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DESCRIPCION
Proceso para preparar un agonista de receptor de adenosina A,, y sus polimorfos

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a un proceso para la preparacion a gran escala de un agonista de receptor de
adenosina Aza, y también se refiere a polimorfos de ese compuesto, y a métodos para aislar un polimorfo especifico.

Antecedentes

La adenosina es un nucledsido de origen natural que ejerce sus efectos bioldgicos interaccionando con una familia
de receptores de adenosina conocidos como A1, Aca, Azs, Y As, todos los cuales modulan importantes procesos
fisiolégicos. Uno de los efectos bioldgicos de la adenosina es actuar como vasodilatador coronario; produciéndose
este resultado por interaccién con el receptor de adenosina Aza. Se ha descubierto que este efecto de la adenosina
es util como una ayuda a la captura de imagenes del corazén, en el que las arterias coronarias se dilatan antes de la
administracion de un agente de captura de imagenes (por ejemplo, talio 201), y, por lo tanto, mediante observacion
de las imagenes producidas de este modo, puede determinarse la presencia o ausencia de enfermedad de las
arterias coronarias. La ventaja de dicha técnica es que evita el método mas tradicional de inducir vasodilatacion
coronaria por ejercicio en una cinta de correr, lo que es claramente indeseable para un paciente que tiene una
enfermedad coronaria.

Sin embargo, la administracién de adenosina tiene varias desventajas. La adenosina tiene una semivida muy corta
en seres humanos (menor de 10 segundos), y también tiene todos los efectos asociados con agonismo del receptor
A1, Az2a, A2g, y As. Por lo tanto, el uso de un agonista de receptor de adenosina A2a selectivo proporcionaria un
método superior para producir vasodilataciéon coronaria, particularmente uno con una mayor semivida y pocos o
ningun efecto secundario.

Una clase de compuestos que poseen estas propiedades deseables se ha desvelado en la patente de Estados
Unidos N.° 6.403.567. En particular, se ha mostrado que un compuesto desvelado en esta patente, (1-{9-
[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil) oxolan-2-il]-6-aminopurin-2-il} pirazol-4-il)-N-metilcarboxamida, es un
agonista de receptor de adenosina Aza altamente selectivo, y se esta sometiendo en la actualidad a ensayos clinicos
como un vasodilatador coronario Util en la captura de imagenes cardiacas.

Dado el mayor interés en este compuesto y compuestos similares, se ha hecho deseable encontrar nuevos métodos
de sintesis que proporcionan un método conveniente para preparar grandes cantidades de material con buen
rendimiento y alta pureza. La patente que desvela el compuesto de interés (patente de Estados Unidos N.°
6.403.567) proporciona varios métodos para preparar el compuesto. Sin embargo, aunque estos métodos son
adecuados para sintesis a pequefia escala, todos los métodos de sintesis desvelados en la patente utilizan grupos
protectores lo que no es deseable para sintesis a gran escala.

Adicionalmente, se ha descubierto que el producto deseado (es decir, (1-{9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-
(hidroximetil) oxolan-2-il]-6-aminopurin-2-il} pirazol-4-il)-N-metilcarboxamida) es capaz de existir en al menos 3
formas cristalinas diferentes, de las que la mas estable es un monohidrato. Este polimorfo es estable en condiciones
de tensién de humedad relativas, hasta su punto de fusién. En consecuencia, es deseable que el producto final
producido en las nuevas sintesis se obtenga como el monohidrato estable.

El documento WO 00/78779 desvela un proceso para reparar un agonista de receptor de adenosina.

Resumen de la invencion

Por lo tanto, es un objeto de esta invencién para proporcionar sintesis convenientes para la preparacion a gran
escala de (1-{9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]-6-aminopurin-2-il}pirazo-1-4-il)-N-

metilcarboxamida, y polimorfos de la misma, preferiblemente como su monohidrato. Por consiguiente, en un primer
aspecto, la invencién se refiere a un método para la preparacion a gran escala de un compuesto de la Férmula
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En una realizacion, la reaccion se realiza en una soluciéon acuosa de metilamina, inicialmente a una temperatura de
10 aproximadamente 0-5 °C seguido de calentamiento a aproximadamente 50-70 °C. Como alternativa, la reaccion se

realiza como anteriormente pero en un reactor a presion cerrado herméticamente.

En una segunda realizacion, el producto se aisla como el monohidrato puro disolviendo el producto en un disolvente,

por ejemplo dimetilsulféxido, adicion de agua purificada, filtracion de la suspensién formada de este modo, lavado
15  del contenido del filtro con agua seguido de etanol, y secado del sdélido que queda al vacio a una temperatura que no

excede de 40 °C.

En un tercer aspecto, la invencién se refiere al método para la preparacion del compuesto de férmula | que
comprende adicionalmente sintetizar el compuesto de la férmula (4):
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que comprende poner en contacto un compuesto de la formula (2):
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con un exceso de 2-formil-3-oxopropionato de etilo, preferiblemente aproximadamente un exceso de 2-10 veces,
mas preferiblemente aproximadamente un exceso de 5-10 veces.

En una realizacion, la reaccion se realiza en etanol, a una temperatura de aproximadamente 80 °C. El 2-formil-3-
oxopropionato de etilo esta presente en un exceso de 5-10 veces.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere al método para la preparacién del compuesto de féormula | que
10 comprende adicionalmente la preparacion de un compuesto de la férmula (2):
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con hidrazina.
Definiciones y parametros generales
20 La figura 1 es un espectro 'H RMN de (1-{9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]-6-

aminopurin-2-il}pirazol-4-il)-N-metilcarboxamida monohidrato (Forma A).

La figura 2 muestra el analisis térmico de (1-{9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]-6-
aminopurin-2-il}pirazol-4-il)-N-metilcarboxamida monohidrato.

