano-1-acético (Férmula V). Ver

também aqui o Exemplo 19.

Para isolar 0 acido (<aS) -<a—-amino—-3-
hidroxitriciclo[3.3.1.1%"]decano-1l-acético (mistura racémica
de Férmula V) a partir da mistura racémica, a mistura é tratada

por protecgdo com Boc tipica utilizando anidrido Boc e hidrdxido

de sdédio em tetra-hidrofurano para produzir &cido o-[[(1,1-
dimetiletoxi)carbonillamino]-]3]-hidroxitriciclo[3.3.1.1°%"]
decano-1l-acético (Composto R) . 0 adcido o—[[(1,1-
dimetiletoxi)carbonillamino]-]3]-hidroxi-triciclo-[3.3.1.1°%"]
decano-l-acético (Composto R) é, entao, misturado com uma
base quiral, tal como [1IR,28]-(-)-1,2-difenil-hidroxi
etilamina, 1,7, 7-trimetilbiciclo[2.2.1]heptano-2-amina ou
S—-(-)-1-1(1l-naftil)etilamina e a mistura ¢é evaporada até a
secura. A mistura seca é ressuspensa num solvente e a
mistura ressuspensa é colocada num agitador com
aquecimento durante varias horas. Por arrefecimento até

a temperatura ambiente, ocorre a cristalizacéo de acido
(axS)-o—-[[l-dimetiletoxi)carbonil]-amino]—-3-
hidroxitriciclo[3.3.1.1°']decano-1-acético (Composto S). Ver

também aqui o Exemplo 20.

A remocdo do grupo Boc produz Acido (<aS)-<a-amino-3-

hidroxitriciclo[3.3.1.1%7]decano-1-acético (Férmula V).

Sao também aqui divulgados métodos para a produgdo do
composto intermediario acido 3-hidroxi-<a-

oxotriciclo[3.3.1.1%7]decano-1-acético (Férmula II) utilizado na

sintese do fragmento acido (<aS)-<a—-amino-3-
hidroxitriciclo[3.3.1.1°']decano-1-acético (Férmula V) . 0
composto intermediario acido 3-hidroxi-<a-oxotriciclo-
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[3.3.1.1%"]decano-1-acético (Férmula II) pode ser produzido de

acordo com o método representado no Esquema IV.

ESQUEMA IV

OTMS oTmMS
OTMS c°2H MeOH/AcCI
— —

ZnCIz
DCM

cone Cone
(COCI)IDMSO HNOY/H;SO,
NEt,/DCM, -78°C
D o]
—_———a i

Como mostrado no Esquema 1V, neste método, O brometo

de adamantilo (Férmula D) é alguilado por meio de
catalise com cloreto de zinco para produzir acido
<a-hidroxitriciclo[3.3.1.1”']decano-1-acético (Férmula B). O

4cido <a-hidroxitriciclo[3.3.1.1%']decano-l-acético (Férmula B)
é, entdo, esterificado utilizando cloreto de acetilo em
metanol, para produzir éster metilico do acido
<a-hidroxitriciclo[3.3.1.1""]decano-1-acético (Férmula C). 0
éster metilico do 4cido <a-hidroxitriciclo[3.3.1.1°"]decano-1-

acético (Férmula C) €, entdo, convertido em éster metilico do
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4cido <a-oxotriciclo[3.3.1.1°""]decano-l-acético (Férmula D) por
oxidacgao de Swern. 0 éster metilico do acido
<a-oxotriciclo[3.3.1.1°"]decano-1-acético (Férmula D) &, entéo,
hidroxilado para formar éster metilico do &cido 3-hidroxi-<a-
oxotriciclo[3.3.1.1""]decano-1-acético (Férmula I), que é,
entao, hidrolisado para formar adcido 3-hidroxi-<a-
oxotriciclo[3.3.1.1"']decano-l-acético (Férmula II). Ver também

aqui os Exemplos 21 a 25.

Alternativamente, o composto intermedidrio 4acido 3-hidroxi-
<a-oxotriciclo[3.3.1.1"']decano-1-acético (Férmula II) pode ser

produzido de acordo com o método representado no Esquema V.

ESQUEMA V
Zn, TMSCI cl OCH; A
THF
Cl;CCO,CHy ——» —_— B
Cl OSiMe; ZnCl(aprox. 0,15 ed.)
1 CHzclz, T.A.
CO,CH; = HNOs, H2S04 CO,CH;
cl
HO cl C v ci Vil
NaOH (1.36 eq)
CH30H/H,0, T.a.
base CO,H
CO;H —_—
i}
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Como mostrado no Esquema V, o) (2,2-dicloro—-1-metoxi-
viniloxi)-trimetilsilano 1 é preparado por uma pequena
modificacdo do método de Kuroda et al., (documento EP 0808824
A3; Imashiro e Kuroda, Tetrahedron Letters 2001 42:1313-1315). O
tratamento de bromoadamantano com 1 sob a influéncia de cloreto
de zinco (Reetz et al. Chem. Int. Ed. Engl. 1979 18:72, Reetz e
Heimbach Chem. Ber. 1983 116:3702-3707, Reetz et al. Chem. Ber.
1983 116: 3708-3724) produz o éster metilico do adcido
adamantan-1l-il-dicloro-acético de Férmula VII. 0 éster
metilico do &cido adamantan-l-il-diclorocacético de Foérmula VII
¢, entdo, hidroxilado com ¢éxido nitrico em 4&acido sulfurico
concentrado para proporcionar um rendimento quantitativo de
éster metilico do &acido dicloro-(3-hidroxi-adamantan-1-1il)-
acético de Férmula VIII. A hidrdélise da Fdérmula VIII com
hidréxido de sédio aguoso em metanol, a temperatura ambiente,
produz acido dicloro- (3-hidroxi-adamantan-1-il)-acético de
Férmula IX. O tratamento subsequente do 4cido dicloro—(3-
hidroxi-adamantan-1-il)-acético (Férmula IX) com uma base fraca,
de um modo preferido, bicarbonato de sdédio, a temperatura
elevada, resulta na formacgédo exclusiva do composto intermediario
acido 3-hidroxi-<a-oxotriciclo[3.3.1.1%']decano-1-acético

(Férmula II). Ver também os Exemplos 26 até 29.
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ESQUEMA VA

1) HC1l ~6 N, até pH 7,4
2) NaHCO3 (2,6 eq)
3) Aquecer a ~80 <C,

[e} (o} remover THF por
':'EF?:?OOH destilagéo
2 4) HC1l conc. até pH 0,20
{ e OCH3 ci ci ONa 5)Extrair com EtOAc
HO c HO >
vill
o] O
Recristalizar de &agua
OH OH
HO o HO o
| ]
(em bruto)

Como mostrado no Esquema VA, o composto intermedidrio
dcido 3-hidroxi-<a-oxotriciclo[3.3.1.1%"]-decano-1l-acético
(Férmula II) pode ser preparado num procedimento num sé reactor.
Como se pode ver, o tratamento do composto de Fédrmula VIII com
hidréxido de sdédio agquoso em tetra-hidrofurano (ou outra base
como hidréxido de potassio ou hidrdéxido de litio) numa atmosfera
inerte, tal como 4&argon, produz o sal de sédio correspondente.
Sem recuperar o sal de sddio, a mistura reaccional contendo o
sal de sdédio é tratada com um &acido, tal como &cido cloridrico,
para baixar o pH para menos do que cerca de 0,50, de um modo
preferido, cerca de 0,20, para formar o correspondente ceto
dcido II, que pode ser recristalizado a partir de 4&gua para

formar cristais do ceto acido II.

E também aqui divulgado um método para producdo do fragmento
(1S,3S,5S8)—-2-azabiciclo[3.1.0]lhexano-3-carboxamida (Férmula J).
Este fragmento wutilizado na producdo de (1S,3S,5S8)-2-[(28)-2-

amino-2- (3-hidroxi-triciclo-[3.3.1.1%7]dec-1-11)-1-oxoetil]-2—
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azabiciclo-[3.1.0]hexano-3-carbonitrilo pode ser produzido de

acordo com o método representado no Esquema VI mostrado abaixo.

ESQUEMA VI
o (Boc)20 (1.07
o 1. EtOH/SOCI, eq.)
—_— —
DMAP (1% mol)
2. ExNiPhiMe NH tolueno, t.a., 3h
COOH F COOEt

(o) /
1. LIEt3BH(1.1eq.) 1. LiOH
tolueno, -45 ¢C N 2. MsCI/DIPEA
_— > o _3NHy
% cooEt 2 DIPEA, DMAP (cat) % COOE
)( o
Z CH,l/EtZn MSA or
CH.Cl, HClI (9)
[ —— EtOAC/THF
:::X/// CONH, 22:1/// CONH, HCI eNH
0 CONH,
H J

Como mostrado no Esquema VI, o 4cido L-piroglutémico

(Férmula E) €& primeiro esterificado para produzir o éster
etilico do &cido L-piroglutémico (Férmula F; SQ 7539). Este
éster etilico do 4&acido L-piroglutédmico é, entédo, protegido com
BOC no azoto para produzir éster 1-(1,1-dimetiletilico), 5-
etilico do acido (58) -2-oxopirrolidino-1,5-dicarboxilico
(Férmula G). E, entdo, realizada a reducdo com super-hidreto e
eliminacdo para formar éster 1-(1,1-dimetiletilico), b-etilico
do acido 4,5-di-hidro-1H-pirrole-1, 5-dicarboxilico (Férmula

ITII). O BOC-DHPEE III é, entdo, hidrolisado por saponificacéo
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com hidrdéxido de 1litio para formar BOC-DHP. Uma amida é, entéo,
formada no BOC-DHP por meio do anidrido misturado utilizando

cloreto de mesilo, seguido por amdnia para produzir éster

1-(1,1-dimetiletilico) do acido (5S8)-5-aminocarbonil-4, 5-di-
hidro-1H-pirrole-1l-carboxilico, (Férmula Iv). 0 éster
1-(1,1-dimetiletilico) do acido (58) -5-aminocarbonil-4, 5-di-
hidro-1H-pirrole-l-carboxilico, (Férmula IV) é, entao,

ciclopropanado por meio da reacgcao de Simmons-Smith, para
produzir éster 1,1-dimetiletilico do &cido [1S-(1<a, 3<b,5<al-3-
aminocarbonil)-2-azabiciclo[3.1.0]hexano-2-carboxilico,

(Férmula H). O BOC &, entédo, removido, resultando na formacdo de
um sal de 4cido como o sal cloridrato ou o sal do
adcido metanossulfénico do fragmento (1S, 3S,58)-2-
azabiciclo[3.1.0]lhexano-3-carboxamida (Férmula J). Ver também do

Exemplo 29 ao Exemplo 35.

E também aqui divulgada e representada no Esquema VI a
transformacéo de éster 1-(1,1-dimetiletilico) do acido
(58) -5-aminocarbonil-4,5-di-hidro-1H-pirrole-1-carboxilico
(Férmula IV) em éster 1,1-dimetiletilico do acido
[1S-(1<a, 3<b, 5<al]-3-aminocarbonil)-2-azabiciclo[3.1.0]hexano-2-
carboxilico, (Férmula H) por ciclopropanacdo numa reaccao de
Simmons—-Smith. Nesta reaccgdo, o éster 1-(1,1-dimetiletilico) do
acido (58) -5-aminocarbonil-4,5-di-hidro-1H-pirrole-1-carboxilico
¢ dissolvido em cloreto de metileno num primeiro reactor. Num
segundo reactor, o cloreto de metileno ¢ arrefecido para -30 2C
e adiciona-se dimetoxietano e uma solucdo a 30% de dietilzinco
em tolueno, seguidos pela adicdo de diiodometano. Esta mistura
é, entdo, adicionada ao primeiro reactor, seguida pela adicao de
solucédo saturada de bicarbonato. A mistura reaccional resultante
¢ agitada até se ter formado um precipitado. O precipitado é,

entdo, filtrado, lavado e ressuspenso em cloreto de metileno
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duas ou mails vezes. Os filtrados sdo entédo separados em fases

aquosa e orgénica e a fase orgénica € lavada com solucdo aquosa
semi-saturada de cloreto de sd6édio. O solvente € removido e
trocado por heptano para se obter uma suspensao de produto em
bruto de éster 1,1-dimetiletilico do &cido [1S-(1l<a,3<b,5<a]-3-
aminocarbonil)-2-azabiciclo[3.1.0]hexano-2-carboxilico
(Férmula H) em heptano.
Alternativamente, o éster 1-(1,l-dimetiletilico) do &cido
(5S8) -5-aminocarbonil-4, 5-di-hidro-1H-pirrole-1-carboxilico

(Férmula IV) pode ser preparado como mostrado no Esgquema VIA.

ESQUEMA VIA

MeO. N OMe Mo MeO N OMe MeO N OMe
T N EtOAc \Nr \N ]}/ T
N__N P Y = - =
* [ j 1<28°C or h/,Ma Y + MeCl
cl (] [N [N
d=0.82 oj oj
CsHaCIN;O, CsHyNO CyoH17CIN,O; DMMT
Peso Mol. 175,57 Peso Mol. 101,15 Peso Mol. 276,72
2-Cl-4, 6-diMeO-1, 3, 5—-triazeno N-metilmorfolina Cloreto de 4-(4, 6—dimetoxi-1,3,5—
CAS 3140-73-6 (CDMT) CAS 109-02-4 (MM) triazin-2-il)—-4-metilmorfolino
CAS 3945-69-5 (DMT-MM)
DMT-MM om - MeO |N\\r°M°
10N aq. NaOH = EtOAc, H20 = N_< ° oo N +  N__N
N 1-1.05 eq. o._N 3 eq. NHCI Oy N = NH3 Y Y
e COONa Me Y °.<\ Va o CONHz  on
o N o) ',‘I XO g N—< >l/
T COOoH >( X1 j OMe v DHMT
Para acido livre 0 Ester de DMT activado CyoH1gN203
X Peso Mol. 212,25
CapHasN204 C1oH1sNO4 Xil BMS-562419
Peso Mol. 394,55 Peso Mol. 213,23
-BMS-587582
DCHA
Como mostrado no Esgquema VIA, o sal DCHA de éster
1-(1,1-dimetiletilico) do acido 4,5-di-hidro-1H-pirrole-1,5-

dicarboxilico X € tratado com uma base de metal alcalino,

como hidréxido de sddio para formar o sal correspondente,

como o sal de sdédio.
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O sal de s6édio de éster 1-(1,1-dimetiletilico) do &cido
4,5-di-hidro-1H-pirrole-1,5-dicarboxilico XI também pode ser
preparado a partir do éster etilico correspondente por
tratamento do éster etilico (de um modo preferido, uma solucéo

do éster etilico em tolueno) com etanol e hidréxido de sddio.

Uma solugdo do sal de sdédio XI é tratada com tampdo, tal
como cloreto de amdénio e di-hidrogenofosfato de sddio para
baixar o pH da solucédo abaixo de 7, de um modo preferido, cerca
de 6 a 6,5, e a solucdo tamponada de sal de sddio & tratada com
cloreto de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio
(DMT-MM), para formar o éster de DMT activado XII dque &
tratado com amdénia ou outra base, tal como sulfato de amdnio,
cloreto de aménio ou hidréxido de amdnio, para formar éster
1-(1,1-dimetiletilico) do acido (5S)-5-aminocarbonil-4, 5-di-

hidro-1H-pirrole-1l-carboxilico IV.

O cloreto de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metil-
morfolinio (DMT-MM) pode ser preparado como mostrado no
Esquema VIA por reacgao de 2-Cl-4,6-dimetoxi-1,3,5-triazina
(CDMT) e N-metilmorfolina, a temperaturas reduzidas variando

desde cerca de 0 a cerca de 10 2C, para formar DMT-MM.

O sal DCHA do éster 1-(1,1-dimetiletilico) do &cido
4,5-di-hidro-1H-pirrole-1,5-dicarboxilico X pode ser preparado a
partir do correspondente sal de sddio XI por tratamento de uma
solucdo aquosa de sal DCHA X previamente preparada com éter
metil-t-butilico (MTBE) ajustando o pH da mistura reaccional
para 2,5-3 empregando um acido, tal como HisPO,. A camada orgénica
é separada e tratada com solugdo agquosa saturada de cloreto de

sédio para formar o correspondente sal de sddio XI. A mistura
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reaccional resultante ¢é arrefecida e tratada com DCHA para
formar o correspondente sal DCHA X.
ESQUEMA VIB
- 1. Et,Zn (1,1 M em tolueno)
OYN 2. CI1CH,I
tolueno, -30 a -20 °C
(o] COOEt 3. NaHCO;, sat.
4. t.a, 24 h
1]
C12H1gNO4
Peso Mol. 241,28
Sin/Anti Amindlise
40% MeNH;
o] N t.a, 24 h OYN + o N
2/0 COOEt }/O COOCEt )/0 CONHMe
XV XVi XVil
BOC-MPEE s-BOC-MPEE
C13H21NO4 Cy3H21NO4
Peso Mol. 255,31 Peso Mol. 255,31
1. LiOH, EtOH
4 N
Oo.__N agua o b\/
o COOEt 2. HCI, TBME COOH
}/ 81-82% 0
XVi XVl
s-BOC-MPEE s-BOC-MP
C43H24NO4 C41H7NO4
Peso Mol. 255,31 Peso Mol. 227,26
1. i-BuOCOC|
N NMM N
Oi/ o#
COOH 2. NHy X CONH,

Y ¥

s-BOC-MP s-BOC-MPA
Cq1Hq17NO4 C11H1gN20;

Peso Mol. 227,26 Peso Mol. 226,27
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O composto H do Esquema VI também pode ser preparado Como
mostrado no Esquema VIB por ciclopropanacdo de éster etilico de

N-BOC 4,5-desidroprolina III como se segue.

O éster etilico de N-BOC 4,5-desidroprolina III ¢é tratado
com dietilzinco e cloroiodometano na presenca de um solvente
orgénico seco, tais como tolueno, cloreto de metileno ou
dicloroetano, a uma temperatura reduzida variando desde cerca de
-30 a cerca de 0 °C para formar éster etilico de N-BOC 4,5-

metanoprolina XV.

O éster etilico de BOC 4,5-metanoprolina XV resultante
(mistura de sin e anti-isémeros (8:1)) é separado por
tratamento com metilamina agquosa sob uma atmosfera inerte, tal
como uma atmosfera de azoto e € recuperado o éster etilico de

sin (S)-BOC-4,5-metanoprolina XVI (separado de XVII).

O éster etilico de s-BOC-4,5-metanoprolina XVI em etanol ou
outro solvente orgénico, tais como tolueno ou THF, é tratado com
base, tais como hidrdéxido de 1litio, hidrdxido de sdé&dio ou
hidréxido de potédssio aquoso para formar o correspondente &cido

livre de s-BOC-metanoprolina XVIII.

O &acido livre XVIII é convertido na correspondente amida de
s-BOC-metanoprolina H por tratamento do 4&cido 1livre XVIII
dissolvido num solvente orgénico, tais como THF ou cloreto de
metileno; cloroformato de isobutilo ou cloreto de mesilo,
na presenca de N-metilmorfolina, sob temperaturas reduzidas de
modo a nao exceder cerca de -8 2C e depols tratando a
mistura reaccional com aménia para formar a amida de

s—-BOC-metanoprolina H.
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Outro aspecto da presente invencdo refere-se a um método

para o acoplamento dos fragmentos Aacido (<aS)-<a—-amino-3-
hidroxitriciclo[3.3.1.1°']decano-1-acético (Férmula V) e
(1S,3S,58)-2—-azabiciclo[3.1.0]lhexano—-3-carboxamida (Férmula J)

para produzir benzoato de (1S,3S,58)-2-[(2S)-2-amino—-2- (3~
hidroxitriciclo[3.3.1.1%"]dec-1-1il)-1-oxoetil]-2-azabiciclo
[3.1.0]hexano-3-carbonitrilo (1:1). 0 acoplamento destes

fragmentos estd representado no Esquema VII abaixo.

ESQUEMA VII
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NaOH EtOAc
K.,CO, HCl conc.
K ———p
[o] 1) NaOH até pH 8
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() u N PhCOOHs H,N
o
NC

L

32



Como mostrado no Esquema VII, o) fragmento adcido
(<aS) -<a—amino-3-hidroxitriciclo[3.3.1.1""]decano-1-acético
(Férmula V) ¢é primeiro protegido com BOC para produzir &cido
(<aS)-<al[[(l,1-dimetiletoxi)carbonil]amino]-3-
hidroxitriciclo[3.3.1.1°']decano-1-acético (Férmula VI) por
tratamento de V com BOC,0 na presencga de base, tal como
hidréxido de sédio e separado por meio de extraccdo com acetato
de etilo (EtOAC), para separar o) acido livre VI.
Alternativamente, em vez de acetato de etilo, pode ser empregue
acetato de isopropilo/heptano para separar por cristalizacdo o
dcido 1livre VI. Noutra forma de realizacd&o, o composto de
Férmula V & utilizado sem isolamento a partir de uma
bioconversdo utilizando um concentrado enzimdtico de PDH/FDH

isolado como descrito no Exemplo 8A.

