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ES 2366 705 T3

DESCRIPCION
Procedimiento para la preparacion de acido indolin-2-carboxilico enriquecido enantioméricamente

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la preparacion de acido indolin-2-carboxilico opcionalmente
sustituido enriquecido enantioméricamente segun la formula (1)
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0 sus sales, en la que Y es un grupo hidroxilo, un grupo alcoxi con 1-10 atomos de carbono sustituido o no
sustituido, un grupo ariloxi sustituido o no sustituido, o un resto aminico, y en la que Z representa uno o mas
sustituyentes en un grupo aromatico que se escogen de hidrégeno, un grupo hidroxilo, un grupo alifatico ciclico o
aciclico con 1-10 atomos de carbono opcionalmente sustituido, un grupo heterociclico alifatico con 1-10 atomos de
carbono opcionalmente sustituido, un grupo (hetero)arilo opcionalmente sustituido, un grupo alcoxi con 1-10 atomos
de carbono opcionalmente sustituido, un atomo de halégeno, un grupo amina, un grupo nitro, un acido carboxilico,
un éster carboxilico, una amida carboxilica, un grupo nitrilo o grupo trifluorometilo.

Los acidos indolin-2-carboxilicos enriquecidos enantioméricamente segun la férmula (1) son intermedios importantes
para productos farmacéuticos, en particular en la preparacion de inhibidores de la enzima conversora de
angiotensina | (ACE), que se usan para el tratamiento de tensién arterial alta (hipertension). Por ejemplo, el acido
(S)-indolin-2-carboxilico épticamente activo se puede usar en la preparacion de acido [2S-[1[R*(R*),2a,,3a,7ap]]-1-
[2-[[1-(etoxicarbonil)butillamino]-1-oxopropilJoctahidro-1H-indol-2-carboxilico, también conocido con el nombre
comercial Perindoprilo, que es util como un ingrediente activo antihipertensivo (inhibidor de ACE) o cardiotonico.
Otras aplicaciones Uutiles son, por ejemplo, Pentoprilo e Indolaprilo.

El documento EP 0937714 A1 describe un procedimiento para la preparacion de &acido indolin-2-carboxilico
6pticamente activo poniendo en contacto una mezcla de los enantimeros del acido N-acil-indolin-2-carboxilico con
un agente de resolucion 6pticamente activo, liberando el 4cido N-acil-indolin-2-carboxilico épticamente activo de la
sal diastereébmera resultante, y, después, desacilando el acido N-acil-indolin-2-carboxilico épticamente activo con
formacion de acido indolin-2-carboxilico 6pticamente activo.

Una desventaja del procedimiento es que dicho procedimiento es mas bien complicado, y que se necesita una etapa
adicional para separar los dos enantiomeros en la mezcla racémica de acido N-acil-indolin-2-carboxilico. Finalmente,
el acido indolin-2-carboxilico épticamente activo deseado se puede obtener con un rendimiento de 50% maximo. En
conjunto, el procedimiento conocido es méas bien caro.

Es un objeto de la invencion proporcionar un procedimiento barato, relativamente simple y comercialmente atractivo
para la preparacion de acido indolin-2-carboxilico enriquecido enantioméricamente segun la férmula (1) con un
rendimiento aceptable.

Esto se ha logrado segun el procedimiento de la presente invencion, sometiendo a cierre de anillo a un compuesto
fenilalaninico sustituido con X en posicién orto, enriquecido enantioméricamente, segun la formula (2),

Ccoy

(2)

o sus sales, en la que Y y Z son como se define anteriormente, y X es un grupo saliente, preferiblemente a una
temperatura por debajo de alrededor de 140°C con formacion de acido indolin-2-carboxilico opcionalmente sustituido
quiral, enriquecido enantioméricamente, segun la féormula (1).

Sorprendentemente, se ha encontrado que con el procedimiento de la presente invencion se puede obtener acido
indolin-2-carboxilico enriquecido enantioméricamente de formula (1) con un rendimiento relativamente elevado y en
exceso enantiomérico (e.e.). Ademas, el procedimiento de la invencioén es atractivo para el aumento de escala para
aplicaciones industriales. Usando el método de la invencion, se reduce enormemente el nimero de operaciones
unitarias, necesarias para obtener los derivados de &cido indolin-2-carboxilico a partir de materiales de partida
facilmente disponibles, en comparacion con la técnica anterior. El uso del método de la invencién es mucho mas
economico en el uso de materiales de partida, puesto que, en los procedimientos conocidos en la técnica anterior, la
2
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mitad del producto final se desechaba o era necesario mejorarlo mediante un procedimiento de racemizacion caro.
El procedimiento de la invencion tiene la ventaja adicional de que no se produce, o se produce sélo en grado
limitado, la racemizacion del sustrato (compuesto de partida (2)) asi como del producto de reaccion (1).

El procedimiento de ciclacion de la invencién se puede definir como una reaccidon de aminacion arilica, que
generalmente se conoce en la técnica como una reaccion de acoplamiento de Ulmann. El procedimiento se refiere a
una reaccién de aminacion arilica intramolecular. La expresién “enriquecido enantioméricamente” es equivalente a la
expresion “Opticamente activo”, y significa que uno de los enantidmeros de un compuesto esta presente en exceso
en comparacion con el otro enantibmero. Este exceso se denominara aqui en lo sucesivo como “exceso
enantiomérico” o e.e. (segun se determina, por ejemplo, mediante analisis de GLC o HPLC quiral). El exceso
enantiomérico, e.e., es igual a la diferencia entre las cantidades de enantidmeros divididas entre la suma de las
cantidades de los enantidmeros, cociente el cual se puede expresar como un porcentaje después de multiplicarlo por
100. El término “indolina” es igual a “2,3-dihidro-1H-indol”; las expresiones “fenilalanina sustituida con X en posicion
orto 0 2” son iguales a “acido 2-amino-3-(fenilo sustituido con X en posicion 2)-propidnico; la expresion “acido
cinamico sustituido con X en posicién orto 0 2” es igual a “acido 3-(sustituido con X en posicién 2) acrilico”; y estos
términos se usan de forma intercambiable a lo largo de esta solicitud.

En la férmula (2), X es un grupo saliente, y se puede seleccionar del grupo que consiste en un dtomo de halégeno
escogido de fluoruro, cloruro, bromuro, o yoduro, un grupo mesilato, un nosilato, un grupo tosilato, un grupo triflato,
acido borénico, o similar. X se escoge preferiblemente de cloruro, bromuro, yoduro, o un grupo mesilato; mas
preferiblemente, X es cloruro o bromuro; incluso mas preferido — debido a su bajo coste — es cloruro.

Los ejemplos adecuados de Z e Y en los compuestos enriquecidos enantioméricamente segun las férmulas (1) y (2)
son, por ejemplo, compuestos en los que Z es hidrégeno, metilo, etilo, isopropilo, trifluorometilo, fluoruro, hidroxilo,
metoxi, etoxi, benciloxi, acido carboxilico, éster metilico de &cido carboxilico, nitrilo, o sus combinaciones, e Y es
hidroxi, metoxi, etoxi, benciloxi, amina, metilamina, dimetilamina, o bencilamina. Las sustituciéon opcional en caso de
que Z sea un grupo alifatico ciclico o aciclico, un grupo heterociclico alifatico, un grupo (hetero)arilo o un grupo
alcoxi, y en caso de que Y sea un grupo alcoxi o ariloxi, se puede escoger de un trihalogenuro, por ejemplo
trifluorometilo, triclorometilo; un atomo de halégeno, por ejemplo fluoruro, cloruro o yoduro; un grupo amina, por
ejemplo metilamina, dimetilamina, bencilamina, etilamina, propilamina, fenilamina, 4-fluorofenilamina; un grupo alcoxi
o ariloxi, por ejemplo, metoxi, etoxi, isopropoxi, benciloxi, fenoxi, 4-fluorofenoxi, 3-fluorofenoxi, 2-fluorofenoxi; un
tioéter, por ejemplo metiltioéter, etiltioéter, benciltioéter; un trihaloalquiléter, por ejemplo trifluorometiléter; un arilo o
heteroarilo, por ejemplo fenilo, 4-fluorofenilo, 3-fluorofenilo, 2-fluorofenilo, 2-trifluorometilfenilo, 3-trifluorometilfenilo,
4-trifluorometilfenilo, tiofeno, furano, pirazol, pirrol, imidazol, o similar. Se prefieren compuestos en los que Z es
hidrégeno, trifluorometilo, fluoruro, hidroxi, metoxi o nitrilo, e Y es hidroxilo. Preferiblemente, Z en la formula (1) es
hidrégeno e Y es hidroxilo; méas preferido, con el procedimiento de la presente invencién se prepara acido (S)-
indolin-2-carboxilico. Los ejemplos adecuados de sales de compuestos segun formulas (1) y (2) son, por ejemplo, la
sal de HCI, la sal de HBr, la sal de acido acético, la sal de acido metanosulfénico, la sal de acido bencenosulfénico,
la sal de acido p-toluenosulfénico, la sal de acido maleico, la sal de acido tartarico, la sal de acido citrico, o la sal de
acido glucoénico de los mismos.

Los ejemplos adecuados de compuestos segun la formula (2) son, por ejemplo, 2-bromo-fenilalanina, 2-
clorofenilalanina, 2-yodo-fenilalanina, éster metilico de la 2-bromo-fenilalanina, éster metilico de la 2-
clorofenilalanina, éster metilico de la 2-yodo-fenilalanina, éster etilico de la 2-bromofenilalanina, éster etilico de la 2-
clorofenilalanina, éster etilico de la 2-yodo-fenilalanina, éster bencilico de la 2-bromofenilalanina, éster bencilico de
la 2-clorofenilalanina, éster bencilico de la 2-yodo-fenilalanina, amida de la 2-bromofenilalanina, amida de la 2-
clorofenilalanina, amida de la 2-yodo-fenilalanina, o similar. Se prefieren 2-bromofenilalanina, 2-clorofenilalanina,
éster bencilico de la 2-bromofenilalanina y éster bencilico de la 2-clorofenilalanina. Son mas preferidos la 2-
bromofenilalanina y la 2-clorofenilalanina. Incluso se prefieren mas los enantiémeros (S) de los ejemplos respectivos
de los compuestos (2).

En el procedimiento de la invencion, la pureza 6ptica del compuesto segun la formula 2 (sustrato) es preferiblemente
al menos alrededor de 50%, mas preferido al menos alrededor de 75%, incluso mas preferido al menos alrededor de
90%, particularmente preferido al menos alrededor de 95%, y lo mas preferido al menos alrededor de 98%.

Preferiblemente, en las condiciones del procedimiento de ciclacion de la presente invencion, el compuesto segun la
formula 2 se puede convertir en un compuesto segun la formula 1 con una pérdida de integridad estereoquimica
menor que alrededor de 40%, mas preferido menor que alrededor de 20%, incluso mas preferido menor que
alrededor de 10%, particularmente preferido menor que alrededor de 5%, y lo mas preferido menor que alrededor de
2%. Preferiblemente, el compuesto (2) se convierte en el compuesto (1) sin sustancialmente pérdida de
estereoquimica. La definicion “pérdida de integridad estereoquimica” es igual a la diferencia entre el e.e. del
compuesto (2) y el e.e. del compuesto (1), dividida entre el e.e. del compuesto (2), cociente el cual se expresa como
un porcentaje después de multiplicarlo por 100.