25
La figura 3 muestra el patron de difraccion de polvo de rayos X para (1-{9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-
(hidroximetil)oxolan-2-il]-6-aminopurin-2-il}pirazol-4-il)-N-metilcarboxamida monohidrato.

La figura 4 muestra el patron de difraccion de polvo de rayos X para (1-{9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2593 028 T3

(hidroximetil)oxolan-2-il]-6-aminopurin-2-il}pirazol-4-il)-N-metilcarboxamida Forma B.

La figura 5 muestra el patron de difraccion de polvo de rayos X para (1-{9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-
(hidroximetil)oxolan-2-il]-6-aminopurin-2-il}pirazol-4-il)-N-metilcarboxamida Forma C en comparacion con la
Forma A.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, las siguientes palabras y frases pretenden tener generalmente los
significados expuestos a continuacion, excepto en la medida en que el contexto en el que se usen indique otra cosa.

"Opcional" u "opcionalmente" significa que el evento o circunstancia descrito posteriormente puede o no producirse,
y que la descripcioén incluye casos en los que dicho evento o circunstancia se produce y casos en los que no.

La expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a la cantidad de un compuesto de Formula | que es
suficiente para efectuar el tratamiento, como se define posteriormente, cuando se administra a un mamifero que
necesite dicho tratamiento. La cantidad terapéuticamente eficaz variara dependiendo del sujeto y condiciéon de
enfermedad que se trate, el peso y la edad del sujeto, la gravedad de la condiciéon de enfermedad, el modo de
administracion y similares, que pueden determinarse facilmente por un experto habitual en la materia.

El término “tratamiento” o “tratar” significa cualquier tratamiento de una enfermedad en un mamifero, incluyendo:
(i) prevenir la enfermedad, es decir, provocar que los sintomas clinicos de la enfermedad no se desarrollen;
(i) inhibir la enfermedad, es decir, detener el desarrollo de sintomas cinicos; y/o
(iii) aliviar la enfermedad, es decir, provocar la regresion de sintomas clinicos.

Como se usa en el presente documento, “vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye todos y cada uno de los
disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes retardantes de la
absorcion e isotonicos y similares. El uso de dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas se
conoce bien en la técnica. Excepto en la medida en que cualquier medio convencional o agente sea incompatible
con el principio activo, se contempla su uso en las composiciones terapéuticas. También pueden incorporarse en las
composiciones principios activos complementarios.

El término "polimorfo" pretende incluir amorfos y solvatos de (1-{9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-
(hidroximetil)oxolan-2-il]-6-aminopurin-2-il}pirazol-4-il)-N-metilcarboxamida.

Se ha descubierto que este compuesto es capaz de existir en al menos tres formas cristalinas diferentes,
denominadas en el presente documento como Forma A, Forma B, Forma C, y un producto amorfo.

Forma A: Este polimorfo puede producirse cristalizando 1-{9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]-
6-aminopurin-2-il}pirazol-4-il)-N-metilcarboxamida de disolventes préticos, por ejemplo etanol o mezclas de
etanol/agua, o de un disolvente polar, por ejemplo dimetilsulféxido/agua. La Forma A ha demostrado ser un
monohidrato y es la mas estable de los diversos polimorfos a temperatura ambiente. Es estable en condiciones de
estrés de humedad relativa hasta su punto de fusion.

Forma B: Este polimorfo se produce evaporando al vacio una solucion de 1-{9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-
(hidroximetil)oxolan-2-il]-6-aminopurin-2-il}pirazol-4-il)-N-metilcarboxamida en trifluoroetanol a temperatura
ambientes. El analisis de rayos X de los cristales era claramente diferente de cualquier otro polimorfo (véase la
figura 4), pero fue dificil determinar su construcciéon, puesto que los andlisis de rayos X dieron picos anchos
desordenados, y el polimorfo contenia cantidades variables de agua. Se descubrié que era dificil reproducir de forma
fiable la preparacion de este polimorfo.

Forma C: Este polimorfo se produce suspendiendo 1-{9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]-6-
aminopurin-2-il}pirazol-4-il)-N-metilcarboxamida en acetonitrilo durante un largo periodo de tiempo a 60 °C. El
andlisis de rayos X de los cristales era claramente diferente de cualquier otro polimorfo (véase la figura 5). Se mostrd
que el polimorfo C era un hidrato variable, que, a temperaturas elevadas, desolvataba a una forma inestable.

Material amorfo: Este polimorfo se produce calentando el polimorfo de Forma A a una temperatura de hasta 200 °C.
Este polimorfo es inestable en presencia de humedad atmosférica, formando hidratos variables.

Técnicas para el analisis de las Formas A, B, C y el material amorfo

Difraccion de polvo de rayos X

Los analisis de difracciéon de rayos X de polvo (XRPD) se realizaron en un difractémetro de rayos X de polvo XRD-
6000 usando radiacion Cu Ka. El instrumento se equip6 con un tubo de rayos X de tubo fino, y la tensién y amperaje
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del tubo se establecié a 40 kV y 40 mA respectivamente. Las rendijas de divergencia y dispersion se establecieron
en 1"y la rendija receptora se establecié en 0,15 mm. La radiacion difractada se detectd por un detector de centelleo
de Nal. Se us6 un barrido continuo theta-dos theta a 3°/min (etapa 0,4 s/0,02°) de 2,5-40° 26. Se us6 un estandar de
silicio para comprobar la alineacion del instrumento. Los datos se recogieron y se analizaron usando el software
XRD-6000 v. 4.1.

