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DESCRIPCION
Un inhibidor de N-acilesfingosina glucosiltransferasa
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0001] Los glucoesfingolipidos (GSLs) son una clase de compuestos que ocurren naturalmente que tienen una
multitud de funciones bioldgicas, incluyendo la capacidad de promover crecimiento celular, diferenciacién celular,
adherencia entre células o entre células y proteinas de matriz, uniébn de microrganismo y virus a células, y
metastasis de células tumorales. Los GSLs se derivan de glucosilceramida (GlcCer), la cual es producida a partir de
ceramida y UDP-glucosa por la enzima UDP-glucosa: N-acilesfingosina glucosiltransferasa (GlcCer sintasa). La
estructura de ceramida se muestra abajo:

CrHar OH

Ol
I

CERAMIDA

0002] La acumulacion de GSLs ha sido relacionada con una serie de enfermedades, incluyendo las enfermedades
de Tay-Sachs, Gaucher, y Fabry (ver, por ejemplo, Patente U.S. 6.051.598). Los GSLs han sido relacionados con
ciertos canceres. Por ejemplo, se ha encontrado que ciertos GSLs se producen Unicamente en tumores o en
concentraciones en tumores anormalmente altas; ejercen acciones estimulatorias o inhibitorias marcadas sobre el
crecimiento celular cuando se afadieron a células tumorales en medio de cultivo; e inhiben el sistema
inmunodefensivo normal del cuerpo cuando se libera por tumores al fluido extracelular circundante. La composicion
de GSLs de tumor cambia cuando el tumor se vuelve malignos y los anticuerpos para ciertos GSLs inhiben el
crecimiento de tumores.

[0003] Compuestos que inhiben GlcCer sintasa pueden reducir las concentraciones de GSL y se ha informadao que
son Utiles para tratar a un sujeto con una de las enfermedades antes mencionadas. Una serie de potentes
inhibidores de GlcCer, referidos aqui como "compuestos tipo ceramida”, son revelados en las Patentes U.S. N°
6.051.598, 5.952.370, 5.945.442, 5.916.911 y 6.030.995. El término "compuestos tipo ceramida" se refiere a
analogos de ceramida en los cuales: 1) el alcohol primario es sustituido con un grupo amino sustituido; y 2) el grupo
alquenilo es sustituido con un grupo arilo, preferiblmete fenil o fenil sustituido. Los correspondientes compuestos N-
deacilatados son referidos como "compuestos tipo esfingosina.”

[0004] Desafortunadamente, los métodos conocidos para preparar compuestos de tipo ceramida son poco
adecuados para fabricar a escala industrial. A causa de los dos centros quirales, la mayoria de las sintesis
conocidas genfueron cuatro diastereoisomeros, que dan lugar a la necesidad de separar diasterebmeros por
cromatografia y aislar el enantiomero deseado por cristalizacion tras derivacion con reactivos opticamente activos
por ejemplo, isdmeros de acido dibenzoiltartarico (ver, por ejemplo, Inokuchi and Radin, Journal of Lipid Research
28:565 (1987)). Ninguno de los procesos es susceptible de preparaciones a gran escala. Se ha informado de
sintesis enantioselectivas de compuestos amino de tipo ceramida que utilizan reducciones diastereoselectivas
(Mitchell, y colaboradores., J. Org. Chem. 63:8837 (1998) y Nishida, y colaboradores, SYNLETT 1998:389 (1998)),
pero requieren mas de 10 pasos, algunos de los cuales utilizaron reactivos caros tales como hidruro de
diisobutilaluminio (DIABAL) y Aldehido Gamer (terc-butil (R)-(+)-4 formil-2, 2-dimetil - 3-carboxilato de oxazolidina).
Asi, existe una necesidad fundamental de sintesis enantioselectiva de compuestos amino de tipo ceramida que sean
mas econémicos y eficaces, e impliguen menos pasos que las sintesis conocidas.

[0005] Lee y colaboradores (J. Biol. Chem., 247(21), ppl4662-14669 (1999)) revela inhibidores especificos de
glucosilceramida sintasa. En particular, Lee y colaboradores revela unicamente compuestos con un grupo alcanoilo
C16 (palmitoil) en el &tomo de nitrégeno de la amida.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0006] Lo que se proporciona aqui es una sintesis eficiente, altamente enantioselectiva de compuestos amino de
tipo ceramida. Esta sintesis de compuestos amino de tipo ceramida implica solamente cinco pasos a partir de
compuestos conocidos. Por ejemplo, el compuesto comparativo de tipo ceramida designado como "Compuesto 5" en
la Figura 1 se produjo en un exceso enantiomérico de al menos 99,6% y un rendimiento total del 9% (ver Ejemplos
comparativos 1
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[0007] En un primer aspecto la invencion se refiere a un compuesto segun la Reivindicacion 1. Una realizacién
adicional del compuesto es expuesta en la Reivindicacion 2.

[0008] La invencion, en méas aspectos, proporciona los usos de los compuestos como se exponen en la
Reivindicacion 3 a 9.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0009]

La Figura 1 es un esquema que muestra la sintesis del compuesto (5) comparativo de tipo ceramida
utilizando los métodos aqui revelados.

La Figura 2 es un esquema que muestra la sintesis del compuesto comparativo (13) de tipo ceramida
utilizando los métodos aqui revelados.

La Figura 3 muestra las estructura de los Compuestos (5)-(8).
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0010] Ejemplos de condiciones especificas para llevar a cabo las reacciones descritas aqui se proporcionan en los
Ejemplos comparativos 1y 2.

[0011] Se pretende que el término "enantidmero” como se usa aqui, y las férmulas estructurales que ilustran un
enantiomero incluyan el enantiomero “puro” libre de su isémero Optico asi como mezclas del enantibmero y su
isdmero optico en las que el enantibmero esta presente en un exceso enantiomérico, por ejemplo, al menos 10%,
25%, 50%, 75%, 90%, 95%, 98%, 0 99% de exceso enantiomerico.

[0012] Compuestos de esta invencion que poseen un grupo funcional suficientemente acidico, uno suficientemente
basico, 0 ambos grupos funcionales, y por consiguiente pueden reaccionar con cualquiera de una serie de bases
inorganicas, y acidos organicos e inorganicos, para formar una sal. Se proporcionan sales fisiologicamente
aceptables. Acidos cominmente empleados para formar sales de adicion de acido son acidos inorganicos tales
como acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido yodhidrico acido sulftrico, acido fosforico, y acidos organicos tal
como acido p-toluensulfénico, acido metanosulfénico, acido oxalico, acido p-bromofenil-sulfénico, acido carbonico,
acido succinico, acido citrico, acido benzoico y &cido acético. Ejemplos de tales sales incluyen el sulfato, pirosulfato,
bisulfato, sulfito, bisulfito, fosfato, monohidrogenofosfato, dihidrogenofosfato, metafosfato, pirofosfato, cloruro,
bromuro, yoduro, acetato, propionato, decanoato, caprilato, acrilato, formato, isobutirato, caproato, heptanoato,
propiolato, oxalato, malonato, succinato, suberato, sebacato, fumarato, maleato, butino-1,4-dioato, hexino-1,6-dioato,
benzoato, clorobenzoato, metilbenzoato, dinitrobenzoato, hidroxibenzoato, metoxibenzoato, ftalato, sulfonato,
xilenosulfonato, fenilacetato, fenilpropionato, fenilbutirato, citrato, lactato, gamma-hidroxibutirato, glicolato, tartrato,
metanosulfonato, propanosulfonato, naftaleno-1-sulfonato, naftaleno-2-sulfonato y, mandelato.

[0013] Sales de adicion basica incluyen las derivadas de bases inorgéanicas, tales como hidroxidos de amonio o
alcali o metales alcalinotérreos, carbonatos y bicarbonatos. Tales bases utiles para preparar las sales de esta
invencion incluyen asi hidréxido de sodio, hidréxido de potasio, hidroxido de amonio y carbonato de potasio.

EJEMPLIFICACION

Ejemplo Comparativo 1 - Preparacion a Pequefia Escala de Compuestos de tipo Ceramida

Sustancia Intermedia 1
(1R,3S,5S,8aS)-1,3-Bis-(2',3'-dihidro-benzo[1,4]dioxin-6'-il)-5-fenil-tetrahidro-oxazolo[4,3-c][1,4]oxazin-8-0na

[0014]

Ph
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[0015] A una mezcla agitada de (5S)-5-fenilmorfolim-2-ona (2,00 g,11,3 mmol) (se prepar6 como en: Dellaria, J.F.:
Santarsiero, B.D. J. Org. Chem., 1989, 54, 3916) y 1,4-benzodioxan-6-carboxaldehido (5,56 g, 33,9 mmol) en
tolueno (125 mL) se afiadié tamices moleculares de 4A (aproximadamente 20 mL). La mezcla se calento a refujo
durante 72 horas, se filtrd libre de tamices y se concentr6. La goma dmbar resultnate se cromatografi6 flash sobre
silice (hexano/éter dietilico) para suministrar un sélido amarillo palido. Este material fué ademas purificado por
trituracion con éter dietilico para dar 1,89 g (34%) de producto como un sélido blanco esponjoso: 'H NMR (CDCl3) 8
7,31-7,17 (m, 5H), 6,95-6,79 (m, 5H), 5,32-5,27 (m, 2H), 4,43-4,28 (m, 2H), 4,24 (s, 4H), 4,18 (m, 4H), 4,16-4,08 (m,

2H) ppm.
Sustancia Intermedia 2

(2S,3R,1"S)-3-(2’,3'-Dihidro-benzo[1,4]dioxin-6’-il)-3-hidroxi-2-(2"-hidroxi-1"-fenil-etilamino)-1-pirrolidina- 1-il-
propan-l-ona

[0016]

. °
1. pirrolidi Q AN 0
Ph/f yy purr0| ina B
E 2, HCI MeOH E

OH

[0017] A una solucién agitada de la Sustancia Intermedia 1 (1,80 g, 3,69 mmol) en cloroformo (20 mL) se afiadio
pirrolidina (2,0 mL, 24 mmol). La solucién fue agitada durante la noche y luego concentrada. La espuma pegajosa
incolora resultante fue tomada en metanol (16 mL) y acido clorhidrico 1 N (4 mL). La mezcla fue reflujada durante 1
hora, tratada con acido clorhidrico 1 N adicional (2 mL) y reflujada durante otras 2 horas. La solucion de reaccion fue
concentrada y el residuo resultante particionado entre acetato de etilo y solucién de bicarbonato sédico acuoso. La
capa organica fue secada (sulfato sodico) y concentrada. La goma amarilla pdlida resultante fue purificada por
cromatografia flash sobre gel de silice (cloruro de metlleno/amonlaco metandlico 2 N) para dar 1,40 g (92%) de
Sustancia Intermedia 2 como un sélido espumoso incoloro: 'H NMR (CDCl3) 6 7.31-7.13 (m, 5H), 6.93-6,70 (m, 3H),
4,47 (d, J = 8,5, 1H), 4,18 (s, 4H), 3,82 (t, J = 5,9, 1H), 3,74 (d, J = 6,0, 2H), 3,06 (d, J = 8,5, 1H), 3,06-2,97 (m, 1H),
2,92-2,83 (m, 1H), 1,97-1,87 (m, 1H), 1,45-1,15 (m, 4H) ppm.

Sustancia Intermedia 3

(1R,2R,1"S)-1-(2’,3'-Dihidro-benzo[1,4]dioxina-6'-il)-2-(2"-hidroxi-1"-fenil-etilamino)-3-pirrolidina-1-il-propano-
1-ol

[0018]
0O OH . OH
_6 . ﬁ_ ..... L A 0 e T Q ﬁN 0
2—Ph o \)—Ph
OH OH

[0019] A una solucion agitada de la Sustancia Intermedia 2 (1,38 g, 3,35 mmol) en tetrahidrofurano (30 mL) se
afiadié hidruro de aluminio vy litio (0,26 g, 6,9 mmol). La suspension espumosa fue agitada durante la noche y luego
enfriada con la adicién (gota a gota hasta que deje de echar espuma) de hidréxido de sodio acuoso 1N (13 mL). La
mezcla fue diluida con agua y extraida con acetato de etilo. La capa organica fue secada (sulfato de sodio) y
concentrada para suministrar una goma incolora. Cromatografia flash sobre gel de silice (cloruro de metileno /
amoniaco metandlico 2N) di6 0.94 g (70%) de producto como una espuma pegajosa incolora: 'H NMR (CDCl3) &
7,36-7,17 (m, 5H), 6,88-6,74 (m, 3H), 4,42 (d, J = 5,4,1H), 4,26 (s, 4H), 3,79-3,69 (m, 1H), 3,64-3,56 (m, 1H), 3,55-
3,45 (m, 1H), 3,00-2,90 (m, 1H), 2,67-2,57 (m, 1H), 2,43-2,32 (m, 4H), 2,25-2,15 (m, 1H), 1.,75-1,65 (m, 4H) ppm.

Sustancia Intermedia 4
(1R,2R)-2-Amino-1-(2',3'-dihidro-benzo[1,4]dioxina-6'-il)-3-pirrolidina-1-il-propan-l-ol

4
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[0020]
OH ,
= 0
HN 0 20 % PA(OH), NH,
Ph TFA MeOH H;O
OH

[0021] En una bomba de reaccién de alta presiéon equipada con un agitador mecanico se cargd una Sustancia
Intermedia 3 (0,91 g, 2,28 mmol) en 10:1 metanol/agua (22 mL), &cido trifluoroacético (0,18 mL, 2.3 mmol) y 20% de
hidréxido de paladio sobre carbono (catalizador de Perlman; 0,91 g). El reactor fue evacuado y rellenado con argon
tres veces y luego evacuado y rellenado con hidrégeno (100 psi). La reaccion fue agitada durante dos dias y luego
evacuada y lavada con nitrégeno. La solucion de reaccion fue filtrada en Celite y concentrada. La goma verde
grisacea resultante fue cromatografiada flash sobre gel de silice (cloruro de metileno/amonio metandlico 2N) para
dar 0,165 g (26%) de producto como una goma casi incolora:

INMR (CDCl3) 5 6.89-6,76 (m, 3H), 4,54 (d, J = 3.7, 1H), 4,25 (s, 4H), 3,43 (s, 1H), 3,14-3,07 (m, 1H), 2,68-2,41 (m,
6H), 1,82-1,71 (m, 4H) ppm.

Compuesto 5

(1R,2R)-4cido  hexadecanoico [2-(2',3'-dihidro-benzo[1,4]dioxina-6-il)-2-hidroxi-1-pirrolidina-1-ilmetil-etil]-
amida

[0022]

zllt-
o

N
C)/\/\@: ] Cloruro de palmllmlc C) HN

CH,Cl,
(CH2)43CH;

[0023] A una solucion agitada de la Sustancia Intermedia 4 (0,165 g, 0,593 mmol) en cloruro de metileno (8 mL) SE
afadiO cloruro de palmitoilo (0,18 g, 0,59 mmol) seguido de N,N-diisopropiletilamina (0,11 mL, 0,65 mmol). La
solucion fue agitada durante 2 horas y luego concentrada. El residuo fue particionado entre acetato de etilo y
soluciéon de bicarbonato sodico acuosa. La capa organica fue secada (sulfato sédico) y concentrada. El sélido
blanquecino resultante fue cromatografiado flash sobre gel de silice (cloruro de metlleno/amonlaco metandlico 2N)
para dar 0,174 g (57%) de producto como un sélido blanco. Comparaciones por espectroscopia 'H NMR y HPLC
quiral analitica (columna: Chirex (S)-VAL y (R)-NE, 4.6 x 250 mm; eluyente: 0,5% de acido trifluoroacético en 67:31:2
hexano/cloruro de metileno/etanol; caudal: 1mL/min; deteccién 280 nM) demuestran que esta sustancia era idéntica
a una muestra del mismo compuesto preparada por el método de Polt, et al. (J. Org. Chem., 1998, 63, 8837). Se
determiné que el exceso enantlomerlco era 99,6%. La Ccntaminacién total de los dos p05|bles diastereémeros es
determinada como 0,2%. *H NMR (CDCI3) & 6,88-6,73 (m, 3H), 5,84 (d, J = 7,3,1H), 4,90 (d, J = 3,8,1H), 4,24 (s,
4H), 4,22-4,15 (m, 1H), 2,86-2,72 (m, 2H), 2,72-2,55 (m, 4H), 2,10 (t, J = 7,5, 2H), 1,82-1,74 (m, 4H), 1,58-1,46 (m,
2H), 1,32-1,16 (m, 24H), 0,88 (t, J = 6,7, 3H) ppm.

Ejemplo Comparativo 2 — Preparacion a Gran Escala de Compuestos de tipo Ceramida
(5S)-5-Fenilmorfolina-2-ona

[0024]
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[0025] Una solucién de S-(+)-fenilglicinol (Aldrich, 10.17 g, 78.12 mmol) y Diisopropiletilamina (Aldrich, 34 mL, 195
mmol, 2,5 equivalentes) fue preparada en CH3CN (200 mL). Esta solucién se afadi6 a fenil-a-bromoacetato (18,48
g, 85,9 mnol, 1,1 equivalentes) disuelto en CH3CN (50 mL) bajo nitrégeno gota a gota durante 2 horas. La solucion
resultante fue agitada bajo nitrégeno durante 16-20 horas. El disolvente fue extraido por rotoevaporacion
manteniendo la temperatura del bafio por debajo de 25° C. Al aceite se afiadié acetato de etilo (120 mL) y la mezcla
fue agitada durante 15 minutos. El precipitado blanco resultante fue filtrado y el sélido lavado con acetato de etilo (25
mL). El filtrado fue rotoevaporado hasta un aceite manteniendo la temperatura de bafio por debajo de 25° C. Tras
secarse bajo vacio durante 0,5 horas, el aceite fue disuelto en CH,Cl, (17 mL) y cargado en una columna de gel de
silice (60 g envasados con 10% acetato de etilo/hexanos. Los puntos del subproducto superior fueron eluados con
10% de acetato de etilo/hexanos y el producto fue eluido con 50% de acetato de etilo/hexanos - 100% acetato de
etilo. Las fracciones conteniendo el producto fueron rotoevaporadas a un aceite manteniendo la temperatura de
bafio por debajo de 25° C. Este aceite fue disuelto en acetato de etilo (12 mL) y se afiadieron hexanos (60 mL)
lentamente en un bafio de hielo para precipitar el producto. El precipitado resultante fue filtrado. El sélido blanco a
amarillo fue secado al vacio. La (5S)-5-fenilmorfolina- 2-ona obtenida (7.4 g, 41.8 mmol, 53%) fue utilizada
directamente en el siguiente paso.

Sustancia Intermedia 1

(1R,3S,5S,8aS)-1,3-Bis-(2',3'-dihidro-benzo[1,4]dioxina-6’-il)-5-fenil-tetrahidro-oxazolo[4,3-c][1,4]oxaziha- 8-
ona

[0026]

O
Phy, N 5 [OK)/,,,
o) I
CL ery, N
(0] 0o + tamices moleculares '( 0

-

) reflujo de tolueno

[0027] (5S)-5-fenilmorfolina-2-ona (7,4 g, 41,8 mmol) y benzodioxolano-6-carboxaldehido (Aldrich o Alfa Aesar,
20,56 g, 125,2 mmol, 3,0 equivalentes) se disolvié en tolueno (180 mL). La solucion fue colocada en un aparato
extractor soxhlet llenado con tamices moleculares 4 A (ca 30 g). La solucion fue reflujada bajo nitrégeno durante 2-3
dias. Tras enfriarse a temperatura ambiente, el disolvente fue eliminado por rotoevaporacion y el aceite fue disuelto
en acetato de etilo (200 mL). Se afiadié una solucién de bisulfito sédico (Aldrich, 50 g) en agua (100 mL) y la mezcla
de dos fases fue agitada a temperatura ambiente durante 1 hora. El sélido blanco resultante fue filtrado y lavado con
acetato de etilo. El filtrado fue colocado en un embudo de decantacién y las capas separadas. La capa orgéanica fue
lavada con agua (100 mL) y solucion saturada de cloruro sddico (100 mL). La solucién seca (Na,SO,) fue filtrada y
rotoevaporada a un aceite espumoso amarillo-rojo (23,11 g). Tras secarse al vacio durante 1 hora, se afiadié éter
dietilico (350 ml) y la mezcla fue agitada a temperatura ambiente durante 16-20 horas. El sélido blanco-amarillo fue
filtrado. El solido se seco al vacio. El cicloaducto fue obtenido con 46% de rendimiento (9,34 g).

Sustancia Intermedia 2

(2S,3R,1"S)-3-(2",3'-Dihidro-benzo[1,4]dioxina-6’-il)-3-hidroxi-2-(2"-hidroxi-1"-fenil-etilamino)-1-pirrolidina-  1-
il-propan-1-ona

[0028]
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[0029] Al cicloaducto (Sustancia Intermedia 1, 6,7 g, 13.74 mmol) disuelto en cloruro de metileno (40 mL) se afiadio
pirrolidina (Aldrich, 5.7 mL, 68.7 mmol, 5 equivalentes). La solucién fue agitada bajo nitrdgeno a temperatura
ambiente durante 16-18 horas. El disolvente fue rotoevaporado para dar un aceite amarillo espumoso que fue
secado al vacio durante 0,5 horas. El crudo fue disuelto en metanol (115 mL) y se afadié una soluciéon acuosa de
HCI 1M (115 mL). La solucién fue reflujada durante 4 horas. Tras enfriar a temperatura ambiente, el metanol fue
extraido por rotoevaporacion. Se afiadio acetato de etilo (60 mL) y el sistema de dos fases fue agitado a temperatura
ambiente durante 5-15 minutos. Las dos capas fueron separadas y la capa orgéanica fue extraida con HCL 1M (30
mL). Las capas acuosas combinadas fueron lavadas dos veces con acetato de etilo (60, 30 mL). Se afadio
lentamente una solucién saturada de bicarbonato sddico (150 mL) a la capa acuosa. El producto fue extraido tres
veces con acetato de etilo (60 mL) de la capa acuosa basica (pH = 8-9). Las capas organicas combinadas
conteniendo el producto fueron lavadas con una solucién saturada de cloruro sodico (30 mL). Tras secado con
Na,S04 la solucion fue filtrada y rotoevaporada para dar un sélido amarillo. La Sustancia Intermedia 2 fue obtenida
con 93% de rendimiento (5.26 g).

Sustancia Intermedia 3
(1R,2R,1"S)-1-(2’,3'-Dihidro-benzo[1,4]dioxina-6'-il)-2-(2-hidroxi-1"-fenil-etilamino)-3-pirrolidin-1-il-propan-1-ol

[0030]

Illll
:z:un

)\/\@J‘ SR
Q? Q{:

OH

A un matraz de 3 bocas equipado con un embudo de adicién y condensador se afadié LiAlH4 (Aldrich, 1,2 g, 31,7
mmol, 2,5 equivalentes) y THF anhidro (20 mL) bajo nitrdgeno. Una solucién de Sustancia Intermedia 2 (5,23 g,
12,68 mmol) en THF anhidro (75 mL) se afiadi6 gota a gota a la reaccién durante 15-30 minutos. La reaccion fue
reflujada bajo nitrogeno durante 9 horas. La reaccion fue enfriada en un bafio de hielo y fue cuidadosamente
afadida una solucion de NaOH 1 M gota a gota. Tras agitarse a temperatura ambiente durante 15 minutos, se
afadié agua (50 mL) y acetato de etilo (75 mL). Las capas fueron separadas y la capa acuosa fue extraida dos
veces con acetato de etilo (75 mL). Las capas organicas combinadas fueron lavadas con solucién saturada de
cloruro soédico (25 mL). Tras secado con Na;SO, la solucién fue filtrada y rotoevaporada para dar un aceite
espumoso incoloro a amarillo. La Sustancia Intermedia 3 fue obtenida con 99% de rendimiento (5,3 g).

Sustancia Intermedia 4
(1R,2R)-2-Amino-1-(2’,3'-dihidro-benzo[1,4]diozin-6’-il)-3-pirrolidin-1-il-propan-1-ol
[0031]
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[0032] La Sustancia Intermedia 3 (5,3 g, 13,3 mmol) fue disuelta en metanol (60 mL). Se afiadieron Agua (6 mL) y
acido trifluoroacético (2,05 mL, 26,6 mmol, 2 equivalentes). Tras ser colocado bajo nitrégeno, se afiadié hidroxido de
paladio 20% sobre carbono (catélisis de Pearlman, Lancaster o Aldrich, 5,3 g). La mezcla fue colocada en un
Aparato Reactor de Presién Parr con inserto de vidrio. El aparato fue colocado bajo nitrégeno y luego bajo 110-120
psi de presién de hidrogeno. La mezcla fue agitada durante 2-3 dias a temperatura ambiente bajo 100-120 psi de
presion de hidrégeno. La reaccion fue colocada bajo nitrégeno y filtrada por una compresa de Celite. La compresa
de Celite fue lavada con metanol (100 mL) y agua (100 mL). El metanol fue extraido por rotoevaporacion. La capa
acuosa fue lavada con acetato de etilo tres veces (100, 50, 50 mL). Se afadié una solucién de NaOH 10 M (10 mL)
a la capa acuosa (pH = 12-14). El producto fue extraido de la capa acuosa tres veces con cloruro de metileno (100,
100, 50 mL). Las capas organicas combinadas fueron secadas con Na,SQOyu, filtradas y rotoevaporadas a un aceite
incoloro. El aceite espumoso fue secado al vacio durante 2h. La Sustancia Intermedia 4 fue obtenida con 90 % de

rendimiento (3,34 g).
Compuesto 5

(1R,2R)-acido  hexadecanoico [2-(2',3'-dihidro-benzo[1,4]dioxina-6'-il)-2-hidroxi-1-pirrolidina-1-ilmetil-etil]
amide

[0033]

= 5 H
-N H ] Ester N-hidroxilsuccinimida HN
. O~  de acido palmitico o
NH,p -

. CHyCly
(CH2)13CH3

[0034] A una solucion de la Sustancia Intermedia 4 (3.34 g, 12.0 mmol) en cloruro de metileno (50 mL) se afadio
una solucién de éster N-hidroxilsuccinimida de acido palmitico (Sigma, 4.24 g, 12.0 mmol) durante 15-30 minutos
bajo nitr6geno a temperatura ambiente. La solucion fue agitada a temperatura ambiente durante 18-20 horas. A la
reaccion se afadié cloruro de metileno (50 mL) y una solucién de NaOH 1M (25 mL). El sistema de dos fases fue
agitado a temperatura ambiente durante 15-30 min. Se afiadié agua (25 mL) y las capas fueron separadas. La capa
acuosa fue extraida de nuevo con cloruro de metileno (25 mL). Las capas organicas combinadas fueron lavadas dos
veces con agua (25 mL) y una vez con una solucién saturada de cloruro sodico (25 mL). La capa organica fue
secada con Na,SOy, filtrada y rotoevaporada a un aceite amarillo claro. El crudo fue recristalizado a partir de hexano
(50 mL). El solido blanco (5.46 g) obtenido fue separado sobre gel de silice (300 g) con metanol 2%: cloruro de
metileno - metanol 4%: cloruro de metileno - amonio 4% en metanol 2M: cloruro de metileno. El sdlido blanco
obtenido fue recristalizado de hexanos (70 mL). El Compuesto 5 fue obtenido con 66% de rendimiento (4,18 g). La
HPLC quiral analitica (columna: Chirex (8)- VAL y (R)-NE, 4.6 x 250 mm; eluyente: acido trifluoroacético 0.5% en
67:31:2 hexano/cloruro de metileno/etanol; caudal: 1 mL/min; deteccién: 280 nM) mostré que esta sustancia era
98,98% pura con 0,89% de un diastereoisémero y 0,14% del enantiomero.

Ejemplo comparativo 3 — Preparacién Alternativa a Gran Escala de Compuestos tipo Ceramida
Sal (5S)-5- Fenilmorfolina-2-ona de HCI

[0035] Una solucién de bromoacetato de fenilo (Aldrich, 862,17 g, 4,0 moles, 1.1 equivalentes) en acetonitrilo (grado
del reactivo, 1500 ml) fue enfriada en un bafio de hielo (temperatura interna por debajo de 5° C). A esta se afiadié
una lechada fria (temperatura interna por debajo de 5°C) de S-(+)-2-fenil glicinol (Aldrich, 500 g, 3,65 moles, 1
equivalente) y diisopropiletilamina (DIPEA) (Aldrich, 1587 ml, 9,11 moles, 2,5 equivalentes) en acetonitrilo (2900 ml)
en porciones manteniendo la temperatura interna por debajo de 10° C. La mezcla fue agitada a esta temperatura
durante 30 minutos antes de que se eliminara el bafio con hielo y se dej6 agitar la mezcla f a temperatura ambiente
durante unas 4 horas adicionales. El disolvente fue extraido en vacio mientras se mantenia la temperatura del bafio
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a 25° C. La mezcla fue coevaporada con acetato de etilo (2 x 500 ml) para producir un aceite viscoso amarillo claro.
A la mezcla de reaccién se afiadié acetato de etilo (4500 ml) y el matraz fue sumergido en un bafio con hielo con
agitacion. La mezcla se dejo enfriar a menos de 8° C. El sdlido fue filtrado y lavado con acetato de etilo (3 x 250 ml).
La solucion fue enfriada a menos de 5° C. Gas de HCI seco fue pasado lentamente por la solucion mientras se
mantenia la temperatura interna por debajo de 15° C hasta ge el pH estuvo por debajo de 2 (papel himedo pH). La
mezcla fue dejada agitar a esta temperatura y pH durante unos 20 minutos mas antes de que el sdlido fuese filtrado
por succion. El sélido fue lavado con acetato de etilo (3 x 200 ml) y secado bajo alto vacio durante unas 20 horas. El
rendimiento fue 412 g (53%). 'H NMR fue coherente con la sal (5S)-5-fenilmorfolina-2-ona de HCI.

Sustancia Intermedia 1
(1R,3S,5S,8aS)-1,3-Bis-(2',3'-dihidro-benzo[1,4]dioxina-6’-il)-5-feniltetrahidro-oxazolo [4,3-c][1,4]oxazin-8-0na

[0036] A una suspensién agitada de sal (5S)-5- fenilmorfolina-2-ona de HCI (381g, 1 equivalente) en acetato de etilo
15%en tolueno (2270 ml) se afiadié una solucidn de bicarbonato sédico (1,1 equivalentes) en agua (2000 ml). La
solucién bifasica resultante fue agitada a temperatura ambiente durante cerca de 1 hora. La capa organica fue
transferida a un matraz conteniendo 1,4-benzodioxan-6-carboxaldehido. El matraz fue luego equipado con una
unidad Dean-Stark, un condensador y una entrada de nitrégeno. La mezcla fue calentada a reflujo con agitacion
mientras que se recogian unos 650 ml de disolvente (mezcla de acetato de etilo y tolueno) por medio de la unidad
Dean-Stark. La solucidon amarilla-roja resultante se dej6 a reflujo durante unas 64 horas, bajo nitrégeno mientras el
agua formada durante la reaccion se recogia en la unidad Dean-Stark. La mayor parte del disolvente fue luego
eliminada por destilacion a presion atmosférica por la unidad Dean-Stark. El disolvente residual fue luego eliminado
por coevaporacion con heptano (500 ml) y éter terc-butilmetilico (2 x 725 ml) para producir un producto semi sélido
amarillo. El producto semi sélido fue disuelto en acetato de etilo (3400 ml). Se afiadié una solucion de bisulfito de
sodio (920 g) en agua (1500 ml) y la mezcla fue dejada con agitacion a temperatura ambiente durante cerca de 1
hora. El sélido que se formo fue extraido por filtracion y lavado con acetato de etilo (3 x 400 ml). El filtrado fue lavado
con agua (1450 ml), soluciéon de salmuera 5% (1450 ml) y secado sobre MgSQ, (100 g). El disolvente fue extraido al
vacio para suminstrar un solido amarillo. A esto se afiadié éter terc-butilmetilico (2900 ml) y la suspension fue
agitada a temperatura ambiente durante 20 a 22 horas. El s6lido amarillo fue filtrado por succion, lavado con éter
terc-butilmetilico (2 x 600 ml) y secado por alto vacio a temperatura ambiente durante unas 22 horas. El rendimiento
fue 400,5 g (58%). 'H NMR y TLC fueron coherentes con la Sustancia Intermedia 1.

Sustancia Intermedia 2

2S,3R,1"S)-3-(2',3'-Dihidro-benzo[1,4]diozin-6'-il)-3-hidrozi-2-(2"-hidroxi-1"-fenil-etilamino)-1-pirrolidin-  1-il-
propan-1l-ona

[0037] Una solucién de la Sustancia Intermedia 1 (312 g, 0,64 moles), pirrolidina (267 ml, 3,2 moles, 5 equivalentes)
y tetrahidrofurano (1350 ml) fue calentada a reflujo durante 4,5 horas en atmdésfera de nitrégeno. El disolvente y el
exceso de pirrolidina se eliminaron al vacio para producir la sustancia intermedia cruda como un aceite viscoso
naranja. El aceite fue disuelto en metanol (3000 ml) y solucion de acido clorhidrico 1M (3000 ml). La solucion
resultante fue calentada a reflujo durante unas 7 horas. El disolvente fue luego extraido al vacio para dar una mezcla
de un aceite y agua. A esto se afadid acetato de etilo (2000 ml) y fue separada la capa acuosa. La capa organica
fue extraida con HCI acuoso 1M (1000 ml). Las capas acuosas fueron combinadas y lavadas con acetato de etilo
(2000 ml). La capa acuosa fue enfriada en un bafio de hielo. El pH de la capa acuosa fue ajustado a cerca de 9
(papel pH) con NaOH acuoso 10M (525 ml). La capa acuosa fue extraida con acetato de etilo (3000 ml). La capa
organica fue lavada con solucién de salmuera 5% (1000 ml) y secada (Na,SO.). El disolvente fue eliminado en vacio
para producir un aceite viscoso amarillo. El rendimiento fue 213,4 g, 81 %. 'H NMR fue coherente con la Sustancia
Intermedia 2.

Sustancia Intermedia 3
1R,2R,1"S)-1-(2',3'-Dihidro-benzo[1,4]dioxina-6’-il)-2-(2"-hidroxi-1"-fenil-etilamino)-3-pirrolidin-1-il-propan-1-ol

[0038] A una suspension de LiAlH4 (50,79, 1,34 moles, 2,6 equivalentes) en tetrahidrofurano (700 ml) se afiadié
lentamente una solucién de la Sustancia Intermedia 2 (213.34 g, 0.517 moles) en tetrahidrofurano (2000 ml) con
agitacion a temperatura ambiente. La mezcla fue reflujada durante unas 4 horas. Analisis de TLC (metanol 10% en
cloruro de metileno, v/v) indicé consuncion de la materia prima. La mezcla de reaccién fue enfriada en un bafio de
hielo (por debajo de 5° C) y se afiadioé agua (135 ml) muy lentamente mientras se mantenia la temperatura interna a
menos que o igual a 10° C. A esto fue luego afiadida una solucion NaOH acuosa 15% (70 ml) seguida de agua (200
ml). La mezcla de reaccion fue dejada calentar a temperatura ambiente mientras se continuaba con la agitacion.
Luego se afiadié cloruro de metileno (1000 ml) a la mezcla y las sales fueron filtradas por una compresa de Celite.
Las sales se lavaron con cloruro de metileno (2 x 500 ml). Los filtrados se combinaron y el disolvente fue eliminado
al vacio para producir un aceite amarillo. El aceite fue disuelto en HCI acuoso 1M (1500 ml) y lavado con acetato de
etilo (3 x 500 ml). La capa acuosa fue enfriada en un bafio de hielo hasta menos de 5° Cy el pH de la capa acuosa
fue ajustado a 12-13 con una solucion acuosa NaOH 10 M (220 ml) manteniendo la temperatura interna menor que o
igual a 10° C. La mezcla fue dejada calentar a temperatura ambiente. La capa acuosa fue extraida con cloruro de
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metileno (2 x 500 ml). Las capas organicas fueron combinadas y lavadas con solucion de salmuera (500 ml),
secadas (NaxSOQ,) y el disolvente fue eliminado en vacio para dar un aceite viscoso amarillo. El rendimiento fue
186,4 g (88.5%). "H NMR fue coherente con la Sustancia Intermedia 3.

Sal de Dioxalato de Sustancia Intermedia 4
Sal de dioxalato de (1R,2R)-2-Amino-1-(2',3'-dihidro-benzo[1,4]dioxina-6-il)-3-pirrolidin-1-il-propan-1-ol

[0039] Una suspension de la Sustancia Intermedia 3 (358 g, 0.90 moles), etanol (1500 ml), solucién de HCI 1M
(1500 ml) y Pd(OH), 10% (32 g, 20 % en peso) se hidrogend a unas 50 psi durante unas 36h a temperatura
ambiente. La mezcla fue filtrada por un filtro Cuono. El filtro Cuono fue lavado con 10% de etanol en agua (500 ml).
Los filtrados se combinaron y el etanol fue eliminado al vacio. La capa acuosa fue extraida con acetato de etilo (3 x
600 ml). La capa organica fue extraida con HCI acuoso 1M (700 ml). Las capas acuosas fueron combinadas y
enfriadas en un bafio de hielo (0 a unos 5° C). El pH de la capa acuosa fue ajustado a cerca de 12 (papel pH) con
solucion acuoso de NaOH 10 M (490 ml) manteniendo la temperatura interna por debajo de 10° C. La capa acuosa
fue dejada calentar a temperatura ambiente.

La capa acuosa se extrajo con cloruro de metileno (2 x 1500 ml, 1 x 750 ml). Las capas organicas combinadas se
secaron sobre MgSO, y el disolvente fue eliminado in vacuo para dar un aceite viscoso amarillo. El peso crudo fue
214.3 g (86%). 'H NMR fue coherente con la Sustancia Intermedia 4.

[0040] Una solucién de acido oxalico (152.4 g, 1.693 moles, 2.2 equivalentes) en metil isobutil cetona (2300 ml) se
afadio lentamente con agitacion a una solucién de la Sustancia Intermedia 4 (214.3 g, 0.77 moles, 1 equivalente) en
metil isobutil cetona (800 ml) a temperatura ambiente. La mezcla resultante fue agitada a temperatura ambiente
durante unas 2,5 horas. El sélido fue filtrado, y triturado con acetona (2000 ml) a temperatura ambiente durante unas
16 horas. El sdlido fue filtrado, lavado con acetona (3 x 100 ml) y secado en alto vacio para producir un sélido
blanquecino. El rendimiento fue 312.5 g (89%). 'H NMR fue coherente con la sal de dioxalato de la Sustancia
Intermedia 4.

Compuesto 5

Acido  (1R,2R)-hexadecanoico  [2-(2’,3'-dihidro-benzo[1,4]dioxina-6’-il)-2-hidroxi-1-pirrolidin-1-ilmetil-etil]-
amida

[0041] A una solucion fria (unos 5° C) de sal de dioxalato de la Sustancia Intermedia 4 (507 g, 1.11 moles) en agua
(10 L) se afiadié una solucion acuosa de NaOH 10 M (500 ml) con agitacién mientras se mantenia la temperatura
interna por debajo de 10° C. La solucion fue dejada calentar a temperatura ambiente mientras el pH de la solucién
fue mantenido a cerca de 14 (papel pH). La capa acuosa fue extraida con cloruro de metileno (3 x 6000 ml). Las
capas organicas fueron combinadas, lavadas con agua (2000 ml), secadas (MgSO4) y se eliminé el disolvente al
vacio para suministrar un aceite amarillo viscoso, Sustancia Intermedia 4. El rendimiento fue 302 g (98%). 'H NMR
fue coherente con la Sustancia Intermedia 4.

[0042] Una solucién de éster NHS de acido palmitico (Sigma, 382.5 g, 1.01 equivalentes) en cloruro de metileno
(2500 ml) se afadié a una solucidon de la Sustancia Intermedia 4 (302 g) en cloruro de metileno (1500 ml) a
temperatura ambiente durante un periodo de 1,25 horas bajo atmésfera de nitrégeno. La se dejé en agitacion a
temperatura ambiente durante unas 18 horas. Se afiadié una soluciéon acuosa de NaOH 1M (2425 ml) y la mezcla
fue agitada a temperatura ambiente durante unas 3 horas. La capa organica fue separada y la capa acuosa fue
extraida con cloruro de metileno (800 ml). Las capas organicas fueron combinadas, lavadas con una solucion de
NaOH 1M (3 x 1500 ml) y agua (1500 ml). La capa organica fue secada sobre MgSQO, y el disolvente fue eliminado al
vacio para dar un semisélido. El semisolido fue coevaporado con heptano (3 x 100 ml). El producto crudo fue
transferido a un matraz RB de tres bocas de 12 L y se afiadié heptano (7500 ml). La mezcla fue calentada a reflujo
con agitacion en atmosfera de nitrégeno. La solucion fue lentamente enfriada a unos 55° C (temperatura interna) y
vertida en otro matraz. La solucién fue agitada a temperatura ambiente durante 24 horas en atmésfera de nitrégeno.
El sélido blanquecino fue filtrado, lavado con heptano (2 x 500 ml) y secado en alto vacio durante 24 horas. El sélido
(397 g) fue transferido a un matraz RB de 12 L y se afiadié 30% de acetato de etilo en heptano (8000 ml). La mezcla
resultante fue calentada a reflujo durante 30 minutos con agitacién. La solucion fue enfriada a unos 55° C
(temperatura interna) y vertida en otro matraz. La agitacion continué a temperatura ambiente en atmosfera de
nitrégeno duranta unas 24 horas. El sélido fue filtrado, lavado con heptano (2 x 100 ml) y secado a alto vacio para
dar un solido blanquecino. El rendimiento fue 324 g (58%). 'H NMR yTLC fueron coherentes con el Compuesto 5.
mp 96. Andlisis HPLC a 1°C: pureza quiral 99.7%, pureza quimica 99.7%. Anal. Calcd for C31Hs52N204: C, 72.05; H,
10.14; N, 5.42. Hallado C, 72.03; H, 10.19; N, 5.42.

Ejemplo 4 — Preparacion de Compuestos 6-8

[0043] Esteres de N- hidroxisuccinimida de acidos grasos se prepararon por el método de Lapidot, Y. Rappoport, S.
and Woman, Y. Journal of Lipid Research 8,1967 o como se describe a continuacion :

Ester de N-Hidroxisuccinimida de Acido Octanoico
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[0044] N-hidroxisuccinimida (Aldrich, 20.0 g, 173 mmol) y trietilamina (29 mL, 208 mmol) fueron distueltas en cloruro
de metileno en un bafio de hielo bajo nitrégeno. Cloruro de octanoilo (Aldrich, 35 mL, 205 mmol) se afiadié gota a
gota durante 0,5 horas. El bafio de hielo fue eliminado y la solucién con un soélido blanco fue agitada durante 1 hora
a temperatura ambiente. El sélido blanco fue extraido por filtracion y el filtrado fue lavado con agua (100 mL) y
bicarbonato sddico acuoso saturado (100 mL). La capa organica fue secada con sulfato de sodio, filtrada y se afadio
heptano (100 mL). La solucién fue rotoevaporada para eliminar la mayoria del cloruro de metileno y dejar un
precipitado incoloro a blanco escamoso en heptano. El precipitaldo fue filtrado y lavado con heptano. Tras secado,
se obtuvo éster de N-hidroxisuccinimida de &cido octanoico con 84 % de rendimiento (35.4 g). : "H NMR (CDCls)
2.84 (br s, 4H), 2.60 (t, J= 7.48 Hz, 2H), 1.78-1.71 (m, 2H), 1.42-1.26 (m, 8H), 0.88 (t, J = 6.7 Hz, 3H) ppm.

Compuesto 6
(1R,2R)-4cido octanoico [2-(2’,3'-dihidro-benzo[1,4]dioxina-6’-il)-2-hidroxi-1-pirrolidina-1-ilmetil-etil]-amida
[0045]

:-_’ll»-
:I:Illl

OH Ester N-Hidroxi
= succinimida de ]
F;V\@ J acido octanoico
0%

(CH2)sCHy
Compuesto 6

[0046] A la Sustancia Intermedia 4 (22.36 g, 80.33 mmol) disuelta en cloruro de metileno anhidro (300 mL) se afiadié
una solucion de éster de N-hydroxsuccinimida de acido octanoico (19.4 g, 80.39 mmol) disuelto en cloruro de
metileno anhidro (150 mL) durante 15-30 minutos bajo nitrdgeno a temperatura ambiente. La solucion fue agitada a
temperatura ambiente durante 18-20 horas. A la reaccion se afiadié solucién acuosa de NaOH 1M (200 mL). El
sistema de dos fases fue agitado a temperatura ambiente durante 45 minutos. Las capas fueron separadas y las
capas organicas combinadas se lavaron dos veces con NaOH 1M (2 x 200 mL) y dos veces con agua (2 x 100 mL).
La capa organica fue secada con sulfato de sodio, filtrada y rotoevaporada a un aceite amarillo. La mayor parte de la
sustancia cruda fue disuelta en 5% de acetato de etilo en heptano (1 L) a reflujo. Tras enfriarse a 40° C, la solucion
opacificada fue separada del aceite amarillo decantando la solucién en un nuevo matraz. El primer matraz fue
aclarado dos veces con 5% de acetato de etilo en heptano (2 x 250 mL) por el mismo proceso (reflujo y enfriamiento
a 40° C y decantando la solucién del aceite). La solucion combinada fue calentada a reflujo y dejada enfriar a
temperatura ambiente durante 4 horas. El sélido blanco resultante fue filtrado y lavado con 5% de acetato de etilo en
heptano (100 mL) y heptano (100 mL). El sélido blanco (13.9 g) fue secado al vacio durante 16-24 horas. Este sélido
fue en su mayor parte disuelto en 5% de acetato de etilo en heptano (800 mL) a reflujo. Tras enfriarse a 50°C, la
solucién opacificada fue separada del aceite amarillo decantando la solucién en un nuevo matraz. El primer matraz
fue aclarado con 5% de acetato de etilo en heptano (100 mL) por el mismo proceso (reflujo y enfriamiento 50° C y
decantando la solucién del aceite). La solucion combinada fue calentada a reflujo y dejada enfriar a temperatura
ambiente durante 4 horas. El sélido blanco resultante fue filtrado y lavado con acetato de etilo 5% /heptano (50 mL) y
heptano (50 mL). Tras secarse a temperatura ambiente al vacio durante 2-3 dias, fue obtenido el Compuesto 6 con
39% de rendimiento (12,57 g). La HPLC analitica quiral (columna: Chirex (S)-VAL y (R)-NE, 4.6 x 250 mm) mostro
gue esta sustancia era 99,9% del isomero R,R deseado. La HPLC analitica mostré que esta sustancia era 99.6%
pura. mp 87-88 °C. "H NMR(CDCls) & 6.86-6.73 (m, 3H), 5.84 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 4.91 (d, J = 3.4Hz, 1H), 4.25 (s,
4H), 4.24-4.18 (m, 1H), 2.85-2.75 (m, 2H), 2.69-2.62 (m, 4H), 2.10 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.55-1.45 (m,2 H), 1.70-1.85
(m, 4H), 1.30-1.15 (m, 8H), 0.87 (t, J = 6.9 Hz, 3H) ppm.

Compuesto Comparativo 7
Acido (1R,2R)- nonanoico [2-(2’,3'-dihidro-benzo[1,4]dioxina-6'-il)-2-hidroxi-1-pprrolidin-1-iimetil-etil]- amida
[0047]
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N’Y\@ N-Hidroxisuccinimida AN
) o~ deacido nonanoico o
NH; —
CH,Cly
{CH2)sCHy
Compuesto 7

[0048] Este compuesto fue preparado por el método descrito para el Compuesto 6 usando N- Ester de
Hidroxisuccinimida de acido nonanoico. La HPLC analitica mostré que esta sustancia era 98.4 % pura. mp 74-75° C.
5 'H NMR(CDCls) 5 6.86-6.76 (m, 3H), 5.83 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 4.90 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 4.24 (s, 4H), 4.24-4.18 (m,
1H), 2.85-2.75 (m, 2H), 2.69-2.62 (m, 4H), 2.10 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.55-1.45 (m, 2 H), 1.70-1.85 (m, 4H), 1.30-1.15

(m, 10H), 0.87 (t, J = 6.9 Hz, 3H) ppm.

Compuesto Comparativo 8
(1R,2R)-Decanoico [2-(2',3'-dihidro-benzo[1,4]dioxin-6-il)-2-hidroxi-1-pirrolidin-1-ilmetil-etil]-amida

10 [0049]

=4 N/\:/\@OJ
on .
(S &, U s (D &

NH, -
CH,Ch

(CH5)};CHj4
Compuesto 8

[0050] Este compuesto fue preparado por el método descrito para el Compuesto 6 usando éster de N-
hidroxisuccinimida de acido decanoico. La HPLC analitica mostr6 que esta sustancia era 99.3 % pura. mp 97.5-98.5°
C. 'H NMR(CDCl3) 5 6.86-6.76 (m, 3H), 5.83 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 4.90 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 4.24 (s, 4H), 4.24-4.18 (m,
1H), 2.85-2.75 (m, 2H), 2.69-2.62 (m, 4H), 2.10 (t, J = 7.5 Hz, 2H),1.55-1.45 (m, 2 H), 1.70-1.85 (m, 4H), 1.30-1.15

15 (m, 12H), 0.87 (t, J = 6.8 Hz, 3H) ppm.
Ejemplo Comparativo 5 — Preparacién del Compuesto 13
Sustancia Intermedia 9
(1R,3S,5S,8aS)-1,3-Bis-(4-benziloxi-fenil)-5-fenil-tetrahidro-oxazolo[4,3-c][1,4]oxazin-8-0na
20 [0051]

PhCH,0
Ph H
L Ay e
. “ -0 .
H . _
0”0 4 . Phy, N7
> [ ~0CH,
0" Yo

OCHzph reflujo de tolueno Ph

[0052] La sal (5S)-5-fenilmorfolina-2-ona de HCI (57.45, 268.9 mmol) fue agitada con acetato de etilo (500 mL) y
bicarbonato sédico acuoso saturado (250 mL) durante 30 minutos, hasta que la solucién bifasica estuvo clara. Las
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fases fueron separadas, y la capa acuosa extraida con acetato de etilo (2 x 250 mL). Las fases orgénicas
combinadas se lavaron con solucién saturada de cloruro sédico (250 mL). La capa orgéanica fue secada con sulfato
de sodio, filtrada, concentrada a un aceite, y secada al vacio durante 60 minutos. La 5-(S)-fenil morfolina-2-ona fue
obtenida con 86% de rendimiento (40,98 g, 231,3 mmol).

[0053] La 5-(S)-fenil morfolina-2-ona (40,98 g, 231,3 mmol) y 4-benziloxibenzaldehido (Aldrich, 147,3 g, 694 mmaol,
3,0 equivalentes) se disolvieron en tolueno (750 mL). La reacciéon fue ajustada con un Dean Stark Trap y un
condensador de reflujo. La solucion fue reflujada bajo nitrégeno durante 2 dias. Tras enfriare a temperatura
ambiente, el disolvente fue eliminado por rotoevaporacion y el aceite fue disuelto en acetato de etilo (500 mL). Se
afiadié una solucién de bisulfito de sodio (Aldrich, 125 g) disuelta en agua (250 mL) y la mezcla de dos fases fue
agitada a temperatura ambiente durante 3 horas. El sélido blanco resultante fue extraido por filtrado y lavado con
acetato de etilo. El filtrado fue colocado en un embudo de decantacién y las capas separadas. La capa organica fue
lavada con agua (250 mL), solucién saturada de cloruro de sodio (250 mL) y luego secada (sulfato de sodio) filtrada
y rotoevaporada a un aceite espumoso (144 g). Tras secar al vacio durante 1 hora, se afiadié terc-butil metil éter
(1450 mL) y la mezcla fue agitada a temperatura ambiente durante 5 horas. El sélido blanco-amarillo resultante fue
filtrado. El SO|IdO fue secado al vacio. La Sustancia Intermedia 9 fue obtenida con 27% de rendimiento (41,64 g,
71,46 mmol). *H NMR(CDCls) & 7,5-6,8 (m, 23H), 5,0 y 5,1 (2 s, 4H), 4,5-4,3 (m, 2H), 4,2-4,1 (m, 2H) ppm.

Sustancia Intermedia 10
(2S,3R,1"S)-3-(4-Benziloxi-fenil)-3-hidroxi-2-(2" -hidroxi-1"-fenil-etilamino)-1-pirrolidina-1-il-propan- 1-ona
[0054]

F'hGHgD

go

OCH,Ph

3

N
1. Pirrolidina Q
Ph i
’:' OCH3Ph L HOMOH ? “Ph
OoH

[0055] A la Sustancia Intermedia 9 (45,1 g, 77,4 mmol) disuelta en tetrahidrofurano (250 mL) se afiadi6 pirrolidina
(Aldrich 33 mL, 395 mmol, 5,1 equivalentes). La solucion fue agitada tapada bajo nitrégeno a temperatura ambiente
durante 16-18 horas. El disolvente fue rotoevaporado para dar un aceite espumoso amarillo que fue secado al vacio
durante 0,5 horas. El crudo fue disuelto en metanol (220 mL) y se afiadié una acuosa solucion de HCI 1M (220 mL).
La solucion fue reflujada durante 4 horas. Tras enfriarse a temperatura ambiente, el metanol fue eliminado por
rotoevaporacion. Al aceite resultante se afiadio lentamente NaOH acuoso 10M (22 mL para ajustar el pH a 14). El
producto fue extraido tres veces con cloruro de metileno (300, 100, 100 mL) de la capa basica acuosa. Tras secarse
con sulfato de sodio la capa organica combinada fue filtrada y rotoevaporada para dar un sélido espumoso amarillo-
naranja. Se afiadi6 terc-butil metil éter (300 mL) y la mezcla fue agitada a temperatura ambiente durante 7 horas. El
sélido blanco-amarillo resultante fue filtrado, lavado con terc- butll metil éter (50 mL) y secado al vacio. La Sustancia
Intermedia 10 fue obtenida con 83% de rendimiento (29,77 g). 'H NMR(CDCls) 6 7,4-7,2 (m,12H), 6,9-6,8 (m, 2H),
5,05 (AB quartet, 2H), 4.47 (d, J = 8,5, 1H), 3,9-3,3 (m, 3H), 3,05 (d, J = 8,5, 1H), 3,0-2,8 (m, 2H), 2,3-2,2 (m, 1H),
1,85-1,7 (m, 1H), 1,45-1,15 (m, 4H) ppm.

Sustancia Intermedia 11
(1R,2R,1"S)-1-(4-Benziloxi-fenil)-2-(2" -hidroxi-1"-fenil-etilamino)-3-pirrolidin-1-il-propan-1-ol
[0056]

/\/\@om—lzph

IIIII
Il[ll

C)

OCHzPh Lm;!

OH } OH
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[0057] En un matraz de tres bocas con embudo de adicién y condensador bajo nitrégeno se afiadio LiAlH4 (Aldrich,
6,3 g, 166 mmol, 2,57 equivalentes) y anhidro tetrahidrofurano (75 mL). Se afiadié una solucion de la Sustancia
Intermedia 10 (29.7 g, 64.48 mmol) en tetrahidrofurano anhidro (300mL) gota a gota a la reaccién durante 15-30
minutos. La reaccion fue reflujada bajo nitrégeno durante 9 horas. La reaccion fue enfriada en un bafio de hieloy se
afadio agua (7.0 mL) muy cuidadosamente gota a gota (vigorosa reaccion exotérmica con hidrogeno emitido). Una
solucién acuosa 15% de NaOH (7.0 mL) se afiadi6 gota a gota seguida de agua (21 mL). A mitad de camino de la
adicion final de agua se formé una gran cantidad de un sélido blanco. Fue separado por adicion de cloruro de
metileno (250 mL). Tras agitar a temperatura ambiente durante 15 minutos, la mezcla fue filtrada por medio de un
tapon de Celite (17 cm de diametro por 1 cm de altura). El precipitado fue lavado con cloruro de metileno (2 x 250
mL). El filtrado fue rotoevaporado a un aceite. El aceite fue disuelto en HCI acuoso 1M (300 mL). Esta capa acuosa
fue lavada con terc-butil metil éter (2 x 200 mL). Tras enfriarse en un bafio de hierlo, fue cuidadosamente afiadido
NaOH acuoso 10M (35 mL) a la capa acuosa (pH final =14). El producto fue extraido tres veces con cloruro de
metileno (300 mL, 200 mL y 100 mL). Tras secarse con sulfato de sodio, la solucion fue filtrada y rotoevaporada para
dar un sdlido blanco. Tras secarse, la Sustancia Intermedia 11 fue obtenida con 94% de rendimiento (26,9 g). H
NMR(CDCI3) & 7.46-7.115 (m, 12H), 6.98-6.96 (m, 2H), 5.08 (s, 2H), 4.49 (d, J = 4.7, 1H), 3.70-3.65 (m, 1H), 3.60-
3.55 (m, 1H), 3.54-3.45 (m, 1H), 3.00-2.90 (m, 1H), 2.7-2.6 (m, 1H), 2.36 (br s, 4H), 2.15-2.05 (m, 1H), 1.70 (br s, 4H)

ppm.

Sustancia Intermedia 12
Sal de cloruro de hidrégeno (1R,2R)-2-Amino-1-(4-benziloxi-fenil)-3-pirrolidin-1-il-propan-1-ol

[0058]

OH OH
C) fin OCHZPh O NH, OH

Ph 20 % Pd(OH)» ; ;
HCI MeOH

OH

[0059] La Sustancia Intermedia 11 (26,9 g, 60,24 mmol) fue disuelta en metanol (400 mL) y se afiadié6 HCI acuoso
1M (130 mL). Tras ser colocada bajo nitrégeno, se afiadié 20% de hidroxido de paladio sobre carbono (Catalisis de
Pearlman, Aldrich, 10,8 g). La reaccién se colocé bajo nitrégeno y luego bajo hidrégeno por evacuacion y llenado a
un globo. La mezcla fue agitada durante 48 horas a temperatura ambiente bajo un globo de hidrégeno. La reaccién
fue colocada bajo nitrégeno vy filtrada por medio de una compresa de celite. La compresa de Celite fue lavada con
10% de agua en metanol (250 mL) y agua (50 mL). El disolvente fue eliminado por rotoevaporacion y coevaporacion
con tolueno (3x 100 mL). El sélido espumoso fue disuelto en isopropanol (300 mL) a reflujo. La solucién fue enfriada
a temperatura ambiente y se afiadio terc-butil metil éter (550 mL). Tras agitarse a temperatura ambiente durante 2
horas, el soélido blanco fue filtrado y lavado con terc-butil metil éter. Tras secado, fue obtenida la Sustancia
Intermedia 12 con cerca de 99% de rendimiento (18 g). 'H NMR (DMSO-d6) 6 9.68 (br s, 1H), 8.53 (br s, 2H) 7.24 (d,
J = 8.55 Hz, 2H), 6.80 (d, J = 8.55 Hz, 2H), 4.72 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 3.8-3.6 (m, 2H), 3.4-3.6 (m, 3H), 3.0-3.2 (m,2H),
2.7-2.5 (br s, 1H), 2.0-1.7 (br s, 4H) ppm.

Compuesto 13
(1R,2R)-acido hexadonoico [2-(4-benziloxi-fenil)-2-hidroxi-1-pirrolidina-1-ilmetil-etil]-amida

[0060]

. OH
= 0 =
FN/\:/-U J Ester N-hidroxilsuccinimida C/\ =
Q de acido palmitico
2 .

H

Zlle

o

. CH,Cl,
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[0061] A la Sustancia Intermedia 12 (16,17 g 49,36 mmol) suspendida en tetrahidrofurano (500 mL) se afiadi6é
trietilamina (28 mL, 4 equivalentes). Se afiadié una solucién de éster de N-hidroxisuccinimida de &cido palmitico
(Sigma, 19.2 g, 54.29 mmol) disuelta en tetrahidrofurano (125 mL) durante 30 minutos bajo nitrégeno a temperatura
ambiente. La solucion fue agitada a temperatura ambiente durante 18-20 horas. El precipitado blanco fue extraido
por filtracion y el filtrado fue rotoevaporado a un sélido blanquecino espumoso (35,5 g). La sustancia cruda fue
disuelta en cloruro de metileno (500 mL) y lavada con agua (100 mL) y solucién acuosa saturada de carbonato
sédico (100 mL). Tras secarse con sulfato de sodio, la solucion fue filtrada y rotoevaporada para dar un sélido
espumoso blanquecino (24,75 g). Esta sustancia fue recristalizada de 40% de acetato de etilo en heptano (500 mL,
filtracion en caliente). EI Compuesto 13 fue obtenido con 61% de rendimiento (14.45 g) La HPLC quiral analitica
mostré que esta sustancia era 99,7% del isémero R, R deseado. La HPLC analitica mostré que esta sustancia era
99,6% pura. mp 95-97°C. 'H NMR(CDCls) & 7.15 (d, J= 8.5Hz, 2H), 6.70 (d, J= 8.5 Hz, 2H), 6.0 (d, J= 7.3, 1H), 4.96
(d, J = 3.8, 1H), 4.3-4.2 (m, 1H), 2.9-2.7 (m, 2H), 2.65-2.55 (m, 4H), 2.10 (t, J = 7.5, 2H), 1.75 (br s, 4H), 1.58-1.46
(m, 2H), 1.32-1.16 (m, 24H), 0.9 (t, J = 6.7, 3H) ppm.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto representado por la siguiente férmula estructural:

OH
' : = (9]
N )
L
Ne—=0
{CH2)5CH3

o un sal fisioldgicamente aceptabl de la misma.
2. Compuesto segln la Reivindicacion 1 en la forma de la sal tartrato.
3. El compuesto de la Reivindicacion 1 o la Reivindicacién 2 para uso en terapia.

4. Uso del compuesto de la Reivindicacion 1 o la Reivindicacion 2 para la fabricacién de un medicamento para inhibir
la GlcCer Sintasa o reducir concentraciones de GSL en un sujeto con necesidad de tal tratamiento.

5. Uso del compuesto de la Reivindicacion 1 o la Reivindicacion 2 para la fabricacién de un medicamente para el
tratamiento de la Enfermedad de Gaucher.

6. Uso del compuesto de la Reivindicacion 1 o la Reivindicacién 2 para la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento de la Enfermedad de Fabry.

7. Compuesto de la Reivindicacion 1 o la Reivindicacion 2 para uso en inhibir la GlcCer Sintasa o reducir
concentraciones de GSL en un sujeto con necesidad de tal tratamiento.

8. Compuesto de la Reivindicacion 1 o la Reivindicacion 2 para uso en el tratamiento de la Enfermedad de Gaucher.

9. Compuesto de la Reivindicacion 1 o de la Reivindicacion 2 para la utilizacion en el tratamiento de la Enfermedad
de Fabry.

16



ES 2395122713

S ; H  HCl '
5 AN CHson P, N
[ + oFh . Ebj\] (68)-5-fenilmorfolin-2-ona
’ -

O ) :
[OD,':, ro ) 0 .
. sy @ j 1. pirrolidina
Hﬁﬁil P, N s 4

;'_ iy 2. HCl, MeOH
reflujo de tolueno ‘

" OH
1 2
OH
; H . . OH
i ‘ s 20 % P ; B _0
LiAlHa m % d(OH): m ]
HE Ph HCl MeOH H,0 NHz o
OH
3 4
OH
Ester de N-Hidroxisuccinimida N 3 : >
de acido palmitico = . j
w HN o)
CHxCl o 0
CH3(CHg)14

Compuesto 5

Figura 1
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