Preferiblemente, durante el procedimiento de la invencion, se retiene la estereoquimica del compuesto (2) hasta tal
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grado que el acido indolin-2-carboxilico de formula (1) se puede obtener en un exceso enantiomérico (e.e.) de al
menos alrededor de 30%, mas preferido al menos alrededor de 50%, incluso mas preferido al menos alrededor de
80%, particularmente preferido al menos alrededor de 95%, y lo mas preferido al menos alrededor de 98%.

El compuesto (1) puede estar enriquecido en el enantidmero del acido (S)-indolin-2-carboxilico opcionalmente
sustituido o en el enantidmero del acido (R)-indolin-2-carboxilico opcionalmente sustituido, preferiblemente en el
enantiomero del acido (S)-indolin-2-carboxilico opcionalmente sustituido. Lo mas preferido, el acido (S)-indolin-2-
carboxilico se prepara con el procedimiento de la presente invencion.

El procedimiento de la invencion se aplica a una temperatura por debajo de alrededor de 140°C, preferiblemente
entre alrededor de 15 y alrededor de 130°C, mas preferido entre alrededor de 30 y alrededor de 120°C,
particularmente preferido entre alrededor de 40 y alrededor de 110°C, lo mas preferido entre 60 y 100°C.

La adicién de un catalizador metalico no es un prerrequisito para lograr rendimientos y e.e. aceptables con el
procedimiento de la presente invencion. Como alternativa, el procedimiento de la invencién se puede aplicar
eficientemente en presencia de un catalizador metalico relativamente barato, o en presencia de una cantidad
relativamente pequefia de un catalizador en cierto modo mas caro. En conjunto, el procedimiento de la presente
invencion se puede aplicar eficientemente en condiciones de reaccidon que pueden producir un procedimiento
comercialmente atractivo a mayor escala.

Segun una realizaciéon de la presente invencién, el procedimiento se puede llevar a cabo sustancialmente en
ausencia de un catalizador metalico. Esto tiene una ventaja particular sobre los costes del procedimiento, y evita la
necesidad de eliminar el catalizador después del uso.

Segun una realizacion adicional de la presente invencion, el procedimiento de la invencion se puede llevar a cabo en
presencia de un catalizador metalico, preferiblemente un atomo o ion de metal de transicion. El atomo o ion metalico
puede actuar como catalizador para la reaccion de ciclacion de la invencién, y se puede usar como tal o en
combinacién con un ligando o grupo coordinante. Preferiblemente, el metal se usa como tal, en ausencia de un
ligando. Esto se prefiere particularmente puesto que evita los costes de un ligando — a menudo relativamente caro -.
El metal se puede seleccionar de los grupos 8 a 11 de la Tabla Periédica de los Elementos, y se puede escoger en
particular de cobre, oro, hierro, rutenio, cobalto, rodio, iridio, niquel, paladio o platino. Preferiblemente, se usan
catalizadores a base de metales de los grupos 10 y 11, mas preferiblemente metales escogidos de cobre, paladio,
niquel, hierro o rutenio, o sus mezclas, incluso mas preferido se usan cobre, paladio o niquel. Los catalizadores a
base de cobre son particularmente preferidos puesto que son bastante baratos, y bajas cantidades pueden ser
suficiente para producir productos con buenos rendimientos y e.e.

Por ejemplo, cuando X en el compuesto de férmula 2 es bromuro, el procedimiento de la invenciéon se aplica
preferiblemente en ausencia de cobre o de cualquier otro metal. Cuando X es, por ejemplo, cloruro, el procedimiento
de la invencién se aplica preferiblemente en presencia de un metal o una combinacion de metales, seleccionados de
la lista dada anteriormente, mas preferiblemente en presencia de cantidades relativamente pequefias.

La cantidad de catalizador metalico usada depende de la actividad del catalizador para la reaccion de ciclacion
especifica y de los costes del catalizador. Una persona experta es capaz de escoger el catalizador mas
economicamente factible con respecto a la cantidad, tipo de metal, ligandos, y similares, para la conversion dada.

Preferiblemente, la relacion molar entre el atomo o ion metalico y el compuesto de formula (2) esta entre 0,00001 a
50% en moles, mas preferido entre 0,01 y 30% en moles, incluso mas preferido entre 0,05-15% en moles,
particularmente preferido entre 0,1 y 7% en moles, incluso mas preferido entre 0,2 y 5% en moles, y lo mas preferido
entre 0,5 y 3% en moles, Cuando se usan los metales mas caros, tales como, por ejemplo, paladio, oro, rutenio o
rodio, se prefiere particularmente usar cantidades relativamente pequefias, preferiblemente entre alrededor de
0,00001 y 7% en moles, mas preferido entre 0,01 y 5% en moles, incluso mas preferido entre 0,05-3% en moles,
particularmente preferido entre 0,1y 1% en moles, y lo mas preferido entre 0,2 y 0,5% en moles.

El uso de cantidades nulas o pequefias cantidades de metal en el procedimiento de la invenciédn tiene la ventaja de
qgue no se requiere o es mas facil la eliminacion del metal.

Los ejemplos adecuados de metales que se pueden usar en el procedimiento de la invencidén son cualesquiera
metales de los grupos 8 a 11 de la Tabla Periddica segun se indica anteriormente, que son conocidos por una
persona experta en la técnica de reacciones de aminacion arilica.

Los ejemplos de atomos o iones de cobre que se pueden usar en el procedimiento de la presente invencién son
cobre metdlico o compuestos organicos o inorganicos de cobre(l) o cobre(ll). Los ejemplos adecuados de
catalizadores de cobre en el procedimiento de la invencién son cloruro de cobre(l), cloruro de cobre(ll), bromuro de
cobre(l), bromuro de cobre(ll), yoduro de cobre(l), yoduro de cobre(ll), carbonato basico de cobre(ll), nitrato de
cobre(l), nitrato de cobre(ll), sulfato de cobre(ll), sulfuro de cobre(l), sulfuro de cobre(ll), acetato de cobre(l), acetato
de cobre(ll), 6xido de cobre(l), 6xido de cobre(ll), trifluoroacetato de cobre(l), trifluoroacetato de cobre(ll), benzoato
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de cobre(l), benzoato de cobre(ll), trifluorometilsulfonato de cobre(ll), y similares. Se prefieren cloruro de cobre(l),
cloruro de cobre(ll), bromuro de cobre(l) y bromuro de cobre(ll). Estos catalizadores estan faciimente disponibles y
son relativamente baratos. Los ejemplos adecuados de atomos o iones de oro se pueden escoger de, por ejemplo,
oro metalico, cloruro de oro (l), cloruro de oro(lll), 6xido de oro(lll), y similares. Los ejemplos adecuados de metales
de hierro son cloruro de hierro(ll), cloruro de hierro(lll), bromuro de hierro(ll), bromuro de hierro(lll), 6xido de
hierro(ll), 6xido de hierro(lll), y similares. Los ejemplos adecuados de metales de rutenio son bromuro de rutenio(lll),
cloruro de rutenio(lll), y similares. Los ejemplos de metales adecuados de cobalto son cobalto Raney, cloruro de
cobalto(ll), bromuro de cobalto(ll), 6xido de cobalto(ll), o similares. Los ejemplos de metales adecuados de rodio
son, por ejemplo, dimero de acetato de rodio(ll), y cloruro de rodio(lll). Los ejemplos de metales adecuados de iridio
son, por ejemplo, bromuro de iridio(lll) y cloruro de iridio(lll). Los ejemplos de metales adecuados de niquel son, por
ejemplo, niquel en polvo, bromuro de niquel(ll), cloruro de niquel(ll), o niquel Raney. Los ejemplos de metales
adecuados de paladio son cloruro de paladio(ll), acetato de paladio(ll), o similares. Los ejemplos de metales
adecuados de platino son bromuro de platino(ll), cloruro de platino(ll), cloruro de platino(IV) y 6xido de platino(IV).

Cuando el procedimiento de la invencion se lleva a cabo en presencia de un metal, puede estar presente — aunque
no es necesario — un ligante/grupo coordinante. Con la expresién “grupo coordinante” se quiere decir que el grupo es
capaz de unirse con un atomo o ion de metal de transicion, preferiblemente donando densidad electrénica a un
atomo o ion de metal de transicion. El ligando se puede escoger de un ligando monodentado (es decir, que
comprende un atomo o grupo coordinante que se une en el metal), bidentado (es decir, que comprende dos atomos
o grupos coordinantes que se unen en el metal, enlazandose dichos dos grupos coordinantes juntos formando un
ligando bidentado), tridentado, tetra- o polidentado, o una combinacién de dos o mas de los mismos. Los atomos
coordinantes se pueden escoger de los grupos que consisten en nitrégeno, oxigeno, fésforo, y azufre,
preferiblemente escogidos de nitrdgeno, oxigeno o azufre, puesto que los ligandos que contienen fosforo
habitualmente son relativamente sensibles a la oxidacién, y/o la eliminacién de los mismos de la mezcla de reaccion
puede ser mas dificil. Los ejemplos de ligandos adecuados son conocidos para la persona experta en la técnica, y
se describen por ejemplo en S. Ley, A. W. Thomas, Angew. Chem. Int. Ed. 2003, 42, 5400-5449. El ligando también
puede servir como un disolvente en el procedimiento de la invencion.

La relacion entre el ligando y el atomo metalico puede ser de forma adecuada 0,1 o superior, preferiblemente entre 1
y 10, y mas preferido entre 1y 3.

El atomo o ion metalico y el ligando — si esta presente — del catalizador se pueden afiadir a la mezcla de reaccién de
forma separada o simultdneamente, o se pueden afadir en forma de un complejo catalitico preformado. Un ejemplo
adecuado de un complejo catalitico preformado es Cu(ll)(2,4-pentanodiona)s.

El procedimiento de la presente invencion se lleva a cabo preferiblemente en presencia de una base. La base se
puede escoger de aminas, bases y sales basicas de metales alcalinos y metales alcalino-térreos, y bases
heterogéneas tales como, por ejemplo, intercambiadores idnicos basicos, zeolitas basicas, o similares. Las aminas
se pueden escoger de aminas primarias, tales como, por ejemplo, butilamina, hexilamina, heptilamina, octilamina,
bencilamina, etilendiamina, monoetanolamina, o similares; aminas secundarias, tales como, por ejemplo, dietilamina,
dibutilamina, dietanolamina, morfolina, piperidina, piridina y similares; o aminas terciarias, tales como, por ejemplo,
diisopropiletilamina, trietilamina, tripropilamina, tributilamina, 4-N,N-dimetilaminopiridina, o similares. Los ejemplos
adecuados de intercambiadores ionicos basicos pueden ser Amberlite IRA 67, Dowex 1, Dowex 2, y similares. Los
ejemplos adecuados de zeolitas basicas pueden ser, por ejemplo, CsNa-Y y similares, segun se describe en Chem.
Rev. 1995, Vol. 95, paginas 537-558. La base se escoge preferiblemente de bases y sales basicas de metales
alcalinos y metales alcalino-térreos, debido a un tratamiento generalmente facil. Mas preferiblemente, la base se
escoge del grupo de carbonatos de metales alcalinos y de metales alcalino-térreos, hidrogenocarbonatos de metales
alcalinos y metales alcalino-térreos, acetatos de metales alcalinos y de metales alcalino-térreos, hidroxidos de
metales alcalinos y de metales alcalino-térreos, alcoxidos de metales alcalinos y de metales alcalino-térreos, y
fosfatos de metales alcalinos y de metales alcalino-térreos. Los metales de metales alcalinos y metales alcalino-
térreos preferidos son Na, K, Ca y Mg. Mas preferido, la base se escoge de K;CO3, NaOAc, KOAc, Na;CO3, CaCOs,
K3PO4, NaHCOs3, LioCO3, y CsCOs. Las bases especialmente preferidas son K.COs, Na;COs, KsPO4, NaOAc y
KOACc, puesto que estas bases estan facilmente disponibles y son baratas. Las bases mas preferidas son K,COs,
N32CO3 y &,PO4.