Uma solugdo do composto de Fédrmula VI num solvente orgadnico
apropriado, tal como tetra-hidrofurano (THF) (arrefecido a uma
temperatura na gama desde cerca de -10 a cerca de 0 ¢C) ¢é
tratada com cloreto de metanossulfonilo (Cl de mesilo) e base de
Hunig (diisopropiletilamina ou DIPEA), para formar o)

correspondente sal do &cido metanossulfénico de VI.

E, entdo, utilizada uma reaccdo de acoplamento para acoplar
sal do acido metanossulfdnico do adcido (<aS)—-<al[(1,1-
dimetiletoxi)carbonil]amino]-3-hidroxitriciclo[3.3.1.1%"]decano-
l-acético (Férmula VI) a (1S,3S,5S)-2-azabiciclo[3.1.0]lhexano-3-
carboxamida (Férmula J) na presenca de l-hidroxibenzotriazole
(HOBT) ou outro agente de acoplamento conhecido para produzir
éster 1,l-dimetiletilico do &cido 3-(aminocarbonil)-<alS)-<a-(3-
hidroxitriciclo[3.3.1.1°']dec-1-il)-<b-oxo- (1S, 3S,5S)-2-
azabiciclo[3.1.0]lhexano-2-etanocarbdmico (Fdérmula K). O composto

de Férmula K é submetido a desidratagcdo por tratamento do
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composto K com base orgénica, tais como piridina ou
trietilamina e anidrido trifluorocacético e, depois, submetendo a
reacgdo a hidrdélise por arrefecimento desde cerca de 0 a cerca
de 10 ¢C e adicionando hidréxido de sdédio ou outra base
forte, tais como KOH ou LiOH, para formar o Composto L. O
éster 1,1l-dimetiletilico do acido 3-ciano- (<aS)-<a-(3—-
hidroxitriciclo[3.3.1.1%']dec-1-il)-<b-oxo- (1S, 3S,5S)-2-
azabiciclo[3.1.0]hexano-2-etanocarbamico (Férmula L), o gual &
depois desprotegido (e tratado com benzoato de sdédio) para
formar o inibidor de dipeptidil peptidase IV Dbenzoato de
(1S,35,55)-2-[ (2S) -2-amino-2- (3-hidroxitriciclo[3.3.1.1%']dec-1-
il)-1-oxoetil]-2-azabiciclo[3.1.0]hexano-3-carbonitrilo (1:1)

(Férmula M) . Ver também aqui os Exemplos 37 até 39.

ESQUEMA VIIA

OH

oM OH Reacgdo de acoplamento
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OH
——
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Como mostrado no Esquema VIIA, o composto K também pode ser

preparado a partir do composto VIA (sal DABCO) como se segue.

0 acido de Férmula VI é tratado com o)
1,4-diazabiciclo[2,2,2]octano (DABCO) para formar sal
1,4-diazabiciclo[2.2.2]-octano do acido (<aS)-<al[[(1,1-

dimetiletoxi)carbonil]amino]-3-hidroxitriciclo-[3.3.1.1%"]
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decano-l-acético (Férmula VIA). Uma reacgdo de acoplamento (como
descrita no Esquema VIIA) ¢é, entdo, utilizada para acoplar sal
1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano do acido (<aS)-<al[(1,1-
dimetiletoxi)carbonil]amino]-3-hidroxitriciclo[3.3.1.1%"]decano-
l-acético, (Férmula VIA) a sal HCl1 ou MSA de (1S,3S,58)-2-
azabiciclo[3.1.0]hexano-3-carboxamida (Férmula J) na presenca de
l-hidroxibenzotriazole (HOBT) ou outro agente de acoplamento
conhecido para produzir éster 1,1-dimetiletilico do acido 3-
(aminocarbonil)-<aS)-<a-(3-hidroxitriciclo[3.3.1.1% ]dec-1-il)-
<b-oxo0-(1S5,3S,58)-2—-azabiciclo[3.1.0]lhexano-2-etanocarbamico,

(Férmula K).

Com referéncia novamente ao Esquema VII, o composto L pode
ser desprotegido por tratamento com acido forte como &acido

cloridrico, como descrito em relacdo ao Esquema VIIB.

ESQUEMA VIIB
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Com referéncia ao Esquema VIIB, o mono-hidrato da base
livre M"” pode ser formado Como se segue a partir do

intermedidrio L protegido com BOC.

O intermedidrio L protegido com BOC, & tratado com &cido
cloridrico concentrado na presenca de cloreto de metileno e
metanol, mantendo a temperatura da reaccdo dentro da gama desde
cerca de 20 e 25 ¢C, para formar o sal cloridrato L'. O sal
cloridrato L' é tratado com &cido cloridrico e depois hidrdéxido
de sdédio ou outra base forte para formar a base livre M'. A base
livre M' é, entdo, tratada com &gua para formar o mono-hidrato

da base livre M”.

Como serd entendido pelos especialistas na técnica por
leitura desta divulgacao, o produto final, o inibidor de
dipeptidil peptidase IV benzoato de (1S,3S,5S)-2-[(2S)-2-amino-—
2-(3-hidroxitriciclo[3.3.1.1%"]dec-1-il)-1-oxoetil]-2-azabiciclo
[3.1.0]hexano-3-carbonitrilo (1:1) (Férmula M) ou a sua
correspondente base livre M' ou o seu mono—hidrato M” pode ser
produzido utilizando todos o0s passos representados nos Esquemas
I, I, ou III e IV, V, VI, VII e VIIA ou apenas uma parte dos
passos representados em qualgquer dos Esquemas I, II, ou III e
v, Vv, VI, VII e VIIA, dependendo de qual o intermediario
seleccionado como o material de partida. Por exemplo, utilizando
0s ensinamentos da presente invengdo, um especialista na técnica
pode produzir em rotina o inibidor a base de pirrolidina fundida
com ciclopropilo benzoato de (1S,3S,5S8)-2-[(2S)-2-amino-2-(3-
hidroxitriciclo[3.3.1.1%"]dec-1-il)-1-oxoetil]-2-
azabiciclo[3.1.0]hexano-3-carbonitrilo (1:1) (Fdérmula M) ou a
base 1livre correspondente M' wutilizando como o material de
partida adcido 3-hidroxi-<a-oxotriciclo-[3.3.1.1%"]decano-1-

acético de Férmula IT1, acido (<aS) -<a—-amino—-3-
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hidroxitriciclo[3.3.1.1%']decano-l-acético de Férmula V, sal
1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano do acido (<aS)—-<al[(1,1-
dimetiletoxi)carbonil]-amino]-3-hidroxitriciclo[3.3.1.1%"]-

decano-l-acético de Férmula VIA ou éster 1-(1,1l-dimetiletilico)
do acido (58) -5-aminocarbonil-4, 5-di-hidro-1H-pirrole-1-

carboxilico de Fdérmula IV.

Deste modo, um especialista na técnica pode produzir um
inibidor de dipeptidil ©peptidase IV a base de pirrolidina
fundida com ciclopropilo simplesmente por acoplamento de &cido
(<aS)—-<al[[(l,1-dimetiletoxi)carbonil]amino]-3-hidroxitriciclo
[3.3.1.1%"]decano-1-acético (Férmula VI) (ou o seu sal DABCO
(Férmula VIA)) a (1S,3S,5S8)-2—-azabiciclo[3.1.0]lhexano-3-
carboxamida (Férmula J) para produzir éster 1,l-dimetiletilico
do acido 3- (aminocarbonil) -<aS)-<a-(3-hidroxi-
triciclo[3.3.1.1%"]-dec-1-il)-<b-oxo- (1S, 3S,5S) -2-
azabiciclo[3.1.0]hexano-2-etanocarbamico (Férmula K); desidratar
éster 1,1l-dimetiletilico do &cido 3-(aminocarbonil)-<aS)-<a-(3-
hidroxitriciclo[3.3.1.1%']dec-1-il)-<b-oxo- (1S, 3S,5S)-2-
azabiciclo[3.1.0]lhexano-2-etanocarbamico (Férmula K) para
produzir éster 1,1-dimetiletilico do &cido 3-ciano-(<aS)-<a-(3-
hidroxitriciclo[3.3.1.1°']dec-1-il1)-<b-oxo-(1S,3S,5S)-2-
azabiciclo[3.1.0]hexano-2-etanocarbamico (Férmula L); e
hidrolisar éster 1,1-dimetiletilico do &cido 3-ciano-(<aS)-<a-
(3-hidroxitriciclo[3.3.1.1%']dec-1-il) -<b-oxo- (1S, 3S,5S)-2-
azabiciclo[3.1.0]lhexano-2-etanocarbamico (Fdérmula L) para formar
0 inibidor de dipeptidil peptidase IV. Neste método os materiais
de partida compreendem os fragmentos de 4acido (<aS)-<al[(1,1-
dimetiletoxi)carbonil]amino]-3-hidroxitriciclo[3.3.1.1%"]1-
decano-l-acético (Fdérmula VI) (ou o seu sal DABCO (Fdérmula VIA))
e (1S,3S8,58)-2-azabiciclo[3.1.0]hexano-3-carboxamida

(Férmula J).
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Contudo, o método pode ainda compreender passos para a
producao do fragmento de acido (<aS)—-<al[[(1,1-
dimetiletoxi)carbonil]amino]-3-hidroxitriciclo[3.3.1.1%"]decano-
l-acético (Férmula VI) a partir do intermediédrio adcido
(<aS)-<a-amino-3-hidroxitriciclo[3.3.1.1%7]decano-1-acético
(Férmula V) por meio de proteccéao com BOC. Nesta
forma de realizacéao, o) método pode ainda compreender a
producgcdo do intermedidrio acido (<aS)-<a—-amino-3-
hidroxitriciclo[3.3.1.1""]decano-1-acético (Férmula V) por
redugao assimétrica de acido 3-hidroxi-<a-
oxotriciclo[3.3.1.1""]decano-1-acético (Férmula In), por
aminagcdo ou transaminacdo enzimatica (ver Esquema I ou II).
Alternativamente, o método pode compreender ainda a sintese
quimica de acido (<aS-<a—amino-3-hidroxitriciclo-
[3.3.1.1%"]decano-1-acético (Férmula V) a partir de Acido
triciclo[3.3.1.1%"]decano-1l-acético (Formula N) de acordo com o

Esquema III.

Além disso, ou alternativamente, o método pode ainda

compreender passos para a producao do fragmento
(1S,3S,58)-2-azabiciclo[3.1.0]lhexano—-3-carboxamida (Férmula J)
por remocao de BOC do intermedidrio éster
1,1-dimetiletilico do &cido [1S-(1<a, 3<b, 5<a]-3-aminocarbonil) -

2-azabiciclo[3.1.0]hexano-2-carboxilico (Férmula H). Nesta forma
de realizacdo, o método pode ainda compreender um passo para a
producdo de éster 1,l1-dimetiletilico do acido [1S-(1l<a,3<b,b<al-
3-aminocarbonil)-2-azabiciclo[3.1.0]lhexano-2-carboxilico

(Férmula H) por ciclopropanacdo, de um modo preferido, por meio
de uma reaccdo de Simmons-Smith de éster 1-(1,1l-dimetiletilico)
do acido (5S)-5-aminocarbonil-4, 5-di-hidro-1H-pirrole-1-

carboxilico (Férmula IV).
38



Sdo aqui divulgados novos compostos aqui identificados como
sendo intermedidrios UGteis na producdo de inibidores de
dipeptidil peptidase IV a Dbase de pirrolidina fundida com
ciclopropilo. Os compostos Uteis como intermedidrios na producgdo
de inibidores de dipeptidil peptidase IV a base de pirrolidina

fundida com ciclopropilo incluem:

éster metilico do acido 3-hidroxi-<a-—
oxotriciclo[3.3.1.1&7]decano—l—acético, como representado na

Férmula I,

OH

002M9

dcido 3-hidroxi-<a-oxotriciclo[3.3.1.1°7]decano-l-acético, como

representado na Fdérmula II,

OH

CO,H
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éster 1-(1,1-dimetiletilico) do &acido (5S)-5-aminocarbonil-4,5-
di-hidro-1H-pirrole-1l-carboxilico, como representado na

Férmula IV,

N
(o]
CONH,
(0]
v
dcido (<aS) —<a—amino-3-hidroxitriciclo[3.3.1.1%']decano-1-
acético, como representado na Fdérmula V,
OH
CO.H
NH, A"
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acido (<aS)—-<al[[(l,1-dimetiletoxi)carbonil]lamino]-3-
hidroxitriciclo[3.3.1.1&7]decano—l—acético, como representado na

Férmula VI,

OH

OH

-

(o] Vi

0

(ou o seu sal DABCO VIA),

éster metilico do 4&cido adamantano-l-il-dicloro-acético, como

representado na Fdérmula VII,

cl Cl Vi

éster metilico do adcido dicloro-(3-hidroxi-adamantan-1-il) -

acético, como representado na Férmula VIII, e

CO,CH;

HO o Cl Vil
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acido dicloro- (3-hidroxi-adamantan-1-il)-acético, como

representado na Férmula IX.

HO cl Cl IX

Como aqui mostrado, estes compostos sao utilizados como
intermedidrios na producao dos inibidores de dipeptidil
peptidase Iv benzoato de (1S,3S,58)-2-[(2S)-2-amino—-2-(3-
hidroxi-triciclo[3.3.1.1%7]dec-1-il)-1-oxoetil]-2-azabiciclo
[3.1.0]hexano-3-carbonitrilo (1:1) como representado na

Férmula M.

OH

PhCOOH eNH; N

NC M

42



e, de um modo preferido, a base livre correspondente ou o seu
mono-hidrato, Como representado nas Férmulas M' e M,

respectivamente

HO

HoN N

CN M’

ou o seu mono-hidrato M” (apresentado anteriormente).

A inibicdo de dipeptidil peptidase IV produzida, utilizando
os compostos e métodos da presente invencdo sdo Uteis no
tratamento da diabetes e as suas complicacdes, hiperglicemia,
Sindrome X, hiperinsulinemia, obesidade e aterosclerose e
doencas relacionadas, bem como doencas imunomoduladoras e doencga

inflamatdéria crdénica do intestino.
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EXEMPLOS

EXEMPLO 1

Aminagdo redutora utilizando um extracto de Pichia pastoris
recombinante expressando fenilalanina desidrogenase de
Thermoactinomyces intermedius e produzindo uma formato

desidrogenase enddgena

Células congeladas de Pichia pastoris recombinante (2,25 kqg)

que expressam fenilalanina desidrogenase de Thermoactinomyces

intermedius foram adicionadas a 4agua desionizada (6,75 L)
contendo formato de amdnio (28,65 g, 0,454 moles). Apds
descongelacao, as células foram suspensas utilizando um

homogeneizador Janke and Kunkel Ultraturrax T25, ajustadas para
pH 7 com NH,OH concentrado e arrefecidas com gelo picado para
produzir uma suspensdo de células a 25% p/v em formato de amdénio
50 mM. As células foram rompidas por 2 passagens através de um
microfluidificador a 12000 psi e foram removidos detritos de
células por centrifugacdo a 20000 x g e 4 °C. 7024 mL de
sobrenadante, contendo 230998 unidades ou 124641 unidades de
actividade de fenilalanina desidrogenase, como determinado pelo
Ensaio A (ver Exemplo 9) ou pelo Ensaio B (ver Exemplo 10),
respectivamente, e 80080 unidades de formato desidrogenase foram
adicionados a um recipiente de 16 L de um biorreactor Bioflo IV

de New Brunswick Scientific.

Uma solucédo de 7024 mL foil preparada contendo formato de
aménio (442,5 gramas, 7,017 moles) e &cido (3-hidroxi-adamantan-
1-il) -oxo—-acético (786,77 gramas, 3,510 moles). O pH desta
solucdo foi ajustado para 8,0 com 276 mL de hidrdéxido de amébnio

concentrado. 0 nicotinamida adenina dinucledtido (NAD;
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9,834 gramas, 14,82 mmoles) e ditiotreitol (2,163 gramas,
14,027 mmoles) foram entao adicionados e a solucéao foi
adicionada ao Dbiorreactor <contendo o extracto de Pichia
pastoris. A solucdo foi mantida a 40 °C e agitada a 150 rpm.
Aliquotas de hidréxido de amdénio concentrado de 45, 25 e 27 mL
foram adicionadas as 0, 3 e 18 horas, respectivamente, apds o
inicio da reaccdo para ajustar o pH para 8,0. Apds 25 horas, a
solucao continha 818,9 gramas (3,637 moles, 100% de rendimento)
de acido (S)—amino- (3-hidroxi-adamantan-1-il)-acético, como
medido por andlise por HPLC (ver Exemplo 8, Método 2) e nenhum

ceto acido ou enantidémero R detectavel do aminoacido.

O acido (S)—amino- (3-hidroxi-adamantan-1-il)-acético foi
isolado por meio de um procedimento consistindo de levar em
ebulicdo a mistura de transformacdo enzimdtica para remover a
amdénia, ajustamento para pH 3 com acido fdérmico, filtracdo para
remover proteinas precipitadas, sorcdo do aminocdcido em resina
Dowex 50 (H+), eluicdo com amdénia 1,5 M e concentracdo do
efluente rico para produzir acido (<aS)-<a—-amino-3-
hidroxitriciclo[3.3.1.1°"]decano-1l-acético como um sélido
cristalino. O ultimo ensaio wutilizando este procedimento de
isolamento (entrada de 787 gramas de cetoacido) produziu
804 gramas de acido (<aS)-<a—-amino-3-
hidroxitriciclo[3.3.1.1"']decano-1-acético com uma poténcia de
94,3% e um rendimento de 96,0% a partir de &cido 3-hidroxi-<a-
oxotriciclo[3.3.1.1"7]decano-1-acético. Todos os lotes de A&cido
(<aS) -<a-amino-3-hidroxitriciclo-[3.3.1.1°"]decano-1-acético
isolado por este procedimento tiveram bom desempenho em reacgdes
subsequentes na via para o benzoato (1S,3S,58)-2-[(2S)-2-amino-
2-(3-hidroxitriciclo[3.3.1.1%"]dec-1-i1)-1-oxoetil]-2-azabiciclo

[3.1.0]lhexano—-3-carbonitrilo.
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EXEMPLO 2

Aminagdo redutora wutilizando células secas pelo calor de

Pichia pastoris recombinante

Foi preparada uma solugdo contendo num volume final de
4,0 mL a pH 8,0 (pH ajustado com NH,OH): formato de amdénio
0,50 M, &cido (3-hidroxi-adamantan-1-il)-oxo-acético 0,25 M, NAD
1,06 mM, ditiotreitol 1,00 mM e 250 mg de células secas pelo
calor de Pichia pastoris recombinante contendo 32,7 unidades de
fenilalanina desidrogenase, como determinado pelo Ensaio A e
24,6 unidades de formato desidrogenase. A preparacdo de células
secas pelo calor de Pichia pastoris foili descrita por Hanson
et al. (Enzyme and Microbial Technology 2000 26:348-358). A
solucgdo foi incubada num baldo de Erlenmeyer de 50 mL a 40 ¢©C,
100 rpm, durante 4 dias, depois, foi analisada por HPLC. A
solucdo continha 45,02 mg/mL (80% de rendimento) de é4acido

(S)—amino— (3—-hidroxi—-adamantan—-1-1l1l)-acético.

EXEMPLO 3

Aminagdo redutora wutilizando células humidas de Pichia

pastoris recombinante

Foli preparada uma solucdo contendo num volume final de
3,0mL a pH 8,0 (pH ajustado com NH,OH): formato de amdénio
0,415 M, A&cido (3-hidroxi-adamantan-1-il)-oxo-acético 0,208 M,
NAD 0,88 mM, ditiotreitol 0,84 mM e 12,5% p/v de células humidas
de Pichia pastoris contendo 6,06 unidades de fenilalanina

desidrogenase, como determinado pelo Ensaio A e 12,8 unidades de
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formato desidrogenase. A solucdo foi incubada num baldo de
Erlenmeyer de 50 mL a 40¢C, 200 rpm durante 68 horas, depois,
foi analisada por HPLC. A solucgdo continha 31,9 mg/mL (68% de
rendimento) de acido (S) —amino- (3-hidroxi-adamantan-1-il) -

acético.

