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Relatério Descritivo da Patente de Invencéo para "PROCESSO
PARA SEPARAGAO ENANCIOMERICA ENZIMATICA DE 3(R)-HIDROXI-
1-METIL-4-(2,4,6-TRIMETOXIFENIL)-1,2,3,6-TETRAHIDRO-PIRIDINA E 3-
(S)- HIDROXI-1-METIL-4-(2,4,6-TRIMETOXIFENIL)-1,2,3,6-TETRAHIDRO-
PIRIDINA E OS ESTERES DE ACIDO CARBOXILICO".

A inveng&o refere-se a um processo para prepara¢do de com-
postos oticamente puros da férmula (I) por reagéo estereodiferenciadora das
misturas de enancidmeros com auxilio de uma enzima.

3(S)-hidroxi-1-metil-4-(2,4,6-trimetoxifenil)-1,2, 3,6-tetrahidro-
piridina e/ou 3-(R)- hidréxi-1-metil-4-(2,4,6-trimetoxifenil)-1,2,3,6-tetrahidro-
piridina (compostos da férmula (I) com R = H) ou seus derivados de éster
(compostos da férmula (1) com R = COR') s&o elemen‘tos de construcio cen-
trais e pré-etapas do pedido de patente HMR 98/LOO1M("Processo para pre-
paracio de (-) cis -3-hidréxi-1-metil-4(R)-(2,4,6-trimetoxifenil) piperidina) da
sintese de flavopiriddis (HMR 1275 ou L 86 8275)" descrita, do primeiro ini-
bidor potente da cinase de proteina dependente de ciclina (ver por exemplo
Sedlacek, Hans Harald; Czech, Joerg; Naik, Ramachandra; Kaur, Gurmeet;
Worland, Peter; Losiewicz, Michael: Parker, Bernard: Carlson, Bradley;
Smith, Adaline; e outros, Flavopiridol (L 86 8275; NSC 649890), um inibidor
de cinase para terapia de tumores. Int.-J. Oncol. (1996), 9(6), 1143-1168 ou
Czech, Joerg; Hoffmann, dieter; Naik, Ramachandra, Sedlacek, Hans-
Harald; antitumoral activity of flavone L 86 8275. Int. J. Oncol. (1995), 6(1),
31-36).

Uma dissociagdo de racemato ou separagdo de enanciomeros
dos compostos da férmula (I) n&o é conhecida.

Verificou-se entao que compostos da férmula (), a partir das
misturas de enancidmeros, podém ser obtidos em uma forma &tica pura por
dissociagao enzimatica de ésteres (hidrdlise ou alcodlise).

E objeto da presente invencdo assim um processo para dissoci-

acao cinética de racemato de compostos da formula (J),
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que é caracterizado pelo fato de se submeter misturas de enan-
cidmeros ou misturas racémicas de compostos da formula (1), na qual
R  representa COR' com R' = (C4-Cyg)-alquila, (C2 - Cqg)-alquenil
ou (Cs-Cye)-alquinila, C, Han-cicloalquila com n= 1-16, que po-
dem ser ramificados ou n&o-ramificados e que podem ser subs-
tituidos por 1-3 substituintes do grupo F, CI, Br, |, CF3, CN, NO;,
hidréxi, metdxi, etdxi e COOR?, com R? = (C;-Cg)-alquila e (Co-
Ca)-alquenila, que podem ser ramificados ou ndo-ramificados e
que podem ser substituidos por 1-3 substituintes do grupo F, ClI,
Br, CFs,
em meios homogéneos ou heterogéneos, agquosos, agquosos or-
ganicos ou meios organicos na presenca de uma enzima, por exemplo, dos
figados ou pancreas de mamiferos ou de origem microbiana, como por
exemplo de Candida, Pseudomonas e Aspergillus ou uma protease, por

exemplo de Bacillus, de uma estereohidrdlise seletiva ou estéreo alcdlise

[t o .

seletiva, a uma temperatura de 10-80° C, opcionalmente submetida na pre-
senga de co-solventes e de uma solugdo tampdo, sendo que a mistura de
reacao contém de preferéncia 2 - 50% em peso de ésteres, e depois do de-
correr da reagéo os esteres ndo-reagidos (compostos da férmula (I) com R =
COR') - e os alcoois assim formados (compostos da férmula () com R = H)
separam-se, e assim também ambos os enancidmeros.