El procedimiento de la invencion se puede aplicar en un disolvente, tal como por ejemplo un disolvente organico,
agua, liquidos iénicos, como se describe por ejemplo en T. Welton, Chem. Rev., 99, 2071-2083 (1999), o similares.
Los disolventes adecuados que se pueden usar en el procedimiento segun la invencion son disolventes que no
reaccionan en las condiciones de reaccion, por ejemplo disolventes polares, tales como, por ejemplo, éteres, amidas
y similares, o hidrocarburos, tales como tolueno. También se puede usar una mezcla de disolventes. Los disolventes
particularmente adecuados son disolventes polares aproticos, por ejemplo N-metilpirrolidinona (NMP),
dimetilformamida (DMF), dimetilacetamida (DMA), dimetilsulfoxido DMSQO), acetonitrilo, glimas, por ejemplo éter
dimetilico del etilenglicol, y similares. La N-metilpirrolidinona (NMP) es un disolvente particularmente adecuado en el
procedimiento de la presente invencion. Ademas, NMP es un disolvente medioambientalmente inocuo. En casos

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2366 705 T3

especificos, los agentes reaccionantes, las bases, los ligandos y/o los productos pueden servir como un disolvente.

Segun una realizacion preferida de la presente invencion, el procedimiento se lleva a cabo en agua. Las ventajas del
uso de agua es que el agua es un disolvente medioambientalmente muy inocuo, es barato y es muy abundante.
Ademas, un compuesto segun la formula (1) se puede obtener en general de forma relativamente facil en agua o en
un entorno acuoso, por ejemplo ajustando el pH y subsiguientemente, por ejemplo, filtrando dicho compuesto (1), o
mediante extraccion de dicho compuesto (1) en una fase organica. El uso de agua como disolvente es
particularmente ventajoso si el compuesto de partida de férmula (2) se obtiene via un proceso enzimatico en agua,
como se describe adicionalmente mas abajo en “Procedimiento de preparacion (A)”, puesto que en ese caso no se
necesitan disolventes organicos para la parte mas importante de la fabricacion. En el caso de que la reaccion se
lleve a cabo en disoluciéon acuosa, la sal del material de partida de férmula (2) puede servir opcionalmente por si
misma como una base, o se puede usar en combinacién con una base afadida externamente como se enumera
anteriormente.

El procedimiento segun la invencién se puede aplicar en presencia de uno o mas aditivos, como tensioactivos, tales
como catalizadores de transferencia de fase, tales como, por ejemplo, sales de amonio cuaternario, en particular
sales de cloruro o bromuro de tetrabutilamonio, bromuro de trietilbencilamonio, o cloruro de tetraetilamonio, y
similares. Otros posibles aditivos son sales tales como, por ejemplo, cloruro de litio. El procedimiento segun la
invencién se puede aplicar usando estimulos externos, por ejemplo calentamiento por microondas, ultrasonido o luz.

El procedimiento de la presente invencion se lleva a cabo generalmente a presion atmosférica, o en una vasija
cerrada. El procedimiento se lleva a cabo preferiblemente en una atmésfera de nitrogeno o de argoén.

El orden en el que los reactivos se afiaden no es critico. Un orden adecuado puede ser aquel en el que se cargue el
compuesto (2), la base opcional, opcionalmente el catalizador/metal, y opcionalmente el disolvente y/o agua.
Después, la mezcla de reaccioén se calienta hasta la temperatura deseada. Otro orden adecuado puede ser aquel en
el que se cargue el disolvente opcional y en el que se le afiadan el compuesto (2) y los componentes opcionales.
Otro orden adecuado puede ser aquel en el que se cargue una mezcla del disolvente y el compuesto (2) y se le
anadan los otros reactivos opcionales.

En caso de que se use un catalizador, dicho catalizador se puede separar de la mezcla de reaccion, por ejemplo,
mediante extraccion, filtraciéon, decantacién o centrifugacion, o mediante adicién de un agente complejante que
puede provocar la precipitacion o disolucién del metal. Los ejemplos adecuados de agentes complejantes son, por
ejemplo, compuestos que contienen azufre o nitrégeno, tales como, por ejemplo, acido etilendiaminotetraacético
(EDTA), acido dietilentriaminopentaacético (DTPA), o sus formas inmovilizadas, y similares, amoniaco, quinolinas,
bisquinolinas, y similares, sulfuro de sodio(ll), acido tiocianurico y similares, intercambiadores iénicos acidos y
similares. Otras formas adecuadas para separar el catalizador de la mezcla de reaccidon pueden ser mediante
bioabsorcion sobre una enzima, mediante complejacion con una zeolita, mediante adsorcién sobre un soporte solido,
tal como celita o silice, o mediante cualquier otro método conocido por la persona experta en la técnica. En caso de
que se use cobre metalico, preferiblemente en cantidades relativamente pequefias tales como entre alrededor de
0,00001 y 7% en moles con relacién a la cantidad de compuesto (2), el cobre metalico se elimina preferiblemente
mediante extraccion, filtracion, filtracion sobre un soporte sélido, o complejandolo con, por ejemplo, EDTA o acido
tiocianurico.

El producto (1) obtenido con el procedimiento de la presente invencion se puede purificar adicionalmente mediante
métodos conocidos normalmente en la técnica, por ejemplo mediante extraccion, cristalizacion, destilacion o
cromatografia.

Con el procedimiento de la presente invencion, el acido indolin-2-carboxilico enriquecido enantioméricamente de
férmula (1) se puede obtener con una conversién y rendimiento relativamente elevados.

El rendimiento obtenido con el procedimiento de la presente invencién es preferiblemente al menos 30%, mas
preferido al menos 40%, incluso mas preferido al menos 50%, particularmente preferido al menos 60%, y lo mas
preferido al menos 80%.

El compuesto (1), en particular el acido (S)-indolin-2-carboxilico dpticamente activo, se puede usar como un
intermedio en productos farmacéuticos, en particular en la preparacion de Perindoprilo, Pentoprilo o Indolaprilo.

Preparacion del compuesto (2)

El procedimiento de la presente invencion implica un compuesto fenilalaninico sustituido en posicion orto enriquecido
enantioméricamente segun la férmula (2) como se define anteriormente. Este compuesto (2) enriquecido
enantioméricamente se puede preparar segun varios procedimientos diferentes, preferiblemente segun los
procedimientos (A) a (G) y otros procedimientos adecuados descritos en la presente solicitud, preferiblemente (A) a
(D), mas preferido (A) a (C), y lo mas preferido el procedimiento (A) o (B).
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La siguiente figura visualiza la conversiéon especifica segun los procedimientos (A) y (B) como se describe mas
abajo:

LCCom G LG
s . HN
AN (B81) (y \:Idrélisis
C|cIaC|on
Cfm C;C\’ i C(Y m

Procedimiento de preparacion (A) para formar compuesto (2) enriquecido enantioméricamente [etapa de PAL]

En una realizacion de la invencion, el compuesto (2) enriquecido enantioméricamente se prepara a partir del
derivado de acido cinamico sustituido con X en posicién orto, de férmula (3)

NN -COY

|
277 Ny )

o una sal del mismo, en la que X, Y y Z son como se define anteriormente, haciendo reaccionar el compuesto de
féormula (3) con un dador de grupo amino en presencia de una enzima fenilalanina amonio liasa (PAL)
estereoselectiva. Esta realizacion se denominara aqui en lo sucesivo como etapa de PAL o Procedimiento (A).

Preferiblemente, en esta realizacion de la invencion, el X en el acido cinamico sustituido con X en la posicion 2 de
férmula (3) representa bromuro o cloruro, preferiblemente cloruro puesto que se obtienen resultados particularmente
buenos en el caso de que X sea cloruro.

Con “estereoselectividad” de PAL se quiere decir que PAL cataliza preferentemente la formacion de uno de los
enantiomeros del compuesto (2). La estereoselectividad de una enzima se puede expresar en términos de la
relacion E, la relacion de las constantes de especificidad Vimax/Km de los dos enantidmeros como se describe en C-S.
Chen, Y Fujimoto, G. Girdaukas, C. J. Sih., J. Am. Chem. Soc. 1982, 104, 7294-7299. En el marco de la invencion, la
relacion E de una PAL se determina usando los valores de Vmax ¥ K segun se determinan en la desaminacion no
oxidativa del compuesto fenilalaninico sustituido con X en posicion orto (= compuesto (2)) usando PAL.

Preferiblemente, PAL forma productos con un e.e. de >80%; mas preferiblemente, PAL forma productos con un e.e.
de >90%; incluso mas preferiblemente, PAL forma productos con un e.e. de >95%; lo mas preferible, PAL forma
productos con un e.e. de >99%. Preferiblemente, PAL cataliza estereoselectivamente la formacion del enantiomero
(S) del compuesto (2); mas preferiblemente en esta realizacion de la invencion, se forma el compuesto (S)-
fenilalaninico (2) sustituido con cloro en posicién orto.

En el marco de la invencion, PAL se define como una enzima que tiene la capacidad para catalizar la aminacién no
reductora reversible del derivado de acido cinamico sustituido con X en posicién orto [compuesto (3)] hasta el
compuesto fenilalaninico sustituido con X en posicion orto (= compuesto (2)), y se puede escoger de fenilalanina
amonio liasas de la clase 4.3.1 de EC, en particular de la clase 4.3.1.5 de EC. Los ejemplos de enzimas PAL
adecuadas son conocidos para la persona experta en la técnica, e incluyen, por ejemplo, fenilalanina o tirosina
amonio liasas bacterianas, por ejemplo de Streptomyces maritimus o Rhodobacter capsulatus, fenilalanina amonio
liasas de levaduras, por ejemplo PAL procedente de Rhodosporidium toruloides (en la bibliografia denominada
algunas veces también como Rhodotorula glutinis o Rhodotorula graminis) y fenilalanina amonio liasas vegetales,
por ejemplo PAL de Petroselinum crispum o Zea mays. Preferiblemente, PAL se escoge del grupo de fenilalanina
amonio liasas de levaduras, mas preferiblemente del grupo de las PAL de Rhodosporidium sp. La PAL incluso mas
preferida es PAL de Rhodosporidium toruloides, en particular PAL de Rhodosporidium toruloides ATCC 10788. Mas
preferido, la PAL es PAL de Rhodosporidium toruloides, de la cual la secuencia proteica es la secuencia CAA31209
de la base de datos de proteinas de NCBI.
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Esta realizacion de la invencion no esta de ningin modo limitada por la forma en la que se usa la PAL. Por ejemplo,
la PAL puede estar presente en la etapa de PAL en una forma escogida de una disolucion de enzima bruta, una
disolucion de enzima purificada, células (permeabilizadas y/o inmovilizadas) que de forma natural o a través de una
modificacion genética poseen actividad de PAL, en un lisado de células con tal actividad, en forma inmovilizada, en
forma quimicamente modificada, u otras formas conocidas por una persona experta en la técnica, o en una
combinacion de dos o mas de estas formas.