EXEMPIO 4

Aminagdo redutora wutilizando células secas pelo calor de
Escherichia coli recombinante que expressa fenilalanina
desidrogenase de Thermoactinomyces intermedius e formato

desidrogenase de Candida boidinii

Foi preparada uma solucao contendo, num volume final de

4,0 mL a pH 8,0 (pH ajustado com NH,OH): formato de amdénio
0,50 M, acido (3-hidroxi-adamantan-1-il) -oxo—-acético 0,25 M,
NAD 1,06 mM, ditiotreitol 1,00 mM, 2,55 unidades/mL

(0,51 unidades/mg) de formato desidrogenase de Candida boidinii
(Boehringer Mannheim) e 250 mg de células secas pelo calor de
Escherichia coli recombinante contendo 76 unidades de
fenilalanina desidrogenase, como determinado pelo Ensaio A. A
solugdo foi incubada num baldo de Erlenmeyer de 50 mL a 40 ¢©C,
100 rpm, durante 4 dias, depois foi analisada por HPLC. A
solugdo continha 7,69 mg/mL (13,7% de rendimento) de &cido

(S)—amino- (3-hidroxi-adamantan-1-il)-acético.
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EXEMPLO 5

Aminagdo redutora utilizando células humidas de Escherichia

coli recombinante e formato desidrogenase de Candida boidinii

Foi preparada uma solucdo contendo, num volume final de
3,0 mL a pH 8,0 (pH ajustado com NH;OH): formato de amébénio
0,415 M, 4&cido (3-hidroxi-adamantan-1-il)-oxo—-acético 0,208 M,
NAD 0,88 mM, ditiotreitol 0,84 mM, 1 unidade/mL

(0,51 unidades/mg) de formato desidrogenase de Candida boidinii

(Boehringer Mannheim) e 12,5% p/v de células humidas de
Escherichia coli contendo 97 unidades de fenilalanina

desidrogenase, como determinado pelo Ensaio A. A solugao foi
incubada num bald&o de Erlenmeyer de 50 mL a 40 <°C, 200 rpm
durante 68 horas, depois foi analisada por HPLC. A
solucgdo continha 5,16 mg/mL (11,0% de rendimento) de é4cido

(S)—amino— (3—-hidroxi—-adamantan—-1-1l1l)-acético.

EXEMPILO 6

Aminagdo redutora utilizando fenilalanina desidrogenase de

Sporosarcina species e formato desidrogenase de Candida boidinii

Foi preparada uma solugao contendo, num volume final
de 1,0 mL a pH 8,5 (pH ajustado com NH,OH) formato de amdbdnio
0,15 M, acido (3-hidroxi-adamantan-1-il)-oxo—-acético 0,05 M
(11,2 mg/mL), NAD 1 mM, ditiotreitol 1 mM, 0,51 wunidades/mL
(0,51 unidades/mg) de formato desidrogenase de Candida boidinii
(Boehringer Mannheim) e 1,01 unidades/mL de fenilalanina
desidrogenase (14,5 unidades/mg; Sigma Chemical Co.) de

Sporosarcina species. A solucdo foi incubada a 30 ¢C durante
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20 horas, depois, foi analisada por HPLC. A solucéao
continha 0,31 mg/mL (2,74% de rendimento) de acido

(S)—amino— (3—hidroxi—-adamantant—-1-il)-acético.

EXEMPIO 7

Construgdo de plasmideo pBMS2000-PPFDH-PDHmod

Utilizou-se uma construcdo em dois passos do vector de
expressdo pBMS2000-PPFDH-PDHmod. O gene FDH de P. pastoris foi
subclonado no vector de expressao pBMS2000 (pBMS2000 esté
divulgado na patente U.S. N¢ 6068991, concedida em 30 de Maio de
2000 a S. W. Liu et al.) utilizando iniciadores
oligonucleotidicos contendo a extremidade 5' e 3' do gene FDH de
P. pastoris juntamente com sitios de clivagem compativeis para

endonucleases de restricao:

5'"TCGTCATGAAAATCGTTCTCGTTTTG3" (extremidade 5%; sentido;
SEQ ID Ne¢: 1)
BspHI
S5'"TACTGTTTTTCCAGCGTATTCCTAGGCT3'" (extremidade 3'; anti-sentido;
SEQ ID N2: 2)

BamHI

A amplificacdo de alta fidelidade por PCR do gene FDH de
P. pastoris foi realizada em quatro aliquotas de 100 ulL,
contendo cada tampdo de reaccao 1 X TagPlus (Stratagene,
LaJolla, Ca&), 0,2 mM de cada trifosfato de desoxinucleotido
(dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 0,4 nM de cada oligonucledtido, 2,5 U
de ADN polimerase TagPlus (Stratagene) e 10 pg de ADN de

plasmideo contendo o gene FDH de P. pastoris clonado. As
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condigbes de amplificag¢do incluiram a incubagdo a 94 °C durante
4 minutos, seguida por 25 ciclos de incubacdo a 94 °C durante
1 minuto; 50 ¢C durante 1 minuto; e 72 °C durante 1,5 minutos,
utilizando um  termociclador Perkin-Elmer Modelo 480 com

auto—-extensao.

A mistura reaccional de PCR foi extraida com um volume igual
de fenol:clorofdrmio 1:1 (GibcoBRL, Gaithersburg, MD) e
centrifugada a 13000 x g durante 5 minutos. A fase aquosa
superior foi removida e colocada num novo tubo de
microcentrifuga. 0 ADN foi precipitado pela adicéao de
0,1 volumes de acetato de sdédio 3 M e 2 volumes de etanol
gelado. Apds centrifugacdo a 13000 x g durante 5 minutos, o
liquido foi aspirado do tubo e o sedimento foi lavado com 0,5 mL
de etanol gelado a 70%. O liquido foi novamente aspirado e o
sedimento foi deixado secar ao ar durante 30 minutos a

temperatura ambiente.

O ADN amplificado foi digerido com 20 unidades de cada um de
BspHI e BamHI durante 3 horas a 37 2C num volume total de 50 uL.
Em paralelo, o vector pBMS2000 (2 ng) foi digerido com BspHI e
BamHI. As amostras digeridas foram submetidas a electroforese em
gel de agarose com 1,0% de TAE durante 2 horas a 100 v. As
bandas correspondentes ao gene FDH (fragmento de 1100 pares de
bases) e vector linearizado (fragmento de 4700 pares de bases)
foram excisadas separadamente do gel e purificadas utilizando o
Kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen, Chatsworth, CA) . As
concentracdes dos fragmentos isolados foram estimadas por
electroforese contra a escala de massas de baixo peso molecular
(Invitrogen Corp, Carlsbad, CA) e ligados numa proporg¢ao molar
de 5:1 (insercgao:vector) num volume total de 10 uL a 22 <C

durante 2 horas. O ADN foi precipitado por adicédo de 15 upL de
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dH,0 e 250 uL de 1-butanol e sedimentado a 13000 x g numa
microcentrifuga durante 5 minutos. O liquido foi removido por
aspiracédo e o ADN foi seco num SpeedVac (Savant Instruments,
Farmingdale, NI) durante 5 minutos sob calor fraco. O sedimento

foili ressuspenso em 5 uL de dH,0.

O ADN ressuspenso fol transformado por electroporacdo em
0,04 mL de células competentes de E. coli DH10B (Invitrogen) a
25 pF e 250 Q. O meio SOC foi imediatamente adicionado (0,96 mL;
SOC = 0,5% de extracto de levedura, 2% de triptona, NaCl 10 mM,
KCl1 2,5 mM, MgCl, 10 mM, MgSO, 10 mM e 20 mM de glucose por
litro) e as células incubadas num agitador durante 1 hora a
37 eC e 225 rpm. As coldnias contendo o ADN de plasmideo foram
seleccionadas em placas de agar LB contendo 50 ug/mL de sulfato
de canamicina (Sigma Chemicals, St. Louis, MO). Os plasmideos
com a insercédo pretendida foram identificados por PCR de coldnia
em tubos capilares, utilizando o RapidCycler (Idaho Technology,
Salt Lake City, UT). Cada mistura reaccional continha Tris-HC1
50 mM (pH 8,3), MgCl, 4 mM, 0,25 mg/mL de albumina de soro de
bovino, 2% de sacarose 400, vermelho de cresol 0,1 mM, 0,4 nM de
cada iniciador (SEQ ID N¢: 1 e SEQ ID N¢: 2) e 2,5 U de Tag ADN
polimerase (Promega Corp, Madison, WI). A mistura reaccional foi
dividida em aliquotas de 10 upL e pipetada para os pocos de uma
placa de microtitulagdo de fundo redondo. Uma coldnia resistente
a canamicina foi retirada utilizando uma agulha de inoculacdo de
pléastico descartavel, rodada para dentro da mistura reaccional,
e transferida para agar LB-canamicina. Cada aliquota da mistura
reaccional foi recolhida num tubo capilar de 30 pL e o tubo foi
vedado a chama em ambas as extremidades. As células foram
lisadas e o ADN desnaturado por incubacdo a 94 ¢C durante
30 segundos; a amplificacdo foi efectuada utilizando 30 ciclos

de incubacdao a 94 °C durante 0 segundos; 40 eC durante
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0 segundos e 72 eC durante 60 segundos, utilizando um
termociclador RapidCycler (Idaho Technologies, Salt Lake City,
UT). As amostras foram submetidas a electroforese num gel de
agarose com TAE a 1,0% durante 2 horas a 100 wv. Sete amostras
das 17 testadas mostraram uma banda forte a 1100 pares de bases.
Uma coldénia contendo este plasmideo (aqui referida como
PBMS2000-PPFDH) foi escolhida para O Ppasso seguinte na

construcdo do plasmideo.

“PDHmod"” refere-se a uma fenilalanina desidrogenase
modificada de Thermoactinomycetes Iintermedius que difere da
sequéncia de ADN publicada (Takada et al., J. Biochem. 109,
padginas 371-376 [1991]) por uma alteracdo dos dois ultimos
aminoacidos e 12 aminoacidos adicionais no terminal carboxilo

que € necessaria para a conversdo completa de &dcido (3-hidroxi-

adamantan-1-il)-oxo-acético em acido (S)—amino- (3-hidroxi-
adamantan-1-il)-acético. Esta alteracdo foi introduzida no
plasmideo PPDHO9K/10 (descrito em pormenor na patente

WO 200004179, concedida a Donovan et al., 27 de Janeiro de
2000), o qual foi subsequentemente transformado em SMD1168 de

P. pastoris (depositado como estirpe ATCC 74408).

A extremidade 3' do gene de PDH nativo e correspondentes

aminoacidos:

AAC AGC GCA AGG AGG TAA
Asn Ser Ala Arg Arg Stop

A extremidade 3' do gene de PDHmod e correspondentes

aminoacidos (aminodcidos modificados ou novos em negrito) :
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AAC AGC GCG GAG GGG TAC CTC GAG CCG CGG
Asn Ser Ala Glu Gly Tyr Leu Glu Pro Arg

CGG CCG CGA ATT AAT TCG CCT TAG SEQ ID N2: 5
Arg Pro Arg Ile Asn  Ser Pro Stop

Foram preparados iniciadores oligonucleotidicos contendo a
extremidade 5' e 3' do gene de PDHmod juntamente com sitios de

clivagem compativeis para endonucleases de restricgdo:

GATGCTCATATGCGCGACGTGTTTGAAATGATG (extremidade 5%; sentido;
SEQ ID N2: 3)

Ndel
GATCCCGGGCTAAGGCGAATTAATAATTCG (extremidade 3'; anti-sentido;
SEQ ID Ne¢: 4)
Smal

As condicdes reaccionais para amplificacdo e purificacédo da
PDHmod por PCR foram idénticas as utilizadas para o gene de FDH
de P. pastoris excepto que o ADN cromossémico preparado de
ATCC 74408 foi incluido como molde para a reacgdo. O fragmento
resultante foi digerido com 20 unidades, cada, de Ndel e Smal
durante 1 hora a 25 ¢C, seguido por 2 horas a 37 °C, num volume
total de 50 uL. Em paralelo, uma versdo do vector pBMS2000 com
um sitio Ndel no codéo de iniciacéo (2 ug) foi digerido com Ndel
e Smal, utilizando condig¢bdes idénticas. As amostras digeridas
foram submetidas a electroforese em separado sobre um gel de
agarose em TAE a 1,0% durante 2 horas a 100 v. As Dbandas
correspondentes ao gene de PDHmod (fragmento de 1200 pares de

bases) e vector linearizado (fragmento de 4700 pares de bases)
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foram excisadas do gel e purificadas utilizando o kit QIAquick
Gel Extraction (Qiagen) . A ligacao dos dois fragmentos,
transformagdo de E. coli e rastreio de coldnias contendo
insercdes com o gene de PDHmod (formando pBMS2000-PDHmod) foram

realizados como descrito acima.

Para a construgao de pBMS2000-PPFDH-PDHmod, clivou-se
PBMS2000-PDHmod (2 nug) com 10 U cada de HindIII e Smal numa
reaccdo de 50 uL durante 1 hora a 25 2C, seguida de 1 hora a
37 2°C. Adicionaram-se dez unidades de T4 ADN ©polimerase
(Invitrogen) e 2 ulL de uma mistura 2,5 mM de todos os quatro
trifosfatos de desoxirribonucledésidos e a amostra foi incubada a
11 eC durante 20 minutos. A reacgao foi submetida a
electroforese num gel de agarose com TAE a 1,0% durante 2 horas
a 100 v. O fragmento de 1800 pares de Dbases foi excisado e
isolado utilizando o kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen). Este
fragmento contém, por ordem, o promotor tac, O gene groES e o
gene de PDHmod (como uma fusdo transcricional). Em seguida,
PBMS2000-PPFDH (2 ng) foi digerido com 10 unidades de
endonuclease de restricdao Smal num volume de 50 puL durante
2 horas a 25 ¢eC, depois foi tratado com 0,4 U de fosfatase
alcalina de camardao (United States Biochemicals, Cleveland, OH)
durante 1 hora a 37 °¢C. O ADN do plasmideo foi submetido a
electroforese durante 2 horas a 100 v num gel de agarose com TAE
a 1,0%, isolado e extraido com o kit QIAquick. Os dois
fragmentos foram ligados numa proporcao molar de 6,5:1
(insercdo:vector) a 16 °C durante 4 horas num volume final de
10 pL. Apds extraccdo com l-butanol e centrifugacdo, o ADN foi
transformado em células DHI10B electrocompetentes. As coldnias
resistentes a canamicina foram rastreadas qguanto a presenca do
gene de PDHmod com os dois iniciadores especificos de PDHmod

como descrito anteriormente para FDH. Um segundo ciclo de
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rastreio por PCR foi conduzido utilizando iniciadores de ADN
homdélogos a extremidade 5' do PPFDH e extremidade 3' do gene de
PDHmod, respectivamente. S6 as construcdes capazes de suportar a
amplificacdo de um fragmento de 1400 pares de bases possuiam os
dois genes na mesma orientacdo. Foli encontrado um desses
plasmideos e a orientacdo confirmada por digestdo de restricéo
diagndéstica com KpnI, o qual produziu os fragmentos esperados de
5422 e 1826 pares de bases. Este plasmideo foi designado
“pBMS2000-PPFDH-PDHmod"” .

EXEMPLO 8
Expressdo de FDH e PDHmod

O pBMS2000-PPFDH-PDHmod foi transformado em Escherichia
coli JM110. Em estudos em balbdes com agitacao, o JMI110
(pBMS2000-PPFDH-PDHmod) foi cultivado durante 18 horas a 28 <¢C,
250 rpm, em meio MT5 (Yeastamine a 2,0%, glicerol a 4,0%,
fosfato de sdédio [dibasico] a 0,6%, fosfato de ©potéssio
[monobéasico]l] a 0,3%, sulfato de amdénio a 0,125%, sulfato de
magnésio a 0,0256% [hepta-hidrato; adicionado apds autoclavagem
de uma solugdo 1 M estéril] e 50 upg/mL de sulfato de canamicina
[adicionado apds autoclavagem de uma solucdo a 50 mg/mL
esterilizada por filtracdo]). A densidade déptica a 600 nm (ODgpo)
foi registada e células suficientes para produzir uma ODggg
inicial de 0,35 foram adicionadas a meio fresco de
MT5/canamicina. Os baldes foram agitados a 250 rpm, 28 °C até a
ODgop ser de 0,8-1,0. A expressao de ambos os genes foil induzida
por adicdo de isopropiltio-f-D-galactopirandésido (IPTG) 1 M
esterilizado por filtracdo até uma concentracdo final de 35 uM e

a fermentacdo continuou durante 24-48 horas. As células foram
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sedimentadas por centrifugacdo a 6500 x g durante 5 minutos,
lavadas uma vez com um volume igual de formato de amdénio 50 mM,
PH 7,0, e ressedimentadas. As células foram armazenadas
congeladas a —-20 ¢C ou utilizadas imediatamente. O sedimento foi
ressuspenso em fosfato de aménio 50 mM, pH 7,0 a 10 mL/g de peso
de células humidas e sonicadas 3 x 15 segundos utilizando um
desmembrador soénico modelo 50 de Fisher Scientific (Fisher
Scientific, Pittsburgh, PA), regulado para a poténcia 15 com uma
microponta. 0Os residuos foram sedimentados por centrifugacdo a

13000 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente.

A expressdo foi examinada por electroforese em gel de
dodecil sulfato de sdédio-poliacrilamida (SDS-PAGE). Um uL do
extracto de células foi misturado com 5 plL de tampdo 4X NuPAGE™
IDS (Invitrogen) e levado até 19 mL com &gua destilada. As
amostras foram aquecidas a 70 2°C durante 10 minutos. Um mL de
uma solugdo de ditiotreitol 1 M foi adicionado a mistura e 10 uL
aplicados num mini-gel de 10% de NuPAGE™ Bis-Tris
poliacrilamida. A electroforese foi realizada a 200 v durante
50-60 minutos e o gel corado com uma solucdo consistindo em
0,1% (p/v) de Azul de Coomassie (Sigma), 40% (v/v) de etanol e
10% (v/v) de 4cido acético. O gel, imerso no corante, foi
aquecido num forno de microondas até a ebulicdo ser evidente,
depois foi agitado a 40 rpm num agitador orbital durante
15 minutos. O gel foi completamente lavado com agua desionizada
e coberto com solucédo de descoloracdo (GelClear™; Invitrogen). A
solucdo foi novamente aquecida até o ponto de ebulicdo e agitada
suavemente durante, pelo menos, 2 horas. Duas bandas
proeminentes a M, 43000 e 40000 foram observadas por inducgao,
correspondentes aos pesos moleculares esperados das subunidades
FDH e PDHmod. Verificou-se que as amostras também tinham

actividades de FDH e PDH quando testadas como descrito no
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Exemplo 10. A esta estirpe de E. coli recombinante foi dada a

designacao interna de SC 16496.

A SC 16496 foil posteriormente fermentada em volumes de 15 e
250 1litros. Para uma fermentacdo de 15 1litros, um frasquinho
contendo 1 mL de SC 16496 congelada foi descongelado até a
temperatura ambiente e adicionado a 1 litro de meio MT5 contendo
50 pg/mL de canamicina num baldo de 4 1litros. O Dbaldo foi
incubado a 28 2C, 250 rpm durante 24 horas e transferido para
13 litros de meio MT5 (ingredientes em lotes com base num volume
final de 15 L) num fermentador Braun. O sulfato de canamicina e
hepta-hidrato de sulfato de magnésio suficiente para produzir
uma concentrag¢do final de 50 pg/mL e 0,0246%, respectivamente,
foram dissolvidos em 500 mL de agua destilada e esterilizados
por filtracdo por meio de uma unidade de filtracao de
0,2 micrdémetros de acetato de celulose. A solucdo foi adicionada
ao tanque, seguida imediatamente pelo indéculo. A ODgyo inicial

foi cerca de 0, 35.

Os parémetros operatdérios da fermentacdo foram como se

segue:

Volume de trabalho de 16 litros
Temperatura: 28 ¢C

Aeracao: 1,0 vvm

Pressdo: 690 mbar

Agitacao: 500 rpm

pH de controlo a 6,8 com NH,OH consoante necessario

A formacdo de espuma foi controlada por adicao de UCON (uma
mistura de solventes de fluorocarbonetos produzida por Dow

Chemical Company) a pedido.
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A ODs00 0,8-1,0 (aproximadamente duas horas apds a
inoculacéo), IPTG esterilizado por filtracdo (dissolvido em
500 mL de dH;0) foi adicionado assepticamente para produzir uma
concentracédo final de 35 uM. A fermentacdo continuou durante
mais 48 horas, pelo gque o conteudo do tanque foi sub-arrefecido
a 10 °C. As células foram recolhidas por centrifugacdo e lavadas
uma vez com 0,1 vol de formato de aménio 50 mM, pH 7,0. A pasta
de células foi colocada em recipientes de pléastico e armazenada

a —70 °C até ser necessaria.