Los analisis de difraccién de rayos X de polvo (XRPD) también se realizaron usando un difractémetro Inel XRG-3000
equipado con un detector CPS (Posicidn curvada sensible) con un intervalo de 120°. La calibracion del instrumento
se realiz6é usando un estandar de referencia de silicio. El voltaje y el amperaje del tubo se establecieron en 40 kV y
30 mA, respectivamente. La rendija monocromador se establecié en 5 mm por 80 um. Las muestras se colocaron un
portamuestras de aluminio con un inserto de aluminio o en capilares de vidrio con calidad XRPD. Cada capilar se
monté sobre una cabeza gonidmetro que se controld para permitir el giro del capilar durante la adquisicion de datos.
Se recogieron datos en tiempo real usando radiacion Cu-Ka en una resolucién de 0,03° 26. Normalmente, los datos
se recogieron durante un periodo de 300 segundos. Solo los puntos de datos dentro de la gama de 2,5-40° 26,
aparecen en los patrones XRPD trazados.

Analisis térmicos

Los analisis termogravimétricos (TG) se realizaron en un analizador termogravimétrico TA Instruments 2050 o 2950.
Los estandares de calibracion fueron niquel y Alumel™. Las muestras se colocaron en un recipiente de muestra de
aluminio, insertado en el horno TG y pesadas con precision. Las muestras se calentaron en nitrégeno a una
velocidad de 10 °C/min hasta 300 o 350°C. A menos que se indique otra cosa, las muestras de pesos se
equilibraron a 25 °C en el horno TGA antes del andlisis.

Los analisis de calorimetria de barrido diferencial (DSC) se realizaron en un calorimetro de barrido diferencial de TA
Instruments 2920. Se pusieron muestras pesadas de forma precisa tanto en recipientes pinzados como recipientes
cerrados herméticamente que contenian un orificio para permitir la liberacion de presién. Cada muestra se calenté
en una atmésfera de nitrégeno a una velocidad de 10 °C/min hasta 300 o 350 °C. Se us6 metal indio como el
estandar de calibracion. Las temperaturas se registraron en el maximo de transicion.

Espectroscopia por infrarrojos

Se adquirieron espectros de infrarrojos en un espectrometro Magna 860® transformada de Fourier de infrarrojos
(FT-IR) (Nicolet Instrument Corp.) equipado con una fuente de IR cercano/lejano Ever-Glo, un divisor de haz de
bromuro potasico de alcance extendido y un detector de sulfato de triglicina deuterado (DTGS). A menos que se
indique lo contrario, se usé un accesorio de reflectancia difusa Spectra-Tech, Inc. (el Collector™) para el muestreo.
Cada espectro representa 256 barridos afiadidos en conjunto a una resolucion espectral de 4 cm™'. La preparacion
de la muestra para el compuesto consistié en colocar la muestra en una microcapsula y la nivelaciéon del material
con un portaobjetos de vidrio esmerilado. Se adquirié un conjunto de datos iniciales con un espejo de alineamiento
en su lugar. Los espectros representan una relacion del conjunto de datos de un Unico haz de muestra con respecto
al conjunto de datos de un unico haz inicial. La calibracién de la longitud de onda del instrumento se realizé usando
poliestireno.

Espectroscopia RMN

Fase de solucion. Los espectros '"H RMN se adquirieron a temperatura ambiente en un espectrémetro Bruker
modelo AM-250 operativo a 5,87 T (frecuencia de Larmor: 'H = 250 MHz). Se adquirieron datos de tiempo de
dominio usando una amplitud de pulso de 7,5 ps y un tiempo de adquisicion de 1,6834 segundos sobre una ventana
espectral de 5000 Hz. Se recogieron un total de 16.384 puntos de datos. Se empled un tiempo de retardo de
relajacion de 5 segundos entre transitorios. Cada conjunto de datos normalmente consistia en 128 transitorios
ponderados. Los espectros se procesaron usando software GRAMS132 A1, versién 6,00. El decaimiento de
induccién libre (FID), se llendé de cero a cuatro veces el nUmero de puntos de datos y se multiplico exponencialmente
con un factor de linea de ampliacion de 0,61 Hz antes de la transformacioén de Fourier. Los espectros de 'H se
referenciaron internamente a tetrametilsilano (0 ppm) que se afadié como estandar interno.

Como alternativa, se realiz6é un analisis de RMN como se describe en el Ejemplo 4.

Analisis de absorcién/desorcion de humedad

Los datos de absorcién/desorcion de humedad se recogieron en un analizador de absorcion de vapor VTI SGA-100.
Los datos de absorcion y desorcién se recogieron en un intervalo del 5 % al 95 % de humedad relativa (RK) a
intervalos de RH al 10 % en una atmoésfera de purga de nitrdgeno. Se usaron cloruro sédico (NaCl) y
polivinilpirrolidona (PVP) como estandares de calibracion. Los criterios de equilibrio usados para analisis fueron un
cambio de menos del 0,0100 % en peso en 5 minutos, con un tiempo de equilibrado maximo de 180 minutos si el
criterio de peso no se cumplia. Los datos trazados no han sido corregidos para el contenido de humedad inicial.
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Nomenclatura

La estructura del compuesto (1-{9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]-6-aminopurin-2-il} pirazol-
4-il)-N-metilcarboxamida es como se indica a continuacion:

NH,
N
ﬁ@
Q
P~y
~——NH =N

v
7/
“OH

HO

Sintesis de (1-{9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]-6-aminopurin-2-il}pirazol-4-il)-N-
metilcarboxamida

Se muestra un método de referencia para la sintesis a gran escala de (1-{9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-
(hidroximetil)oxolan-2-il]-6-aminopurin-2-il}pirazol-4-il)-N-metilcarboxamida en el Esquema de Reaccion I.
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Etapa 1 - Preparacion de Féormula (2)

El compuesto de férmula (2) se prepara a partir del compuesto de férmula (1) por reaccidon con hidrazina
monohidrato en ausencia de un disolvente. La reaccién se realiza a una temperatura de aproximadamente 40 °C
mas/menos 5 °C. Cuando la reaccién esta completa, el producto de formula (2) se aisla mediante agitaciéon con un
disolvente prético en el que el compuesto de féormula (2) tiene una solubilidad limitada, por ejemplo etanol o
isopropanol. La mezcla se agita durante aproximadamente 1-5 horas, y después se filtra. El solido se purifica
mediante agitacion con agua, filtracion y lavado con agua seguido de isopropanol y se seca al vacio, que se usa en
la siguiente etapa sin purificacién.