O processo de acordo com a invengdo é econdmico, simples e

rapido. A reagdo ndo fornece nenhuma quantidade eqiimolar ética de coad-

Q0
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juvantes puros, nenhum reagente caro, nenhuma quantidade de solvente
comparativamente grande e nenhuma etapa de trabalho custo-intensiva.
Apds o término da reagdo a separacéo dos produtos ou dos enancidmeros
pode ocorrer por medidas simples, por exemplo, por extracao.

De preferéncia nos compostos da férmula (1)

R representa COR' com R' = (Ci- Cqp)-alquila, (C2- Cy2 )-alquenila
ou (Cs-Ciz)-alquinila, CaHzq~cicloalquila com n = 1-12, que pode
ser ramificado ou ndo-ramificado e que pode ser substituido por
1-3 substituintes do grupo F, Cl, Br, CF3;, CN, NO,, hidréxt, meté-
xi, etéxi e COOR?, com R? = metila, etila e vinila e que pode ser
substituido por 1-3 substituintes do grupo F, CI, CFa.
Particularmente preferentemente nos compostos da férmula (1)

R representa COR' com R' = (C;- Cqo)-alquila, (Co- Cio)-alquenila
ou (C3-Cqo)-alquinila, CnHz2n-cicloalquila com n = 1-10, que pode
ser ramificado ou nao-ramificado e que pode ser substituido por
1-3 substituintes do grupo F, CI, Br, CF3, CN, NO,, metoxi e
COOR? com R? = metila, etila e vinila que pode ser substituido
por 1-3 substituintes do grupo F, ClI, CFs.

Muito particularmente preferentemente nos compostos da for-
mula (1)

R  representa COR' com R' = (Cy- Cyo)-alquila, (Cao- C1o)-alquenila
ou (C3-C1o) alquinila, que pode ser ramificada ou n&o ramificada
e que pode ser substituida por 1-3-substituintes do grupo F, Cl,
Br, CF3 e metdxi.

Pelo processo procede-se de preferéncia de tal forma que rea-

ge-se e agita-se um éster da férmula (1), por exemplo R = COR' com R' =

‘C3H; ou CgH17 em uma solugédo contendo agua ou aicool com uma lipase,

esterase ou protease. Pode ser vantajoso tamponar-se a mencionada solu-
¢ao, por exemplo com solugéo tampéo de fosfato ou de TRIS [ = tris-(hidroxi-
metil)-metilamina). A adigdo pode ser por exemplo 0,01 - 1,0 molar. Uma
faixa de solucdo tampao favoravel é de pH 5-9.

Pode ser vantajoso, adicionar-se co-solventes. Como co-solven-

tes sdo apropriados por exemplo dimetoxietano, acetona, THF, dioxano, he-

A\
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xano, terc-butilmetiléter e terc-butanol. A fragdo de co-solventes na solugao
situa-se de preferéncia em 10-80%.

Como enzimas sao preferentemente empregadas lipases e este-
rases, como por exemplo colesterol-esterase (EC 3.1.1.13) do pancreas de
bezerros (Sigma Chemical Co. ), esterase de figado de porco (PLE(porcine
liver esterase), Sigma Chemical Co. ), pancreatina (Fluka e Sigma Chemical
Co.), p6 de acetona do pancreas de bezerro (Sigma Chemical Co.), pé de
acetona de figado de cavalo (Sigma Chemical Co.) e lipase do pancreas do
porco (PPL (porcine pancreas lipase), Sigma Chemical Co.), Lipase OF de
Candida rugosa (Meito Sangyo) e Lipase AP-6 de Aspergillus niger (Amano
Pharmaceuticals).

Cada enzima mencionada pode ser empregada na forma livre ou
imobilizada (Immobilized Biocatalysts, W. Hartmeier, Springer Verlag Berlin,
1988). A quantidade de enzima € escolhida livremente dependendo da velo-
cidade de reagao ou do tempo de reagao objetivado e do tipo da enzima (por
exemplo livre ou imobilizada) e pode ser facilmente determinada por tentati-
vas prévias simples.

A mistura de reacgéo contém de preferéncia 2-50% em peso de
éster, particularmente preferentemente de 5-20% em peso. A temperatura de
reacéo é de 10-80°C, de preferéncia de 20-60° C, particularmente preferen-
temente 20-40°C.

A preparacdo do éster (compostos da férmula | com R = COR")
ocorre propositadamente a partir do alcool (composto da formula | com R =
H) segundo processos conhecidos de esterificacdo (Haslam, Tetrahedron
1980, 36, 2409; Hofle, Steglich, Vorbriuggen, Angew. Chem. 1978, 90, 602)
ou como descrito no pedido de patente HMRS8/L 001 ("Processo para pre-
paracao de (-)dis-3-hidroxi-1-metil4(R)-(2,4,6-trimetoxifenil) piperidina").