Para tanques de 250 1L, o indéculo foi preparado como se
segue: 1 mL de SC 16496 congelado foil descongelado e adicionado
a 300 mL de meio MT5 com 50 upg/mL de canamicina. O baldo foi
cultivado a 28 ¢C, 250 rpm, durante 24 horas. A 0ODgyp foi
determinada e o volume apropriado de células para produzir
80 unidades OD foi removido e adicionado a 250 mL de meio MT5
fresco. As células foram adicionadas assepticamente a 10 L de
meio MT5/canamicina num fermentador Braun (ODgoo 1inicial ~0,008)
e cultivadas com os Paradmetros Operacionais de Fermentacao
divulgados supra durante 16 horas. A cultura foi, entao,
transferida para 250 L de MTI5 contendo as concentragdes
apropriadas de canamicina e sulfato de magnésio. Com Dbase no
tempo de duplicacdo de 90 minutos de SC 16496 nestas
condicgdes, 10 L de indculo em 250 L deve produzir uma ODggo
inicial de 0,30-0, 35. A inducao, crescimento, colheita e
armazenagem foram realizadas como descrito para a fermentacéo

de 15 L.
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EXEMPLO 8A

Producgéao compactada de acido (aS)—-a-[[(1,1-
dimetiletoxi)carbonil]amino]—3—hidroxitriciclo[3.3.1.117]—
decano-l-acético (Férmula VI) a partir de A4acido 3-hidroxi-a-
oxotriciclo[3.3.1.1%*7]decano-1-acético (Férmula II) através de
dcido (aS)-oa-amino-3-hidroxitriciclo-[3.3.1.1%7]decano-1-acético
(Férmula V), utilizando um concentrado enzimatico de PDH/FDH

isolado

Passo 1l: Isolamento de concentrado enzimatico de PDH/FDH

O caldo de fermentacdo (30 1litros) de Escherichia coli
JM110 (pBMS2000-PPFDH-PDHmod) foi obtido a partir de um tanqgue
de fermentacao de 4000 L e passado através de um
microfluidificador (Microfluidics modelo M-110Y, pressao
operacional 12000-20000 psi) (uma passagem) para libertar a
actividade das células, mantendo a temperatura do caldo de
cultura inferior a 40°. A actividade de PDH/FDH do caldo

microfluidificado era de 32 UI/mL para PDH e 8 UI/mL para FDH.

Para clarificar o caldo inteiro, adicionaram-se 4,5 kg de
Celite ao caldo com boa agitacdo. Em seguida, adicionaram-se
0,201 1litros de polietilenoimina aquosa a 30% e misturou-se
durante 30 minutos. A mistura foi, entdo, filtrada utilizando um
filtro-prensa (Ertel Alsop modelo 8- ESSC-10) e obtiveram-se
18 litros de filtrado. O Dbolo de filtrado foi lavado com
12 litros de agua para levar o volume de volta aos 30 litros. O
rendimento do passo foi de 97% de recuperagcdao da actividade da
PDH, com uma actividade de 31 UI/mL, e uma actividade de FDH de

8 UI/mL.
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O caldo clarificado foi ultrafiltrado através de uma cassete
de filtro MWCO 100000 (unidade Millipore Pellicon 2, cassete de
ligacdo a proteinas com baixo teor de poliétersulfona, 0,5 m? de
drea do filtro). A velocidade de circulacdo da bomba era de
400 mL/min. 0 filtrado clarificado foi concentrado ate
1,5 litros e produziu um concentrado enzimatico com um titulo de
PDH de 567 UI/mL e um titulo de FDH de 136 UI/mL. O permeado foi
ensaiado e nao foi encontrada nenhuma actividade. A recuperacao

total de actividade enzimatica no concentrado foil de 84%.

Passo 2: Aminagdo redutora

Adicionou-se acido 3-hidroxi-a-oxotriciclo-
[3.3.1.1°"]decano-1-acético (Férmula II) (1,00 kg; 4,46 mol) a
um recipiente de 20 1, seguido por agua (5 L). A mistura foi
agitada e o pH foi ajustado para pH ~8 com NaOH 10 N para
produzir uma solucdo. Adicionou-se carvao Darco KBB (100 g) e a
mistura foi agitada durante 5 minutos e, depois, filtrada
através de um funil de Buchner com papel de filtro de 5 uL. O
filtro foi lavado com &gua (2 x 1 L) e os filtrados e as

lavagens foram combinados para produzir uma solugdo limpida.

Com agitacédo, adicionou-se formato de amdénio (0,562 kg;

8,92 mol) e o pH foi reajustado para ~7,5 com NaOH 10 N.

Adicionou-se nicotinamida adenina dinucledétido (2,65 q) e
ditiotreitol (1,54 g). Quando os sdélidos se tinham dissolvido,
adicionou-se um concentrado de enzimas PDH/FDH (1,03 L;

500000 UI de PDH). O pH foi reajustado para ~8,0 com NaOH 10 N a

temperatura ambiente.
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A mistura foi, entdo, aquecida a ~40 °¢C e diluida para um
volume total de 10 L com é&gua. O pH foi mantido a 7,7-8,3
enquanto se agitou durante 42 horas. A solucdo resultante
continha 0,955 kg (95,1%) do produto 4cido (xS) —ox—amino-3-

hidroxitriciclo[3.3.1.1%"]decano-1-acético (Férmula V).

Passo 3: Protecgdo com BOC

Adicionou-se dicarbonato de di-terc-butilo (1,022 kg;
4,68 mol) a uma porcdo da solugcdo de é&cido (aS)-o—amino-3-
hidroxitriciclo[3.3.1.1%7]decano-1-acético (Férmula V) (477,5 g,
2,12 mol). Esta mistura foi agitada a temperatura ambiente com o
PH ajustado e mantido a 10 com um titulador de pH estacionéario
utilizando NaOH 10 N. A reaccgdo estava completa 4 horas apds a
adicao de BOC,0 quando havia menos de 1,0% de material de partida

remanescente.

O pH da mistura foi ajustado para ~8 com H;SO, a 35% e
adicionou-se i-PrOAc (5,0 L) a mistura. O pH da mistura foi,
entdo, ajustado para 2,0 com H;S0, a 35% e mantida a este pH
durante 5-10 min. Adicionou-se Dicalite (250 g); a mistura foi
agitada durante ~10 min e, depois, filtrada através de uma
camada de Dicalite (250 g) em papel de filtro num funil de
Buchner. A camada de Dicalite foi ainda lavada com 2,5 L de i-

PrOAc.

O filtrado foi ajustado para pH 8 com NaOH 10 N. Apds
deposicdo durante 1 h, a camada orgénica incluindo a interface
foi desprezada. A camada aquosa adicionou-se i-PrOAc (7,5 L). A
mistura foi acidificada com H,S0, a 35% até pH ~2 e, depois, foi

aquecida e mantida a ~40 ¢C durante 4 horas com agitacdo suave.
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As camadas foram separadas e o extracto orgénico foi armazenado.
A camada aquosa com interface foi extraida com i-PrOAc (3,75 L)
e as camadas foram novamente separadas apds 2 h a 40 °C. A
camada aquosa com interface foi novamente extraida com i-PrOAc

(3,75 L) e as camadas foram separadas apds 2 h a 40 <C.

Os extractos organicos combinados (~15 L) foram concentrados
por destilacdo até ~4,5 L. A esta solugdo adicionou-se, entao,
heptano (~10 L) durante 10-15 min enquanto a temperatura era
mantida a ~82-89 ¢C. A temperatura da camisa do reactor foi
regulada para 70 2C e mantida a esta temperatura durante 1 h. A
cristalizacdo ocorreu logo apds o arrefecimento. A temperatura
da camisa do reactor foi, em seguida, ajustada para 40 ¢C e

mantida a esta temperatura durante 30 min.

A suspensdo fol arrefecida até a temperatura ambiente e,
depois, adicionalmente arrefecida a 0-5 °C. Apds uma hora de
agitacdao a 0-5 ¢C, o produto foi filtrado. O produto foi
lavado com heptano (2,5 L), depois, seco em vacuo a 40 °C para
produzir 607,0 g (88% de rendimento) de acido (aS)-o-[[(1,1-
dimetiletoxi)carbonil]lamino]-3-hidroxi-triciclo[3.3.1.1°%"]

decano-l-acético (Férmula VI).

EXEMPLO 9

Aminagdo redutora utilizando um extracto de Escherichia coli
recombinante SC16496 JM110[pBMS2000-PPFDH-PDHmod] (depdésito ATCC
PTA-4520)

Células congeladas de Escherichia colil recombinante

(25 gramas) foram adicionadas a 4&gua desionizada (suficiente
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para levar o volume final a 100 mL e contendo 5 mL de formato de
aménio 1 M). Apds descongelacdo, as células foram suspensas
utilizando um homogeneizador Janke and Kunkel Ultra-turrax T8,
em seguida, foram ajustadas para pH 7 com NH,OH concentrado e
arrefecidas com gelo picado para produzir uma suspensao de
células a 25% p/v em formato de amdénio 50 mM. As células foram
rompidas por 2 passagens através de um microfluidificador a
12000 psi e os detritos das células foram removidos ©por
centrifugacdo a 20000 x g e 4 °C. Adicionaram-se 266 mL de
sobrenadante contendo 2456 u (ensaio A) ou 768 u (ensaio C) de
fenilalanina desidrogenase e 8801 u de formato desidrogenase a

um frasco de 1 L.

Foram preparados 266 mL de solugcdo contendo formato de
aménio (16,74 g, 0,2654 moles) e &cido (3-hidroxi-adamantan-1-
il)-oxo-acético (29,76 g, 0,1327 moles) e levados a pH 8,0 com
12,7 mL de hidrdéxido de amdénio concentrado. Adicionou-se entédo
NAD (372 mg, 0,561 mmol) e ditiotreitol (81,8 mg, 0,530 mmol),
depois, a solugdo foi adicionada ao frasco contendo o extracto
de Escherichia coli. O frasco foi mantido a 40° num agitador a
40 rpm. Adicionou-se periodicamente hidrdéxido de aménio
concentrado para manter o pH 8,0. Apds 38 horas, a solucéao
continha 31,5 gramas (0,140 moles, 100% de rendimento) de &cido
(S)—amino- (3-hidroxi-adamantan-1-il)-acético COomo determinado

por andlise de HPLC e nenhum enantidémero R do aminoacido.
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EXEMPLO 10

Aminagdo redutora wutilizando células liofilizadas de
Escherichia coli recombinante SC16496 JM110[pBMS2000-PPFDH-
PDHmod] (Depdésito ATCC PTA-4520)

A solucédo continha num volume final de 10,0 mL a pH 8,0 (pH
ajustado com NH,OH): formato de aménio 0,50 M, &cido (3-hidroxi-
adamantan—-1-il) -oxo—-acético 0,237 M, NAD 1,00 mM, ditiotreitol
1,00 mM e 975 mg de Escherichia coli recombinante liofilizada.
As células foram secas até 26% do peso humido. Antes da secagem
as células continham 65,04 unidades/g (ensaio A) de fenilalanina
desidrogenase (ou 12,79 unidade/g pelo ensaio C de fenilalanina
desidrogenase) e 133,32 unidades/g de formato desidrogenase. A
solugdo foi incubada num baldo de Erlenmeyer de 50 mL
hermeticamente fechado a 40 ¢C, 100 rpm, durante 3 dias, depois

foi analisada por HPLC. A solucdo continha 49,06 mg/mL (92,13,0%

de rendimento) de &cido (S) —amino- (3-hidroxi-adamantan—-1-il) —
acético.
EXEMPIO 11

Transaminagdo utilizando transaminase de cadeia ramificada

Foi preparada uma solucgdo contendo num volume final de
1,0 mL em tampdo de fosfato de potédssio 50 mM, pH 8,0: glutamato
de sédio 0,10 M, 4&cido (3-hidroxi-adamantan-1-il)-oxo-acético
0,05 M (neutralizado com NaOH 0,05 M), fosfato de piridoxal
0,1 mM e 1 mg de transaminase de cadeia ramificada
(Biocatalytics). A solugéao foi incubada num tubo de

microcentrifuga a 37° durante 68 horas, depois foi analisada por
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HPLC. A solucdo continha 5,53 mg/mL (49,2% de rendimento) de
dcido (S)-amino-(3-hidroxi-adamantan-1-il)-acético e 7,05 mg/mL

de &cido (3-hidroxi-adamantan-1-il)-oxo—-acético remanescente.

EXEMPIO 12

Ensaio HPLC do excesso enantiomérico e quantidade do A&cido

(S) —amino- (3-hidroxi-adamantan-1-il)-acético

As amostras foram diluidas com &gua até a concentracdo de
cerca de 2 mg/mL e colocadas num banho de &gua em ebulicéao
durante 1 minuto para parar as reacgdes e precipitar as
proteinas. Apds arrefecimento, as amostras foram filtradas
através de filtros de nylon de 0,2 micrones para frasquinhos de

HPLC.

Foram utilizados dois métodos de separacao.

Método 1:

coluna: Chiralpak WH 25 x 0,46 cm (Daicel Industries, Ltd.).

fase mével: CuSO,; 0,3 mM

caudal: 1 mL/minuto

temperatura da coluna: 50 ©C

deteccédo: detector de diodos (DAD) regulado para 240 nm

volume de injeccao: 10 uL

tempo de retencdo do enantidémero S (4dcido (<a$S)-<a-amino-3-
hidroxitriciclo[3.3.1.1°"]decano-1-acético): 79,9 minutos

tempo de retengdo do enantidmero R: 32,8 minutos
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Método 2:

coluna: Regis Davankov Ligand Exchange 15 x 0,46 cm

fase mével: 25% de metanol/75% de CuSO; 6 mM

caudal: 1 mL/minuto

temperatura da coluna: 40 <C

deteccédo: DAD regulado para 240 nm

volume de injeccédo: 10 uL

tempo de retencdo do enantidmero S (dcido (<aS)-<a—-amino-3-
hidroxitriciclo[3.3.1.1%']decano-1-acético): 3,2 minutos

tempo de retencgdo do enantidmero R: 11,2 minutos

tempo de retencao do cetoacido (acido 3-hidroxi-<a-
oxotriciclo[3.3.1.1""]decano-1-acético): 5,2 minutos
EXEMPLO 13

Ensaio A de fenilalanina desidrogenase

O ensaio A de fenilalanina desidrogenase continha em 1 mL a
40 ¢C: NADH 0,4 mM, fenilpiruvato de sdédio 5 mM, NH,OH 0,75 M
ajustado para pH 8,75 com HCl. O decréscimo da absorvancia foi
monitorizado a 340 nm. As unidades de actividade enziméatica
foram calculadas como umol/minuto com base nas velocidades de

mudanca de absorvancia.
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EXEMPLO 14

Ensaio B de fenilalanina desidrogenase

O ensaio B de fenilalanina desidrogenase continha em 1 mL a
40 °C: NAD 1 mM, L-fenilalanina 10 mM, K,HPO, 0,1 M ajustado para
pH 10,0 com NaOH 1 N. O aumento de absorvancia foi monitorizado
a 340 nm. As unidades de actividade enzimatica foram calculadas
como umol/minuto com base nas velocidades de mudanca de

absorvancia.

EXEMPLO 15

Ensaio C de fenilalanina desidrogenase

0 ensaio C de fenilalanina desidrogenase
continha em 1 mL a 40 ¢C: NADH 0,4 mM, &cido 3-hidroxi-<a-
oxotriciclo[3.3.1.1"']decano-1-acético 50 mM (dissolvido em
1 equivalente de solucao de NaOH), NH,OH 0,75 M ajustado para pH
8,75 com HCl. O decréscimo da absorvancia foi monitorizado a
340 nm. As unidades de actividade enzimatica foram calculadas
como umol/minuto com base nas velocidades de mudanca de

absorvancia.

EXEMPLO 16

Ensaio de formato desidrogenase

O ensaio de formato desidrogenase continha em 1,0 mL a

40 ¢C: NAD 1 mM, formato de amdénio 100 mM, tampdo fosfato de
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potéssio 100 mM, pH 8,0. O aumento da absorvancia foi
monitorizado a 340 nm. As unidades de actividade enzimética
foram calculadas como umol/minuto com base nas velocidades de

mudangca de absorvancia.

EXEMPLO 17

Bromag&o de adcido triciclo[3.3.1.1%*7]decano-1-acético
(Férmula N) a &cido a-bromotriciclo[3.3.1.1%*7]-decano-l-acético

(Férmula O)

O 4cido triciclo[3.3.1.1%7]decano-l-acético (Férmula N)
s6lido (288 gramas; 1,48 moles) foi suspenso em cloreto de
tionilo (465 mL) num baldo de fundo redondo com 3 tubuladuras,
equipado com um condensador. Adicionou-se dimetilformamida (DMF,
0,3 mL) e a suspensdo foi agitada, a temperatura ambiente,
durante 1,5 horas. A conclusédo da reacgdo foi wverificada por
cromatografia gasosa. Adicionou-se, entdo, NBS sdélida (307 qg),
em porc¢cdes, a mistura reaccional e a mistura reaccional foi
aquecida a 60 ¢°¢C. A reaccao foil agitada durante 3 horas enquanto
se mantinha a temperatura a 60 a 65 2C. Efectuou-se a
monitorizacéao por cromatografia gasosa para assegurar a
concluséo da reacgdo. Adicionou-se heptano (900 mL) a mistura
reaccional. O excesso de cloreto de tionilo foi removido por
destilacao a 78-80 <eC. Adicionou-se, entao, agua,
cuidadosamente, (reacgao violenta) para desactivar a reaccgao
(volume total de 1050 mL). Adicionou-se, entdo, heptano (500 mL)
e 4&gua (600 mL) e a camada aquosa foi separada da camada
organica. A camada orgadnica foi lavada com mais agua (600 mL) e
a camada aquosa foi novamente separada da camada orgénica.

Adicionou-se mais agua (150 mL) a camada orgdnica de heptano e o
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heptano foi removido por destilacéao da camada aquosa.
Especificamente, 70 mL de &gua co-destilaram com heptano. Apds a
remocao do heptano por destilacéao, adicionou-se tetra-
hidrofurano (THF; 1200 mL) a camada aquosa e a mistura
resultante foi agitada vigorosamente a temperatura ambiente
durante 16 horas para hidrdlise lenta. A monitorizagdo por meio
de cromatografia gasosa 1indicou a presenca de algum cloreto
dcido que né&o reagiu. Adicionou-se entdo mais agua (150 mL) para
acelerar a hidrdélise e a reacgdo foi monitorizada por
cromatografia gasosa para assegurar que estava completa. O THF
foi, em seguida, removido por destilacdo produzindo uma mistura
reaccional bifédsica (dgua e &leo). Adicionaram-se entdo nucleos
e deixou-se a reaccdo atingir a temperatura ambiente para que se
separasse um sélido pesado. Adicionou-se 4agua (250 mL) e
acetonitrilo (500 mL) para manter a suspensdo agitéavel enquanto
a suspensado foi agitada durante 2 horas, a temperatura ambiente.
0O sdélido foi, entédo, separado por filtracdo e lavado com
acetonitrilo (2 x 250 mL). Este filtrado continha a primeira

colheita de acido o—bromotriciclo[3.3.1.1°"]decano-1-acético

(Férmula O); 264 gramas com AP 95 com 66% de rendimento apds
secagem em vVAcuo a temperatura ambiente. O residuo das

dguas-mées (113 gramas de residuo) foi, entdo, triturado com
dgua e acetonitrilo (250 mL/250 mL) durante 1-2 horas a
temperatura ambiente. A reaccdo foi, entédo, filtrada e o sélido
seco para se obter uma segunda colheita de adcido
a-bromotriciclo[3.3.1.1%']decano-1-acético (Férmula 0) ;

64 gramas, com AP 90 em 16% de rendimento.
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EXEMPLO 18

Preparacgéo de dcido o—bromo-3-
hidroxitriciclo[3.3.1.1°7]decano-1l-acético (Férmula Q) a partir

de &cido a-bromotriciclo[3.3.1.1%*7]decano-l-acético (Férmula O)

Um baldo de Erlen-Meyer foi carregado com 315 mL de H;S0, a
95-98% e depois arrefecido a 8 ¢C num banho de gelo.
Adicionou-se, entao, HNO; (35 mL de 50% preparados por adicéo de
50 mL de HNO3; a 70% a 30 mL de 4&gua) ao baldo enguanto se
mantinha a mistura num banho de gelo a 8 2C. Adicionou-se entéo
acido a-bromotriciclo[3.3.1.1°"]decano-1l-acético (Férmula 0)
sélido (92 gramas, 0,338 moles) a mistura em porcgdes ao longo
de, aproximadamente, 30 a 60 minutos de modo a manter a
temperatura abaixo de 28 °C. A reacgao foi, depois, agitada

enquanto se aquecia a 60 °C até se obter uma solucdo limpida.

O progresso da reaccao fol monitorizado por cromatografia em
camada fina (TLC) ou cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC) . A TLC foi realizada com um silica gel utilizando acetato
de etilo/metanol/hexancos numa proporcdo de 9:1:10 com KMnO4. A
HPLC foi realizada utilizando uma coluna de ODS, C18 S-3 1204,
4,6 x 50 mm, um gradiente linear de 10% de acetonitrilo/H,0 até
100% de acetonitrilo em 7 minutos e um caudal de 2,5 mL/minuto.

O comprimento de onda de deteccdo foi 220 nm.