Etapa 2 - Preparacion de Féormula (3)

El compuesto de formula (2) después se convierte en un compuesto de férmula (3) mediante reaccién con
aproximadamente 1-1,2 equivalentes molares de 2-formil-3-oxopropionato de etilo. La reaccion se realiza en un
disolvente prético, preferiblemente etanol, a la temperatura de reflujo aproximadamente, durante aproximadamente
2-4 horas. Después de un periodo de refrigeracion, a aproximadamente 0 °C, el sélido se retira por filtracion, se lavo
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con etanol frio, y se seco a presion reducida. El producto de férmula (3) se usa en la siguiente etapa sin purificacion.

Etapa 3 - Preparacion de Producto Final

El producto final se prepara a partir del compuesto de férmula (3) mediante reaccién con metilamina, preferiblemente
metilamina acuosa. La reaccién se realiza a aproximadamente temperatura ambiente, durante aproximadamente
4 horas. El producto de Férmula | se aisla mediante medios convencionales, por ejemplo por filtracion, lavado del
sélido con etanol frio, y secado a presion reducida.

Preparacion de Materiales de partida

Se usa (4S,2R,3R,5R)-2-(6-amino-2-cloropurin-9-il)-5-(hidroximetil)oxolan-3,4-diol como un material de partida en la
etapa 1. Este compuesto esta disponible en el mercado.

Se usa 2-formil-3-oxopropanoato de etilo como un material de partida en la etapa 2. Esta disponible en el mercado, o
puede hacerse como se muestra en el Esquema de Reaccion Il

ESQUEMA DE REACCION II

OEt o o
0
o NaH
+ —_— H H
H OEt
EtO OEt CO,EL

Se hace reaccionar 3,3-dietoxipropionato de etilo con formiato de etilo en presencia de una base fuerte,
preferiblemente hidruro sédico. La reaccion se realiza a aproximadamente 0-5°C, durante aproximadamente
24 horas. El producto se aisla mediante medios convencionales, por ejemplo mediante la adicién de agua y
extradicion de impurezas con un disolvente convencional, por ejemplo t-butilmetil éter, acidificacién de la fase
acuosa con, por ejemplo, acido clorhidrico, seguido de la extraccidon con un disolvente tal como diclorometano, y
eliminacion del disolvente del extracto secado a presion reducida.

donde Et es etilo.

El método para la sintesis a gran escala de (1-{9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]-6-
aminopurin-2-il}pirazol-4-il)-N-metilcarboxamida de la invencién es muestra en el Esquema de Reaccion lll.

ESQUEMA DE REACCION llI

CO,Et
\ \> H\")\n/ H
/‘\ - J\ o o
HNHN
OH
\OH o
o By donde Et es etilo
",
“om

A*ﬁ ~\
xﬁ\> — _>C fi@

% ?‘ \\OH Q
==N

@

y

Z—z

~\\\\\\

",
“oH H
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Etapa 1 - Preparacién de Férmula (2)

El compuesto de férmula (2) se prepara a partir del compuesto de férmula (1) por reaccidon con hidrazina
monohidrato en ausencia de un disolvente. La reaccion se realiza a una temperatura de aproximadamente 45-55 °C
mas/menos 5 °C. Cuando la reaccion esta completa, el producto de formula (2) se aisla mediante agitacion con un
disolvente prético en el que el compuesto de féormula (2) tiene una solubilidad limitada, por ejemplo etanol o
isopropanol. La mezcla se agita durante aproximadamente 1-5 horas, y después se filtra. El solido se purifica
mediante agitacion con agua, filtracion y lavado con agua seguido de etanol o isopropanol y se seca al vacio, que se
usa en la siguiente etapa sin purificacion.

Etapa 2 - Preparacion de Féormula (4)

El compuesto de formula (2) después se convierte en un compuesto de férmula (4) mediante reaccién con un exceso
de 2-formil-3-oxopropionato de etilo, por ejemplo un exceso de 2-10 veces, preferiblemente aproximadamente un
exceso de 5-10 veces. La reaccion se realiza en un disolvente prético, por ejemplo etanol, a aproximadamente la
temperatura de reflujo, durante aproximadamente 2-4 horas. Después de un periodo de refrigeracion, a
aproximadamente 0 °C, el sélido se retira por filtracion, se lavé con etanol frio, y se secd a presion reducida, y el
producto de férmula (4) se usa en la siguiente etapa sin purificacion.

El compuesto de férmula (4) se extrae como un derivado alqueno (2E), ya que éste es el isomero principal formado
en esta reaccion. Sin embargo, debe apreciarse que una cantidad significativa del derivado alqueno (2Z) también

puede formarse en esta reaccion; es decir: _
H)EEKKO/\
3 A)I )

/N
/ (OH
S —N K
/\ of
“om

HO
denominado como (22)-3-({9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)-oxolan-2-il]-2-[4-
(etoxicarbonil)pirazolil]purin-6-il}amino)-2-formilprop-2-enoato de etilo.