Sera claro para la persona experta en la técnica que también se puede hacer uso de mutantes de enzimas PAL de
origen natural (tipo salvaje). Por ejemplo, es posible obtener mutantes con actividad de PAL, es decir, mutantes que
muestran una actividad superior a PAL de tipo salvaje sobre al menos un sustrato, mutantes de la expresion de PAL,
es decir, mutantes que se expresan mejor que PAL de tipo salvaje, y similares. Los mutantes con actividad de PAL
de enzimas de tipo salvaje se pueden obtener, por ejemplo, modificando el ADN que codifica las enzimas de tipo
salvaje usando técnicas de mutagénesis conocidas por la persona experta en la técnica (mutagénesis al azar,
mutagénesis dirigida al sitio, evolucion dirigida, barajado génico, etc.), de manera que el ADN codifique una enzima
que difiere en al menos un aminoacido de la enzima de tipo salvaje, y expresando en una célula (hospedante)
adecuada el ADN asi modificado. Como alternativa, los mutantes de la expresién de PAL se pueden preparar
modificando el ADN que codifica enzimas PAL de tipo salvaje usando técnicas de mutagénesis conocidas por la
persona experta en la técnica, de manera que, si el ADN se expresa en una célula (hospedante), el nivel de
expresion de PAL es mayor para el ADN mutado que para el ADN no mutado. La persona experta sabe como
seleccionar estos mutantes de la expresion de PAL, por ejemplo midiendo la actividad relativa para al menos tres
sustratos diferentes y comparando la relacion de las actividades con la enzima de tipo salvaje. Los mutantes de la
expresion tienen una actividad mayor para todos los sustratos diferentes, mientras que la relacion de las actividades
entre los sustratos es igual a la de la enzima de tipo salvaje. Los mutantes de la enzima PAL pueden tener
propiedades mejoradas con respecto a la (estereo)selectividad y/o actividad y/o estabilidad y/o resistencia a
disolventes y/o perfil de pH y/o perfil de temperaturas, y/o inhibicién de la expresién y/o del producto y/o del sustrato,
y dichos mutantes de PAL se pueden seleccionar especificamente basandose en la presencia de cualesquiera de
estas propiedades mejoradas, solas o en combinacion de dos o mas de ellas.

Los dadores de grupos amino adecuados incluyen, por ejemplo, NHz o NHsOH o B-NH>, en el que B es un grupo —
COR', en el que R' se puede escoger de un grupo alifatico ciclico o aciclico con 1-10 atomos de carbono
opcionalmente sustituido, un grupo heterociclico alifatico con 1-10 atomos de carbono opcionalmente sustituido, un
grupo (hetero)arilo opcionalmente sustituido, un grupo alcoxi con 1-10 atomos de carbono opcionalmente sustituido,
un grupo sulfonilo opcionalmente sustituido, o similar. Si el dador del grupo amino es B-NH,, el compuesto (7) seguin
se obtiene se sometera a una etapa de hidrolisis adicional, mediante la cual se forma el compuesto (2) (como se
describe para el procedimiento (B) adicionalmente mas abajo). Se prefieren NH; y NH4OH. Por supuesto, también es
posible usar una combinacién de diversos dadores de grupos amino.

Puede ser ventajoso afiadir un agente reductor a la etapa de PAL, para reducir los efectos negativos del oxigeno
sobre la vida de PAL. Los ejemplos de tales agentes reductores incluyen sulfuro de hidrogeno, acido tioglicdlico,
acido tiosulfurico, acido nitroso, acido sulfuroso, sales de amonio y metalicas de los anteriores, ditiotreitol,
etilmercaptano, etilenmercaptano, metilmercaptano, 2-mercaptoetanol, hidrogeno, éxido nitroso, compuesto de
hierro(Il), compuestos de manganeso(ll), azufre y cinc. Preferiblemente, para reducir los efectos del oxigeno sobre la
vida de PAL, la etapa de PAL se puede llevar a cabo en condiciones anaerobias de manera conocida por la persona
experta en la técnica, por ejemplo llevando a cabo la etapa de PAL en una atmodsfera de nitrogeno. La persona
experta en la técnica puede realizar experimentos normales para escoger las condiciones 6ptimas de reacciéon con
respecto a — entre otros — temperatura, pH, concentracion, y disolventes.

Preferiblemente, la temperatura de la etapa de PAL se escoge de tal manera que la actividad de la PAL escogida
sea Optima. Por ejemplo, la temperatura de reaccion preferida para la PAL de R. glutinis esta en el intervalo de 0 a
50°C, en particular de 25 a 45°C, muy en particular de 27 a 37°C.

Preferiblemente, el pH de la etapa de PAL y la concentracion del dador de grupos amino (preferiblemente NHs) se
escogen de manera que la actividad de la PAL escogida y la estabilidad de los compuestos (2) y (3), y los
rendimientos a los que se obtienen estos compuestos, sean 6ptimos. Por ejemplo, el pH para la PAL de R. glutinis
esta preferiblemente en el intervalo de pH 8 a pH 14, en particular en el intervalo de pH 10 a 12, mas en particular en
el intervalo de pH 10,5 a 11,5.

Por ejemplo, la concentracion de hidroxido amonico (NH4OH) en agua para la PAL de R. glutinis se escoge entre
alrededor de 5 y alrededor de 25% en volumen, en particular de alrededor de 10 a 15% en volumen, muy en
particular de alrededor de 12 a 14% en volumen.

La etapa de PAL se puede llevar a cabo, por ejemplo, en amoniaco acuoso, al que opcionalmente se puede afiadir
un codisolvente, un agente de solubilizacion, o un aditivo, a fin de potenciar la solubilizacién del compuesto (3) o
para potenciar la actividad o estabilidad de la PAL. Los ejemplos de codisolventes incluyen dimetilformamida,
tetrahidrofuranacetonitrilo, glutaraldehido, glicerol, tolueno, etanol, acetona, éter y dimetilsulféxido (DMSO). Los
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ejemplos de agentes de solubilizacion incluyen Triton X100 (obtenido por Aldrich Chemical Company, Inc.,
Milwaukee, Wis), Tween-80 (obtenido por Aldrich Chemical Company, Inc., Milwaukee, Wis), polietilenglicol (PEG).
Los ejemplos de aditivos incluyen acido glutamico, isoleucina, etilenglicol y sorbitol.

El compuesto (2), segun se obtiene en la etapa de PAL, se puede usar directamente en la siguiente etapa, o se
puede purificar primero. El compuesto (2) obtenido en la etapa de PAL se puede purificar a partir de la mezcla de
reaccion obtenida en la etapa de PAL usando métodos convencionales conocidos por la persona experta en la
técnica. Por ejemplo, la mezcla de reaccion obtenida en la etapa de PAL que comprende el compuesto (2) se puede
filtrar o centrifugar (para eliminar las particulas no disueltas, tales como, por ejemplo, las células hospedantes que
expresan PAL). Ademas, el dador de grupos amino, por ejemplo, se puede evaporar, después de lo cual se puede
aislar el compuesto (2), preferiblemente por precipitacion de (2).

El rendimiento obtenido con la etapa de PAL es preferiblemente al menos 30%, mas preferido al menos 40%, incluso
mas preferido al menos 50%, en particular preferido al menos 60%, mas en particular preferido al menos 80%, muy
en particular al menos 90%.

En una realizacion preferida del procedimiento (A), el compuesto (S)-fenilalaninico sustituido con cloro en la posicién
orto segun la férmula (2) (en la que X representa Cl) se prepara haciendo reaccionar el compuesto correspondiente
de acido cinamico sustituido con cloro en la posicién 2 de formula (3) (en la que X representa Cl) en una disolucion
acuosa de hidroxido aménico, siendo la concentracion de hidréxido aménico en agua de alrededor de 12 a 14% en
volumen, en presencia de PAL procedente de Rhodosporidium toruloides. Preferiblemente en esta realizacion del
procedimiento (A), la temperatura esta entre 25 y 45°C, y el pH oscila desde pH 10,5 a 11,5.

El compuesto (3) se puede preparar, por ejemplo, poniendo en contacto un compuesto segun la férmula (4)

(4)

en la que X y Z son como se define anteriormente, y A es un grupo saliente, con un compuesto a,B-insaturado, tal
como, por ejemplo, acido acrilico, un éster acrilico o una amida acrilica, en presencia de un catalizador de metal de
transicion que comprende un metal de transicion y opcionalmente un ligando [Procedimiento (A1)]. Este
procedimiento (A1) se lleva a cabo preferiblemente usando una reaccion de Heck, tal como se describe, por ejemplo,
en M. Larhed., A. Hallberg en Handbook of Organopalladium Chemistry for Organic Synthesis 2002, E. Negishi, Ed.,
Capitulo IV. 2. En la férmula (4), A es un grupo saliente, que se puede seleccionar de F, Cl, Br, |, un triflato, un
mesilato, un nosilato, un cloruro de carbonilo o un cloruro de sulfonilo, un anhidrido, una sal de yodonio, una sal de
diazonio, acido borénico, y similar. Preferiblemente, A en la formula (4) es Cl, Br, |, mas preferiblemente Cl o Br.

Los compuestos preferidos segun la formula (4) son 1,2-dibromobenceno, 1-bromo-2-clorobenceno, 1,2-
diclorobenceno, 1-bromo-2-yodobenceno, 1-cloro-2-yodobenceno, cloruro de 2-bromo-bencenosulfonilo, cloruro de
2-clorobenzoilo, anhidrido 2-clorobenzoico y cloruro de 2-cloro-bencenosulfonilo.

Los compuestos preferidos segun la férmula (3) son acido 3-(2-bromo-fenil)-acrilico, acido 3-(2-cloro-fenil)-acrilico,
éster metilico del acido 3-(2-bromo-fenil)-acrilico, éster metilico del acido 3-(2-cloro-fenil)-acrilico, éster bencilico del
acido 3-(2-bromo-fenil)-acrilico y éster bencilico del acido (2-cloro-fenil)-acrilico.

El procedimiento (A1), preferiblemente aplicando una reaccién de Heck, estd catalizado generalmente por
catalizadores metdlicos que pueden contener ligandos. Los metales adecuados se pueden escoger del grupo que
consiste en paladio, platino, niquel, rodio, rutenio, cobalto, manganeso o hierro. Los metales preferidos son paladio o
niquel, mas preferido paladio. Los ligandos adecuados se escogen de fosfinas, bisfosfinas, fosfonitos, bisfosfonitos,
fosfitos, bisfosfitos, fosforamiditos, bisfosforamiditos, ligandos que contienen nitrégeno tales como bipiridina, 1,10-
fenantrolina, o ligandos de P, N, que se definen como ligandos que contienen un grupo que contiene fésforo y un
grupo que contiene nitrégeno. También se pueden usar los paladaciclos o coloides de paladio. Un repaso adecuado
que describe muchos catalizadores diferentes para la reaccion de Heck es: Beletskaya, I. P.; Cheprakov, A. V,;
Chem. Rev. 2000, 100, pagina 3009. El procedimiento (A1) (por ejemplo la reaccion de Heck) también se puede
llevar a cabo de forma adecuada sin ligandos, e incluso mas adecuadamente con cargas bajas de paladio, como se
describe por De Vries y colaboradores en Org. Lett. 2003, Vol. 5, paginas 3285-3288. La reaccién de Heck se puede
llevar a cabo en presencia de una base, tal como EtsN, NaOAc o similar, opcionalmente en un disolvente no prético
dipolar, tal como NMP.

El compuesto (3) también se puede preparar adicionalmente aplicando una reaccioén de condensacion al compuesto
(5), tal como por ejemplo una reaccion de condensacion aldodlica, una reaccion de Wittig, una reaccion de
condensacién de Perkin, una reaccion de condensacion de Knoevenagel, u otros procedimientos conocidos por una
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persona experta en la técnica [Procedimientos (A2)].

Un procedimiento de condensacion adecuado para preparar compuesto (3) es haciendo reaccionar un compuesto
segun la férmula (5)

®)

en la que X y Z son como se define anteriormente, con un anhidrido, por ejemplo anhidrido de acido acético, en
presencia de una base [Procedimiento (A2)]. Preferiblemente, la sal del acido correspondiente a dicho anhidrido se
usa como la base. Este procedimiento es conocido como la denominada reaccién de Perkin, como se describe en
March Advanced Organic Chemistry, 52 Edicion, Wiley Interscience, Eds, J.M. Smith and J. March, 2001, pagina
1229.

Otro método de condensacion para preparar el compuesto (3) es poniendo en contacto un compuesto segun la
férmula (5) con un derivado de acido maldnico y una base, por ejemplo una amina, en la denominada reaccion de
condensacion de Knoevenagel, como se describe, por ejemplo, en March Advanced Organic Chemistry, 52 Edicion,
Wiley Interscience, Eds, J.M. Smith and J. March, 2001, pagina 1225.

Aun otro método consiste en la condensacién de un compuesto de férmula (5) con acetaldehido en presencia de una
base o en presencia de una enzima, tal como, por ejemplo, una aldolasa, seguido de la oxidacion con, por ejemplo,
oxigeno.

Los compuestos preferidos segun la formula (5) son 2-bromobenzaldehido o 2-clorobenzaldehido.
Procedimiento de preparacion (B) para formar compuesto (2) enriquecido enantioméricamente

Segun una realizacion adicional de la presente invencion, el compuesto (2) se puede preparar poniendo en contacto
un compuesto segun la férmula (6)

| X (6{0) ¢
HN.
Z// X B

(6)

o una sal del mismo, en la que X, Y y Z son como se define anteriormente, y B es un grupo —COR' en el que R’
puede ser un grupo alifatico ciclico o aciclico con 1-10 atomos de carbono opcionalmente sustituido, un grupo
heterociclico alifatico con 1-10 atomos de carbono opcionalmente sustituido, un grupo (hetero)arilo opcionalmente
sustituido, un grupo alcoxi con 1-10 atomos de carbono opcionalmente sustituido, un grupo sulfonilo opcionalmente
sustituido, o similar, con un dador de hidrégeno, en presencia de un catalizador quiral que comprende un metal de
transicion, con formacién de un compuesto segun la férmula (7)

coy

(")

o una sal del mismo, en la que X, Y, Zy B son como se define anteriormente, y sometiendo dicho compuesto (7) a
una reaccion de hidrdlisis con formacion de un compuesto segun la férmula (2) [Procedimiento (B)].

Los ejemplos adecuados de B en las formulas (6) y (7) son formilo, acetilo, cloroacetilo, trifluoroacetilo, fenilacetilo,
benzoilo, metilsulfonilo, trifluorosulfonilo, bencenosulfonilo, toluenosulfonilo, t-butoxicarbonilo, benciloxicarbonilo, o
similar. Se prefieren formilo, acetilo, trifluoroacetilo, benzoilo, toluenosulfonilo, y #-butoxicarbonilo, y mas
preferiblemente B es acetilo o benzoilo.

Los compuestos adecuados de férmula (6) son, por ejemplo, acido 2-acetilamino-3-(2-clorofenil)-acrilico, éster
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metilico del acido 2-acetilamino-3-(2-clorofenil)-acrilico, acido 2-acetilamino-3-(2-bromofenil)-acrilico, éster metilico
del acido 2-acetilamino-3-(2-bromofenil)-acrilico, acido 2-benzoilamino-3-(2-clorofenil)-acrilico, éster metilico del
acido 2-benzoilamino-3-(2-clorofenil)-acrilico, acido 2-benzoilamino-3-(2-bromofenil)-acrilico, éster metilico del acido
2-benzoilamino-3-(2-bromofenil)-acrilico, y similares. Se prefieren el acido 2-acetilamino-3-(2-clorofenil)-acrilico y el
acido 2-acetilamino-3-(2-bromofenil)-acrilico.

Los compuestos adecuados segun la formula (7) son acido 2-acetilamino-3-(2-bromo-fenil)-propidnico, acido 2-
acetilamino-3-(2-cloro-fenil)-propidnico, acido 2-benzoilamino-3-(2-bromo-fenil)-propidnico, acido 2-benzoilamino-3-
(2-cloro-fenil)-propionico, éster metilico del acido 2-acetilamino-3-(2-bromo-fenil)-propidnico, éster metilico del acido
2-acetilamino-3-(2-cloro-fenil)-propidnico, éster bencilico del acido 2-acetilamino-3-(2-bromo-fenil)-propionico, y éster
bencilico del acido 2-acetilamino-3-(2-cloro-fenil)-propiénico. Los compuestos preferidos segun la formula (7) son
acido 2-acetilamino-3-(2-bromo-fenil)-propionico y acido 2-acetilamino-3-(2-cloro-fenil)-propidnico.

La parte de este procedimiento en la que se prepara el compuesto (7) es conocida como un proceso de
hidrogenacion (transferencia) asimétrica, en el que un compuesto (7) enriquecido enantioméricamente se prepara
usando un catalizador de metal de transicion quiral que comprende al menos un ligando enriquecido
enantioméricamente, para asegurarse de que el doble enlace de un compuesto proquiral (compuesto (6) en este
procedimiento particular) se reduce asimétricamente a través de transferencia de hidrogeno con un compuesto
organico dador de hidrégeno (definido aqui como el dador de hidrégeno).

Los catalizadores quirales adecuados para la hidrogenacion (transferencia) asimétrica comprende un compuesto de
complejo de metal de transicion de un ligando quiral L enriquecido enantioméricamente, opcionalmente un contraion
y opcionalmente un ligando S adicional, siendo este ultimo quiral o no quiral.

Los metales de transicién que se pueden usar de forma adecuada en el proceso de hidrogenacién de transferencia
asimétrica de la presente invencién son metales escogidos de los grupos 8, 9 y 10 de la Tabla Periédica de los
Elementos, tales como, por ejemplo, paladio, rutenio, rodio e iridio; son mas preferidos rutenio y rodio.

Los ligandos L quirales que se pueden usar son bidentados, por ejemplo bisfosfinas enriquecidas
enantioméricamente, por ejemplo DIOP, BINAP, CHIRAPHOS, BICP, DIPAMP, SKEWPHOS, TANIAPHOS,
JOSIPHOS, BPPM Yy similares, bisfosfinitos enriquecidos enantioméricamente, por ejemplo spirOP, BICPO y
similares, bisfosfonitos y bisfosfitos, todos los cuales se describen en Noyori et al. en Catalytic Asymmetric
Synthesis, Ed |. Ojima, Capitulo 1, que se incorpora aqui como referencia.

Como alternativa, se pueden usar ligandos monodentados, por ejemplo fosforamiditos como se describe en el
documento WO 02/04466, incorporandose aqui la preparacion y sus usos como referencia, fosfitos y fosfonitos como
se describe en T. Jerphagnon, J. L. Renaud y C. Bruneau, Tetrahedron: Asymmetry, 2004, Vol. 15, paginas 2101-
2111, en De Vries et al., Adv. Synth. Catal. 2003, Vol. 345, paginas 308-323 y en Blaser et al. Adv. Synth. Catal.
2003, Vol. 345, paginas 103-151. En caso de que se usen ligandos monodentados, es posible usar una mezcla de
dos ligandos monodentados enantioenrriquecidos quirales diferentes. También es posible usar una mezcla de un
ligando monodentado quiral y un ligando no quiral, tal como trifenilfosfina. También es posible usar otros ligandos
que contienen dos atomos de nitrdgeno, o un atomo de nitrégeno y un atomo de fésforo, como atomos dadores
(véase, por ejemplo, A. Pfaltz et al en Adv. Synth, Catal., 2003, Vol. 345, paginas 33-43.

La parte didlica y/o la parte aminica del ligando monodentado quiral se puede enriquecer enantioméricamente en el
caso de fosforamiditos; la parte didlica y/o la parte alcohdlica se puede enriquecer enantioméricamente en el caso de
fosfitos; la parte didlica y/o la parte hidrocarbonada se puede enriquecer enantioméricamente en el caso de
fosfonitos. Obviamente, un enantiomero del ligando dara el compuesto (7) con una cierta configuracion (R) o (S),
mientras que el enantidmero opuesto del ligando puede dar el compuesto (7) con la configuracion opuesta (S) o (R).
Preferiblemente, se usa un catalizador quiral que es capaz de convertir preferentemente el compuesto (6) en el
enantiomero (S) del compuesto (7). Adicionalmente, el propio metal puede ser igualmente opticamente activo.

Se hace uso preferiblemente de ligandos monodentados quirales L enriquecidos enantioméricamente que tienen la

férmula (1),
/\ Q
Cn /P—Q
\_©
en la que C,, junto con los dos atomos de O y el atomo de P, forma un anillo con 2-6 atomos de C sustituido o no
sustituido, Q representa OR o NR' R2, en el que R, R’ y R? representan, cada uno independientemente, hidrégeno,

un grupo alquilo, arilo, aralquilo o alcarilo opcionalmente sustituido, o pueden formar un anillo opcionalmente
heterociclico junto con el atomo de N al que estan unidos.

M
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En el ligando quiral L de formula (1), C, y/o R, R' y/o R? son quirales, o una parte de una entidad quiral. C,
representa preferiblemente una cadena de C4 sustituida quiral (cadena con 4 atomos de carbono opcionalmente
sustituidos), de predominantemente una configuracion, por ejemplo con un exceso enantiomérico mayor que 95%,
en particular mayor que 99%, mas en particular mayor que 99,5%. Preferiblemente, C,, junto con los dos atomos de
oxigeno y el atomo de fésforo, forma un anillo de 7 miembros con 4 atomos de carbono los cuales 2 por 2 forman
parte de un grupo arilo o un grupo naftilo.

Preferiblemente, la enantioselectividad (e.e.) del catalizador quiral usado para el proceso de hidrogenacion
asimétrica (B) para convertir el compuesto (6) en el compuesto (7) es al menos 85%, mas preferido al menos 90%,
incluso mas preferido al menos 95%, particularmente preferido al menos 98%, y lo mas preferido al menos 99%.

En los documentos WO 02/04466 y WO 01/94278, cuyos ejemplos se incorporan aqui como referencia, se describen
ejemplos de ligandos monodentados quirales adecuados de férmula (1).

Como disolvente, se puede hacer uso de: alcoholes, ésteres, amidas, éteres, hidrocarburos aromaticos,
hidrocarburos halogenados, o similares. Se prefieren acetato de etilo, acetato de isopropilo, metil-t-butiléter,
tetrahidrofurano, tolueno, acetona, metilisobutilcetona y diclorometano; son muy preferidos acetato de etilo y
diclorometano. También es posible llevar a cabo la hidrogenacion (transferencia) asimétrica en liquidos idnicos,
como se describe en T. Welton, Chem. Rev., 1999, 99, 2071-2083, de manera que se simplifica el aislamiento del
producto. Si es necesario, la solubilidad del ligando en el liquido i6nico se puede incrementar proporcionando el
ligando con grupos polares tales como sales de carboxilato.

Cuando se usan fosforamiditos como ligando (cuando Q en la formula (I) = NR'R?), el proceso de hidrogenacion
asimétrica se puede acelerar opcionalmente incrementando la presion. La presion puede estar entre 1y 100 bares,
mas preferido entre 2 y 80 bares, y lo mas preferido de 3 a 60 bares.

La temperatura a la que se lleva a cabo la hidrogenacion (transferencia) asimétrica es generalmente un compromiso
entre la velocidad de reaccion y la enantioselectividad, y esta preferiblemente entre -20 y 120°C, en particular entre 0
y 60°C. La hidrogenacion (transferencia) asimétrica se lleva a cabo preferiblemente excluyéndose el oxigeno.
Preferiblemente, los sustratos y disolventes no contienen oxigeno, peréxidos u otras sustancias oxidantes.

En el proceso de hidrogenacion de transferencia asimétrica (Procedimiento (B)) de la invencion, el doble enlace
proquiral del compuesto (6) se reduce asimétricamente a través de una transferencia de hidrogeno en presencia de
uno o mas dadores de hidrégeno, que, en el contexto de esta invencion, se entiende que son compuestos que
pueden en cierta manera transferir hidrégeno al sustrato. Los dadores adecuados de hidrégeno que se pueden usar
son preferiblemente H> — en cuyo caso el proceso se define como un proceso de hidrogenacion asimétrica -, pero
también pueden ser alcoholes alifaticos o aromaticos con 1-10 atomos de carbono, en particular alcoholes
secundarios con 1-10 atomos de carbono, por ejemplo isopropanol o ciclohexanol, o hidrocarburos insaturados con
5-10 atomos de carbono, por ejemplo 1,4-dihidrobenceno o hidroquinona, azucares reductores, por ejemplo glucosa
o derivados de acido férmico, por ejemplo formiato de amonio o una mezcla azeotropica de acido férmico y
trietilamina. Preferiblemente, se usan acido férmico, isopropanol o ciclohexadieno.

La relacién molar de sustrato (compuesto (6)) a dador de hidrogeno esta preferiblemente entre 1:1 y 1:100. La
presiéon de hidrogeno puede variar dentro de limites amplios, y se escoge preferiblemente para que sea tan alta
como sea posible cuando se desee una reaccioén rapida o la cantidad mas baja posible de catalizador. Por ejemplo,
la presion de hidrégeno esta entre 0,05 y 20 MPa, preferiblemente entre 0,1 y 10 MPa, en particular entre 0,15y 8
MPa.

En la hidrogenacion asimétrica del compuesto (6), se hace uso preferiblemente de una relacién molar de metal
presente en el compuesto de metal de transicién a compuesto (6), el sustrato, de entre 1:10 y 1:1.000.000, en
particular entre 1:50 y 1:100.000.

El rendimiento obtenido con el proceso de hidrogenacion asimétrica que convierte el compuesto (6) en el compuesto
(7) es preferiblemente al menos 50%, mas preferido al menos 70%, incluso mas preferido al menos 80%,
particularmente preferido al menos 90%, y muy preferido al menos 95%.

Preferiblemente, durante el proceso de hidrogenacion asimétrica de la invencion, el compuesto (7) se puede obtener
con una pureza enantiomérica (e.e.) de al menos alrededor de 50%, mas preferido al menos alrededor de 75%,
incluso mas preferido al menos alrededor de 85%, particularmente preferido al menos alrededor de 95%, y muy
preferido al menos alrededor de 98%.

Segun este procedimiento de preparacion particular (B), el compuesto (7) se puede someter a una reaccion de
hidrolisis, por ejemplo poniendo en contacto el compuesto (7) con un acido, por ejemplo mediante tratamiento con
HCI, H2SO4, acido acético o acido p-toluenosulfénico, o poniendo en contacto el compuesto (7) con una base, por
ejemplo NaOH, Na;CO3 o K>CO3, o mediante tratamiento del compuesto (7) con una enzima, por ejemplo con una
acilasa o similar, para dar un compuesto segun la formula (2). Las conversiones del compuesto (7) en el compuesto
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(2) se pueden realizar de manera conocida por la persona experta en la técnica, por ejemplo como se describe en J.
Am. Chem. Soc. 1988, Vol. 110, paginas 6162-6172 y en J. Org. Chem. 1990, Vol. 55, paginas 6000-6017, y en J.
Org. Chem. 1984, Vol. 49, paginas 2819-2820.

Como disolventes para la reaccion de hidrdlisis, se pueden usar disolventes organicos o agua, por ejemplo alcoholes
o ésteres. Se prefiere el agua debido a que la siguiente etapa, la conversion del compuesto (2) en el compuesto (1),
también se puede llevar a cabo en el mismo disolvente, disolvente el cual es en particular medioambientalmente
inocuo y es barato.

El compuesto segun la formula (6) se puede preparar poniendo en contacto un compuesto segun la formula (5) con
un derivado de glicina N-funcionalizado que tiene la férmula B-NH-CH,-CQOY, en la que Y es como se define
anteriormente, y convirtiendo un compuesto de azlactona opcionalmente formado como intermedio en el compuesto
de férmula (6) [Procedimiento (B1)]:

o]
NN
T l/ N o T
| 27 Ny §<2 ;
1 R v
coy
0 4
| > H HN‘B | r T coy
—_—
HN.
Z//_ X base Z// B

® (6)

Los derivados de glicina N-funcionalizados preferidos son acido de glicina N-funcionalizada, éster de glicina N-
funcionalizada, y amida de glicina N-funcionalizada.

Los procedimientos (B1) tipicos para convertir el compuesto (5) en el compuesto (6) son conocidos por una persona
experta en la técnica, y se describen por ejemplo en Laneman et al. en Chem. Ind. 1998, 75 y en Jendrella et al.
Tetrahedron 1995, Vol. 51, paginas 12047-12068, ambos incorporados aqui como referencia. Este procedimiento se
puede aplicar, por ejemplo, haciendo reaccionar un compuesto de féormula (5) con dicho derivado de glicina N-
funcionalizado, en presencia de acetato de sodio y anhidrido de acido acético. La hidrdlisis del compuesto
azlacténico intermedio, cuando se forma, se puede realizar con un acido o una base, por ejemplo usando acido
acético en agua, o mediante hidroxido metdlico, tal como, por ejemplo, hidroxido sédico en agua.

Un compuesto segun la férmula (6) también se puede preparar haciendo reaccionar un compuesto segun la férmula
(4) con un derivado de acrilato funcionalizado, preferiblemente un derivado de enamida acrilica, tal como, por
ejemplo, una enamida de acido acrilico, una enamida de éster acrilico o una enamida de amida acrilica
[Procedimiento (B2)]. Preferiblemente, se puede aplicar una reaccion de Heck, tal como, por ejemplo, descrita por
Willans, de Vries et al. en J. Organomet. Chem. 2003, Vol. 687, paginas 494-497:

coy
~ A N~ COY
| - |
Z// X Z// HN\B

4) (6

La reaccién se lleva a cabo generalmente como se describe anteriormente para la reaccion de Heck.
Preferiblemente, la reaccion se lleva a cabo en presencia de un catalizador de metal de transiciéon. Opcionalmente,
la reaccion se puede llevar a cabo en presencia de una base, opcionalmente en un disolvente, preferiblemente un
disolvente organico. Una enamida de éster acrilico adecuada puede ser éster metilico de la N-acetilglicina, que se
puede poner en contacto con, por ejemplo, 2-clorobromobenceno en presencia de, por ejemplo, Pd(OAc): y
opcionalmente una base, tal como, por ejemplo, acetato de sodio o diisopropiletilamina, por ejemplo en NMP como
disolvente, para dar éster metilico del acido 2-acetilamino-3-(2-clorofenil)-acrilico segun la férmula (6).
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Procedimientos de preparacion (C) para formar compuesto (2) enriquecido enantioméricamente

Una manera adecuada adicional para preparar el compuesto (2) es usando un procedimiento de resolucion clasico
[Procedimiento (C1)]. Tal procedimiento comprende hacer reaccionar una mezcla de reaccién, que comprende
ambos enantiémeros del compuesto segun la férmula (2), con un agente de resolucion adecuado. Por ejemplo, en el
caso cuando Y es H, un grupo alcoxi con 1-10 atomos de carbono sustituido o no sustituido, o un grupo ariloxi
sustituido o no sustituido, la mezcla de reaccion se puede poner en contacto con un agente de resolucién acido, tal
como, por ejemplo, acido tartarico, acido mandélico o acido canfosulfonico, con formacion de una sal diasteredmera
de uno de los enantiomeros del compuesto (2) con dicho agente de resolucion. Esto se puede realizar mediante
métodos como se describe, por ejemplo, en “Stereochemistry of Organic Compounds” Wiley Interscience, Eds. Eliel
E., Wilen S.H., 1994, Capitulo 7. Los diastereémeros formados se pueden separar via cristalizacion, y el compuesto
(2) enriquecido enantioméricamente requerido se puede aislar tras la separacién a partir de la sal diastereémera.

Como alternativa, se puede aplicar un procedimiento de resolucién clasico a dicha mezcla racémica de los
enantiomeros del compuesto (2) o compuesto (7), respectivamente, en los que Y es hidroxilo y B es como se define
anteriormente, usando un agente de resolucién basico, tal como por ejemplo efedrina, a-feniletilamina, o quinina,
como se describe por ejemplo por L.R. Overby y AW. Ingersoll, J. Am. Chem .Soc. 1960, Vol. 81, paginas 2067-
2069. Los diasteredmeros formados se pueden separar via cristalizacion, y el compuesto (2) o el compuesto (7)
enriquecido enantioméricamente requerido se puede aislar después de la separacion a partir de la sal
diasteredmera. En caso de resolucion del compuesto (7), ya sea mediante un agente de resolucién acido o basico, el
compuesto (7) enriquecido enantioméricamente obtenido se somete subsiguientemente a una reaccion de hidrolisis
como se describe anteriormente, para dar el compuesto (2).

La mezcla racémica de ambos enantiomeros del compuesto (2) o (7) se puede preparar segun cualquiera de los
métodos (B) anteriores, cuando se lleva a cabo de manera no estereoselectiva.

La mezcla racémica de compuesto (2) también se puede preparar mediante condensacién de un compuesto segun
la férmula (5) con una hidantoina, seguido de la hidrogenacion del compuesto bencilidénico intermedio formado y de
la hidrdlisis de la hidantoina obtenida con métodos quimicos o enzimaticos conocidos por una persona experta en la
técnica, por ejemplo como se describe por S.G. Burton y colaboradores en Tetrahedron Asymmetry, 2004, vol. 15,
paginas 2737-2741 [Procedimiento (C2)].

Procedimientos de preparacion (D) para formar compuesto (2) enriquecido enantioméricamente

Otra forma adecuada para preparar un compuesto (2) enriquecido enantioméricamente es aplicar un procedimiento
de resolucion enzimatica a una mezcla de reaccion que comprende ambos enantidmeros del compuesto (7)
[Procedimiento (D)]. Por ejemplo, mediante hidrdélisis enzimatica del enlace N-B en uno de los enantidmeros de un
compuesto de formula (7) usando, por ejemplo, una acilasa, con lo que se forma una mezcla de un enantiémero de
compuesto (2) y el enantidmero opuesto del compuesto (7), seguido de la separacion de dicho un enantiomero del
compuesto (2) a partir de dicha mezcla. Otro método es mediante hidrolisis enzimatica del enlace C-Y del
compuesto (2) o (7) en el caso de que Y es NHa, usando, por ejemplo, una amidasa [Procedimiento (D1)]. Otro
método es mediante hidrélisis enzimatica del enlace C-Y del compuesto (2) o (7) en el caso de que Y es NHy,
usando, por ejemplo, una amidasa [Procedimiento (D1)].

Otra manera adecuada es mediante hidrdlisis enzimatica del enlace C-Y de compuestos (2) y/o (7), en el caso
cuando Y es un grupo alcoxi con 1-10 atomos de carbono sustituido o no sustituido, o un grupo ariloxi sustituido o no
sustituido, usando, por ejemplo, una lipasa, como se describe por Roper y colaboradores, Synthesis 1983, pagina
1041 [Procedimiento (D2)].

Otra forma adecuada es poniendo en contacto una mezcla que comprende ambos enantidmeros de respectivamente
el compuesto (2) o el compuesto (7) con una enzima PAL para convertir uno de los enantiomeros de los compuestos
(2) o (7) en un compuesto de férmula (3), y separando el otro enantidmero del compuesto (2), respectivamente (7), a
partir de dicho compuestos (3). [Procedimiento (D3)].

Otra manera adecuada es poniendo en contacto una mezcla que comprende ambos enantidmeros de
respectivamente el compuesto (2) o (7) con una aminotransferasa para convertir uno de los enantidmeros en un
compuesto de féormula (9), y obtener los compuestos (2) o (7) enriquecidos enantioméricamente [Procedimiento
(D4)].

En el caso en el que se obtenga un compuesto (7) enriquecido enantioméricamente segun el procedimiento (D),
dicho compuesto (7) se puede someter subsiguientemente a una reacciéon de hidrélisis como se describe
anteriormente para dar el compuesto (2).

Otros procedimientos de preparacion (E) — (G) para formar compuesto (2) enriquecido enantioméricamente

Una forma adecuada adicional para preparar compuesto (2) es mediante hidrélisis enzimatica de una hidantoina de
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férmula (8) usando una enzima hidantoinasa [Procedimiento (E)]:

0

B NH
Z X :
o (8).

Otra forma adecuada para preparar compuesto (2) es aplicar aminacion reductora enzimatica, es decir, poner en
contacto un a-cetoacido, a-cetoéster o a-cetoamida de formula (9), o una sal de los mismos, con, por ejemplo,
amoniaco en presencia de una enzima [Procedimiento (F)]:

N coy
|

A_ O
rA 9)

Otra manera adecuada para preparar compuesto (2) es usando una aminotransferasa, es decir, poniendo en
contacto un a-cetoacido, a-cetoéster o a-cetoamida de férmula (9) con un dador de grupos amino, por ejemplo
glutamato o alanina, en presencia de una enzima aminotransferasa [Procedimiento (G)].

Otros procedimientos adecuados para preparar compuesto (2) son conocidos por una persona experta en la técnica,
por ejemplo como se describe en Chemistry of the Amino Acids, Eds Greenstein J.P. Winitz M. Vol. 3, Krieger
Publishing Company Inc., 1984, capitulo 34.

Preferiblemente, las etapas del procedimiento para preparar compuesto (1) se llevan a cabo sin aislamiento o
purificacion de los compuestos intermedios (2-9).

La invencion se elucidara en base a los ejemplos, sin estar sin embargo limitada por ellos.

Ejemplos

Definiciones

Chinal = numero de moles de producto (1) formado al final de la reaccion.
Do = numero de moles de sustrato (2) al comienzo de la reaccion.

Ds = numero de moles de sustrato (2) al final de la reaccion.

El rendimiento (5) se puede definir mediante la férmula:

Rendimiento (%) = Cfina/Do * 100 (4)

La conversion (%) se puede definir mediante la férmula (5):

Conversion (%) = (Do-Ds)/Do * 100 (5)

La selectividad se puede definir mediante la férmula (6):

Selectividad (%) = (rendimiento/conversién) * 100 (6)
Ejemplo 1

Acido (S)-2,3-dihidro-1H-indol-2-carboxilico: Conversién de (S)-2-bromofenilalanina con 2% en moles de CuCl en
NMP a 100°C

Un matraz se cargd sucesivamente con 366 mg (1,5 mmoles) de (S)-2-bromofenilalanina, 217 mg (1,6 mmoles) de
K>CO3, 3,2 mg (0,03 mmoles) de CuCly 3,2 g de NMP. El reactor se inundd con argon, y después se mantuvo bajo
una corriente lenta de argén. La mezcla de reaccion se agité y se calentd hasta 100°C, y se mantuvo a esta
temperatura. Se tomaron muestras regularmente, y se analizaron mediante HPLC. Después de 4 horas, se encontrd
una conversion total de (S)-2-bromofenilalanina. El rendimiento (medido en disolucién) de acido (S)-2,3-dihidro-1H-
indol-2-carboxilico fue 95,9 %, ee > 98,6%.

Ejemplo 2
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Acido (S)-2,3-dihidro-1H-indol-2-carboxilico: Conversién de (S)-2-bromofenilalanina con 1% en moles de CuCl en
NMP a 80°C

Un matraz se cargd sucesivamente con 9,76 g (40,0 mmoles) de (S)-2-bromofenilalanina, 5,80 g (42,0 mmoles) de
K2CO3, 40 mg (0,4 mmoles) de CuCl y 40 g de NMP. El reactor se inundé con argén, y después se mantuvo bajo
una corriente lenta de argén. La mezcla de reacciéon se agitd y se calenté hasta 80°C, y se mantuvo a esta
temperatura. Se tomaron muestras regularmente, y se analizaron mediante HPLC. Después de 3,5 h, se encontrd
una conversion total de (S)-2-bromofenilalanina. La mezcla de reaccidon se enfrid hasta 25°C, y después se
afnadieron 40 ml de H,O y 50 ml de EtOAc acuoso. El pH de esta mezcla se ajusté hasta 3,3 con 3,5 g de HCI
acuoso al 37%. Las fases se separaron. La fase de H;O se extrajo con 2 x 50 ml de EtOAc acuoso. Las capas
organicas combinadas se lavaron con 25 ml de NaCl acuoso sat. Después, la fase organica se concentré. El residuo
se disolvio en 16 ml de HCI 5N, seguido del ajuste del pH hasta 2,1 con 9,4 g de NaOH acuoso al 32%. El acido (S)-
2,3-dihidro-1H-indol-2-carboxilico precipitado se aislé mediante filtracion y se lavé con 2 x 10 ml de H0. Se
encontraron 3,24 g (19,8 mmoles) de acido (S)-2,3-dihidro-1H-indol-2-carboxilico después de secar. Rendimiento
49,5%, ee >99%.

Ejemplo 3

Acido (S)-2,3-dihidro-1H-indol-2-carboxilico: Conversién de (S)-2-bromofenilalanina con 2% en moles de CuCl en
agua a 95°C

Un matraz se cargd sucesivamente con 366 mg (1,5 mmoles) de (S)-2-bromofenilalanina, 217 mg (1,6 mmoles) de
K>CO3, 3 mg (0,03 mmoles) de CuCl y 3,4 g de H2O. El reactor se inund6 con argon, y después se mantuvo bajo una
corriente lenta de argdén. La mezcla de reaccion se agitd y se calenté hasta 95°C, y se mantuvo a esta temperatura.
Se tomaron muestras regularmente, y se analizaron mediante HPLC. Después de 2 horas, se encontrd la conversion
total de (S)-2-bromofenilalanina. La mezcla de reaccion se enfrié hasta 25°C y se analizé mediante HPLC. El
rendimiento en disolucion de acido (S)-2,3-dihidro-1H-indol-2-carboxilico fue 81,1 %, ee > 99%.

Ejemplo 4

Acido (S)-2,3-dihidro-1H-indol-2-carboxilico: Conversién de (S)-2-bromofenilalanina con 0,01% en moles de CuCl en
agua a 95°C

Un matraz se cargd sucesivamente con 4,89 g (20,0 mmoles) de (S)-2-bromofenilalanina, 2,93 g (21,2 mmoles) de
K>CO3, 0,2 mg de CuCl (2,9 mmoles) y 39,7 g H20. El reactor se inundo con argén, y después se mantuvo bajo una
corriente lenta de argdén. La mezcla de reaccion se agitd y se calentd hasta 95°C, y se mantuvo a esta temperatura.
Se tomaron muestras regularmente, y se analizaron mediante HPLC. Después de 4 h se encontré una conversion
total de (S)-2-bromofenilalanina. La mezcla de reaccién se enfrié hasta 25°C. Después, la mezcla de reaccion se
acidifico con 4,47 g de HCI acuoso 5M hasta pH = 4,4. El acido (S)-2,3-dihidro-1H-indol-2-carboxilico precipitado se
aislo mediante filtracion, y se lavé con 2 x 10 ml de H20. Después de secar, se encontraron 2,24 g (13,7 mmoles) de
acido (S)-2,3-dihidro-1H-indol-2-carboxilico. Rendimiento 69%, ee >99%.

Ejemplo 5
Acido (S)-2,3-dihidro-1H-indol-2-carboxilico: Conversién de (S)-2-bromofenilalanina sin CuCl en agua a 95°C

Un matraz se cargd sucesivamente con 366 mg (1,5 mmoles) de (S)-2-bromofenilalanina, 217 mg (1,6 mmoles) de
K>COs3 y 3 g de H2O. El reactor se inund6 con argén, y después se mantuvo bajo una corriente lenta de argon. La
mezcla de reaccion se agitdo y se calentd hasta 95°C, y se mantuvo a esta temperatura. Se tomaron muestras
regularmente, y se analizaron mediante HPLC. Después de 5 horas, la conversion fue aproximadamente 37%.
Después de 22 h, se encontré una conversion total de (S)-2-bromofenilalanina. La mezcla de reaccion se enfrié
hasta 25°C, y se analizé mediante HPLC. El rendimiento en disolucion de acido (S)-2,3-dihidro-1H-indol-2-carboxilico
fue 95,6 %, ee > 99%.

Ejemplo 6
Etapa (i) Preparacion de acido 3-(2-cloro-fenil)-acrilico (compuesto (3))

Una mezcla de 18,4 g (0,19 moles) de acetato de potasio en 70,3 g (0,5 moles) de 2-clorobenzaldehido se calentd
hasta 145°C. Después, se afiadieron 76,5 g (0,75 moles) de anhidrido acético en 1 hora. Después de dosificar 0,50
moles de anhidrido acético, la mezcla se puso transparente. La mezcla se agité a 145°C durante 18 horas. La
mezcla de reaccién caliente se vertié en una mezcla de 670 g de NaOH acuoso al 6,4% p/p (1,1 moles, 2,1 eq
basados en 2-clorobenzaldehido) y 200 ml de tolueno a 80°C. El pH final fue 7,4. Después de la separacion de la
fase organica, la capa de agua se extrajo nuevamente con 100 ml de tolueno a 80°C. Las fases acuosas
combinadas se acidificaron con 380 g de H,SO4 al 25% p/p hasta pH 4,6. La cristalizacion comienza a pH 6,4. La
mezcla se enfrio hasta 25°C, y el producto se aislé por filtracion, se lavé con 100 ml de agua, y se seco (vacio,
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50°C). Se obtuvo acido 3-(2-cloro-fenil)-acrilico como un sélido blanquecino (100,2 g, 0,55 moles, rendimiento 55%).
Etapa (ii): Preparacion de acido (S)-2-amino-3-(2-cloro-fenil)-propidnico

El gen de PAL de R. glutinis se sintetizé por Genscript Corporation, Scotch Plains, USA, segun la secuencia proteica
de la PAL de Rhodosporidium toruloides ATCC 10788, secuencia la cual esta listada en la base de datos de
proteinas del NCBI con el numero CAA31209. Los codones del gen sintético de PAL se optimizaron para la
expresion en E. coli. El gen sintetizado se ligé en el sitio de Smal de pUC57 por Genscript para dar el constructo
pUC57_PAL. El plasmido liofilizado (5 pg) (obtenido de Genscript) se disolvié en 50 ul de agua MilliQ, y 1 se usé 1 pl
de esta disolucion para transformar una alicuota de células quimicamente competentes de E. coli DH5a (Invitrogen,
Breda, Paises Bajos) segun el protocolo del proveedor. Después del crecimiento durante la noche sobre medio LB
solido (10 g/l de triptona Bacto Trypton (Difco, Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD, USA), 5 g/l de extracto
de levadura Bacto Yeast Extract (Difco) y 5 g/l de cloruro sédico (Merck, Darmstadt, Alemania) suplementado con
100 pg/ml de carbenicilina (Sigma, St. Louis, MO, USA), a 37°C, se transfirid6 una colonia a 20 ml de medio LB
liqguido que contiene 100 ug/ml de carbenicilina. Se prepararon lotes en glicerol (concentracion final de glicerol de
8%) de este cultivo, y se almacenaron a -80°C.

Se inoculd E. coli DH5a, que contiene el constructo pUC57_PAL segun se obtiene anteriormente, en 1000 ml de
medio LB suplementado con 100 pg/ml de carbenicilina, y se hizo crecer toda la noche a 28°C. Este cultivo se us6
para inocular 10 litros de medio TB (12 g/l de triptona Bacto Trypton, 24 g/l de extracto de levadura Bacto Yeast
Extract, 2,31 g/l de KH2PO4 (Merck), 12,54 g/l de KoHPO4 (Merck), y 4 g/l de glicerol (Sigma), pH 7,0, suplementado
con 0,1 g/l de carbenicilina e IPTG (concentracion final 1 mM). Las células se fermentaron durante 9,5 horas a 37°C
a una velocidad del agitador de 500 a 1500 rpm. Las células se cosecharon mediante centrifugacion. Se obtuvo un
rendimiento total de 230 gramos de células. Estas células se almacenaron como alicuotas de 10 gramos a -20°C.

Antes del experimento, se descongelé en agua fria la cantidad apropiada de células, y se resuspendié en una
disolucién de reaccion adecuada.

Se disolvieron 1,8 g (10 mmoles) de acido 3-(2-cloro-fenil)-acrilico en 0,5 | de NH3 acuoso al 13 % en volumen, y el
pH se ajustd hasta 11 con H,SO4 acuoso al 25% p/p (disolucion sustrato). Después, se resuspendieron 130 g (peso
himedo) de células de E. coli, que contienen el gen de fenilalanina amonio liasa de R. glutinis (E. coli DH5a que
contiene el plasmido pUC57_PAL), en 0,2 | de amoniaco acuoso al 13% en volumen (pH ajustado a 11 con H>SO4
acuoso al 25% p/p). La suspension celular se afiadié a la disolucion sustrato, y el volumen se ajusté a 1 | con
amoniaco acuoso al 13% en volumen. La reaccion se agité con 200 rpm a 30°C en una vasija cerrada. Durante la 12
hora, se afadieron al medio de reaccién 0,91 g (5,0 mmoles) de acido 3-(2-cloro-fenil)-acrilico cada 5 minutos.
Después, la alimentacién se continué con adicion de 0,91 g (5 mmoles) de acido 3-(2-cloro-fenil)-acrilico cada 25
minutos durante otras 7 h. Después de un tiempo total de reaccién de 8,5 h, las células se eliminaron mediante
centrifugacion.

El rendimiento de la reaccion (determinado usando HPLC) fue aproximadamente 91%. La mezcla de reaccién
contenia aproximadamente 18,1 gramos (91 mmoles) de 2-clorofenilalanina.

El sobrenadante (850 ml, pH 10,8) se concentrd a presion reducida (150 a 10 mbares; temperatura del bafio: 60°C).
Después de eliminar alrededor de 65% del agua, se formo una gran cantidad de precipitado (pH 7,5). El precipitado
se eliminé mediante filtracion, y se agité en agua para eliminar las sales inorganicas. El material sélido resultante se
seco para dar 14,9 g de producto. Este producto contenia 57% p/p de acido (S)-2-amino-3-(2-cloro-fenil)-propiénico
(8,5 g, 47% de rendimiento), 24% p/p de agua y 1,7% p/p de acido 3-(2-cloro-fenil)-acrilico. El e.e. del acido (S)-2-
amino-3-(2-cloro-fenil)-propiénico fue 99%. El licor madre contenia los restantes 9,5 g de acido (S)-2-amino-3-(2-
clorofenil)-propidnico.

Etapa (iii): Acido (S)-2,3-dihidro-1H-indol-2-carboxilico: Conversién de acido (S)-2-amino-3-(2-cloro-fenil)-propidnico
con 1% en moles de CuCl en agua a 95°C

Un matraz se cargd sucesivamente con 3,00 g (15,0 mmoles) de acido (S)-2-amino-3-(2-cloro-fenil)-propidnico, 2,17
g (15,7 mmoles) de K.COs3, 15 mg de CuCl (2,9 mmoles) y 15 g de H20O. El reactor se inundé con argon, y después
se mantuvo bajo una corriente lenta de argén. La mezcla de reaccion se agitd y se calent6 hasta 95°C, y se mantuvo
a esta temperatura durante 22 h. Se tomaron muestras regularmente, y se analizaron mediante HPLC. La
conversion después de 22 h fue aproximadamente 40%. Después, se afiadieron 15 ml de agua, y la mezcla se agité
y se calent6 durante 18 h adicionales. La HPLC indicé una conversion total de (S)-2-clorofenilalanina. La mezcla de
reaccion se enfrio hasta aprox. 25°C. El pH de la disoluciéon se disminuyé entonces desde 7,6 hasta aprox. 3,5. El
acido (S)-2,3-dihidro-1H-indol-2-carboxilico precipitado se aislé mediante filtracion y se lavo con 2 x 10 ml de HCI
0,01 M. Después de secar, se encontraron 1,88 g (11,5 mmoles) de acido (S)-2,3-dihidro-1H-indol-2-carboxilico.
Rendimiento 76,6 %, ee > 99%.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la preparacion de un acido indolin-2-carboxilico opcionalmente sustituido enriquecido
enantioméricamente segun la férmula (1)

\

zl// N CoY
H

(M

o una sal del mismo, en la que Y es un grupo hidroxilo, un grupo alcoxi con 1-10 atomos de carbono sustituido o no
sustituido, un grupo ariloxi sustituido o no sustituido, o un resto aminico, y en la que Z representa uno o mas
sustituyentes sobre un grupo aromatico que se escogen del grupo que consiste en hidrégeno, un grupo hidroxilo, un
grupo alifatico ciclico o aciclico con 1-10 atomos de carbono opcionalmente sustituido, un grupo heterociclico
alifatico con 1-10 atomos de carbono opcionalmente sustituido, un grupo (hetero)arilo opcionalmente sustituido, un
grupo alcoxi con 1-10 atomos de carbono opcionalmente sustituido, un dtomo de halégeno, un grupo amina, un
grupo nitro, un acido carboxilico, un éster carboxilico, una amida carboxilica, nitrilo y grupo trifluorometilo, en el que
un compuesto fenilalaninico quiral sustituido con X en posiciéon orto enriquecido enantioméricamente segun la
férmula (2)

Ccoy

(2)

o una sal del mismo, en la que Y y Z son como se define anteriormente, y X es un grupo saliente, se somete a
ciclacién a una temperatura por debajo de alrededor de 140°C, con formacién del compuesto de acido indolin-2-
carboxilico enriquecido enantioméricamente, segun la férmula (1).

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que x se escoge del grupo que consiste en cloruro, bromuro,
yoduro, y un grupo mesilato.

3. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que Z es hidrégeno, Y es hidroxilo, y el
acido indolin-2-carboxilico segun la formula (1) esta enriquecido enantioméricamente en el enantiémero (S).

4. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el procedimiento se lleva a cabo en
presencia de un catalizador metalico que comprende un atomo o ion de metal de transicién seleccionado de los
grupos 8 a 11 de la Tabla Periédica de los Elementos.

5. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el catalizador metalico comprende al
menos un atomo o sal de de cobre metalico.

6. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el procedimiento se lleva a cabo en
ausencia de un ligando.

7. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que la reaccion de ciclacién se lleva a cabo
en un disolvente organico, en agua, en un liquido iénico, o en una mezcla de dos o mas de los mismos.

8. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que la reaccion de ciclacién se lleva a cabo
en presencia de una base.

9. Procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que el compuesto (2) enriquecido

enantioméricamente se prepara a partir del derivado de acido cindmico sustituido con X en posicion orto
correspondiente de férmula (3)

I
2/ = X ‘
3
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o una sal del mismo, en la que X, Y y Z son como se define anteriormente, haciendo reaccionar el compuesto de
férmula (3) con un dador de grupos amino en presencia de una fenilalanina amonio liasa (PAL) estereoselectiva
[Procedimiento (A)].

10. Procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que el compuesto (2) enriquecido
enantioméricamente se prepara poniendo en contacto un compuesto de férmula (6)

| X (6{0) ¢
HN.
Z// X B

(6)
o una sal del mismo, en la que X, Y y Z son como se define anteriormente, y B es un grupo —-COR'en el que R'es
un grupo alifatico ciclico o aciclico con 1-10 atomos de carbono opcionalmente sustituido, un grupo heterociclico
alifatico con 1-10 atomos de carbono opcionalmente sustituido, un grupo (hetero)arilo opcionalmente sustituido, o un

grupo alcoxi con 1-10 atomos de carbono opcionalmente sustituido, con un dador de hidrégeno en presencia de un
catalizador quiral que comprende un metal de transicion, con formacion de un compuesto segun la formula (7)

coy

(")

o una sal del mismo, en la que X, Y, Zy B son como se define anteriormente, y sometiendo a dicho compuesto (7) a
una reaccion de hidrdlisis con formacion de un compuesto segun la férmula (2) [Procedimiento (B)].
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