Quando a reaccdo estava completa, a mistura foi arrefecida
até a temperatura ambiente e assim mantida durante,
aproximadamente, 16 horas. Adicionou-se entdo &agua (700 mL) para
desactivar a reaccdo até ndo haver gases castanhos emitidos. A
suspensdo resultante foi arrefecida num banho de gelo até

aproximadamente 5 2C e depois filtrada. O filtrado sdélido foi
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lavado com 200 mL de &gua e seco ao ar para produzir 90 gramas
de acido a-bromo-3-hidroxitriciclo[3.3.1.1°7]decano-1-acético

(Férmula Q) como um sdélido amarelo claro (rendimento de 92%)

EXEMPIO 19

Preparagédo de acido (<aS) —<a—amino-3-hidroxitriciclo-
[3.3.1.1*7]decano-l-acético (Férmula (V) a partir de 4&cido

a-bromo-3-hidroxitriciclo[3.3.1.1%*7]decano-1-acético (Férmula Q)

Dissolveu-se &cido a-bromo-3-hidroxitriciclo[3.3.1.1%7]
decano-l-acético (Formula Q) (75 gramas, 0,278 moles) em 225 mL
de hidréxido de amdénio a 30% (4,08 mol, 14,6 equivalentes). A
mistura reaccional foi, entédo, aquecida a 65 2C durante 16
horas. A mistura reaccional foi, depois, concentrada num
evaporador rotativo até um sdlido. Adicionou-se EtOH (200 mL) ao
s6lido e reconcentrou-se entdo no evaporador rotativo. 0
rendimento foi de 71 gramas de uma mistura quiral de acido
hidroxitriciclo[3.3.1.1°"]decano-1l-acético (Férmula (V) como um

sélido amarelo (90%).

EXEMPLO 20

Resolugédo de acido hidroxitriciclo[3.3.1.1%"]decano-1-

acético (Férmula (V)

Efectuou-se a protecgdo com Boc da mistura gquiral do
Exemplo 19 wutilizando anidrido Boc e hidréxido de sdédio em
tetra-hidrofurano. 0 composto resultante adcido o—[[(1,1-

dimetiletoxi)carbonil]amino]—]3]hidroxitriciclo[3.3.1.117]
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decano-l-acético (Composto R) (0,25 M em EA, 80 uL, = 6,52 mg)

foi misturado com base quiral ([1R,28]-(-)-1,2-difenil-
hidroxietilamina) (0,25 M, 80 uL) num frasquinho e a mistura foi
evaporada até a secura no SpeedVac. Adicionou-se solvente
(200 uL). O frasquinho contendo a mistura foi colocado num

agitador com aquecimento a 50 °C durante 1,5 horas. A mistura
foi, entéo, arrefecida até a temperatura ambiente para
cristalizagdo do acido (aS)-o-[[dimetiletoxi)carbonil]lamino]-3-

hidroxitriciclo[3.3.1.1%']decano-1l-acético (Composto S).

EXEMPIO 21

Acoplamento com brometo de adamantilo catalisado por 2ZnCl,

(Férmula A)

Um recipiente seco foi carregado com 7,5 kg de brometo de
adamantilo. Adicionou-se entdo cloreto de metileno (22,5 litros)
a temperatura ambiente, para dissolver o brometo de adamantano
s6lido. A dissolucdo ¢é endotérmica, por isso, antes da fase
seguinte, a temperatura da mistura reaccional foi deixada voltar
aocos 20 ¢C. A mistura reaccional foi, entdo, carregada com
cloreto de zinco (1,05 kg) e agitada durante, aproximadamente, 5
minutos a 20 °C. A mistura reaccional foi, entdo, carregada com
tris(trimetilsiloxi)-etileno (15,3 kg) enquanto se mantinha a
temperatura da reacgdo entre 20 e 25 °C e a mistura resultante
foi agitada durante 2 horas. Apds esta mistura, adicionou-se
tris(trimetilsiloxi)-etileno (5,10 kg). Durante esta adicao, a
temperatura foli mantida abaixo de 30 °C. A reacg¢do foi mantida
durante mais 12 a 15 horas a 20 °C a 25 ¢C, altura em qgue a
mistura reaccional foi diluida com <cloreto de metileno

(15 1litros) e arrefecida a 0 a 5 ¢C. A mistura reaccional foi
72



depois tratada, comecando por modelo, gota a gota, com uma
solugcao semi-saturada de NH,Cl. Durante a adicdo, a temperatura
foi mantida abaixo de 30 2C. Obteve-se uma suspensao espessa. A
esta suspensdo adicionou-se acetato de etilo (93,75 litros). A
mistura foi agitada vigorosamente durante 15 minutos e as fases
organica e aquosa foram separadas. A camada organica foi
armazenada e a camada aquosa foi lavada duas vezes com acetato
de etilo (18,75 litros em cada lavagem). As lavagens de acetato
de etilo e a camada orgénica foram entdo combinadas e lavadas
com agua (37,5 1litros) seguida por 4&gua semi-saturada com
solucdo aquosa saturada de cloreto de sdédio (37,5 litros). A
camada orgénica foil separada novamente e evaporada para formar
cristais. Foi, entdo, realizada uma permuta de solvente para
heptano num volume final de 22,5 litros. A suspensao resultante
foi arrefecida a 5 a 10 °C durante 1 hora e o produto &cido
<a-hidroxitriciclo[3.3.1.1%']decano-1-acético (Férmula B) foi
obtido por meio de filtracao. 0 rendimento de adcido
<a-hidroxitriciclo[3.3.1.1%']decano-1-acético (Férmula B) foi de

6,96 kg (33,11 mol, 95%).

EXEMPLO 21A

Esterificagdo do 4&acido <a—hidroxitriciclo[3.3.1.1&7]decano—

l-acético (Férmula B)

Foi primeiro criada wuma atmosfera inerte no reactor. O
reactor foi, entao, carregado com metanol (35,00 1litros),
seguido por &cido <a-hidroxitriciclo[3.3.1.1%']decano-l-acético
(Férmula B) (14,00 kg) para formar uma suspensdo. A suspensao
foi arrefecida a 0 a 5 eC e adicionou-se cloreto de acetilo de

tal modo gque a temperatura da mistura reaccional foi mantida
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entre 5 e 10 2eC. Depois de completada a adicao de cloreto de
acetilo, a mistura reaccional foi aquecida a 20 a 25 ¢eC e
agitada durante 2 horas a 20 a 25 ¢C. A mistura reaccional foi,
entdo, concentrada em vacuo a 40 °C e obteve-se um 6leo fino. O
6leo foili dissolvido em acetato de etilo (71,96 litros) e levado
até a temperatura ambiente. A mistura resultante foi lavada duas
vezes com agua (28,78 1litros em cada lavagem) e as camadas
organica e aquosa foram separadas apdés cada lavagem. A camada
orgénica foi armazenada engquanto as camadas aquosas foram
combinadas e ajustadas para pH 9,5 com solucdo de NaOH 3 N. As
camadas aquosas combinadas foram depois extraidas duas vezes com
acetato de etilo (14,39 litros em cada extraccdo). As camadas
orgénicas depois de cada extraccdo foram separadas e combinadas
com a camada orgénica armazenada. Estas fases organicas
combinadas foram entdo lavadas com uma solugao saturada de
bicarbonato de sdédio (28,78 1litros), seguida por solucgcdo aquosa
saturada de cloreto de sdédio (43,18 1litros). Todos os volateis
foram entdo removidos em vacuo a 40 °C e obteve-se um &leo
incolor a ligeiramente amarelo gue cristalizou em repouso. Este
6leo continha 13,29 kg (59,26 mol, 89%) de éster metilico do

dcido <a-hidroxitriciclo[3.3.1.1%']decano-1l-acético (Férmula C).

EXEMPLO 22

Oxidagéo de Swern de éster metilico do dcido

<a-hidroxitriciclo[3.3.1.1%*7]decano-1-acético (Férmula C)

Um baldo de trés tubuladuras (22 litros) foi equipado com um
agitador mecénico, sonda de temperatura e uma ampola de adicdo e
purgado com azoto, de um dia para o outro. Adicionou-se entéo

cloreto de oxalilo (500 mL, 5,73 mol), seguido por CHyCl,
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(8 litros). A solucado resultante foi arrefecida a -69 °C com um
banho de acetona/gelo seco. Adicionou-se entdo uma solucdo de
dimetilsulfdéxido (DMSO; 700 mL, 9,86 mol) lentamente ao longo de
aproximadamente 30 minutos, enquanto se mantinha a temperatura
interna abaixo de -60 2C. A solucdo foi agitada durante
20 minutos enquanto se mantinha a temperatura a -60 a -70 2C.
Adicionou-se entdo uma solugdo de éster metilico do é&cido
<a-hidroxitriciclo[3.3.1.1"']decano-1-acético (Férmula C)
(990 g, 4,42 mol) em CH;Cl, (1,7 litros) lentamente ao longo de
aproximadamente 30 minutos enquanto se mantinha a temperatura
interna abaixo de -60 ¢C. A solugao resultante foi agitada
durante 30 minutos. Adicionou-se entao NEt: (3 litros, 21,5 mol)

para formar uma suspensdo pesada de sal cloridrato de

trietilamina. A mistura reaccional foi aquecida até a
temperatura ambiente e adicionou-se Agua (1 litro) para
dissolver o sal de trietilaménio (sal de TEA). A mistura

reaccional foi, -entédo, transferida para um Dbaldo de fundo
redondo e concentrada para remover o diclorometano (DCM) e NEts.
Adicionou-se EtOAc (12 1litros) e as camadas aquosa e orgénica
resultantes foram separadas. A camada orgénica foi lavada
trés vezes com 4agua (2 litros em cada lavagem), seguida por uma
lavagem com solucdo aquosa saturada de cloreto de sdédio
(2 litros). A fase orgédnica foi, entdo, seca sobre Na,50, anidro
com evaporagdo para produzir um sdélido ligeiramente amarelo de
éster metilico do acido <a-oxotriciclo[3.3.1.1%"]decano-1-

acético (Férmula D). O rendimento foi de, aproximadamente, 104%.
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EXEMPLO 23

Hidroxilagédo de éster metilico do dcido
<a-oxotriciclo[3.3.1.1%7]-decano-1-acético, (Férmula D) a éster
metilico do &cido 3-hidroxi-<a-oxotriciclo[3.3.1.1%7]decano-1-

acético (Férmula I)

Um baldo de Erlenmeyer foi carregado com H;SO4s 95 a 98%
(495 mL) e arrefecido num banho de gelo para 8 ¢C. Adicionou-se
entdo HNOs; (47,5 mL a 50% preparados por adicdo de 50 mL de HNOs3
a 70% a 30 mL de &gua) ao baldo e a mistura foi novamente
arrefecida para 8 2C no banho de gelo. Adicionou-se lentamente
éster metilico do acido <a-oxotriciclo[3.3.1.1%"]decano-1-
acético (Férmula D) sdélido (100 gramas, 0,45 moles) a mistura em
porgcdes ao longo de 30 a 60 minutos para manter uma temperatura
inferior a 28 °C. A mistura reaccional foi agitada engquanto se
arrefecia no banho de gelo. 0O progresso da reaccao foi
monitorizado por cromatografia de camada fina (TLC) ou por
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC). Para a TLC,
utilizou-se silica gel e o solvente foi EtOAc/MeOH/hexano
(9/1/10); EKMnO,. Para HPLC, wutilizou-se wuma coluna Cl8 de
4,6 x 50 mm, 3 micrones, 120 angstrom com um gradiente de 10% de
acetonitrilo/H,0 até 100% de acetonitrilo em 7 minutos com um

caudal de 2,5 mL/minuto. O comprimento de onda de monitorizacéao

foi de 200 nm. Quando a reacgao estava completa (apds,
aproximadamente, 1 hora), a reaccdo foi desactivada por adicéao
de &gua fria (1,5 litros) e EtOAc (500 mL). Adicionou-se mais

dgua e FEtOAc (500 mL em cada) para ajudar na separacao das
camadas aquosa e organica. A camada aquosa foi, entdo, extraida
com 3 aliquotas, 500 mL cada, de EtOAc. As camadas organicas
foram combinadas e lavadas com solucdo aquosa saturada de

cloreto de sdédio (400 mL). A camada orgédnica lavada foi, entéo,
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concentrada a pressao reduzida para 130 gramas de um residuo de
6leo amarelo contendo éster metilico do &cido 3-hidroxi-<a-

oxotriciclo[3.3.1.1%"]decano-1-acético (Férmula I).

EXEMPLO 24

Hidrdélise de éster metilico do acido 3-hidroxi-<a-
oxotriciclo[3.3.1.1%7]decano-1-acético (Férmula I) a acido

3-hidroxi-<a-oxotriciclo[3.3.1.1%7]decano-1-acético (Férmula II)

O residuo de &6leo amarelo do Exemplo 23 foi dissolvido em
tetra-hidrofurano (300 mL) e arrefecido num banho de gelo a
5 eC. Adicionou-se lentamente um litro de hidrdxido de sddio 1 N
a solucdo para ajustar o pH a, aproximadamente, 7, enquanto se
mantinha a temperatura abaixo de 30 °C. Adicionaram-se entdo
mais 500 mL de NaOH 1 N para ajustar o pH para, aproximadamente,
14. A mistura reaccional foi, entéao, agitada enquanto era
arrefecida num banho de gelo e o progresso foli monitorizado por
TLC ou HPLC como descrito no Exemplo 23. Quando a reaccdo estava
completa apds, aproximadamente, 30 minutos, adicionou-se EtOAc
(500 mL) e as camadas aquosa e organica foram separadas. A
camada aquosa foi lavada com mais 500 mL de EtOAc. A camada
aquosa foi acidificada com HC1l concentrado. Quando a solucédo
atingiu pH 7, adicionou-se EtOAc (500 mL) seguido por mais HCI1
concentrado até o pH atingir 0,7. O HC1 concentrado total
adicionado foi de 150 mL. A camada aquosa foi, enté&o, extraida
com EtOAc (4 x 400 mL) e as camadas orgédnicas combinadas foram
lavadas com 400 mL de &gua seguida por 400 mL de solugdo agquosa
saturada de cloreto de sdédio. A camada orgénica lavada foi,
entdo, seca com MgSO, e concentrada. O rendimento foi 88 gramas

de um sélido amarelo claro. A dissolucdo deste sdélido em 100 mL
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de EtOAc e 300 mL de heptano com agitacdo durante 30 minutos,
seguida por filtracdo e secagem ao ar produziu 85 gramas de um
sélido castanho dourado (85% de acido 3-hidroxi-<a-

oxotriciclo[3.3.1.1°"]decano-1-acético (Férmula II)).

EXEMPLO 25

Preparagdo de éster metilico do 4&cido adamantan-1-il-

dicloro-acético (Férmula VII)

Um baldo de 2 litros com trés tubuladuras equipado com um
agitador mecénico, termbémetro, condensador, ampola de adicdo de
equalizacdo de pressdo e uma entrada de &rgon foi carregado com
pé de zinco (78,0 g, 1,19 mol) seguido pela adicao de
tetra-hidrofurano anidro (400 mL). A esta mistura adicionou-se
1, 2-dibromoetano (2 mL) para activar o zinco. A mistura
resultante foi aquecida a refluxo suave durante 25 minutos. Apds
arrefecimento a -55 ¢C, adicionou-se uma solucéao de
tricloroacetato de metilo (100, 3 g, 0,565 mol) e
clorotrimetilsilano (80 mL, 0,648 mol) a uma velocidade para
manter a temperatura da reaccdo a -55 a -60 °C (necesséaria
1 hora). Depois de completada a adicdo, a mistura foi deixada
com agitagcdo a temperatura ambiente durante, aproximadamente,
90 minutos. A mistura resultante foi diluida com heptano
(700 mL) e filtrada sob azoto através de uma camada de Celite
545. 0O bolo de filtracdo foi lavado com heptano adicional (1 x
300 mL, 3 x 200 mL). O filtrado foi, entdo, concentrado a
presséao reduzida num evaporador rotativo (aproximadamente
10-15 mm de Hg com um banho de agua a 22-27 °C) para produzir
(2,2-dicloro—l-metoxi-viniloxi)—-trimetilsilano em bruto como um

6leo denso (129,2 g). A RMN de protdes quantitativa indica que
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este material em bruto contém 0,389 mol (68,8%) de (2,2-dicloro-

l-metoxi-viniloxi)- trimetilsilano.

Um baldo de 1 litro equipado com uma entrada de &rgon foi
carregado com (2,2-dicloro-l-metoxi-viniloxi)-trimetilsilano em
bruto (129,1 g, aproximadamente (0,389 mol) e diclorometano
anidro (100 mL) . A solucéao resultante adicionou-se
l-bromoadamantano (75,2 g, 0,349 mol) e cloreto de zinco anidro
(6,56 g, 48 mmol). A mistura resultante foil deixada com agitacao
a temperatura ambiente, de um dia para o outro. A mistura
vermelha acastanhada resultante foi diluida com heptano (600 mL)
e agua (300 mL). A camada organica foil separada e lavada com
dgua (2 x 200 mL), bicarbonato de sédio 1 N (3 x 150 mL) e &gua
(2 x 200 mL). A solugédo resultante foi filtrada através de uma
camada de Celite 545 e o filtrado foi concentrado a presséao
reduzida para produzir um sélido incolor. Este material foi
dissolvido em metanol em ebulicdo (250 mL). A solucgdo resultante
foi deixada arrefecer até a temperatura ambiente durante 1 hora.
Apbds arrefecimento a, aproximadamente, 5 ¢C durante 2 horas, o
s6lido foi recolhido por filtracdo e lavado com metanol:agua
frios (94:6, 4 x 50 mL) para produzir éster metilico do &cido
adamantan-1-il-dicloro-acético (FOérmula VII) como um sélido
incolor: 75,0 g (77,3% com base em l-bromoadamantano); p.f.

76,3 eC.

Andlise elementar: C;3H15C1,0,:

Calculada: C, 56,33; H, 6,55; Cl, 25,58%

Determinada: C, 56,49; H, 6,59; Cl, 25,72%

RMN de 'H (500,16 MHz, CDCls) & 3,855 (s, 3H), 2,069 (s largo,
3H), 1,866 (d, J = 2,75 Hz,
6H), 1,683, 1,612 (AB d,

J=12,1 Hz) ppm
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RMN de '°C (127,78 MHz, CDCls) & 166,130, 95,805, 53,969, 43,980,
36,842, 36,256, 28,309 ppm

EXEMPLO 26

Preparagdo de éster metilico do 4&cido dicloro-(3-hidroxi-

adamantan-1-il)-acético (Férmula VIII)

Preparacdo de HNOz 10 N: Um baldo volumétrico de 100 mL foi
carregado com HNO; concentrado (88,25 g, ~62,58 mL, ~1,0 mole) e
arrefecido num banho de gelo. Adicionou-se &agua (35 mL). Depois
do calor da mistura se ter dissipado, a solucédo foil deixada
aquecer até a temperatura ambiente. O Dbaldo foi, entédo,

completado ao trago com agua para obter HNO; 10 N.

Um baldo de 250 mL com trés tubuladuras equipado com um
termémetro termopar foi carregado com H;S0O, concentrado (103 g,
~56 mL). Apds arrefecimento para 0,4 °C num banho de gelo,
adicionou-se HNO; 10 N (5,68 mL, 56,8 mmol) ao longo de
~30 minutos. Quando a temperatura desta mistura de &cido tinha
baixado para ~1,0 °C, retirou-se o Dbanho frio. Adicionou-se
éster metilico do 4acido adamantan-l-il-dicloro-acético de
férmula VII (15,0 g, 54,11 mmol; moido levemente em
almofariz/pildo para desagregar os pedacgos/cristais grandes) em
porgdes (1,25 g a cada 10 minutos; 1 h 50 minutos de tempo de
adigdo). Apdés ~5 horas, a mistura reaccional era uma solugdo

amarela palida limpida.

Apds agitacdo durante ~24 horas, a mistura reaccional era
uma solucdo amarela muito péalida. Um baldo de Morton com quatro

tubuladuras (1 L) equipado com um agitador mecénico e um
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termédmetro termopar foi carregado com &gua (250 mL) e ureia
(8,0 g, 0,133 mol, ~2,34 equivalentes em relacdo a HNOs;). A
solucao resultante, adicionou-se acetato de etilo (230 mL). A
mistura bifédsica resultante foi arrefecida para ~1,0 °C num
banho de gelo. A mistura reaccional anterior foi adicionada, ao
longo de ~15 minutos, a mistura fria de EtOAc/&dgua/ureia. A
transferéncia foi completada utilizando acetato de etilo
adicional e 4&gua (~50 mL de <cada). Apds agitacdo durante
~45 minutos, o banho frio foi removido e a mistura foi deixada
aquecer com agitacdo. Apds agitacdo durante 4,5 horas (desde o
inicio da desactivacdo), a mistura resultante foi transferida
para uma ampola de separacadao (1 L) utilizando acetato de etilo
adicional (~100 mL) para completar a transferéncia. A fraccao
aquosa fol removida e extraida com acetato de etilo (1 x 80 mL).
As fracgbes orgénicas foram combinadas e lavadas com &gua
(2 x 90 mL), NaHCO; 1 N (4 x 90 mL) e solucdo aquosa saturada de
cloreto de sdédio. Apds secagem sobre sulfato de magnésio anidro,
o solvente foil removido a pressao reduzida para produzir éster
metilico do &cido dicloro-(3-hidroxi-adamantan-1-il)-acético de
Férmula VIII como um sdélido praticamente incolor: 15,67 g (98,7%
de rendimento em bruto). Este material em bruto pode ser
utilizado para preparar 4acido dicloro-(3-hidroxi-adamantan-1-
il)-acético de Foérmula IX sem purificacdo. Se desejado, no
entanto, o material em bruto (15,65 g) pode ser recristalizado a
partir de metanol (102 mL) e &gua (85 mL) para se obter um
s6lido fofo semelhante a algoddo (p.f. 114,8-115,0 2C) com 91%

de recuperacao.