Por consiguiente, aunque el compuesto de formula (4) se representa como el derivado de alqueno (2E) unicamente,
el término "compuesto de formula (4)" pretende incluir tanto el caso en el que es Unicamente el isomero (2E), y el
caso en el que la porcion principal del producto es el isémero (2E) y una porciéon secundaria del isémero (2Z)
también esta presente. La conversion del compuesto de férmula (4) con respecto al producto final por reacciéon con
metilamina como se describe en la Etapa 3 avanza de la misma manera si el compuesto de formula (4) esta
presente como el isdmero (2E) o como una mezcla del isémero (2E) y el isémero (22).

Etapa 3 - Preparacion del producto final

El producto final se prepara a partir del compuesto de férmula (4) mediante reaccidon con metilamina, preferiblemente
metilamina acuosa. La reaccion se realiza inicialmente a aproximadamente 0-5°C durante aproximadamente
8 horas, preferiblemente en un reactor a presién, seguido de elevacién de la temperatura a 50-60 °C durante
aproximadamente 1 hora, y manteniendo la temperatura durante 15-30 minutos. El producto se aisla mediante
medios convencionales, por ejemplo mediante enfriamiento a 0-5°C y manteniendo un vacio durante
aproximadamente 1 hora, eliminando de esta manera la metilamina. El vacio se retira, y el contenido restante se
mantiene a 0-5 °C durante al menos 30 minutos, seguido de filtracién. El sélido obtenido de esta manera se lava con
agua seguido de etanol, y se seca a presién reducida.

Este proceso proporciona (1- {9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]-6-aminopurin-2-il}pirazol-4-
il)-N-metilcarboxamida como su monohidrato. Este polimorfo puede purificarse adicionalmente por disoluciéon en
dimetilsulfoxido, filtracion de cualquier impureza en sélido de la solucién, y precipitacion del monohidrato de la
solucion mediante la adicion de agua.
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Ejemplo de referencia 1

Preparacion de 2-formil-3-oxopropionato de etilo

Un matraz de fondo redondo de tres o cuatro bocas equipado con una barra de agitacion magnética, un termopar, un
termémetro digital, una entrada y salida de gas y un embudo de adicién se lavd abundantemente con argén. Se
cargo 3,3-dietoxipropionato de etilo (64,5 g) en tetrahidrofurano en el embudo de adicién. Se cargd hidruro sédico
(21,2 g de una dispersion al 60 %) en el matraz de reaccion seguido de tetrahidrofurano. El contenido del matraz se
enfrié a 0-5 °C en un bafo de hielo, y se anadié formiato de etilo (257 g). La mezcla se enfrié a 0-5 °C y el contenido
del embudo de adicion se afiadié gota a gota, manteniendo una temperatura interna de menos de 5 °C. El bafio de
hielo se retird y el contenido se dejé calentar a temperatura ambiente. El consumo de 3,3-dietoxipropionato de etilo
se control6 por analisis de TLC. La reaccion se interrumpié mediante la adicién de hielo-agua (10,6 vol), y se extrajo
tres veces con metil t-butil éter (5,4 vol cada vez), y las capas organicas se desecharon. La fase acuosa se acidificd
con acido clorhidrico conc. a un pH de 1 a 1,5. La capa acuosa acidificada se extrajo tres veces con diclorometano y
las capas organicas combinadas se secaron sobre sulfato sédico. El disolvente se retiré a presion reducida, y el
residuo se destil6 al vacio, para proporcionar 2-formil-3-oxopropionato de etilo, 27,92 g, rendimiento del 70 %.

Ejemplo de referencia 2

A. Preparacién de 2-Hidrazinoadenosina (2)

@
HO

Un matraz equipado con un agitador mecanico, una entrada de gas, una salida de gas y un termopar se lavo
abundantemente con argén. Se afiadié 2-cloroadenosina hemihidrato (53,1 g) seguido de hidrazina monohidrato
(134 g). La mezcla se agité mientras se calenté a 40-45 °C durante 2 horas. El progreso de la reaccion se siguié del
analisis por TLC. Cuando la reaccion se completd, la fuente de calor se retiré y se afiadié etanol (800 ml). La mezcla
se agité durante 2 horas a temperatura ambiente, después el precipitado se recogio por filtracion. La torta de filtro se
lavé con etanol y se sec6 a presion reducida durante 30 minutos. Los sdlidos se transfirieron a un matraz limpio
equipado con un agitador mecanico y se afadié agua (300 ml). La suspension se agité a temperatura ambiente
durante 18 horas, y los sélidos se aislaron por filtracion. La torta de filtro se lavd con agua enfriada con hielo (300 ml)
seguido de un lavado con etanol enfriado con hielo (300 ml). El sélido se secé a presién reducida para proporcionar
2-hidrazinoadenosina (41,38 g, rendimiento del 81,4 %, 99,3 % de pureza).

B. Preparacion alternativa de 2-Hidrazinoadenosina (2)

Un recipiente de reacciéon que contenia hidrazina hidrato (258 g, 250 ml) se calenté a 40-50 °C. A la mezcla caliente
se le afiadié en porciones 2-cloroadenosina hemihidrato (100 g) manteniendo la temperatura entre 45-55 °C. La
temperatura se mantuvo a esta temperatura durante dos horas, y después se afnadié agua desionizada (500 ml)
durante un periodo de 30 minutos, manteniendo la temperatura a 45-55°C. Después, la mezcla se enfrio
gradualmente a 0-5 °C durante un periodo de 3 horas, y después se agité a esta temperatura durante 30 minutos
mas. Después, el solido se retird por filtracion, y se lavd con agua desionizada (200 ml) fria seguido de etanol
(400 ml). El sélido se seco al vacio durante 12 horas, para proporcionar 2-hidrazinoadenosina.