Os produtos originados ou remanescentes do processo sdo se-
parados de maneira simples, por exemplo por extragdo ou processos cro-
matograficos. O éster remanescente € obtido por exemplo por divisdo da so-
lugéo de reacao entre agua e n-heptano e concentragéo da fase organica. O
alcool originado pode entido ser extraido a partir da fase aquosa com etilés-

ter de &cido acético. A re-obtengdo da enzima pode ocorrer por secagem por
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congelamento. A separagdo (e opcionalmente o re-emprego posterior) da
enzima pode ser facilitada por imobilizag&o.

Através de conduc&o apropriada da reagdo consegue-se obter
sempre pelo menos um enancidomero oticamente puro. Aspirando a um éster
oticamente puro, a reagao deveria ser superior (ou igual) a 50%, aspirando-
se a um alcool oticamente puro, a reagdo deveria ser menor (ou igual) a
50%. A determinagao da reacgédo da hidrdlise ou alcodlise enzimética ocorreu
com (RP 18 LiChrosorb®), a determinag&o da pureza otica foi realizada por
HPLC (Chiralpak AD). Os ésteres originados ou remanescentes na dissocia-
¢ao de racemato s&@o convertidos segundo processos conhecidos de disso-
ciagdo (S. J. Salomon, E. G. Mata, O. A. Mascaretti, Tetrahedron 1933, 49,
3691-3748) sem inversdo ou racemizagdo no alcool correspondente. De
modo contrario o alcool originado € convertido segundo processos de esteri-
ficagdo conhecidos (Haslam, tetrahedron 1980, 36, 2409) sem invers&o ou
racemizacgao nos ésteres correspondentes.

Os produtos originados ou remanescentes no processo S&o em-
pregados segundo processos conhecidos, por exemplo, por re-agrupamento
catalisado por metal (L. E. Overman, Angew. Chem. 1984, 96, 565-573 € na
literatura ja citada), racemizados e novamente introduzidos na dissociag&o
de racemato. Isto eleva o rendimento para acima de 50%. Por exemplo, os
compostos da férmula (I) com R = COR!' se deixam racemizar diretamente e
os descritos de acordo com a férmula (I) com R - H, por exemplo, apés a
conversdo em derivados apropriados, como eles s&o descritos em L. E.
Overman, Angew. Chem. 1994, 96, 565-573. Como catalisadores metalicos
podem ser empregados por exemplo compostos de Hg (ll), Pd (0) ou Pd ()
ou sais.

Através dos seguintes exemplos a presente invengéo deve ser
minuciosamente esclarecida.

Exemplos

Todos os produtos ou misturas de produtos em bruto isoladas
foram identificados por "H-RMN.

A pureza dtica dos produtos foi determinada por HPLC, por
exemplo em Chiralpak AD 250 X 4,6 (Daicel).
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Exemplo 1
Introduziu-se 10 mg de éster de acido acético [Composto da

formula | com R = COR' e R' = CHs] em 1 ml de solucéo tampao de fosfato
de potassio (0,1 m, pH = 7,0)/dimetoxietano (5:1). Adicionou-se 5 mg de
pancreatina. Agitou-se a 20-25° C até que tenha ocorrido a converséo de
cerca de 40% (HPLC). Depois filtrou-se, concentrou-se até a secagem, e
verificou-se a mistura resultante por HPLC (Chiralpak AD 250 x 4,6, n-
hexano + EtOH 5 + 1, fluxo 1 ml/min, 25°C, 220/240 nm):

ee do éster de acido acético (R) remanescente: 63%; ee do al-
cool (S): 85%.

Exemplo 2
Introduz-se 10 mg do éster de acido butirico [Composto da for-

mula | com R = COR' e R' = (CH»),CH3] em 1 ml de solucdo tampéo de

fosfato de potassio (0,1 M, pH = 7.0)/dimetoxietano (5:1). Adicionou-se 5 mg
de PPL (lipase do pancreas do porco, Sigma Chemical Co.). Agita-se a 30°C
até que a conversao tenha atingido cerca de 48% (HPLC). Depois filtra-se,
concentra-se até a secagem e verifica-se a mistura resultante por HPLC
(Chiralpak AD 250 x 4,6, n-hexano + EtOH 6 + 1, fluxo 1 ml/min, 25°C,
220/240 nm):
ee do éster de acido butirico-(R): 90%; ee do alcool (S): 97%.