Andlise elementar: C;3H;5C1,05:
Calculada: C, 53,25; H, 6,18; Cl, 24,18%
Determinada: C, 53,24; H, 6,24; Cl, 24,31%
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RMN de 'H (500,16 MHz, CDCls) & 3,857 (s, 3H), 2,298 (m largo,
2H), 1,824 (s, 2H), 1,793 (d,
4H, = 2,75 Hz), 1,682, 1,629
(br AB q, 4H), 1,529 (m, 3H)
ppm

RMN de *C (127,78 MHz, CDCls) & 165,929, 94,281, 68,932, 54,150,
44,478, 44,529, 44,020, 35,750,
34,759, 30,149 ppm

Laboratério de HPLC:

YMC S3 ODS-A 120 A (4,6 x 50 mm), A = 200 nm, 2,5 mL/minuto
Solventes: A = H3PO, a 0,2% em agua
B = CH3CN a 90% em agua
Gradiente: 20% de A a 100% de B durante 10 minutos
Tempo de retencao % de Area Identidade
2,06 minutos 1,19 desconhecido
4,54 minutos 98,16 éster metilico do &cido dicloro-

(3-hidroxi—-adamantan—-1-il) —

acético
5,09 minutos 0,65 desconhecido
8,35 minutos éster metilico do acido

adamantan-1-il-dicloro—-acético

EXEMPLO 27

Preparagdo de 4cido dicloro-(3-hidroxi-adamantan-1-il)-

acético (Férmula IX)

Um Dbaldo de 500 mL de fundo redondo fol carregado com

metanol (200 mL) e NaOH 1 N (194 mL, 194 mmol,
82



aproximadamente 1,36 equivalentes em relacdo a quantidade de
éster metilico do 4&cido dicloro-(3-hidroxi-adamantan-1-il)-
acético (Férmula VIII)). A solucdo resultante foi arrefecida num
banho de gelo até a temperatura ser <9 ¢C. O banho frio foi

removido e adicionou-se éster metilico do &cido dicloro-(3-

hidroxi-adamantan-1-il)-acético (Férmula VIITI) (41, 68 g,
142,1 mmol). A suspensédo resultante foi deixada com agitacdo a
temperatura ambiente sob argon. Apds agitacao durante

aproximadamente 6 horas, utilizou-se uma porcdo adicional de
metanol (10 mL) para lavar as paredes do recipiente. Apds
agitacdo durante aproximadamente 17 horas, a mistura reaccional
foi filtrada para remover uma pequena quantidade de material em
particulas. A solucdo resultante foi transferida para um baléo
de 2 1litros com trés tubuladuras equipado com um agitador
mecénico. Utilizou-se &gua (900 mL) para diluir a mistura
reaccional e para completar a transferéncia. A solucgéo
resultante foi acidificada pela adicdo de HC1l concentrado
(38 mL, aproximadamente, 456 mmol). Rapidamente formou-se um
sélido branco. A mistura foi agitada suavemente durante,
aproximadamente, 20 minutos e depois colocada num banho de gelo.
Apds agitagdo suave durante, aproximadamente, 90 minutos, o
agitador foi parado e a mistura foi deixada em repouso no banho
de gelo durante mais 2 horas. A suspensado resultante foi
filtrada e o bolo de filtracdo foi lavado com agua gelada. A
maior parte da &gua foi removida do sdélido fazendo passar ar
através do bolo de filtracdo. O material foi, entdo, seco em
vdcuo a temperatura ambiente durante 22 horas para produzir
dcido dicloro- (3-hidroxi-adamantan-1-il)-acético (Férmula  IX)
como um sé6lido  pulverulento incolor: 39,19 g (98,7% de

rendimento); p.f. 238 2eC (dec).
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Andlise elementar: Ci,H1:C1,05:
Calculada: C, 51,63; H, 5,77; Cl, 25,40%
Determinada: C, 51,43; H, 5,74; Cl, 25,48%
Laboratério de HPLC:
YMC S3 ODS-A 120 A (4,6 x 50 mm), A 200 nm, 2,5 mL/minuto
Solventes A = H3PO, a 0,2% em agua
B = CH3CN a 920% em &agua
Gradiente: 20% de A a 100% de B durante 10 minutos
Tempo de retencdo % de Area Identidade
0,53 minutos 0,95 desconhecido
2,65 minutos 97,27 acido dicloro—-(3-hidroxi-
adamantan-1-il) -acético
4,54 minutos éster metilico do &cido dicloro-
(3-hidroxi—-adamantan-1-il) —
acético
RMN de 'H (500,16 MHz, CDsOD) & 2,258 (s largo, 2H), 1,858 (s,
6H), 1,674, 1,615 (AB g largo,
J = 11,54 Hz, 4H)), 1,588-1,526
(m, 2H) ppm
RMN de '°C (125,77 MHz, CDsOD) & 167,957, 96,356, 69,322, 48,070,
45,360, 44,794, 37,050, 36,039,
31,631 ppm

EXEMPLO 28

Preparacgéo de adcido 3-hidroxi-<a-oxotriciclo-

[3.3.1.1%*7]decano-1-acético (Férmula II)

Um baldo de 500 mL com trés tubuladuras foi carregado com
adcido dicloro-(3-hidroxi-adamantan—-1-il)-acético (Férmula IX)

(38,67 g, 138,5 mmol). A este material adicionou-se agua
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(160 mL) e NaOH 1 N (138 mL, 138 mmol; o NaOH 1 N foi utilizado
para gerar o sal de sddio do acido dicloro-(3-hidroxi-adamantan-
1-il)-acético para evitar problemas de formacdo de espuma que
podem ocorrer com NaHCO; sélido) para produzir uma solucdo turva.
A esta solugdo adicionou-se NaHCOz sdlido (29,10 gramas,
346 mmol, 2,50 equivalentes). Apds a adicdo do NaHCO;, a mistura
reaccional tornou-se uma suspensdo a medida que o sal de sdédio
do é&cido dicloro-(3-hidroxi-adamantan-1-il)-acético foi forcado
a sair da solugdo. O reactor foi equipado com um condensador de
refluxo/entrada de 4&rgon e aquecido a aproximadamente 80 <°C.
Apds agquecimento durante, aproximadamente, 6 horas, a mistura
foi deixada arrefecer até a temperatura ambiente. A mistura
reaccional (pH 7,22) foil cuidadosamente acidificada (evolucéao de
COz) a pH 0,15 pela adicdo de HC1 concentrado (necessarios
32 mL). A mistura resultante foil extraida com acetato de etilo
(4 x 300 mL). A camada aquosa (pH 0,37) apdés a primeira
extraccdo com acetato de etilo foi Dbaixada para pH 0,18
pela adigcdo de HC1 concentrado (aproximadamente, 2 mL). As
fraccbes de acetato de etilo foram combinadas e lavadas com
solucdo aquosa saturada de cloreto de sdédio (100 mL). Apds
secagem sobre sulfato de magnésio anidro, o solvente foi
removido a pressédo reduzida para produzir acido
3-hidroxi-<a-oxotriciclo[3.3.1.1%']decano-1l-acético (Férmula ITI)

na forma de um sélido granulado incolor: 30,77 g (99%).

Andlise elementar: Ci;H1£04:

Calculada: C, 64,27; H, 7,19%

Determinada: C, 64,30; H, 7,13%

RMN de 'H (500,16 MHz, D,0) & 2,288 (s largo, 1,33H), 2,227 (s
largo, 0,67H), 1,819-1,575 (m,

12H) ppm - hidrato parcial
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RMN de *C (125,77 MHz, D,0) & 207,704, 174,583, 169,608, 98,109,
69,618, 68,830, 47,538, 43,716,
43,251, 43,190, 42,907, 42,563,
36,073, 34,677, 34,232, 30,0086,
29,865 ppm - hidrato parcial

Laboratdério de HPLC:

YMC S3 ODS-A 120 A (4,6 x 50 mm), A = 200 nm, 2,5 mL/minuto

Solventes: A = HsPO; a 0,2% em agua

B = CHsCN a 90% em agua

Gradiente: 10% de A a 60% de B durante 10 minutos

Tempo de retencéao $ de Area Identidade

1,39 minutos 100% adcido 3-hidroxi-<a-
oxotriciclo[3.3.1.1%"]decano-1-
acético

4,95 minutos acido dicloro- (3-hidroxi-

adamantan—-1-il)-acético

EXEMPLO 28A

Preparacgéo de adcido 3-hidroxi-<a-oxotriciclo-
[3.3.1.1%*7]decano-1-acético (Férmula II) utilizando um

procedimento num sé reactor

Um baldo de 250 mL com trés tubuladuras equipado com uma
ampola de adicdo de equalizacdo da pressdo e entrada de &rgon
foi carregado com éster metilico do &cido dicloro-(3-hidroxi-
adamantan-1-il)acético (Férmula VIII), preparado como descrito
no Exemplo 26 (15 g, 51,16 mmol) seguido pela adicdo de
tetra-hidrofurano (30 mL, nédo estabilizado). Apds agitacéo

durante varios minutos, a maior parte do éster metilico de
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Férmula VIII dissolveu-se para produzir uma solucdo turva. A
esta solucdo adicionou-se &gua destilada (30 mL) e formou-se uma
suspensao solta. A ampola de adicdo foi carregada com NaOH 1 N
(69 mL, 69 mmol, ~1,35 eq em relacdo a quantidade de composto de
Férmula VIII). Adicionou-se, gota a gota, NaOH durante
70 minutos para produzir uma solucdo praticamente incolor qgue

foi deixada com agitacdo a temperatura ambiente.

A andlise por HPLC a ~16 horas mostrou a hidrdélise completa
do composto de Férmula VIII. A mistura reaccional, uma solucédo
incolor limpida, com um pH de 13,24, foi ajustada para pH 7,40
pela adigdo de HC1 ~6 N (2,8 mL). Adicionou-se NaHCO; sdélido

(11,2 g, 0,133 mol, 2,60 eq) para formar uma suspensao.

A andlise por HPLC apds aquecimento durante 4 h 15 min,
mostra que a reacgdo estd completa. Apds aquecimento durante
5 horas, a fonte de calor foli removida e a mistura reaccional
(solucéao incolor limpida) foi deixada arrefecer. Apds
arrefecimento até a temperatura ambiente, a mistura reaccional

foi armazenada num frigorifico (+4 °C) durante 4 dias.

Apds armazenamento no frio durante 4 dias, a mistura
reaccional era ainda uma solucédo incolor limpida e a andlise por
HPLC mostra pouca, se alguma, alteracdo por armazenamento. Apds
aquecimento até a temperatura ambiente, a mistura (pH 7,77) foi
acidificada a pH 0,20 por adicdo cuidadosa de HC1l concentrado
(necesséarios 11 mL, evolucdo de CO;; a pH ~1,40 comegcou a
precipitar um sé6lido incolor). A suspensdao resultante foi
extraida com EtOAc (x 4, ~500 mL de volume total; andlise por
HPLC realizada na fraccdo aquosa depois de cada extraccdo com
EtOAc). A camada aquosa (pH 0,38) apds a 12 extraccdo com EtOAc

foi ajustada para pH 0,18 por adigcdo de HC1l conc. (necessarios
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~1,6 mL). A camada aquosa (pH 0,37) apds a 22 extraccdo com
EtOAc foi ajustada para pH 0,17 pela adicdo de HC1 conc.
(necesséarios ~0,8 mL). A camada aquosa nao precisou de
ajustamento adicional do pH apds as restantes extraccdes com
EtOAc (extraccdo n¢ 3, pH 0,19; extracgdo n¢ 4, pH 0,19). As
fracgcbes orgénicas foram combinadas. Apds secagem (MgSO4), O
solvente foi removido a pressdo reduzida para produzir o
composto em epigrafe de Férmula ITI em bruto como um sdélido
praticamente incolor, granulado gque foi seco em véacuo (bomba)
durante 16 horas: 11,42 g (99,53% de rendimento); HPLC, 100%

($ em Aarea).

Andlise elementar: Ci12H16C1l;05 [55465-020-31, TR46373]
Calculada: C, 64,27%; H, 7,19%
Determinada: C, 64,19%; H, 7,09%

O composto de Férmula II em bruto (5,0 g) foi dissolvido com
aquecimento a ~85 °C em &agua destilada (19 mL), depois, removido
da fonte de calor e deixado arrefecer. A ~b03 °C, o material
comecou a cristalizar. Depois de repousar a temperatura ambiente
durante ~2 horas, o sdélido foi recolhido por filtracdo e lavado
com agua gelada. A maior parte da agua foil removida por passagem
de azoto através do bolo de filtracdo. O material foi, entéo,
seco em vacuo (bomba) durante 17 horas para produzir o composto
em epigrafe de Férmula II como agulhas incolores grandes: 4,33 g
(recuperacao de 86,6%); p.f. 164,5-165,6 2C (no sistema Mettler
FP800); HPLC, 100% (% em area).

Andlise elementar: C;,H.,C1l,05 [55465-023-15, TR46905]
Calculada: C, 64,27%; H, 7,19%
Determinada: C, 64,42%; H, 7,04%
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EXEMPLO 29

Esterificagdo do 4&cido L-piroglutédmico (Férmula E) para

formar éster etilico do acido L-piroglutémico (Férmula F)

Um reactor foili <carregado com etanol (49,0 1litros) e
arrefecido a -5 ¢C. O reactor foi, entdo, carregado com cloreto
de tionilo (4,97 kg) de modo que a temperatura da mistura néao
excedesse 0 ¢°C. Apds a adicdo completa do cloreto de tionilo, a
mistura foi de novo arrefecida para -5 °C e adicionou-se &cido
L-piroglutémico (Férmula E) em porcdes de modo que a temperatura
fosse mantida entre 0 e -5 2C durante a adicdo. Apds a adicgdo do
dcido, a mistura reaccional foi aquecida a 20 °C a 25 °C e
agitada durante 5 horas. A mistura reaccional foi, entao,
evaporada em vacuo (Tmax 45 2C) até aproximadamente 15% do seu
volume original. O 6leo remanescente foi, entdo, dissolvido em
tolueno (49 1litros). A solucao de tolueno foi, em seguida,
arrefecida até, aproximadamente, 10 °C e adicionou-se
trietilamina (8,45 kg) lentamente de modo que a temperatura
maxima estivesse entre 20 e 25 °C. A suspensao resultante foi
agitada durante 30 minutos e depois filtrada. O bolo de
filtracdo foi lavado com tolueno (cerca de 5 litros). O filtrado
foi reduzido a 50 ¢C em vacuo para um volume total de cerca de
10 litros. A cristalizacédo foi iniciada pela adicédo 1lenta de
ciclo-hexano (8 litros) a 50 2C e arrefecimento subsequente a,
aproximadamente, 30 °C. Apds a formagcdo dos nucleos, a mistura
foi arrefecida a 20 a 25 eC e carregada com uma segunda porgcao
de 8 1litros de ciclo-hexano. A mistura foi, entdo, arrefecida
para 6 a 8 <9C, agitada durante uma hora e o0s cristais
resultantes foram separados por filtracdo. Os cristais foram

lavados duas vezes com ciclo-hexano (4 litros em cada lavagem).
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O rendimento foi de 4,89 kg (82%) de éster etilico do &cido L-

piroglutamico (Férmula F) como agulhas incolores.

EXEMPLO 30

Protecgdo com BOC do éster etilico do &acido L-piroglutémico

(Férmula F)

O éster etilico do é&cido L-piroglutamico (Fdérmula F)
(5,00 kg) foi dissocolvido a temperatura ambiente em tolueno
(24,97 litros). Adicionou-se entao 4-dimetilaminopiridina
(0,19 kg) a solugdo. A mistura reaccional foi, entdo, carregada
com uma solucdo de anidrido BOC (7,29 kqg) dissolvido em
tolueno (24,97 litros) de tal modo que a temperatura da reacgao
ndo excedesse 25 2C. Depois de completada a adicao, a reaccao
foi agitada durante trés horas a temperatura de 25 °C. A
mistura reaccional foi, entéao, carregada com solucdo semi-
saturada de NaHCOs (49,94 litros) e agitada vigorosamente durante
10 minutos antes de se separar as fases orgédnica e aquosa. A

camada organica separada foi lavada duas vezes com Aagua

(24,97 litros cada). O solvente da camada orgénica foi depois
evaporado em vacuo a um maximo de 50 ecC. 0 6leo
remanescente incolor a ligeiramente amarelado cristalizou

em repouso. O rendimento tedrico foi de 8,18 kg, (31,81 mol)
de éster 1-(1,1-dimetiletilico), 5-etilico do acido

(58)-2-oxopirrolidino-1, 5-dicarboxilico (Férmula G).

90



EXEMPLO 31

Redugdo com SuperHidreto e eliminagédo

Dissolveu-se éster 1-(1,l1-dimetiletilico), 5-etilico do
acido (58) -2-oxopirrolidino-1,5-dicarboxilico (Férmula G)
(4,80 kg) em tolueno (30,97 1litros; Kf max 0,01% de 4&gua) e
arrefeceu-se a -50 <C. Esta solucao foi carregada com

SuperHidreto (LiEtsBH 1 M em THF; 19,96 litros) de tal modo que a

temperatura da reaccao nao excedesse —45 °C. Apds adicéo
completa, a mistura foi agitada a -45 a -50 ¢C durante
30 minutos. Adicionou-se entdo N-etildiisopropilamina (DIPEA;

14,47 litros) a mistura reaccional de tal modo gue a temperatura
nao excedesse —-45 °C. Adicionou-se dimetilaminopiridina
(0,030 kg) como um sdélido a mistura. A mistura reaccional foi,
entdo, carregada com anidrido trifluoroacético (TFAA) (4,70 kg)
de tal modo gque a temperatura da reaccdo nao excedesse -45 2°C.
Apds adicéo completa, a mistura reaccional foi aquecida a 20 a
25 ¢C numa hora e mantida durante mais 2 horas a esta
temperatura. A mistura reaccional foi, entdo, arrefecida a 0 ¢C
e carregada lentamente com &agua (48,00 1litros) de modo que a
temperatura da reaccdo nao excedesse 5 °C. As fases aquosa e
orgénica foram entdo separadas e a fase orgénica foi lavada
novamente com 48 litros de &dgua (0 a 5 ¢C). A camada orgéanica
foi depois evaporada e desgaseificada a 40 2C. Obteve-se um 6leo
amarelado com um rendimento de 4,5 kg (18,66 mol, 100%) do éster
1-(1-dimetiletilico), 5-etilico do acido 4,5-di-hidro-1H-

pirrole-1,5-dicarboxilico, (BOC-DHPEE) (Fdérmula III).
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EXEMPLO 32

Hidrélise de BOC-DHPEE (Férmula III)

Uma solucéo preparada a partir de éster
1-(1,1-dimetiletilico), 5-etilico do acido 4,5-di-hidro-1H-
pirrole-1,5-dicarboxilico, (BOC-DHPEE) (Fdérmula III) (6,00 kg) e
etanol (24,00 litros) foi arrefecida para 0 a 5 ¢C e lentamente
tratada a esta temperatura com uma solugao de hidrato de
hidréxido de 1litio (2,09 kg) em &gua (20,87 1litros) para
produzir uma solucgdo turva. Esta solucgdo turva foi depois
aquecida para 20 a 25 °C e agitada durante 2 horas a esta
temperatura. A mistura reaccional foi depois evaporada até um
volume de, aproximadamente, 10,5 litros a uma temperatura maxima
de 40 °C em vacuo e carregada com &agua (24,00 1litros) e éter
t-butilmetilico (TBME ou MTBE) (24 litros) e misturada durante
10 minutos. As fases orgénica e agquosa resultantes foram
separadas e a fase aquosa foli novamente carregada com 24 1litros
de TMBE. Esta mistura foil depois arrefecida para 5 a 10 2C e o
pH foi ajustado para 2,3 utilizando H3PO, a 85%-agua (1:4)
enquanto era vigorosamente agitada. A temperatura foi mantida
durante este processo a de 5 a 10 ¢C para estabilidade. As
camadas orgadnica e aquosa resultantes foram separadas. A camada
organica foli armazenada e a camada aquosa fol novamente extraida
com 24 litros de TBME pré-arrefecido a 5 a 10 ¢C. A camada
orgadnica resultante foi combinada com a camada orgénica
armazenada e carregada com diisopropiletilamina (DIPEA)
(4,82 kg). A solucao foi, entdo, evaporada e desgaseificada a
uma temperatura maxima de 30 2C em vacuo. O rendimento foi de

7,84 kg (22,88 mol, 92%) [N-BOC desidroprolina*DIPEA (BOC-DHP)].
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EXEMPLO 33

Formacdo de amida em BOC-DHP

BOC-DHP, sintetizado por saponificacédo como descrito no
Exemplo 32, pode conter Agua. Por isso, aplicou-se uma
destilacdo azeotrdpica com tolueno antes de realizar a reaccéao.
No entanto, devido ao excesso de reagentes, o céalculo das
matérias-primas foi baseado na quantidade de BOC-DHP antes da
remocdo de qualquer 4A&gua. Para destilacdo azeotrdpica, foi
diluido BOC-DHP com tolueno até uma solucdo aproximada de 30%. O
tolueno foi removido em vacuo a 40 °C. O BOC-DHP tratado
(6,00 kg) foi, entédo, dissolvido em THF (48,0 litros). A solucgao
foi carregada com DIPEA (2,26 kg) e a mistura reaccional foi
arrefecida a -20 a -25 ¢C. Adicionou-se ent&o cloreto de mesilo
(3,01 kg) lentamente. Durante esta adicdo, precipita cloridrato
de DIPEA. A suspensao resultante foi, entédo, agitada durante
2 horas a -20 ¢C, seguida por saturacdo com amdénia através de
uma entrada de gas sob a superficie. Durante a adicdo de amdnia,
a reaccadao foi aquecida a 0 °C. Apds a saturacdo, a mistura
reaccional foi agquecida a 20 °C e agitada durante 3 horas. Apds
a agitacdo, a mistura reaccional foi filtrada para remover o
cloridrato. O bolo de filtracdo foi lavado com THF (12 litros)
em varias porgdes. O filtrado foil concentrado em vacuo a uma
temperatura méaxima de 40 °C e, depois, dissolvido em cloreto de
metileno (33,33 litros). A solucdo foi lavada com &agua
(26,66 litros). As fases orgadnica e aqguosa resultantes foram
separadas e a fase aquosa foli extraida duas vezes com cloreto de
metileno (20 litros <cada). As camadas organicas resultantes
foram combinadas e concentradas em vacuo e desgaseificadas para
remover dgualquer excesso de base de Hiinig. O rendimento foi de

3,35 kg (15,77 mol, 90%) de éster 1-(1,1-dimetiletilico) do
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dcido (5S)-5-aminocarbonil-4,5-di-hidro-1H-pirrole-1-carboxilico

(BOC-DHPA) (Férmula IV).