10
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Ejemplo de referencia 3

Preparacion de  1-{9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]-6-aminopurin-2-il}pirazol-4-carboxilato
de etilo (3)

NH,

\ N

pPn,
(o)

/ N

>“C7 " WOH
o —=N -
/T g
@) Ko
HO

Se puso 2-formil-3-oxopropionato de etilo (23,93 g, 0,17 mol) se puso en un matraz equipado con un agitador
mecanico, una entrada de gas, una salida de gas y un condensador a reflujo. Se afadié 2-propanol en el matraz
seguido de 2-hidrazinoadenosina (44,45 g, 0,15 mol). La mezcla se calenté a reflujo en agitacion durante 2-4 horas,
tras el avance de la reaccién por analisis por TLC. Cuando la reaccién se determind completa, la fuente de calor se
retir6 y la mezcla se enfri6 a temperatura ambiente. La suspension se enfri6 en agitaciéon en un bafio de hielo
durante 1,5 a 2 horas. Los sélidos se aislaron por filtracion al vacio, y se lavé con 2-propanol enfriado con hielo. El
producto, 1-{9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]-6-aminopurin-2-il}pirazol-4-carboxilato de etilo,
se seco a presion reducida a un peso constante. Rendimiento de 54,29 g, pureza (por HPLC) 96,6 %.

Ejemplo de referencia 4

Preparacion de (1-{9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]-6-aminopurin-2-il}pirazol-4-il)-N-

metilcarboxamida
NH;
N|/iN\>
y i

o
~—NH ——=N R

(OH
d

"'l/,//
OH

HO

Una mezcla de 1-{9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]-6-aminopurin-2-il}pirazol-4-carboxilato
de etilo (46,4 g) y metilamina (40 % en agua, 600 ml) se agitdé a temperatura ambiente durante aproximadamente
4 horas, tras el avance de la reaccion por analisis de HPLC. La mayor parte del exceso de metilamina se retir6 a
presion reducida, y la mezcla restante se enfrié a 0 °C durante 2 horas. El sélido material se retird por filtracion, se
lavé con etanol 200 proof enfriado con hielo, y se secé a presion reducida, para proporcionar (1-{9-[(4S,2R,3R,5R)-
3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]-6-aminopurin-2-il}pirazol-4-il)-N-metilcarboxamida como su monohidrato,
36,6 g, pureza del 99,6 %.

La estructura del material se confirmoé por '"H RMN (véase la figura 1 y a continuacion). El analisis térmico (véase la

figura 2) proporcioné resultados compatibles con la presencia de una molécula de agua. Se obtuvieron patrones de
difraccién de polvo de rayos X (figura 3)
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NH,
4
\4a N
ool
@] a
P
NT 2N 1 N
HaC~—NH —=N

e c Q

H 5
Los espectros de 'H y C RMN se obtuvieron de la siguiente manera. Dos muestras del material obtenido
anteriormente se pesaron y se disolvieron en ds-DMSO - Se usaron 5,3 mg para los espectros de 'H, y se usaron
20,8 mg para los espectros '°C. Todos los espectros se adquirieron a temperatura ambiente en un espectrometro
JEOL Eclipse* 400 que funcionaba a 400 MHz para 1H y 100 MHz para '3C.

Etiqueta | Desplazamiento '3C (ppm) | Desplazamiento 'H (ppm) | Multiplicidad, divisién (Hz)
2 150,50 150,3 -
4 156,4 -
4a 1179 -
6 140,0 8,41 s
7a 150,50 150,3 -

1 86,9 5,94 D, 6,2
2 73,7 4,62 m
2'-OH - 5,50 D, 6,2
3 70,5 4,17 m
3'-OH - 5,23 D, 4,7
4' 85,7 3,96 m
5 61,5 3,67,3,57 m
5'-OH - 5,02 D, 5,7
A 140,9 8,07 D, 0,8

B 120,2 -

C 129,6 8,95 D, 0,8

D 161,7 -

E 25,6 2,76 D, 4,6
NH> - 7,77 sa
NH 8,35 Q, 4,6

Purificacion de (1-{9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]-6-aminopurin-2-il}pirazol-4-il)-N-
metilcarboxamida monohidrato

Una solucion de (1-{9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]-6-aminopurin-2-il}pirazol-4-il)-N-
metilcarboxamida monohidrato (100 g) en dimetilsulféxido (300 ml) se filirdé a través de un prefiliro de 0,6 a
0,8 micrémetros y un filtro de 0,2 micrometros para retirar cualquier impureza sélida. Después, el filtrado se afadio
lentamente durante un periodo de 1 hora a agua desionizada (1 litro) con agitacién, y la suspension formada de este
modo se agité durante no menos de 1 hora. El sélido se retird por filtraciéon, se lavd con agua desionizada (2 x
1 litro), y se sec6 al vacio durante no menos de 1 hora. Después, el producto secado se suspendié de nuevo con
agua desionizada (1,5 litros) durante no menos de 2 horas, se retird por filtracién, y se lavé con agua desionizada
(1 litro) seguido de etanol absoluto (750 ml). El producto purificado se secé al vacio a una temperatura de no mas de
40°C durante no mas de menos de 12horas, para proporcionar (1-{9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-
(hidroximetil)oxolan-2-il]-6-aminopurin-2-il}pirazol-4-il)-N-metilcarboxamida monohidrato libre de cualquier impureza
de 2-hidrazinoadenosina.