Exemplo 3

| Introduziu-se 1,0 g (2,86 mmoles) do éster de acido butirico
[Composto da férmula | com R = COR' e R' = (CHy)2CHs;] em 8 ml de dime-
toxietano e 40 ml de solucdo tampéo de potassio (0,1 M, pH = 7,0). Adicio-
nou-se 90 mg de pancreatina. Agitou-se a 22-25° C até que a converséo ti-
vesse ultrapassado 50%. Depois concentrou-se em vacuo, reagiu-se com
agua e extraiu-se seis vezes com cerca de 50 ml de n-heptano. Apds a se-
cagem (NaSO4) concentrou-se em vacuo. Obteve-se 450 mg (45%) do és-
ter de acido butirico - (R); ee (HPLC): =2 99%. Apods a extra¢do da fase aquo-
sa remanescente com etiléster de acido acético, secagem (Na;S0O4) e con-
centragdo em vacuo obteve-se 190 mg (23,8%) do alcoo! (S); ee (HPLC): 97%.

Exemplo 4
Introduziu-se 10 ml do éster de &cido butirico [Composto da fér-
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mula | com R = COR' e R" = (CH2).CH3] em 1 ml de solugao tampao de
fosfato de potassio (0,1 M, pH = 7,0)/dimetoxietano (5:1). Adicionou-se 5 mg
de PPL. Agitou-se a 30° C até que se obtivesse uma conversdo de cerca de
48% (HPLC). Depois filtrou-se, concentrou-se até a secagem e verificou-se a
mistura resultante por HPLC (Chiralpak Ad 250 x 4,6, n-hexano + EtOH 6 +
1, fluxo 1 mi/min, 25°C, 220/240 nm); ee do éster de &cido butirico - (R):
90%, ee do alcool (S): 97%.
Exempio 5

introduziu-se 10 mg do éster de acido butirico [ Composto da
férmula | com R = COR' e R' = CO(CH,)2CHs] em 1 ml de solugdo tampao
de fosfato de potassio (0,1 M, pH = 7,0)/dimetoxietano (5:1). Adicionou-se 5
mg de PLE (esterase de figado de porco, Sigma Chemical Co.). Agitou-se a
30°C até que se tenha alcangado uma conversao de cerca de 47% (HPLC).
Depois filtrou-se, concentrou-se até a secagem e verificou-se a mistura re-
sultante por HPLC (Chiralpak AD 250 x 4,6, n-hexano + EtOH 6 + 1, fluxo 1
ml/min, 25°C, 220/240 nm):

ee do éster de acido (R)-butirico: 88%; ee do alcool -(S): 97%.
Exemplo 6

Introduziu-se 10 mg do éster de acido capronico [Composto da
formula | com R = COR' e R! = (CH2)4CHs] em 1ml de solugdo tampao de
fosfato de potassio (0,1 M, pH = 7,0)/dimetoxietano (5:1). Adicionou-se 5 mg
de PLE. Agitou-se a 30°C até que tenha se alcangado uma converséo de
cerca de 40 % (HPLC). Depois filtrou-se, concentrou-se até a secagem e
verificou-se a mistura resultante por HPLC (Chiralpak AD 250 x 4,6, n-
hexano + EtOH 6 + 1, fluxo 1 ml/min, 25°C, 220/240 nm):

ee do éster de acido (R)-capronico: 66%; ee do alcool -(S): 96%.
Exemplo 7

Introduz-se 10 mg do éster de acido capronico [Composto da
formula | com R = COR' e R' = (CH1)4CHs] em 1 ml de solugdo tampéo de
fosfato de potassio (0,1 M, pH = 7,0)/dimetoxietano (5:1). Adicionou-se 5 mg
da esterase de colesterol de pancreas de bezerro. Agitou-se a 30°C até que
alcangou-se uma conversdo de cerca de 50% (HPLC). Depois filtrou-se,

concentrou-se até a secagem e verificou-se a mistura resultante por HPLC
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(Chiralpak AD 250 x 4,6, n-hexano + EtOH 6 + 1, fluxo 1 ml/min, 25°C,
220/240 nm);

ee do éster de acido (R)-capronico: > 99,8%; ee do alcool -(S): >
99,8%.
Exemplo 8

Introduziu-se 10 mg do éster de acido caprinico [Composto da
férmula | com R = COR' e R' = (CH,)sCHs] em uma solugdo tampdo de 1 ml
de fosfato de potassio (0,1 M, pH = 7,0)/dimetoxietano (5:1). Adicionou-se 5
mg de PPL. Agitou-se a 30°C até que alcangou-se uma conversio de cerca
de 10% (HPLC). Depois filtrou-se, concentrou-se até a secagem e verificou-
se a mistura resultante por HPLC (Chiralpak AD 250 x 4,6, n-hexano + EtOH
6 + 1, fluxo 1 ml/min, 25°C, 220/240 nm) verificou-se:

ee do éster de acido (R)- caprinico: 2 11%,; ee do (S)- &lcool: 95%.
Exemplo 9

Introduziu-se 10 mg do eéster de acido butirico [Composto da
férmula | com R = COR' e R' = (CH,)2CHs] em 1 ml de solugéo de fosfato de
potassio (0,17 M, pH = 7,0)/dimetoxietano (5 : 1). Adicionou-se 5 mg de p6 de
acetona de figado de cavalo. Agitou-se a 30° C até alcangar-se uma conver-
sdo de cerca de 46% de (HPLC). Depois filtrou-se, concentrou-se até a se-
cagem, e verificou-se a mistura resultante por HPLC (Chiralpak AD 150 x
4,6, n-hexano + EtOH + 1, fluxo 1 ml/min, 25° C, 220/240 nm):

ee do éster de écido (R) butirico: 82%; ee do alcool (S): 96%.
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REIVINDICAGOES
1. Processo para dissociacgo cinética de racemato de compos-

tos da formula (1)

OMe
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Z OR
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caracterizado pelo fato de submeter-se misturas enancioméricas
ou misturas racémicas de compostos da férmula (I), na qual

R representa COR' com R' = (C4-Cy¢)-alquila, (C2-C1s) alquenila ou
(C3-C1e)-alquinila, ChHon- cicloalquila com n = 1 -16, que podem
ser ramificados ou ndo-ramificados e que podem ser substitui-
dos por 1-3 substituintes do grupo F, Cl, Br, I, CF3, CN, NOg, hi-
dréxi, metoxi, etéxi e COOR? com R? = (C4-Cy)-alquila e (C2-Ca)-
alquenila, que podem ser ramificados ou nao-ramificados e que
podem ser substituidos por 1-3 substituintes do grupo F, Cl, Br,
CF3,

em meios homogéneos ou heterogéneos, aquosos, aquosos-

organicos ou organicos na presenga de uma enzima de uma hldrollse este-

reosseletuva ou alcooluse a uma temperatura de 10 - 80°C, opcnonalmente

submetido, na presenc;a de co-solventes € uma solugdo tampéo, sendo que
a mistura de reagdo de preferéncia contém 2 - 50 % em peso de éster e,
apos o decorrer da reacéo, separa-se o éster ndo reagido (Composto da
férmula (I) com R = COR") e separa-se 0 &lcool formado (composto da for-
mula (I) com R = H), e assim ambos os enancidmeros.

2. Processo para dissociagdo cinética de compostos racémicos

da férmuia (1), de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de que
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representa COR' com R' = (C-Cy2)-alquila, (C> - Ci2)-alquenila
ou (Csz-Cq2)-alquinila, C, Han-cicloalquila com n = 1-12, que po-
dem ser ramificados ou n&o-ramificados e que podem ser subs-
tituidos por 1-3 substituintes do grupo F, Cl, Br, CF3, CN, NO.,
hidréxi, metéxi, etéxi e COOR? com R? = metila, etila e vinila,
que podem ser substituidos por 1-3 substituintes do grupo F, Cl,
Br, CFa.

3. Processo para dissociagdo cinética de compostos racémicos

da férmula (1), de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado pelo fato

de que
R

representa COR' com R' = (C4-Cyo)-alquila, (Cz - C1o)-alquenila
ou (Ca-Cio)-alquinila, Cn Ha-cicloalquila com n= 1-10, que po-
dem ser ramificados ou n&o-ramificados e que podem ser subs-
tituidos por 1-3 substituintes do grupo F, Cl, Br, CFs, CN, NOg,
metoxi, etéxi e COOR? com R? = metila, etila e vinila, que po-
dem ser substituidos por 1-3 substituintes do grupo F, Cl, Br, CFa.

4. Processo para dissociagéo cinética de compostos racémicos

da férmula (I) de acordo com as reivindicacdes de 1 até 3, caracterizado pelo

fato de que

R

representa COR' com R' = (C4-Cyo)-alquila, (C2-C1o)-alquenila
ou (C3-Cqp)-alquinila, que podem ser ramificados ou nao-ramifi-
cados e que podem ser substituidos por 1-3 substituintes do gru-
po dos F, Cl, Br, CF3, € metéxi.

5. Processo para dissociag&o cinética de compostos racémicos

da férmula (I) de acordo com as reivindicagdes de 1 até 4, caracterizado pelo

fato de que como enzima é empregada uma lipase, esterase ou protease.

de