EXEMPLO 34

Ciclopropanagdo de éster 1-(1,l1-dimetiletilico) do 4&cido
(58) -5-aminocarbonil-4, 5-di-hidro-1H-pirrole-l-carboxilico

(Férmula IV)

Um primeiro reactor, Reactor A, foi carregado com BOC-DHPA
(Formula V) (4 kg) dissolvido em <cloreto de metileno
(18,0 litros) e mantido a 20 ¢C. Um segundo reactor, Reactor B,
foi carregado com <cloreto de metileno (18,00 1litros) e
arrefecido a -30 ¢C. O Reactor B foi, entdao, carregado com
dimetoxietano (DME) (3,36 kg), seguido por uma solucdao a 30% de
dietil =zinco (15,36 kg) em tolueno, enquanto se mantinha a
temperatura entre -30 e -25 ¢C. O Reactor B foi depois carregado
com diiodometano (19,99 kg), mantendo a temperatura da reaccéo
entre -30 e -25 °C. Apds adicdo completa do diiodometano, a
mistura foi agitada durante 45 minutos a -30 a -25 2C. Esta
mistura foi, entdo, carregada no Reactor A através de uma
tubagem arrefecida (-20 a -25 ¢C). O carregamento foi realizado
lentamente em porcdes de, aproximadamente, 5%, de modo gque a
temperatura de reaccdo do Reactor A fosse mantida entre 22 e
24 °¢C até a reaccdo estar completa. Uma vez completada a
reacg¢dao, a mistura do reactor A foi arrefecida para 5 a 10 2C. A
mistura reaccional foi, entdo, lentamente carregada com uma
solucao saturada de bicarbonato (21,6 litros) de tal modo que a
temperatura da reacgcdo nao excedesse 15 2C. Apds esta adicédo, a
mistura reaccional foi agitada durante, pelo menos, uma hora,

enquanto se formava um precipitado. A suspensao foi filtrada. O
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bolo de filtracdo resultante foi transferido de volta ao
reactor, suspenso novamente com cloreto de metileno
(14,4 litros) durante 30 minutos; e re-filtrado. Apds esta
segunda filtracdo, o bolo de filtracdo foi lavado com adicdo de
cloreto de metileno (7,2 1litros). Os filtrados foram depois
separados em fases aquosa e organica e a fase organica foi
lavada com solucdo aquosa semi-saturada de cloreto de sédio
(21,6 1litros). O solvente foi, entdo, removido em vAcuo a uma
temperatura méaxima de 30 °C e trocado por heptano. Obteve-se uma
suspensao do produto em bruto em heptano. 0O volume final da
suspensao depois da troca de solvente foi de 14,4 1litros. O
produto em bruto foi isolado por filtracdo. O bolo de filtracéao
foi lavado com heptano (2,9 litros) e, depois, seco em vacuo até
um peso constante. O rendimento bruto foi de 2,76 kg (12,2 mol,
72%) de éster 1,1l-dimetiletilico do é&acido [1S-(1l<a, 3<b,5<a]l-3-
aminocarbonil)-2-azabiciclo[3.1.0]hexano-2-carboxilico,

(Férmula H) . Para purificar, o material em bruto é suspenso numa
quantidade de 8 vezes de uma mistura 1:1 de acetato de
butilo/heptano a 20 a 22 °C durante 4 horas. O material foi
filtrado e o bolo de filtracdo foi lavado com uma quantidade
aproximada de 1 wvez de heptano. O rendimento foi 2,11 kg
(9,33 mol, 55%) de éster 1,1-dimetiletilico do acido
[1S-(1<a, 3<b, 5<a]l-3-aminocarbonil)-2-azabiciclo[3.1.0]hexano—-2-

carboxilico (Férmula H).
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EXEMPLO 35

Desprotecgédo de éster 1,1-dimetiletilico do dcido
[1S-(1<a, 3<b, 5<a)]-3-(aminocarbonil)-2-azabiciclo[3.1.0]hexano-
2-carboxilico, (Férmula H) para formar (1s,3s,58)-2-

azabiciclo[3.1.0]hexano-3-carboxamida (Férmula J)

Um baldo de 100 mL com 2 tubuladuras equipado com um
agitador mecdnico e um termopar foi carregado com éster
1,1-dimetiletilico do &cido [1S-(1l<a, 3<b,5<a]-3-aminocarbonil) -
2-azabiciclo[3.1.0]lhexano-2-carboxilico (Férmula H) (5,0 g,
22,1 mmol) e THF (20 mL). Adicionou-se entdo HCl1 (2,5 M em
EtOAc, 25 mL, 62,5 mmol) a suspensdo. A solugdo resultante foi
agitada a temperatura ambiente durante 18 horas, periodo durante
o qual se observou precipitacdo. A conclusao da reaccao foi
monitorizada por HPLC. Adicionou-se éter metil-t-butilico (MTBE)
(30 mL) a suspensdo e a agitacdo foi continuada durante
mais 30 minutos. A suspensao foi, entao, filtrada sob
protecgdo com N; para produzir um sdélido branco que foi lavado
com MTBE (20 mL). O sdélido foi seco numa estufa a pressao
reduzida durante 48 horas para produzir o sal cloridrato de
(1S,3S,58)-2-azabiciclo[3.1.0]lhexano-3-carboxamida (Férmula J;

3,6 gramas, 100%).
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EXEMPLO 35A

Preparagdo alternativa de éster 1-(1,l-dimetiletilico) do
dcido (5S)-5-aminocarbonil-4,5-di-hidro-1H-pirrole-l-carboxilico

(Férmula IV)

A. Converséo do acido 4,5-di-hidro-1H-pirrole-1, 5-

dicarboxilico, 1-(1,l-dimetiletil)

A uma suspensao de 10,4 g (25,86 mmol) de sal de
diciclo-hexilamina sélida (DCHA) numa mistura de 30 mL de &gua,
40 mL de tolueno e 10 mL de MTBE adicionaram-se 2,7 mL de NaOH
aquoso 10 N (27 mmol) (o excesso de NaOH deve ser limitado a
1,05 eq. ou  menos). Por agitacéao resultou uma mistura
bifdsica com camadas limpidas e todos os sdlidos dissolvidos. As
fases foram separadas. O extracto orgédnico contendo o sal de
sédio do acido 4,5-di-hidro-1H-pirrole-1, 5-dicarboxilico,
1-(1,1-dimetiletil) foi extraido com 4 mL de 4agua que foi
adicionada a fase aqgquosa inicial. A quantificagdo por HPLC
produziu 12,55% (p/p) de teor “olefina-&cido 1livre” na fase

agquosa ou 96% de recuperacao.

B. Produgdo de DMT-MM

A  uma solucéao de 2-Cl-4,6-diMe0O-1, 3, 5-triazeno (CDMT)
(6,2 mg, 35 mmol; 1,5 eqg) em 70 mL de EtOAc mantida num banho de
dgua a temperatura ambiente adicionaram-se 4 mL (36,38 mmol) de
N-metilmorfolina pura (MM). O cloreto de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-
triazin-2-il)-4-metilmorfolinio s6lido (DMT-MM) comecou a
separar—-se por precipitacdo. A suspensado contendo DMT-MM foi

agitada durante 30 min a temperatura ambiente, altura em que se
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tornou numa pasta espessa. A temperatura subiu de 23 para
28-29 °C durante a reaccdo. A temperatura da reaccdo é mantida
baixa para minimizar a desmetilacdo competitiva para formar

di-MeO-N morfolino-triazeno (DMMT).

C. Conversdo do sal de sédio do &cido 4,5-di-hidro-1H-
pirrole-1,5-dicarboxilico, 1-(1,l-dimetiletil) em éster 1-(1,1-
dimetiletilico) do 4&cido (5S)-5-aminocarbonil-4,5-di-hidro-1H-

pirrole-l-carboxilico IV

A uma solucdo de sal de sédio de sal de sddio da Parte A
equivalente a 5 g (23,5 mmol) de olefina-4cido 1livre por
quantificacdo por HPLC (V = 25 mL) adicionou-se NH,Cl sdélido
(3,75 g, 70 mmol, 3 eqg.), altura em gque o pH caiu de 14 para
8,9. A esta solucdo adicionou-se NaH;POsxH,O suficiente para
ajustar o pH para pH = 6,20. Nota: A quantidade de fosfato pode
variar dependendo do excesso 1inicial de NaOH utilizado para
converter o sal de DCHA em sal de Na. A solucdo tamponada de sal
de sdédio foi wvertida numa suspensdo de DMT-MM preparada como

acima na Parte B.

A mistura bifdsica foi agitada a t.a. durante 4 h, altura em
que a emulsdo inicial se tornou uma suspensao e alguns DMHT
separaram-se por precipitacéao. Por HPLC a reaccao estava
completa e nem éster de DTM activado nem &cido eram evidentes em

qualquer fase.

Nas condig¢des reaccionais, 12-15% em peso de éter 4,6-diMeO-
1,3,5-triazeno (éter de DMT) €& também formado através de uma
reacgao de DMT-MM e DMHT. A suspensao foi filtrada para remover

o 4,6-diMeO-1,3,5-triazeno (DMHT) e as fases foram separadas. A
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fase orgdnica rica foi lavada com NaH,PO4xH,O0 aquoso 2 N
(2x25 mL) ou até o pH (ag.)<6, o que implicou que a maior parte
da N-metilmorfolina fosse removida da fase orgénica. As fases
foram separadas e a fase orgadnica rica foi lavada com 25 mL de

solucdo aquosa saturada de cloreto de sédio.

Tipicamente o rendimento da solucdo do composto IV em
epigrafe é 87-90%; olefina-a4cido de partida que né&o reagiu de
1-0%. A fase orgadnica rica foi evaporada no evaporador rotativo
e seca azeotropicamente com EtOAc fresco (2x250 mL). O material
cristalizou parcialmente. A mistura foi dissclvida em 8 mL de
EtOAc qguente e misturada com 10 mL de n-heptano. Comecou a
separar—-se um sdélido. A suspensdo foi agitada a 50 °C durante
30 min e adicionaram-se mais 10 mL de n-heptano. A suspensao foi
agitada durante 30 min, a temperatura ambiente, depois de ter
sido removida do banho de aquecimento e a cada 30 min séao feitas
duas cargas adicionais de heptano e a suspensdo ¢ agitada de um
dia para o outro a temperatura ambiente para completar a
cristalizacdo. 0O sélido ¢é filtrado e seco. O rendimento de
cristalizacdo tipico estd proéximo de 90%; a poténcia do
composto IV em epigrafe é de 90% e o éter de DMT & responséavel

pelos restantes 10% em peso.

Verificou-se que o sdélido formado é um verdadeiro co-cristal
do composto IV em epigrafe e éter de DMT que deu um uUnico p.f.
agudo de 97,4 °C em comparacdo com o p.f. da amida de 89,7 <°C
por DSC. A forma de co-cristal é mais cristalina e separa-se

mais prontamente da solucdo.
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EXEMPLO 35B

Preparagdo do sal diciclo-hexilamina do &cido 4,5-di-hidro-

1H-pirrole-1, 5-dicarboxilico, 1-(1,1l-dimetiletil)

A. Preparagdo do sal de sdédio do 4acido 4,5-di-hidro-1H-

pirrole-1,5-dicarboxilico, 1-(1,1l-dimetiletil)

Adicionaram-se 3 volumes de etanol a uma solucdo de

tolueno de acido 4,5-di-hidro-1H-pirrole-1, 5-dicarboxilico,
1-(1,1-dimetiletil) (cerca de 15% em peso a 25% em ©peso)
(1 g/mL). A solucdo foi arrefecida para 0-5 ¢C. A solucdo

adicionou-se lentamente uma solucdo NaOH-&dgua 5 N (2 eqg.),
enquanto se mantinha a temperatura <5 ecC (ligeiramente
exotérmica). A mistura reaccional foi aquecida a 20-25 eC e

agitada até a reaccéao estar completa.

Adicionaram-se 4 volumes de 4gua a mistura reaccional e a
mistura reaccional foi destilada em véacuo (temperatura do banho
40 9C) para remover o etanol. Ao residuo adicionaram-se
0,5 volumes de tolueno (0,865 g/mL) e a mistura foi agitada
durante 10 minutos. Formaram-se as camadas aquosa e organica. A
camada aquosa contendo o sal de sdédio foil separada e utilizada

na Parte B.

B. Preparacgéo do sal diciclo-hexilamina do dcido

4,5-di-hidro-1H-pirrole-1,5-dicarboxilico, 1-(1,1l-dimetiletil)

Adicionou-se 1 volume de MTBE (0,74 g/mL) a uma solucdo

aquosa de sal de sdédio do éacido 4,5-di-hidro-1H-pirrole-1,5-
100



dicarboxilico, 1-(1,l-dimetiletil). Adicionaram-se 0,2 volumes
de heptano (0,684 g/mL) a solucdo anterior e a solucéo
resultante foi arrefecida para 0-5 ¢C. A solucdo adicionou-se
lentamente H3:PO, a 85% (1 g/mL) para levar o pH para 2,5-3
enquanto se mantinha a temperatura <5 eC (ligeiramente
exotérmica). As camadas resultantes foram separadas e a camada
orgénica contendo o produto foi adicionado 1 volume de solucgao
aquosa saturada de cloreto de sdédio a 75%. A mistura foi agitada
durante 10 minutos e as camadas resultantes foram separadas. O

produto estava contido na camada orgénica.

A solugdo orgadnica foil arrefecida para 0-5 2C e adicionou-se
diciclo-hexilamina (0,91 g/mL) lentamente (ligeiramente
exotérmica) enquanto se mantinha a temperatura <10 °C. A mistura
reaccional foi agitada a 0-5 ¢C durante 3 horas. Os sdélidos
foram separados por filtracdédo e lavados com 0,5 volumes de
MTBE/heptano 1:1. O sal DCHA resultante (1 g/mL) foi seco e

recuperado.
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EXEMPLO 35C

Preparagdo alternativa de éster etilico, 1,1l-dimetiletilico
do acido [1S-(1<a, 3<b,5<a)]-3-(aminocarbonil) -2-
azabiciclo[3.1.0]lhexano-2-carboxilico, (Férmula H) (também

referido como sin-N-BOC-4, 5-metanoprolina)

A. Preparagédo de éster etilico de (s)-BOC-4, 5-

metanoprolina

Um baldo de 3 tubuladuras seco a chama (agitacdo magnética)
foi carregado com 2,2 g de éster 1-(1,1-dimetiletilico),
5-etilico do Acido 4,5-di-hidro-1H-pirrole-1,5-dicarboxilico,
(2,20 g, 9,12 mmol, 1 eq) e 22 mL de tolueno seco. A solucao
resultante foil arrefecida para -30° e adicionalmente carregada
gota a gota com 16,58 mL (18,24 mmole) de dietilzinco (solucéao

1,1 M em tolueno).

Uma solucéao de 2,66 mL (6,43 g, 36,47 mmol) de
cloroiodometano em 2,2 mL de tolueno foi adicionada, gota a
gota, mantendo a temperatura da reaccdo entre -25 °eC e -30 ¢C. A
reaccdo foli mantida a -20 ¢C durante 16 horas. A reaccéao foi,
entdo, desactivada com 22 mL de solucdo semi-saturada de
bicarbonato de sdédio e aquecida até a temperatura ambiente.

Formou-se um precipitado branco que foi removido por filtracéao
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sobre Hyflow (auxiliar de filtracé&o) e lavado com tolueno (cerca
de 10 mL). A camada orgadnica foi separada do filtrado bifédsico e
lavada duas vezes com agua (11 mL de cada vez). A camada
organica foi evaporada até a secura para produzir um &leo
amarelado (2,33 g), que era 0 éster etilico de

N-BOC-metanoprolina (mistura de sin e anti-isdmeros (8:1)).

O procedimento acima foi utilizado para produzir grandes
quantidades da mistura de isdmeros acima suficientes para
utilizacgéo no passo seguinte. A 20-25 <C, agitaram-se
vigorosamente 3,40 kg de éster etilico de N-BOC
4,5-metanoprolina (mistura de sin e anti-isdmeros) com 5,17 kg
(66,59 gmol) de metilamina a 40,0% (solucdo em &gua) sob uma

atmosfera de azoto.

Depois de completada a reaccdo, a mistura foi diluida com
5,17 L de 4gua e 5,17 L de MIBE e agitada durante mais 5 minutos
antes de ocorrer a separacdo das fases. A camada orgénica foi
lavada com 5,17 L de &gua. A camada orgénica resultante foi

evaporada (vacuo, Tmax 40 °C) até peso constante.

Obteve-se um rendimento de 2,52 kg de éster etilico de

sin-N-Boc-4, 5-metanoprolina (9,85 mol, 74%).
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B. Preparagdo de s-BOC-4,5-metanoprolina

N
0#0 COOH

A(

Prepara-se uma solugdo de 2,57 kg de éster etilico de
sin-N-BOC-4, 5-metanoprolina (s-BOC-MPEE) em 10,28 L de etanol. A
esta solucédo adiciona-se a 20-28 ¢C uma solucao feita de 0,51 kg

de hidrato de hidréxido de litio em 5,07 L de agua. A reaccao

foi realizada com proteccdo de géds inerte (azoto). A mistura
reaccional é agitada durante 14 h a 20-25 °C (IPC). Apds reaccado
completa, a mistura evaporou a 40 eC (vacuo). O déleo resultante

foi tomado em 25,70 L de &gua e 25,70 L de MTIBE e agitado
durante 30 min. A fase orgénica foil separada e a camada agquosa é
novamente extraida com 12,85 L. de MTBE. A fase aquosa
adicionam-se 25,70 L de MTBE e o pH da mistura foi ajustado para
PH 2 por adicdo de HC1 1 N (cerca de 12 L). A camada orgénica
foi separada e a fase aquosa foil re-extraida com 12,85 L de
MTBE. As camadas orgéanicas combinadas do passo anterior séo
evaporadas até a secura para dar 1,88 kg de sin-N-BOC

4,5-metanoprolina (8,25% mol, 82%).
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C. Preparagdo de éster 1,l1-dimetiletilico do 4&cido
[1S-(1<a, 3<b, 5<a)]-3-(aminocarbonil)-2-azabiciclo[3.1.0]hexano-

2—-carboxilico

N
Oj/) CONH,

A(

Dissolve-se 2,00 kg de s1in-N-BOC-4, 5-metanoprolina em
40,00 L de THF e arrefece-se para -15 ¢C. A esta mistura
adiciona-se 1,07 kg de N-metil morfolina (PO). A mistura
reaccional adicionam-se 1,32 kg de cloroformato de isobutilo de
tal modo que a temperatura da reacgcdo nao exceda -8 ¢C. Depois
de completada a adicdo, a mistura € agitada durante 30 min a
-10 ¢C (P1l, IPC 1l). Precipita cloridrato de N-metil morfolina da

mistura reaccional.