Ejemplo 5

Preparacion de (2E)-3-({9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)-oxolan-2-il]-2-[4-(etoxicarbonil)pirazolil]purin-
6-il}amino)-2-formilprop-2-enoato de etilo
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Una mezcla de 2-hidrazinoadenosina (100 g, 0,34 mol), 2-formil-3-oxopropionato de etilo (242 g, 1,7 mol) y etanol
absoluto se cargaron en un reactor, y la mezcla se calentd a reflujo durante 2 horas. Cuando la reaccion se
determin6é completa, la fuente de calor se retiré y la mezcla gradualmente se enfrié a 5-10 °C durante un periodo de
3 horas. La suspension se agité durante 30 minutos a esta temperatura, y la mezcla se filtré. El sélido material se
lavé con etanol absoluto frio (5-10 °C), y después se sec6 al vacio a una temperatura que no excedié de 40 °C, para
proporcionar (2E)-3-({9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]-2-[4-(etoxicarbonil)-pirazoliljpurin-6-
ilfamino)-2-formilprop-2-enoato de etilo.

Un andlisis elemental dio los siguientes resultados: C, 48,75 %; H, 4,86 %; N, 18,05 %; O, 27,57. Tedrico: C,
49,72 %; H, 4,74 %; N, 18,45 %; O, 27,09. El analisis corresponde dentro de los limites de error experimentales al
hemihidrato del producto deseado. (C, 48,89 %; H, 4,81 %; N, 18,1 %; O, 28,12)

Los espectros de 'H y 3C RMN se obtuvieron de la siguiente manera. Se disolvieron 20,2 mg del compuesto de
férmula (4) en ~0,75 ml de DMSO-d6, y los espectros se obtuvieron a temperatura ambiente en un espectrometro
JEOL ECX-400 RMN que funcionaba a 400 MHz para 1H y 100 MHz para '3C. Los desplazamientos quimicos
hacian referencia al disolvente de DMSO, 2,50 ppm para 1H y 39,5 ppm para '*C.

RESULTADOS

Los desplazamientos quimicos 'H y 3C se enumeran en la Tabla 1. Se observaron dos isémeros en una relacion de
~60/30 tanto en los espectros "H como los espectros '3C, marcados como principal y secundario en la tabla.

Atomo? Desplazamiento Desplazamiento Multiplicidad®,
Quimico 3C (ppm) Quimico 'H (ppm) Division (Hz)
21 (principal) 192,4 9,96 d, 3,6
21 (secundario) 187,6 9,83 S
22 (secundario) 167,1 - -
22 (principal) 165,2 - -
15 (secundario) 161,8 - -
15 (principal) 161,7 - -
6 (principal) 153,1 - -
6 (secundario) 152,9 - -
2 (secundario) 1494 - -
2 (principal) 149,3 - -
19 (secundario) 148,0 9,22 d, 13,0
4 (secundario) 147.9 - -
4 (principal) 147.8 - -
19 (principal) 147,5 9,26 d,124,d, 3,6
8 (principal) 144,9 8,87 s
8 (secundario) 1447 8,85 S
12 143,1 8,20-8,23 m
14 (secundario) 132,8 9,20 d, 70,7
14 (principal) 132,6 9,12 d, 70,7
5 (principal) 120,7 - -
5 (secundario) 120,6 - -
13 116,7 - -
20 (secundario) 107,2 - -
20 (principal) 106,1 - -
1'(principal) 87,9 6,07 d, 5,3
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1' (secundario) 87,9 6,06 d, 5,3
4' 85,8 4,02 q,3,9
2'(secundario) 74,1 4,62 q, 5,4
2'(principal) 74,1 4,61 q, 5,4
3' 70,1 4,22 q,4,2

5' 61,0 3,62,3,73 m

23, 16 60,3-60,8 4,25-4,39 m

17,24 14,1-14,2 1,28-1,38 m
18 (principal) - 12,51 d, 12,4
18 (secundario) - 11,47 d, 13,0
2'-OH (principal) - 5,63 d, 6,1
2-OH . 5,62 d, 6,1

(secundario)

3'-OH - 5,30 d, 5,1
5'-OH - 5,08 t, 5,5

El compuesto de formula (4) se confirmé como una mezcla de los siguientes dos isémeros:

CHj 24 24 CH,
23 23
(@) (@)
22 22 20
o 0] H 24
18
H 19 "NH
9 4 19
NS NSN3
11 H—’
N . 8 7N5|N/2/11
N H 5 4 p 1 1QN N\ H12
13 HO neH H 13
o) He L H 14
Os \_ ¥Hd OHZ 05
I 16 3
o 17
Principal Secundario

Ejemplo 6

Preparacion de (1-{9-[(4S,2R,3R,5R)-3.4-dihidroxi-5-(hidroximetil Joxolan-2-il]-6-aminopurin-2-il}pirazol-4-il)-N-

metilcarboxamida del Compuesto (4)
NH,
NlJ\IN\>
)\N/ N

HO

~—~—z

C

Se puso una solucidon acuosa al 40 % de metilamina (1300 ml) en un reactor a presion, se enfrié a 0-5°C, y se
afiadio el producto del Ejemplo 5 ((2E)-3-({9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]-2-[4-
(etoxicarbonil)pirazolil]purin-6-il} amino)-2-formilprop-2-enoato de etilo (100 g). La mezcla se agité a 0-5 °C durante al
menos 8 horas, controlando la reaccion para su finalizacion. Cuando estuvo completa, la mezcla se calento,
manteniendo la temperatura entre 50 y 60 °C durante 1 hora, y después se enfri6 a menos de 30 °C durante un
periodo de 1 hora. Cuando la temperatura estaba por debajo de 30 °C, la mezcla se desgasificé usando una presion
de 100-150 mm de Hg, permitiendo que la temperatura disminuyese a 0-5 °C. La mezcla se agitd a 0-5 °C durante al
menos 1 hora, manteniendo la presién a 100-150 mm de Hg. Después, el vacio se interrumpié y se reemplazé por
nitrégeno, manteniendo la temperatura a 0-5 °C durante no menos de 30 minutos. Después, el producto sdlido se

OH
c“\\\\

=z

oy
(7
OH
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elimind por filtracion, se lavé con agua (3 x 500 ml), y después con etanol absoluto (625 ml). El producto se seco al
vacio, sin dejar que la temperatura excediera 40 °C, para proporcionar (1-{9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-
(hidroximetil)oxolan-2-il]-6-aminopurin-2-il}pirazol-4-il)-N-metilcarboxamida como su monohidrato.