A mistura reaccional € aquecida para -5 °C e, depois,
purgada através de um tubo de entrada de gas com amdnia (0,79
kg, tedbrico 5,00 eg.). Em seguida, a mistura reaccional ¢&é
aquecida a 20-25 °¢C e agitada a esta temperatura durante 4 h
(P2, IPC 2). A mistura reaccional adicionam-se 40,00 L de
solugdo aquosa saturada de cloreto de sdédio. Em seguida o pH da
mistura ¢ ajustado para pH 4 a 4,5 por adicdo de solucéo
saturada de bissulfato de potédssio. A camada orgédnica é, entéo,
separada e a fase aquosa ¢é novamente extraida com 20,00 L de
MTBE. As camadas orgédnicas combinadas sdo evaporadas até a
secura. O produto em bruto é dissolvido em 8,00 L de acetato de
butilo a temperatura de refluxo. O produto precipita a cerca de
30 ¢C. No inicio da cristalizacdo, a mistura €& lentamente
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tratada com 20,00 L de heptano e agitada durante mais 2 h. O
produto é isolado por filtracdo. O bolo de filtracdo €& 1lavado
com duas porcgbes de acetato de butilo/heptano frios (1:4), 1,6 L
de cada e duas vezes cada com 2,00 L de heptano e seco a 30-
35 eC (vacuo) para produzir 1,64 kg (7,22 mol, 82%) de sin-N-BOC

4,5-metanoprolina amida (s—-BOC-MPA).

EXEMPLO 36

Protecgéo com BOC de acido (<aS) -<a—amino-3-
hidroxitriciclo[3.3.1.1%*7]decano-1-acético (Férmula V) para
formar acido (<aS)—-<a[[(1l,1l-dimetiletoxi)carbonil]amino]-3-

hidroxitriciclo[3.3.3.1.1&7]decano—1—acético, (VI)

Acido de Férmula VI

Acido (<aS)-<a-amino-3-hidroxitriciclo[3.3.1.1%"]decano-1-
acético (Férmula V) (469 gramas, 2,08 moles) foi dissolvido em
NaOH 1 N gelado (5 1litros, 5 moles, 2,4 equivalentes) num
divisor de fases equipado com uma sonda de temperatura e uma
sonda de PH. Adicionou-se THF (2,5 litros) a solucéo.
Adicionou-se entdo BOC,0 sdé6lido e a mistura reaccional foi
agitada a temperatura ambiente durante, aproximadamente, 1 hora.
Adicionou-se entédo EtOAc (4 litros) com agitacdo e as camadas
orgdnica e aquosa resultantes foram separadas. O pH da camada
aquosa foi ajustado para 7 com HC1l concentrado. Adicionou-se,
entdo, EtOAc (4 litros) e adicionou-se mais HCl para baixar o pH
para aproximadamente 1. O volume total de HC1l concentrado
adicionado foi de 510 mL. As camadas orgadnica e aquosa foram
novamente separadas e a camada aquosa foi extraida com EtOAc

(3 x 3 litros). As camadas organicas foram, entdo, combinadas e
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lavadas com agua (3 litros) e solugdo aquosa saturada de cloreto
de sdédio (3 litros). A camada orgédnica lavada foi, entdo, seca
com Na,S0,; e concentrada num evaporador rotativo a temperatura
ambiente até a secura. O rendimento foi de 542 gramas de &cido
(<aS)—-<al[[(1l,1-dimetiletoxi)carbonil]amino]-3-hidroxitriciclo

[3.3.1.1%7"]decano-1-acético (Férmula VI).

EXEMPLO 37
Reacgéo de acoplamento para produzir éster
1,l1-dimetiletilico do acido 3-ciano- (<aS)-<a-(3-

hidroxitriciclo[3.3.1.1%*7]dec-1-il)-<b-oxo- (1S, 3S,58)-2-

azabiciclo[3.1.0]hexano—-2-etanocarbdmico (Férmula K)

Um baldo de 2 L com trés tubuladuras equipado com um
termémetro, um agitador mecadnico e uma entrada de gés foi
carregado com acido (<aS)—-<a[[(1l,1-dimetiletoxi) -
carbonillamino]-3-hidroxitriciclo[3.3.1.1%"]decano-1-acético
(Férmula VI) (50 gramas, 153,8 mmol). Adicionou-se THF (200 mL)
e agitou-se para produzir uma solugdo limpida. A solucdo foi
arrefecida para -6 °C num banho de acetona-gelo seco-agua.
Adicionou-se, entdo, cloreto de metanossulfonilo (Mes-Cl) (13
mL, 1,169 mmol, 1,1 equivalentes) como uma uUnica porcado, seguido
por diisopropiletilamina (94 mL, 539 mmol, 1,1 equivalentes). A
diisopropiletilamina foi adicionada lentamente durante um
periodo de cerca de 4 minutos para manter a temperatura interna
abaixo de 8 2C. A mistura reaccional foi agitada a 0 °C até todo
o &cido ter sido convertido no anidrido misto. Adicionou-se,
entdo, sal cloridrato de (1S,3S,5S)-2-azabiciclo[3.1.0]hexano—-3-
carboxamida (32,5 g, 200 mmol, 1,1 equivalentes) e

hidroxibenzotriazole (HOBT) (1,04 g, 7,6 mmol,
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0,05 equivalentes) numa Unica porcdo e o baldo foi retirado do
banho de arrefecimento. A mistura reaccional foi agitada a
temperatura ambiente durante 2 horas e, depois, deixada, de um

dia para o outro, a temperatura ambiente.

EXEMPLO 38

Protecgéo com BOC de acido (<aS) -<a—amino-3-
hidroxitriciclo[3.3.1.1%*7]decano-1l-acético (Férmula V) para
formar sal 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano do acido

(<aS)—-<al[[(1l,1l-dimetiletoxi)carbonil]amino]-3-hidroxitriciclo

[3.3.1.1%7]decano-1-acético, (Férmula VIA)

Férmula VIA (sal DABCO)

1,4-Diazabiciclo[2.2.2]octano (DABCO) (15 g; 125,1 mmol) foi
carregado numa solucdo de cerca de 30 g (135 mmol) do &acido de
Férmula VI do Exemplo 36 em 300 mL de acetato de isopropilo. O
acetato de etilo (150 mL) foi carregado na mistura reaccional
acima (proporcdo em volume de acetato de etilo:acetato de
isopropilo (150 mL/300 mL)). A mistura reaccional foi nucleada
com sal DABCO de Férmula VIA (200 mg). A mistura reaccional foi
agitada vigorosamente, & temperatura ambiente. Agua (5 mL) foi
lentamente carregada na mistura reaccional e a mistura
reaccional foi agitada vigorosamente, a temperatura ambiente,
para induzir a formagdo de <cristais apds 15-20 minutos. A
mistura reaccional foi agitada durante 16 horas a temperatura
ambiente e o produto da reaccao foi filtrado num funil de
Buchner. Os sd6lidos foram lavados com acetato de etilo a
temperatura ambiente e secos a 50 2C em vacuo para produzir 47 g

(79%) do sal DABCO de Fdérmula VIA.
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EXEMPLO 39

Reacgéo de acoplamento para produzir éster
1,1l1-dimetiletilico do acido 3-ciano- (<aS)-<a-(3-
hidroxitriciclo[3.3.1.1%7]dec-1-il)-<b-oxo- (1S, 3S,58)-2-

azabiciclo[3.1.0]hexano—-2-etanocarbdmico (Férmula K)

Um baldo de 250 mL com trés tubuladuras equipado com um
termédmetro, um agitador mecdnico e uma entrada de géas foi
carregado com sal 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano do acido
(<aS)—-<al[[(l,1-dimetiletoxi)—-carbonil]lamino]—-3-hidroxitriciclo
[3.3.1.1%"]decano-1- acético (Férmula VIA) (5 g, 11,44 mmol),
preparado no Exemplo 38. Adicionou-se THF (25 mL) e agitou-se
para produzir uma suspensdo. A suspensao foi arrefecida para

0 ¢C num banho de 4agua e gelo. Adicionou-se, entdo, cloreto de

metanossulfonilo (Mes—-C1) (1,15 mL, 14,85 mmol,
1,3 equivalentes) como uma Unica porcgao, seguido por
diisopropiletilamina (94 mL, 40 mmol, 3,5 equivalentes). A

diisopropiletilamina foi adicionada lentamente durante um
periodo de <cerca de 4 minutos para manter a temperatura
interna abaixo de 5 2C. A mistura reaccional foi agitada a 0 2C
durante 10 minutos até todo o &cido estar convertido no
anidrido misto. Adicionou-se, entéo, sal cloridrato de
(1S,3S,5S)-2-azabiciclo[3.1.0]hexano-3-carboxamida (2,42 gramas,
14,9 mmol, 1,3 equivalentes) e hidroxibenzotriazole (HOBT)
(77 mg, 0,57 mmol, 0,05 equivalentes) numa uUnica porgcdo e O
baldo foi removido do Dbanho de arrefecimento. A mistura
reaccional foi agitada a temperatura ambiente durante 2 horas e

deixada de um dia para o outro a temperatura ambiente.
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EXEMPLO 40

Desidratagédo e hidrélise para produzir éster
1,1-dimetiletilico do acido 3—-ciano- (<aS)-<a-(3-
hidroxitriciclo[3.3.1.1%*7]dec-1-il)—-<b-oxo- (1S, 3S,5S)-2-

azabiciclo[3.1l.0]lhexano-2-etanocarbdmico (Férmula L)

Adicionou-se piridina (6 equivalentes, 922 mmol, 74,6 mL) a
mistura reaccional do Exemplo 39 e a mistura reaccional foi
arrefecida num banho de arrefecimento a -8 ¢C. Adicionou-se,
entao, anidrido trifluoroacético (TFAR) (4 equivalentes,
616 mmol, 87 mL) lentamente ao longo de 6 minutos enquanto se
mantinha a temperatura abaixo de 10 2C. A reaccédo foi agitada a
24 °C durante 0,5 h e verificada através de HPLC (30 mL, 0,5 mL
de AcN, 0,5 mL de H;O0) gquanto ao desaparecimento do Composto K do

Exemplo 37.

A reacgao foi, entédo, arrefecida num banho de arrefecimento

a cerca de -3 °eC. Adicionou-se NaOH (5 N, 6 equivalentes,
0,925 mol, 185 mL) a reacgao durante 10 minutos
(pH aquoso = 9,9) enquanto se mantinha a temperatura da reaccéo
abaixo de 10 ecC. Adicionou-se K,CO5 aquoso (319 gramas,

15 equivalentes, dissolvidos em 510 mL de H;0) durante 5 minutos
(temperatura = 8 ¢C, pH aquoso 11,1). A reaccdo foi deixada
decorrer durante 7 horas e 40 minutos. A reaccdo estava completa
quando todos os intermedidrios foram hidrolisados ao penultimo
como determinado por meio de HPLC (30 pL, 0,5 mL de AcN, 0,5 mL
de H;0).

Adicionou-se, entdo, EtOAc (500 mL) a mistura reaccional e

as camadas agquosa e organica resultantes foram separadas. A
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camada organica foi lavada com 500 mL de solucgdo tampdo (H3PO, 2

M e NaH,PO, 1 M). A temperatura subiu para 23 2C a partir de

15 ¢C; tempo de adicé&o: 5 min, V ag. = 560 mL pH = 4,5, 32 mg do
produto por HPLC; V org = 1080 mL. A fase organica foi 1lavada
com 500 mL de uma segunda solucdo tampdo; V ag = 780 mL,
pH = 2,5, 415 mg de produto por HPLC; V orgédnico = 800 mL,

1,02% v/v de piridina. A fase orgédnica foi lavada com 300 mL de
solucdo aquosa saturada de cloreto de sdédio; V ag. = 350 mL,
pH = 1,8, 20 mg produzidos por HPLC. A fase organica foi lavada
com 130 mL de solucdo saturada de NaHCOs;; V ag. = 176 mL,
PH = 6,0, 780 mg de produto. A fase orgdnica foi lavada com
300 mLL de solucdo aquosa semi-saturada de cloreto de sdé6dio;
V ag. = 330 mL, pH = 5,2, 25 mg de produto; V orgénico = 650 mL,
piridina 0,045% v/v. Adicionaram-se 5 g de Darco a fase orgénica

e foi agitada durante 5 min, filtrada através de 50 g de silica,

lavada com 4 x 25 mL de EtOAc, V orgénico = 750 mL, piridina
0,04% v/v.
A camada organica foi, entédo, destilada até,

aproximadamente, 133 mL. A fase orgédnica foi agitada durante 1
hora até a solugdo se tornar turva. Adicionaram-se 133 mL de
heptano ao longo de 15 min e a suspensao foi agitada, de um dia
para o outro. Adicionaram-se 133 mL de heptano, de um dia para o
outro. A mistura foil agitada violentamente durante 20 minutos
com agitagdo mecanica. Os sdé6lidos foram removidos por filtragao
e o bolo foi 1lavado com 50 mL de 5% de EtOAc/heptano;
verificaram-se 3,4 g do produto em 8,86 g de produto em bruto
apds a remocdo dos solventes das aguas mades. Cristais do produto
seco foram aquecidos a 50 ¢C em vacuo, de um dia para o outro.

Obtiveram-se 467 g de produto, ~73%, 96,6 AP.
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EXEMPLO 41

Desprotecgdo para produzir benzoato de (1S,3S,5S)-2-[(2S)-2-
amino-2-(3-hidroxitriciclo[3.3.1.1%*7]dec-1-il)-1-oxoetil]-2-

azabiciclo[3.1l.0]hexano-3-carbonitrilo, (1:1) (Férmula M)

Ester 1,1-dimetiletilico do &cido 3-ciano-(<aS)-<a-(3-
hidroxitriciclo-[3.3.1.1%7]dec-1-i1)-<b-oxo- (1S, 3S,5S)-2-
azabiciclo[3.1.0]-hexano-2-etanocarbamico
(Férmula L) (5,0 gramas, 12,04 mmol) foi carregado num baldo de
trés tubuladuras equipado com um termbémetro, um agitador
mecanico e uma entrada de gas. Adicionou-se EtOAc,
aproximadamente, 45 a 50 mL, para se obter uma solucdo limpida.
Adicionou-se HC1 concentrado (3,00 mL, 37% p/p, 36,14 mmol,
3 equivalentes) a temperatura ambiente e a mistura reaccional
foi agitada até ser produzido um sdélido. Adicionou-se, entéo,
dgua (30 mL) e a mistura foi agitada durante 1 a 2 minutos. Esta
mistura reaccional foi transferida para uma ampola de separacao
e as camadas de mistura reaccional foram deixadas separar-se
numa separacdo de fases limpa. A camada aquosa foi ajustada para
um pH inferior de aproximadamente 6 com NaOH a 25% enquanto se

mantinha a temperatura abaixo de 25 ¢C.

Realizou-se entdo uma permuta de sal por adicdo de &alcool
isopropilico (IPA; 2 a 3 mL) a camada aquosa, seguido pela
adicdo de benzoato de sdédio (0,65 mL de uma solugdo de benzoato
de sdédio preparada por dissolucgdo de 2,6 gramas de benzoato de
s6dio em 6,5 mL de 4agua). A solucdo de benzoato de sddio
remanescente foi, enté&o, adicionada de modo, gota a gota, por
meio de uma ampola de adig¢do. A mistura reaccional resultante
foi agitada a temperatura ambiente durante 16 a 24 horas. Os

sélidos da mistura reaccional foram, entdo, filtrados num funil
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de Buchner e lavados com agua até o sdélido dar um teste negativo
para Cl- com AgNO;3;. Os sdélidos foram, depois, lavados com heptano
(10 mL) para eliminar a &gua, secos ao ar no funil, e secos numa
estufa de vacuo a 35 °C até KF <5%. O rendimento foi de 79%,

4,1 gramas.

EXEMPLO 42

Desproteccéao de L

OH
o)
O)J\N N
H
(o] L
NC
para produzir a base livre M'
OH
H,N N
(o) M’
NC
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Composto (L) do Exemplo 38 (300 g, 0,723 mol, poténcia de
90,6%), cloreto de metileno (3 L), metanol (288 mL, 7,23 mol) e
adcido cloridrico concentrado (36%) (288 mL, 7,23 mol) foram
carregados num baldo de 12 L com 3 tubuladuras equipado com
agitador mecénico, sonda de temperatura e entrada de gds N,. A
reacgao ocorreu enquanto se mantinha a temperatura da reaccgéao
dentro da gama desde cerca de 20 a cerca de 25 eC. A mistura
reaccional foi agitada durante 18 horas, dividida em duas fases
e a camada aquosa superior foi recolhida. A camada aquosa
adicionou-se cloreto de metileno (6 L) e &gua (720 mL), e
adicionou-se, gota a gota, NaOH 5 N (~600 mL) para ajustar o

pH a 9,0~10,5.

A fase orgénica contendo o sal cloridrato

OH

HCI .NHz N

NC

(identificado por HPLC) (Férmula L') foi tratado com cloreto de
metileno (6 L) e agua (720 mL), e adicionou-se, gota a gota,
solucédo de hidréxido de sédio 5 N (~600 mL) enquanto se mantinha
a Temperatura da reaccdo entre 20 e 25 °C para ajustar o
pH entre 9 e 10,5. Adicionou-se NaCl (120 g) e a mistura foi

agitada durante 20 min para formar uma separacido de fases. A
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camada organica (6,2 L) foi recolhida (continha 174 g do
composto M') e a camada aquosa (1,75 L) foi eliminada (continha

6,5 g do composto M').

A camada orgénica foi lavada com solugdo aquosa saturada de
cloreto de sdédio com NH.,Cl1 a 1% (450 mL). (A solucdao aquosa
saturada de cloreto de sdédio com NH,Cl1 a 1% continha 1 g de
NH,Cl, 25 g de NaCl e 74 g de H;0). Da separacao de fases
resultante recuperou-se 6,0 L de camada organica (continha

~176 g de composto M' em solucdo) e a camada aquosa (0,45 L)

contendo 1,4 g de composto M' (~0,4%) foi eliminada.
Adicionou-se acetato de etilo (~4 L) a fase organica,

enquanto se removia CH.Cl, por destilacdo a 25 °C/50 mm Hg. A
destilacdo foi interrompida quando se atingiu um volume final de
2,5 L. A camada organica foi filtrada para remover NaCl sdélido e
foi concentrada para ~1 kg (~170 g de composto M' em 1 L de
acetato de etilo) Anédlise por GC: DCM <0,1%. Adicionou-se, gota
a gota, é&dgua (17 mL) e apds 10 min comecou a cristalizacgdo.
Adicionou-se 17 mL de &agua e a suspensado resultante foi agitada
durante 30 min, filtrada, o bolo foi lavado com acetato de etilo
e seco a t.a. em vacuo para produzir 186 g do composto M”,

rendimento de 81%.
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REIVINDICACOES

Método para a produgcdo de um inibidor de dipeptidil
peptidase IV a base de pirrolidina fundida com ciclopropilo

compreendendo:

(a) acoplar acido (aS)—o—[[(1,1-
dimetiletiloxi)carbonil]amino]-3-hidroxitriciclo
[3.3.1.1%"1decano-1-acético ou o) seu sal 1,4-
diazabiciclo[2,2,2] octano a (1S,3S8,58)-2-
azabiciclo[3.1.0]hexano-3-carboxamida para produzir
éster 1,l-dimetiletilico do &cido 3-(aminocarbonil)-
(S) —o— (3-hidroxitriciclo[3.3.1.1%"]dec-1-11) -B-oxo-

(1S,3S,58)—-2-azabiciclo[3.1.0]lhexano-2-etanocarbamico;

(b) desidratar éster 1,1-dimetiletilico do acido
3- (aminocarbonil) - (aS) —o— (3-hidroxitriciclo[3.3.1.1° "]
dec-1-1il1)-B-oxo—-(1S,3S8,5S8)-2-azabiciclo[3.1.0]hexano-
2-etanocarbamico para produzir éster
1,1-dimetiletilico do adcido 3-ciano- (aS) —o— (3-
hidroxitriciclo[3.3.1.1%"]dec-1-11)-B-oxo- (1S, 3S,53) -

2—azabiciclo[3.1.0]hexano-2- etanocarbamico; e

(c) desproteger éster 1,1-dimetiletilico do &cido
3-ciano-(aS)-a- (3-hidroxitriciclo[3.3.1.1%"]dec-1-i1) -
R-oxo—(1S,3S8,58)-2-azabiciclo[3.1.0]hexano-2-

etanocarbamico, para formar inibidor de dipeptidil

peptidase IV.



Método para a preparacdo de um composto de base livre da

estrutura M'

OH

H,N N

NC M

0 qual compreende

proporcionar um composto protegido da estrutura L

afn

L

e tratar o composto L com &cido cloridrico para formar o

sal de acido cloridrico L' correspondente



OH

HCI ¢ NH, N
(0]
CN
Ll
tratando o sal de 4acido <cloridrico L' com acido

cloridrico e hidrdéxido de sdédio para formar o composto de

base livre M'.
Método como definido na Reivindicacdo 2, em gue o0

composto L é formado pela desidratacao do

intermedidrio K

OH
)< o
OJLN N
H
(o]
(o] NH
K 2



na presenca de piridina e anidrido trifluoroacético e,
depois, hidrdélise do produto de reacgcdo na presenca de

base forte, para formar o composto L.

Método para preparar um mono-hidrato da estrutura M”

HO

H,0 eH3N N

CN Mll

0 qual compreende tratar uma base livre da estrutura

OH

NH, N

CN

com agua, para formar o mono-hidrato M”
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