Los espectros de 'H y C RMN se obtuvieron de la siguiente manera. Dos muestras del material obtenido
anteriormente se pesaron y se disolvieron en ds-DMSO - Se usaron 5,3 mg para los espectros 'H, y se usaron
20,8 mg para los espectros '°C. Todos los espectros se adquirieron a temperatura ambiente en un espectrometro
JEOL Eclipse* 400 que funcionaba a 400 MHz para 1H y 100 MHz para '3C.

Etiqueta | Desplazamiento '*C (ppm) | Desplazamiento 'H (ppm) | Multiplicidad, division (Hz)
2 150,50 150,3 -
4 156,4 -
4a 117,9 -
6 140,0 8,41 s
7a 150,5 0 150,3 -

1 86,9 5,94 D, 6,2
2' 73,7 4,62 m
2'-OH - 5,50 D, 6,2
3 70,5 417 m
3'-OH - 5,23 D, 4,7
4 85,7 3,96 m
5' 61,5 3,67,3,57 m
5'-OH - 5,02 D, 5,7
A 140,9 8,07 D, 0,8

B 120,2 -

C 129,6 8,95 D, 0,8

D 161,7 -

E 25,6 2,76 D, 4,6
NH2 - 7,77 sa
NH - 8,35 Q, 4,6

Un anélisis elemental dio los siguientes resultados: C, 43,96 %; H, 4,94 %; N, 27,94. Tedrico: C, 44,12 %; H, 4,94 %;
N, 27,44 %; O, 27,09. El analisis corresponde dentro de los limites de error experimentales con respecto al
monohidrato.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la preparacién a gran escala de (1-{9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]-6-

aminopurin-2-il}pirazol-4-il)-N-metilcarboxamida:
/k)I\>

N
% l \\\\\OH
~——NH =—=N

Férmulal

que comprende:

poner en contacto un compuesto de la formula (4):

~XC
xﬁ\>

1
/T

",
“oH

“

con metilamina.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que el compuesto de formula (4) se hace reaccionar con una solucién
acuosa de metilamina a una temperatura inicial de aproximadamente 0-5°C seguido de calentamiento a
aproximadamente 50-70 °C.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que la reaccidn se realiza en un reactor a presion cerrado herméticamente.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el producto final de 1-{9-[(4S,2R,3R,5R)-3,4-
dihidroxi-5-(hidroximetil)oxolan-2-il]-6-aminopurin-2-il}pirazol-4-il)-N-metilcarboxamida se aisla como el monohidrato
puro

a) disolviendo el producto en un disolvente,

b) afiadiendo agua purificada,

c) filtrando la suspensiéon formada de esta manera,

d) lavando el contenido del filtro con agua seguida de etanol, y

e) secando el sdlido restante al vacio a una temperatura que no excede de 40 °C.

(
(
(
(
(

5. El método de la reivindicacion 4, en el que el disolvente usado en la etapa (a) es dimetilsulfoxido.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el método comprende adicionalmente
sintetizar el compuesto de la féormula (4):
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ﬁ@
/\}\@*

v, "/,/

4)
poniendo en contacto un compuesto de la férmula (2)
NH,
N
N
P,
HgNHN N/ N
QoH
O,
K
HO
(2)

5 con un exceso de 2-formil-3-oxopropionato de etilo.
7. El método de la reivindicacion 6, en el que la reaccién se realiza en etanol.
8. El método de la reivindicacion 7, en el que la reaccion tiene lugar a una temperatura de aproximadamente 80 °C.
10
9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en el que se usa aproximadamente un exceso molar de
2-10 veces de 2-formil-3-oxopropionato de etilo.

10. El método de la reivindicacién 9, en el que se usa aproximadamente un exceso molar de 5-10 veces de 2-formil-
15  3-oxopropionato de etilo.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10, que comprende adicionalmente la etapa (v):

preparar el compuesto de la férmula (2):

NH,
N| X N\>
)\ Z N
HoNHN N
«\\‘\OH
o
'Il””OH
HO

20 (2)

que comprende:

hacer reaccionar un compuesto de la formula (1):

17



con hidrazina.
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NH,
N
)N\)j: \>
cl N/ N
WOH

\)

of

“oH
HO

(1)

18



ES 2593 028 T3

: .
’f" w . e
1)

‘.I‘ﬁ,‘..u..“ vy Y’
) Partes por millon

Figura 1

19

[ e SNtk S Suns Sum S unn Sun e fe et Sk S SEe B en S b AN {



Flujo de calor (W/g)

ES 2593 028 T3

-2 o

a :7‘ a 2pQgrados C

d52-1828.08C
1912002 158

Peso (%)

L
100

10 200
- Temperatura (°C)

Figura 2

20



ES 2593

028 T3

4000

......................................

...............

Figura 3

21

T L hdnd

Thota-2Thsta (grd)



ES 2593 028 T3

TR AEGS]

r ¥
5 n b ]

& 19 13 20
Tiempo: B300 s Fecha: 1B/A/ZODZ VF:EA2 =40 ¥-1230 mA Ritwalpr)

Figura 4

22




ES 2593 028 T3

4000 ~J-iveevn

000 o »emmeeesi .

----------

.......

.....

1000

AN W

2000 Jeecemeii-ccosaces

...........-.-----.—--igmpo: . CVEIi46,-Datos 1

1500

1000

Figura 5

23

5
Thots-2Thete (grd)



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos



