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DESCRIPCION
Procedimiento para la preparacion de una 2-(4-aminofenil)morfolina quiral

La presente invencién se refiere a un novedoso procedimiento para la preparaciéon de 2-(4-aminofenil)morfolinas de
formula

H,N

en la que R'es hidrégeno o un grupo protector de amino.

Las 2-(4-aminofenil)ymorfolinas quirales de formula | son intermedios clave para la preparacion de compuestos que
tienen una buena afinidad por los receptores asociados a aminas traza (TAAR), especialmente por TAAR1, como se
describe, por ejemplo, en las publicaciones PCT WO 2012/016879 y WO 2012/126922.

Los procedimientos biocataliticos para obtener (R) o (S)-2-bromo-1-(4-nitrofenil)etanol, es decir, alcoholes quirales
gue se usan como intermedios en el procedimiento de la invencion, se describen en Tetrahedron Asymmetry 16
(2005) 717-725.

Por lo tanto, la invencion se refiere ademas al uso del procedimiento de la presente invencion en un procedimiento

para la preparacion de compuestos de formula
O/ﬁ
NH
O

HZ)J\N XX

H

en la que
R% es arilo o heteroarilo, en el que los anillos aromaticos estan
opcionalmente sustituidos con uno o dos sustituyentes, seleccionados entre alquilo Ci.7, halégeno, CFs, OCFsj,
OCH,CFj3, alcoxi C;1.7 0 ciano;
o sales de adicién de acido farmacéuticamente adecuadas de los mismos o
para la preparacién de compuestos de férmula
o/\

NH

R2—N XXX

en la que

R%es arilo 0 heteroarilo, en el que los anillos aromaticos estan

opcionalmente sustituidos con uno o dos sustituyentes, seleccionados entre alquilo Ci.7, halégeno, CFs, OCFsj,
OCHCFs3, alcoxi C1.7 0 ciano;

o sales de adicién de acido farmacéuticamente adecuadas de los mismos.

El objetivo de la presente invencion era encontrar un procedimiento que se pueda realizar a escala técnica.
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El objetivo se podria alcanzar con el procedimiento que se describe a continuacion.

El procedimiento para la preparacion de una 2-(4-aminofenil)morfolina quiral de formula
o/\
N
R |
H,N

en la que R* es hidrégeno o representa un grupo protector de amino PG comprende las etapas
a) una reduccion enzimatica de una cetona de férmula

o)
X
I
O,N

en la que X es un atomo de halégeno con una oxidorreductasa para formar el alcohol quiral de férmula

OH
X
lia
O,N

b) la formacion del compuesto de etanolamina N-protegido de formula

oH PG

|
N
/O/k/ ~"S0H Na
O.N

en la que PG es un grupo protector de amino;
¢) la ciclacién del compuesto de etanolamina N-protegido de férmula IVa para formar la 2-(4-nitrofenil)morfolina de

formula
o/\
/@A\/ N\‘ PG v
O,N

en la que PG es como se define anteriormente; y
d) la reduccion del grupo nitro para formar la 2-(4-aminofenil)morfolina quiral de formula I; y
e) la retirada opcional del grupo protector de amino PG.
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Las siguientes definiciones se exponen para ilustrar y definir el significado y alcance de los diversos términos usados
para describir la invencion en el presente documento.

El término "alquilo Ci7" se refiere a un radical hidrocarburo alifatico saturado monovalente de cadena lineal o
ramificada de uno a seis atomos de carbono, preferentemente de uno a cuatro, mas preferentemente de uno a dos
atomos de carbono. Este término se ejemplifica ademas por radicales tales como metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-
butilo, s-butilo o t-butilo, pentilo y sus isdmeros, hexilo y sus isémeros y heptilo y sus isémeros.

El término "alcoxi C1.7" se refiere un grupo alquilo C;.7 como se define anteriormente al que esta unido un atomo de
oxigeno.

El término "hal6genco" se refiere a fltor, cloro, bromo o yodo, pero particularmente a cloro y bromo.

El término "arilo" se refiere a un anillo de carbono aromatico tal como al anillo de fenilo o naftilo, preferentemente el
anillo de fenilo.

El término "heteroarilo” se refiere a un anillo monociclico aromatico de 5 a 6 miembros o un anillo biciclico de 9 a 10
miembros que puede comprender 1, 2 o 3 heteroatomos seleccionados entre nitrdgeno, oxigeno y/o azufre, tales
como piridinilo, pirazolilo, pirimidinilo, benzoimidazolilo, quinolinilo e isoquinolinilo.

La expresion "sales de adicion de &cido farmacéuticamente aceptables" abarca sales con acidos inorganicos y
organicos, tales como acido clorhidrico, acido nitrico, acido sulfarico, acido fosférico, &cido citrico, acido férmico,
acido fumérico, acido maleico, acido acético, acido succinico, &cido tartarico, acido metanosulfénico, acido p-
toluensulfénico y similares.

La expresion "grupo protector de amino" se refiere a un sustituyente sensible a acidos o acidos de Lewis
convencionalmente usado para impedir la reactividad del grupo amino. Los grupos protectores de amino que son
sensibles a &cidos o Acidos de Lewis adecuados se describen en Green T., "Protective Groups in Organic
Synthesis", 4.2 Ed. de Wiley Interscience, 2007, capitulo 7, 696 y siguientes. Por lo tanto, los grupos protectores de
amino adecuados para PG se pueden seleccionar entre Boc (t-butoxicarbonilo), bencilo, 4-metoxibencilo,
benzhidrilo, Fmoc (fluorenilmetoxicarbonilo), Cbz (benciloxicarbonilo), Moz (p-metoxibencilcarbonilo), Troc (2,2,2-
tricloroetoxicarbonilo), Teoc (2-(trimetilsilil)etoxicarbonilo), Adoc (adamantoxicarbonilo), formilo, acetilo o
ciclobutoxicarbonilo. Mas particularmente, se usa Boc o bencilo.

El enlace espiral

representa " "y, por tanto, indica la quiralidad de la molécula.

Siempre que un carbono quiral esté presente en una estructura quimica, se pretende que todos los estereocisomeros
asociados con ese carbono quiral estén abarcados por la estructura como estereoisomeros puros, asi como mezclas
de los mismos.

Etapa a)
La etapa a) requiere la reduccidén enzimatica de una cetona de formula II.

Las cetonas de formula Il estan disponibles comercialmente o se pueden sintetizar de acuerdo con procedimientos
conocidos por los expertos en la técnica.

La 2-bromo-1-(4-nitro-fenil)etanona es la cetona de férmula Il particularmente usada.

La reduccién asimétrica es catalizada por una oxidorreductasa, habitualmente en presencia de NADH o NADPH
como cofactor, que se regenera in situ.

Por regla general, el cofactor oxidado se regenera continuamente con un alcohol secundario como cosustrato. Los
cosustratos tipicos se pueden seleccionar entre 2-propanol, 2-butanol, pentan-1,4-diol, 2-pentanol, 4-metil-2-
pentanol, 2-heptanol, hexan-1,5-diol, 2-heptanol o 2-octanol, preferentemente 2-propanol. Preferentemente, el
cofactor se regenera por medio del cosustrato en la misma enzima que también cataliza la reaccion diana. En otro
modo de realizacion preferente, la acetona formada cuando se usa 2-propanol como cosustrato se elimina
continuamente de la mezcla de reaccion.
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También es bien conocida la regeneracién del cofactor mediante una enzima adicional que oxida su sustrato natural
y que proporciona el cofactor reducido. Por ejemplo, la alcohol secundario deshidrogenasa/alcohol; la glucosa
deshidrogenasa/glucosa; la formiato deshidrogenasa/acido férmico; la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa/glucosa-6-
fosfato; la fosfito deshidrogenasa/fosfito; la hidrogenasa/hidrégeno molecular y similares. Ademas, se conocen
procedimientos de regeneracion electroquimica, asi como procedimientos de regeneracién quimica de cofactores
gue comprenden un catalizador metalico y un agente reductor, que son adecuados.

Las enzimas oxidorreductasas microbianas preferentes proceden de levaduras, bacterias o de células de mamifero.

La oxidorreductasa se puede aplicar en forma de enzima(s) aislada(s) o de células enteras, opcionalmente en forma
inmovilizada por uno de los numerosos procedimientos convencionales descritos en la bibliografia.

En un modo de realizacion en particular de la presente invencion, la reduccion asimétrica se realiza en un medio
acuoso en presencia de un codisolvente organico que se puede seleccionar, por ejemplo, ente glicerol, 2-propanol,
éter dietilico, éter metil-terc-butilico, éter diisopropilico, éter dibutilico, acetato de etilo, acetato de butilo, heptano,
hexano o ciclohexeno o de mezclas de los mismos.

La presencia de un codisolvente organico es particularmente ventajosa, ya que se puede formar una suspension
homogénea que permite la separacion sencilla de la cetona deseada de formula Il por filtracion.

La temperatura de reaccion habitualmente se mantiene en un intervalo entre 1 °C y 50 °C, preferentemente entre
20°Cy 40 °C.

La concentracion de reaccion (concentracion de cetona de férmula 1l y de alcohol quiral de férmula llla en la mezcla
de reaccion) habitualmente se mantiene en un intervalo entre un 1 % y un 25 %, preferentemente entre un 10 % y un
20 %.

Al término de la reaccion (como regla general > 90 % de conversion), el producto se trata convencionalmente por
extraccién o preferentemente por filtracion.

Dependiendo del sustrato de cetona, los sistemas de catalizador/cofactor/cosustrato preferentes varian.

Como regla general, se seleccionan las oxidorreductasas que tienen el potencial de convertir la cetona de férmula Il
con un exceso enantiomérico del alcohol quiral deseado de férmula Illa de un 98 % y superior.

Para la formacion del (S)-2-bromo-1-(4-nitro-fenil)-etanol se ha demostrado que las siguientes oxidorreductasas son
utiles.

Las oxidorreductasas dependientes de NADPH se pueden seleccionar entre los tipos KRED-Y1, KRED-NADPH-
P1A04, KRED-NADPH-P2H07, KRED-NADPH-P1B10, KRED-NADPH-107, KRED-NADPH-135, KRED-NADPH-136,
KRED-NADPH-147 o KRED-NADPH-162C, que estan disponibles todas ellas en Codexis Inc., Redwood City, CA,
EE. UU.

Es particularmente 0til la oxidorreductasa dependiente de NADPH KRED-Y1, una cetorreductasa modificada de
Lactobacillus kefir como se divulga en la publicacion int. PCT n.° WO2008103248A1 e identificada como SEQ. ID.
NO. 124, que tiene una sustitucion E145A adicional, de Codexis Inc., Redwood City, CA, EE. UU.

Las oxidorreductasas dependientes de NADH se pueden seleccionar entre los tipos KRED-NADH-110 y KRED-
NADH-124, todas de Codexis Inc., Redwood City, CA, EE. UU., los tipos A161, A291 y A401 de Almac Group Ltd.
Craigavon, Reino Unido, el tipo A1l de Johnson Matthey, Londres, Reino Unido y de 1.1.200 de Evocatal GmbH,
Monheim am Rhein, Alemania, de ES-KRED-120 y de Enzysource, Hangzhou, China. Es particularmente (til la
oxidorreductasa dependiente de NADH KRED-NADH-110 de Codexis Inc., Redwood City, CA, EE. UU. y All de
Johnson Matthey, Londres, Reino Unido.

La reduccion asimétrica se puede realizar aplicando la regeneracién de cofactor acoplada a enzima basada en
glucosa como agente reductor final o la regeneracion acoplada a sustrato usando 2-propanol como agente reductor
final. Durante las reducciones con glucosa como agente reductor final, el pH se debe mantener mediante la adicién
controlada de una base para neutralizar el acido glucénico formado, el subproducto oxidado de la regeneracion del
cofactor de nicotinamida reducido usando la glucosa deshidrogenasa (GDH 105 [Codexis]) en un intervalo de 1/10 a
1/2000 (proporcidon enzima/sustrato). La temperatura de reaccion se puede mantener entre 20 °C y 40°C. La
reaccion se puede realizar como una conversién de la cetona de formula Il en el alcohol quiral de formula llla en
suspension a concentraciones de hasta un 25 %. El tratamiento del producto se puede conseguir por procedimientos
extractivos convencionales, por ejemplo, con TBME o0 acetato de etilo. El producto se aisla preferentemente por
filtracion, si es ventajoso, después de la evaporacion previa del codisolvente organico.

Para la formacion del (R)-2-bromo-1-(4-nitro-fenil)-etanol se ha demostrado que las siguientes oxidorreductasas son
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Utiles.

La oxidorreductasa dependiente de NADPH se puede seleccionar entre los tipos KRED-NADPH-104, KRED-
NADPH-130 o KRED-NADPH-148, todas de Codexis Inc., Redwood City, CA, EE. UU. Es particularmente util la
oxidorreductasa dependiente de NADPH KRED-NADPH-104 de Codexis Inc., Redwood City, CA, EE. UU.

La oxidorreductasa dependiente de NADH se puede seleccionar entre los tipos KRED-Y2, KRED-NADH-117, KRED-
NADH-126, todas de Codexis Inc., Redwood City, CA, EE. UU., el tipo XI de Johnson Matthey, Londres, Reino
Unido, el tipo 127 de Enzysource, Hangzhou, China y el tipo A131 de Almac Group Ltd. Craigavon, Reino Unido.

Es particularmente (til la oxidorreductasa dependiente de NADH KRED-Y2, una cetorreductasa modificada de
Novosphingobium aromaticivorans como se divulga en la publicacién int. PCT n.° W0O2011/005527A2 e identificada
como SEQ. ID. NO. 2, de Codexis Inc., Redwood City, CA, EE. UU.

La reduccién asimétrica se realizé aplicando la regeneracion del cofactor acoplado a enzima basada en glucosa
como agente reductor final. Durante la reaccion, se mantuvo el pH mediante la adicion controlada de una base, tal
como hidréxido de sodio acuoso para neutralizar el acido gluconico formado, el subproducto oxidado de la
regeneracion del cofactor de nicotinamida reducido usando glucosa deshidrogenasa (GDH 105 de Codexis). La
temperatura de reaccién se puede mantener entre 20°C y 40°C. La reaccién se puede realizar como una
conversion de la cetona de formula Il en el alcohol quiral de formula Illa en suspension a concentraciones de hasta
un 20%. El tratamiento del producto se puede conseguir por procedimientos extractivos convencionales, por
ejemplo, con TBME o acetato de etilo. El aislamiento del producto preferente se realiza mediante filtracion sencilla
del producto, si es ventajoso, después de la evaporacion de los codisolventes orgénicos.

Etapa b)
La etapa b) requiere la formacion del compuesto de etanolamina N-protegido de férmula IVa.

En un modo de realizacidn en particular, el alcohol quiral de formula llla obtenido en la etapa a) se puede usar
directamente en esta etapa b), sin tener que aislarlo de la mezcla de reaccion.

En general, la formacion del compuesto de etanolamina N-protegido de formula 1Va se realiza
i) en tres etapas convirtiendo, en una primera etapa, el alcohol quiral de férmula Illa en presencia de una base en un
epoxido de formula

llo
O,N

convirtiendo, en una etapa adicional, el epdxido de formula Illb con etanolamina en el compuesto de etanolamina no

protegido de férmula
OH H
N
~~"0H
Vb
O,N

e introduciendo, en una etapa final, el grupo protector de amino PG;

ii) en dos etapas convirtiendo, en una primera etapa, el alcohol quiral de férmula Illa con etanolamina en el
compuesto de etanolamina no protegido de férmula IVb e introduciendo, en una etapa posterior, el grupo protector
de amino PG; o

iii) en una etapa convirtiendo el alcohol quiral de formula Illa con una etanolamina N-protegida de férmula
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H
N
pa~ " OH

en la que PG representa un grupo protector de amino.

La formacion de epdéxido en el procedimiento i) se puede conseguir por tratamiento del alcohol quiral de formula llla
con una base acuosa tal como con hidroxido de sodio acuoso en presencia de un disolvente organico, tal como
tetrahidrofurano, metiltetrahidrofurano, éter metil-terc-butilico, éter metil-ciclopentilico, 1,2-dietoxietano o con
alcoholes alifaticos inferiores, tal como con etanol. El epéxido de formula lllb se puede aislar de la fase organica por
evaporacion del disolvente.

La formacion del compuesto de etanolamina desprotegido de formula IVa en el procedimiento i) se puede realizar
por tratamiento del epdxido de formula Illb con etanolamina en presencia de una base orgénica tal como trietilamina,
N,N-diisopropiletilamina o N-metilmorfolina en un disolvente organico adecuado, tal como en éter, tetrahidrofurano,
dioxano o éter metil-terc-butilico a una temperatura de 0 °C a 60 °C.

Por regla general, se usa un exceso estequiométrico de 2 a 30 equivalentes, preferentemente un exceso de
aproximadamente 10 equivalentes de etanolamina.

El aislamiento del compuesto de etanolamina desprotegido de férmula IVa de la mezcla de reacciéon puede ocurrir
mediante extraccion con un disolvente adecuado, tal como con una mezcla de acetato de etilo y agua y posterior
concentracion de la fase orgéanica.

La introduccién del grupo protector de amino PG en el procedimiento i) se puede realizar aplicando procedimientos
bien conocidos por los expertos en la técnica. En un modo de realizacién en particular, se selecciona el grupo Boc y
su introduccion se consigue con anhidrido de Boc en presencia de un disolvente organico adecuado tal como éter,
tetrahidrofurano, dioxano o éter metil-terc-butilico a una temperatura de 0 °C a 40 °C. El compuesto de etanolamina
N-protegido de formula IVa se puede aislar de la fase organica por evaporacion del disolvente.

De acuerdo con el procedimiento ii), el alcohol quiral de formula Illa se trata con etanolamina en presencia de un
disolvente organico adecuado tal como éter, tetrahidrofurano, dioxano o éter metil-terc-butilico a una temperatura de
0°Ca60c°C.

Por regla general, se usa un exceso estequiométrico de 2 a 30 equivalentes, preferentemente un exceso de
aproximadamente 10 equivalentes de etanolamina.

El aislamiento del compuesto de etanolamina desprotegido de férmula IVa de la mezcla de reaccion puede ocurrir
mediante extraccion con un disolvente adecuado, tal como con una mezcla de acetato de etilo y agua y posterior
concentracion de la fase orgéanica.

La introduccion del grupo protector de amino PG se puede conseguir como se describe anteriormente para el
procedimiento i).

De acuerdo con el procedimiento iii), el compuesto de etanolamina N-protegido de formula IVa también se puede
obtener por tratamiento del alcohol quiral de formula Ill con una etanolamina N-protegida, preferentemente con la
etanolamina protegida con bencilo en presencia de un disolvente adecuado, tal como con n-propanol y con una base
organica tal como trietilamina, N,N-diisopropiletilamina o N-metilmorfolina a una temperatura desde 40 °C hasta la
temperatura de reflujo del disolvente.

De forma alternativa, el procedimiento iii) también se puede conseguir partiendo del epoxido de formula llib,
aplicando condiciones de reaccion como se indica anteriormente para el procedimiento iii).

Etapa ¢)

La etapa c) requiere la ciclacion del compuesto de etanolamina N-protegido de férmula IVa para formar la 2-(4-
nitrofenil)morfolina de formula V.

La reaccion se realiza, por regla general, por etapas haciendo reaccionar el compuesto de etanolamina N-protegido
de férmula IVa con un halogenuro de sulfonilo de formula
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oH PG v
L

O,N

en la que PG es como se define anteriormente y R® es alquilo C1.4 o fenilo opcionalmente sustituido con un grupo
alquilo Ci.4, un grupo nitro o un atomo de halégeno. A halogenuro de sulfonilo adecuado es el cloruro de
metanosulfonilo (R* = metilo, X = cloro). La reaccion se realiza en presencia de una base organica tal como con
trietilamina, N,N-diisopropiletilamina o N-metilmorfolina, particularmente trietilamina y un disolvente organico
adecuado tal como éter, tetrahidrofurano, dioxano o éter metil-terc-butilico, més particularmente tetrahidrofurano a
una temperatura de 0 °C a 40 °C.

El sulfonato intermedio se puede aislar usando procedimientos conocidos por los expertos en la técnica, pero como
regla general la mezcla de reaccion se cicla directamente por tratamiento con una base no nucledfila.

Las bases adecuadas son bases no nucledfilas, tales como alcéxidos de metales alcalinos, tales como terc-butéxido
de potasio 0 2-metil-2-butéxido de potasio, que funcionan, por tanto, en un entorno sustancialmente exento de agua
usando disolventes organicos aproticos adecuados como éter, tetrahidrofurano, dioxano o éter metil-terc-butilico.

Las bases no nucledfilas alternativas son catalizadores de transferencia de fase, tales como sales de amonio
cuaternario o sales de fosfonio, sales de tetraalquilamonio como, por ejemplo, hidrogenosulfato de tetrabutilamonio,
cloruro de benciltrimetilamonio, bromuro de etilhexadecildimetilamonio o bromuro de tetrabutilfosfonio. Por regla
general, hay presente una base inorganica acuosa como hidréxido de sodio, de potasio o de litio cuando se usa este
tipo de bases y también hay presente un disolvente organico polar aprético adecuado tal como éter, tetrahidrofurano,
2-metiltetrahidrofurano o tolueno.

La temperatura de reaccion para la ciclacion se selecciona entre 0 °C y 40 °C.

La 2-(4-nitrofenil)ymorfolina de formula V formada se puede aislar mediante extracciéon con agua y un disolvente
organico adecuado, tal como con éter metil-terc-butilico y posterior concentracion de la fase organica.

Etapa d)

La etalpa d) requiere la reduccién del grupo nitro para formar la 2-(4-aminofenil)morfolina quiral de formula I, en la
que R™ es PG.

La reduccién se puede lograr por hidrogenacién con hidrégeno a presién normal o elevada con un catalizador
metalico de hidrogenacion tal como con un catalizador de PtO,, Pd/C, Pt/V o un catalizador de Ni-Raney en
disolventes préticos, tal como en metanol, etanol, 2-propanol, agua o mezclas de los mismos a temperaturas de 0 °C
a 40 °C.

El aislamiento de la 2-(4-aminofenil)morfolina quiral de formula | en la que R’ es PG puede tener lugar por filtracién
de la mezcla de reaccién y por concentracion del filtrado.

Etapa e)
La etapa e) comprende la eliminacion opcional del grupo protector PG.

Los procedimientos para la eliminacion de grupos protectores de amino son bien conocidos por los expertos en la
técnica.
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La eliminacién del grupo protector de N Boc se puede lograr con acidos minerales acuosos tales como acido
clorhidrico, H,SO4 o H3POs o &cidos organicos tales como acido trifluoroacético, acido cloroacético, acido
dicloroacético, acido acético, acido metanosulfénico o acido p-toluensulfénico en disolventes tales como cloruro de
metileno, cloroformo, tetrahidrofurano, metanol, etanol, 1-propanol, acetonitriio 0 agua a una temperatura de
reaccion de 0 °C a 80 °C.

En un modo de realizacion preferente, la eliminaciéon del grupo protector de N Boc se puede lograr con acido
trifluoroacético en acetonitrilo acuoso a aproximadamente 60 °C durante 2 horas o con acido clorhidrico acuoso al
25 % en 1-propanol a aproximadamente 60 °C durante 2 horas.

El grupo protector bencilo se puede eliminar preferentemente en condiciones de hidrogendlisis con un catalizador
metdlico de hidrogenacion tal como con Pd/C.

En un modo de realizacion adicional de la invencion y como se describe anteriormente, el procedimiento de la
presente invencion se puede aplicar en un procedimiento para la preparacion de compuestos de férmula

@

NH

)j\ XX
R2 N

H

en la que

R% es arilo o heteroarilo, en el que los anillos aromaticos estan

opcionalmente sustituidos con uno o dos sustituyentes, seleccionados entre alquilo Ci.7, halégeno, CFs, OCFsj,
OCH,CFj3, alcoxi C;1.7 0 ciano;

o de una sal de adiciéon de acido farmacéuticamente adecuada de los mismos o

para la preparacién de compuestos de férmula
o /\

NH

H

en la que

R? es arilo o heteroarilo, en el que los anillos aromaticos estan

opcionalmente sustituidos con uno o dos sustituyentes, seleccionados entre alquilo Ci.7, halégeno, CF3;, OCFs3,
OCH,CF3, alcoxi C;.7 0 ciano;

o de una sal de adicién de acido farmacéuticamente adecuada de los mismos.

Los compuestos de féormula XX se pueden preparar, por ejemplo, convirtiendo la 2-(4-aminofenil)morfolina quiral de
formula

NR'

H,N
en la que R es un grupo protector de amino, con el éster de férmula

R? COOR*
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en la que R? es como anteriormente y R*es alquilo Cy.7.

En un modo de realizacién en particular de la presente invencion, la formacion de amida se puede conseguir
acoplando la 2-(4-aminofenil)morfolina quiral de férmula I con el acido carboxilico de férmula

R? COOH
en la que R? es como anteriormente,
con anhidrido propilfosfonico como agente de acoplamiento. Se encontré que la trietilamina era una base adecuada
y se encontré que el acetato de etilo era un disolvente adecuado. La temperatura de reaccion se puede seleccionar
entre 0 °C y 50 °C.
En un modo de realizacidbn mas particular de la presente invencion, la formacion de amida se puede conseguir
acoplando el éster de la férmula indicada anteriormente con la 2-(4-aminofenil)morfolina quiral de formula | en
presencia de un alcoholato alcalino adecuado, tal como con terc-butilato de sodio o potasio y un disolvente orgénico
adecuado tal como disolventes etéreos como tetrahidrofurano, 2-metil-tetrahidrofurano, éter metil-terc-butilico o éter
metil-ciclopentilico. La temperatura de reaccion se selecciona habitualmente entre -10 °C y 30 °C.

En una etapa posterior, el grupo protector de amino se puede eliminar aplicando los procedimientos descritos en la
etapa e) anterior.

En un modo de realizacién adicional de la presente invencién, los compuestos delfc’nrmula XX también se pueden
preparar convirtiendo la 2-(4-aminofenil)morfolina quiral de féormula I, en la que R™ es hidrégeno, con un éster de
formula

R? COOR*
en la que R? es como anteriormente y R es alquilo Cy.7.
R*es particularmente metilo.
La conversion tiene lugar, por regla general, en presencia de un hexametildisilazano alcalino tal como
hexametildisilazano de litio, sodio o potasio y un disolvente organico adecuado tal como disolventes etéreos como
tetrahidrofurano, 2-metil-tetrahidrofurano, éter metil-ciclopentilico o éter metil-terc-butilico. La reaccién se realiza

habitualmente a aproximadamente -50 °C hasta -78 °C.

Los compuestos de férmula XXX se pueden preparar, por ejemplo, convirtiendo la 2-(4-aminofenil)morfolina quiral de
férmula

NR'

H,N

en la que R! es como se define anteriormente, con un haluro de férmula

R?X
en la que R? es como anteriormente y X es halégeno.
X tiene particularmente el significado de cloro.
La reaccion se realiza, por normal general, en presencia de una amina terciaria adecuada, tal como con trietilamina,
N,N-diisopropiletilamina o similares y un disolvente aprético polar tal como tetrahidrofurano, acetato de etilo,
dimetilformamida o un disolvente proético polar tal como alcoholes alifaticos, particularmente alcoholes terciarios

como 2-metil-2-butanol o similares. La reaccién se realiza, por regla general, en condiciones de reflujo.

En una etapa posterior, el grupo protector de amino se puede eliminar aplicando los procedimientos descritos en la
etapa e) anterior.
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Ejemplos

Abreviaturas:

CPME = éter metil-ciclopentilico

DIPEA = diisopropiletilamina

EtOH = etanol

IPC = control en el procedimiento

HPLC - cromatografia liquida de alta
racnlicidn

TEA = trietilamina

TFA = acido trifluoroacético

TBME = éter metil-terc-butilico

THF = tetrahidrofurano

2-Me-THF = 2-metiltetrahidrofurano

t.a. = temperatura ambiente

Ejemplo 1

(R)-2-Bromo-1-(4-nitro-fenil)-etanol

OH
Br

O,N

2

El sustrato, 100 g de 2-bromo-1-(4-nitro-fenil)-etanona, se suspendid en la mezcla de reaccion bifasica de 600 ml de
tampon acuoso (2,45 g de dihidrogenofosfato de potasio (30 mM), 1,29 g de acetato de magnesio tetrahidrato
(10 mM), 100 g de D-glucosa monohidrato y 100 mg de NAD) y 200 ml de n-heptano. En agitacién, se aumento la
temperatura hasta 30 °C y se ajusté el pH hasta 7,2 (15,7 ml de NaOH 1 N). La reduccién se inici6 mediante la
adicion de la oxidorreductasa KRED-Y2 [Codexis] (1,0 g) y la enzima de regeneracion del cofactor glucosa
deshidrogenasa (1,0 g de GDH 105 [Codexis]) formando una suspension fina de color amarillo claro. Durante el
tiempo de reaccién de 18 h, el pH se mantuvo a pH 7,2 mediante la adicion de 403 ml de NaOH 1 M, consiguiendo
una conversion casi completa (IPC: 0,8 % de area de Il). Después de enfriar hasta temperatura ambiente, el
producto se filtrd, se lavé dos veces con 118 ml de agua y 118 ml de heptano y se sec6 en movimiento a vacio de
20 mbar y 30 °C para proporcionar 97,7 g del compuesto del titulo. GC-EI-MS: 245 (M+H)"; HPLC quiral: ee 99,9 %
[268 nm; Chiracel OZ-H; 250 x 4,6 mm, isocratico 90 % de n-heptano, 5 % de EtOH, 5 % de n-heptano con 0,4 % de
TFAJ; 12 °C: 1 ml/min que contenia el correspondiente (R)-epo6xido Illb a un 2,6 %, ee 99,9 %.

Ejemplo 2

(S)-2-Bromo-1-(4-nitro-fenil)-etanol

1] O
L

Br

O,N

Se formé una suspension de color amarillo claro de 100 g de 2-bromo-1-(4-nitro-fenil)-etanona en 300 ml de tampén
acuoso (dihidrogenofosfato de potasio 100 mM, pH 7,2, cloruro de magnesio 2 mM) y 100 ml de 2-propanol en
agitacion enérgica. La solucion de reaccion se calentd hasta 30 °C y se agité durante 15 min y el pH real fue de 7,7.

11
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Posteriormente, la reduccién comenzé mediante la adicién del cofactor oxidado NADP (200 mg [Roche] y de la
oxidorreductasa (500 mg KRED-Y1 [Codexis]). El pH disminuyé hasta pH 6,5 durante las 23 h de transcurso de la
reaccion, consiguiendo una conversion casi completa (IPC: 1,6 % de area de ll). Después de enfriar hasta
temperatura ambiente, la mezcla de reaccion se transfirié, incluyendo el aclarado del matraz de reaccién de fondo
plano de 4 bocas tres veces con 100 ml de agua, a un matraz de fondo redondo para evaporar los disolventes
organicos, 2-propanol y acetona (formados), a 100-50 mbar y 40 °C durante 30 minutos. Después de enfriar hasta
temperatura ambiente, el producto se filtrd, se lavé con 200 ml de agua y 200 ml de heptano y se sec6 aplicando alto
vacio para para proporcionar 96,6 g del compuesto del titulo. GC-EI-MS: 245 (M+H)"; HPLC quiral: ee 99,5%
[268 nm; Chiracel OZ-H; 250 x 4,6 mm, isocratico 90 % de n-heptano, 5 % de EtOH, 5 % de n-heptano con 0,4 % de
TFA]; 12 °C: 1 ml/min que contenia el correspondiente (S)-epoxido Illb a un 1,2 %, ee > 99,5 %.

Ejemplo 3
Ejemplo 3.1

Preparacién de (S)-2-(4-nitrofenil)oxirano

W

O,N

2

Se disolvieron 2,46 g (10,0 mmol) de (S)-2-bromo-1-(4-nitrofenil)etanol en 12,0 ml de THF a temperatura ambiente,
se afiadieron 10,0 ml de NaOH 2 My la mezcla de reaccion se agit6 a temperatura ambiente durante 1h. La solucion
turbia de color pardo oscuro se filtré sobre un filtro de fibra de vidrio, se lavo con 20 ml de TBME, la fase orgéanica se
separé y se lavd con 20 ml de KH2PO4 1 M, se secd sobre Na,SOg, se filtr6 y se concentr6 a vacio a 40 °C/20
mbar/1 h para obtener 1,60 g del producto del titulo como un sélido amarillo.

MS-ESI": MH 164,035.

La quiralidad se determiné con HPLC quiral con una columna Chiralpak IA-3. Proporciéon enantiomérica: 99,8/0,2 %
(S/IR).

Ejemplo 3.2

Preparacién de (R)-2-(4-nitrofenil)oxirano

O,N

A una solucién de (R)-2-bromo-1-(4-nitrofenil)etanol (2,46 g, 10 mmol, equiv.: 1,00) en THF (10,9 g, 12,3 ml) se
afnadio a t.a. NaOH (10,0 ml, 20,0 mmol, equiv.: 2) y la mezcla se agit6 a t.a. durante 1 h.

La mezcla se filtr6 y la torta se lavé con 20 ml de TBME. El filtrado se extrajo y se separd, la fase organica se lavo
con 20 ml de KH2PO4 1 M, se seco sobre Na>SOu, se filtrd y el filtrado se concentré a vacio a 40 °C/20 mbar/1 h para
obtener 1,5 g del producto del titulo como un sélido amarillo.

MS-ESI-: MH™ 164,035.

La quiralidad se determiné con HPLC quiral con una columna Chiralpak 1A-3. Proporcién enantiomérica: 99,95/0,05
(R/S).

12
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Ejemplo 4
Ejemplo 4.1

Preparacion de (S)-2-(2-hidroxietilamino)-1-(4-nitrofenil)etanol

OH H

|
/©/\/N\/\OH
O,N

2

A 124,0 g (2,02 mol) de 2-aminoetanol se afiadié gota a gota una soluciéon de 50,0 g (202 mmol) de (S)-2-bromo-1-
(4-nitrofenil)etanol en 50 ml de THF durante un periodo de 30 minutos. La mezcla se enfri6 con un bafio de agua
para mantener la temperatura < 30 °C. La mezcla se agitd durante 16 h a temperatura ambiente. La solucion se
extrajo con 500 ml de acetato de etilo y 500 ml de agua. La fase acuosa se volvi6 a extraer con 250 ml de acetato de
etilo. La fase acuosa se saturé con 160 g de NaCl y se volvi6 a extraer con 500 ml de acetato de etilo. Las fases
organicas combinadas se secaron sobre Na,SOg, se filtraron y se concentraron a vacio a 20 mbar/40 °C/2 horas
para obtener 45,05 g en bruto de (S)-2-(2-hidroxietilamino)-1-(4-nitrofenil)etanol como aceite pardo, que se uso en el
ejemplo 5.1 sin purificacion adicional.

MS-ESI": MH"227,3.

Ejemplo 4.2

Preparacion de (R)-2-(2-hidroxietilamino)-1-(4-nitrofenil)etanol
OH H
N

~">0H

O,N

2

De forma anéloga al Ejemplo 4.1, el (R)-2-bromo-1-(4-nitrofenil)etanol se hizo reaccionar con 2-aminoetanol. Se
obtuvieron 110 g del producto del titulo como un aceite pardo en bruto, que se usoé en el ejemplo 5.2 sin purificacion
adicional.

MS-ESI": MH*227,3.

Ejemplo 5

Ejemplo 5.1

Preparacioén de (S)-2-hidroxi-2-(4-nitrofenil)etil(2-hidroxietil)carbamato de terc-butilo

~

C:)HOYO

T
O_N

2

A una mezcla de 45 g (199 mmol) de (S)-2-(2-hidroxietilamino)-1-(4-nitrofenil)etanol (45 g, 199 mmol, equiv.: 1,00) en
THF (399 g, 450 ml, 5,51 mol, equiv.: 27,7) se afiadié anhidrido de Boc (43,8 g, 46,6 ml, 201 mmol, equiv.: 1,01). La
temperatura subi6é hasta 35 °C. Después de 15 minutos, se afiadié de nuevo anhidrido de Boc (6,95 g, 31,8 mmol,
equiv.: 0,16) y la reaccion se agitd durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se afiadieron 650 ml de TBME y
650 ml de una soluciéon de Na,CO3; 1 M y se agité durante 10 minutos. La fase organica se separd y se secé sobre
Na,S04, se filtrd y se concentrd a vacio. El agua se elimind por destilacion azeotrdpica a vacio con 2 x 100 ml de
TBME. EIl aceite viscoso rojo se secd a 40 °C/12 mbar durante 4 horas para obtener 75,26 g de (S)-2-hidroxi-2-(4-

13
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nitrofenil)etil(2-hidroxietil)carbamato de terc-butilo como un aceite marrén, que se usé en los ejemplos 6.1y 7.1 sin
purificacién adicional.

MS-ESI-: MHCOO 371,1.
Ejemplo 5.2

Preparacién de (R)-2-hidroxi-2-(4-nitrofenil)etil(2-hidroxietil)carbamato de terc-butilo

O (e}
OH Y
N\/\
OH
O,N

De forma analoga al Ejemplo 5.1, el (R)-2-(2-hidroxietilamino)-1-(4-nitrofenil)etanol se hizo reaccionar con anhidrido
de Boc. Se obtuvieron 55,6 g del producto del titulo, que se us6 en los ejemplos 6.2 y 7.2 sin purificacion adicional.

MS-ESI-: (M+HCOO) 371,1.
Ejemplo 5.3

Preparacion de (S)-2-(bencil(2-hidroxietil)amino)-1-(4-nitrofenil)etanol (a partir de (S)-2-bromo-1-(4-
nitrofenil)etanol)

H

N
/©/\/ \/\OH
O,N

Se disolvieron 24,6 g (100 mmol) de (S)-2-bromo-1-(4-nitrofenil)etanol en 120 ml de 2-propanol, se afadieron
13,9 ml (100 mmol) de trietilamina 'y 17,1 ml (120 mmol) de 2-(bencilamino)etanol y la mezcla de reaccién se sometié
a reflujo durante 16 h. La mezcla de reaccion se enfrié hasta temperatura ambiente; el 2-propanol se elimin6 a vacio
a 40 °C/100-50 mbar/1 h. El residuo se traté con 320 ml de NH3 1,75 M en salmuera (mezcla de 130 ml de amoniaco
acuoso al 25 % y 870 ml de salmuera) y se extrajo dos veces con 320 ml de TBME. Las fases organicas combinadas
se secaron sobre Na>SOy, se filtraron y el filtrado se concentré a vacio a 40 °C/20 mbar/2 h para obtener 30,5 g en
bruto de (S)-2-(bencil(2-hidroxietil)amino)-1-(4-nitrofenil)etanol como un aceite rojo oscuro que se uso sin purificacion
adicional.

il O

MS-ESI*; MH" 317,15.

La quiralidad se determin6 con HPLC quiral con una columna Chiralpak AY-3. Proporcion enantiomérica: 91,6/8,4
(S/R).

Ejemplo 5.4

Preparacién de (S)-2-(bencil(2-hidroxietil)amino)-1-(4-nitrofenil)etanol (a partir de (S)-2-(4-nitrofenil)oxirano)

14
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H

A N
/©/\/ \/\OH
O,N

Se disolvieron 0,16 g (1,0 mmol) de (S)-2-(4-nitrofenil)oxirano en 0,65 ml de 2-propanol, se afadieron 0,14 ml
(2,0 mmol) de trietilamina y 0,18 ml (1,2,0 mmol) de 2-(bencilamino)etanol y la mezcla de reaccién se sometié a
reflujo durante 16 h. La mezcla de reaccion se enfrié hasta temperatura ambiente; el 2-propanol se eliminé a vacio a
40 °C/100-50 mbar/1 h. El residuo se tratdé con 3,5 ml de NHs; 1,75 M en salmuera (mezcla de 130 ml de amoniaco
acuoso al 25 % y 870 ml de salmuera) y se extrajo dos veces con 3,5 ml de MTBE. Las fases organicas combinadas
se secaron sobre NaxSOy, se filtraron y el filtrado se concentrd a vacio a 40 °C/20 mbar/2 h para obtener 0,34 g en
bruto de (S)-2-(bencil(2-hidroxietil)amino)-1-(4-nitrofenil)etanol como un aceite rojo oscuro que se uso sin purificacion
adicional.

mQ

MS-ESI*; MH" 317,15.

La quiralidad se determin6 con HPLC quiral con una columna Chiralpak AY-3. Proporcion enantiomérica: 99,7/0,3
(S/R).

Ejemplo 6
Ejemplo 6.1

Preparacién de (S)-2-mesiloxi-2-(4-nitrofenil)etil(2-hidroxietil)carbamato de terc-butilo

o
YT o

ey
U\/N‘\/\OI
O.N

2

wmQ

|
Sso

A una soluciéon de 0,32 g (1,0 mmol) de (S)-2-hidroxi-2-(4-nitrofenil)etil(2-hidroxietil)carbamato de terc-butilo en
3,3 ml de THF se afiadieron 0,15 ml (1,1 mmol) de trietilamina, la solucién se enfri6 hasta 0-5 °C.

Después, se afiadié una solucién de 82 ul (1,05 mmol) de cloruro de metanosulfonilo en 82 ul (1,05 mmol) de THF
durante un periodo de 5 minutos (temperatura de 0-5 °C). La mezcla se agité durante 15 minutos a 0-5 °C. Después
del analisis por HPLC, quedd un 23 % de educto. A la suspension blanca se afiadieron lentamente 42 pl (0,30 mmol)
de trietilamina y 20 pl (0,25 mmol) de cloruro de metanosulfonilo. La suspension se agité durante 15 minutos a 0-
5°C, se filtr6 y se lavo con THF enfriado previamente (0-5°C). Las aguas madres con (S)-2-mesiloxi-2-(4-
nitrofenil)etil(2-hidroxietil)carbamato de terc-butilo en bruto en solucién se almacen6é a -20°C (el producto en
sustancia es inestable, en solucion es estable durante varios dias).

MS-ESI: (M+HCOO) 449,12.
Ejemplo 6.2

Preparacién de (R)-2-mesiloxi-2-(4-nitrofenil)etil(2-hidroxietil)carbamato de terc-butilo

15



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 653 559 T3

|
N\V/"\ O/SQ:O

O,N

2

De forma analoga al ejemplo 6.1, el (R)-2-hidroxi-2-(4-nitrofenil)etil(2-hidroxietil)carbamato de terc-butilo se hizo
reaccionar con cloruro de metanosulfonilo. Las aguas madres con (R)-2-mesiloxi-2-(4-nitrofenil)etil(2-
hidroxietil)carbamato de terc-butilo en bruto en solucién se almacen6 a -20 °C.

MS-ESI: (M+HCOOQ) 449,12.
Ejemplo 7
Ejemplo 7.1

Preparacién de (S)-2-(4-nitrofenil)morfolin-4-carboxilato de terc-butilo

A una solucion de 18,0 g (55,2 mmol) de (S)-2-hidroxi-2-(4-nitrofenil)etil(2-hidroxietil)carbamato de terc-butilo en
180 ml de THF se afiadieron 8,50 ml (60,7 mmol) de trietilamina y se enfrio hasta 0-5 °C. Se afiadié una solucion de
4,5 ml (57,9 mmol) de cloruro de metanosulfonilo en 4,5 ml de THF durante un periodo de 15 minutos (temperatura
de 0-5°C). La mezcla se agité durante 15 minutos a 0-5 °C. Después del andlisis de HPLC, qued6 un 18 % de
educto. A la suspension se afadieron lentamente 2,3 ml (16,5 mmol) de trietilamina y 0,86 ml (11,0 mmol) de cloruro
de metanosulfonilo. La suspensién se agitdé durante 15 min a 0-5 °C, la suspension de color amarillo claro se filtrd y
se lavé con 50 ml de THF previamente enfriado (0-5 °C). A la solucién fria con el intermedio (S)-2-mesiloxi-2-(4-
nitrofenil)etil(2-hidroxietil)carbamato de terc-butilo se afadieron 27,5 ml (110 mmol) de NaOH 4M y 0,38 g
(1,1 mmol) de hidrogenosulfato de tetrabutilamonio. La mezcla se agit6 bien durante 16 horas a temperatura
ambiente, después se extrajo con 140 ml de agua y 170 ml de TBME, la fase organica separada se sec0O sobre
Na>SOq, se filtrd y se concentrd a vacio a 40 °C/10 mbar/2 h. El producto en bruto (17,7 g) se traté con 53 ml de
MeOH, se sometio a reflujo durante 5 minutos, se enfrié en 1 h hasta temperatura ambiente y la suspension se agitd
durante 16 h a 0-5 °C, se filtr6 y la torta de filtrado se lavé con 13 ml de MeOH previamente enfriado. Los cristales se
secaron a 40 °C/10 mbar/2 h para obtener 12,0 g de (S)-2-(4-nitrofenil)morfolin-4-carboxilato de terc-butilo como
cristales blancos.

GC-EI-MS: M* 308.

La quiralidad se determin6 con HPLC quiral con una columna Chiralpak AD-H. Proporcién enantiomérica:
99,92/0,08% (S/R).

Ejemplo 7.2

Preparacién de (R)-2-(4-nitrofenil)morfolin-4-carboxilato de terc-butilo

o
O,N \K

De forma analoga al ejemplo 7.1, el (R)-2-hidroxi-2-(4-nitrofenil)etil(2-hidroxietil)carbamato de terc-butilo se ciclé para
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obtener 4,33 g del producto del titulo como cristales blanquecinos.
GC-EI-MS: M* 308.

La quiralidad se determiné con HPLC quiral con una columna Chiralpak AD-H. Proporcién enantiomérica: 99,95/0,05
(R/S).

Ejemplo 7.3

Preparacién de clorhidrato de (S)-4-bencil-2-(4-nitrofenil)morfolina

0/\
“."K/N H
)@‘ HCl N O«%
: via R A
ON 0~ o
o)

N

mQ

Se disolvieron 30,2 g (95,5 mmol) de (S)-2-(bencil(2-hidroxietil)amino)-1-(4-nitrofenil)etanol en 330 ml de THF, se
afadieron 29,3 ml (210 mmol) de trietilamina y la solucion se enfrid hasta 0-5 °C. A continuacion, se afiadié gota a
gota una solucion de 11,9 ml (153 mmol) de cloruro de metanosulfonilo en 12 ml de THF a 0-5 °C durante un periodo
de 20 minutos. La suspension se agité durante 30 minutos a 0-5°C, se filtr6 y se lavo con 100 ml de THF
previamente enfriado. A las aguas madres combinadas (que contienen el intermediario mesiloxi principal) se
afadieron 95 ml de NaOH 4 M y 0,65 g (1,91 mmol) de hidrogenosulfato de tetrabutilamonio. La mezcla de reaccién
se agitd durante 2 h a temperatura ambiente, se extrajo con 300 ml de agua y 300 ml de éter metil-terc-butilico
(TBME), la fase organica separada se secd con NaxSOi se filtr6 y el filtrado se concentr6 a vacio a
40 °C/10 mbar/5 h para obtener 35,9 g en bruto de (S)-4-bencil-2-(4-nitrofenil)morfolina como un aceite de color
pardo oscuro. El producto en bruto se disolvié en 50 ml de acetato de etilo, se afiadieron 24,0 ml de HCI 4 M en
etanol (preparado in situ con cloruro de acetilo en etanol). La suspension formada se sometié a reflujo durante
5 minutos, se afiadieron 50 ml de acetato de etilo y se someti6 a reflujo de nuevo durante 5 minutos. La suspension
se enfrid en 1 h hasta temperatura ambiente y se agitdé durante 1 h a temperatura ambiente, se filir6 y se lavo con
25 ml de mezcla disolvente de acetato de etilo y etanol 4/1. Los cristales se secaron a vacio a 40 °C/10 mbar/2 h
para obtener 11,8 g de clorhidrato de (S)-4-bencil-2-(4-nitrofenil)morfolina como cristales blanquecinos.

MS-ESI"; MH" 299,1393.

La quiralidad se determin6 con HPLC quiral con una columna Chiralpak AD-3. Proporcién enantiomérica:
93,40/6,60% (S/R).

Ejemplo 8
Ejemplo 8.1
Preparacién de (S)-2-(4-aminofenil)morfolin-4-carboxilato de terc-butilo

N O

o
H.N \|<

A una suspension de 6,0 g (19,5 mmol) de (S)-2-(4-nitrofenil)morfolin-4-carboxilato de terc-butilo (6,0 g, 44,1 mmol,
equiv.: 1,00) en 60 ml de MeOH se afiadieron 0,23 g de Pd/C (10 %) bajo una atmdsfera de argén y la mezcla se
agité con gas hidrégeno (1,1 bar) a 0-5 °C durante 2 h, luego durante 16 h a temperatura ambiente. La suspensién
se filtré y el filtrado se concentr6 a vacio a 40 °C/10 mbar/2 h para obtener 5,4 g de (S)-2-(4-aminofenil)morfolin-4-
carboxilato de terc-butilo como una resina incolora (que cristalizdé después de reposar).

GC-EI-MS: M* 278.
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La quiralidad se determiné con HPLC quiral con una columna Chiralpak IA-3. Proporcion enantiomérica:
99,65/0,35% (S/R).

Ejemplo 8.2

Preparacion de (R)-2-(4-aminofenil)morfolin-4-carboxilato de terc-butilo

O
HN <
De forma analoga al ejemplo 8.1, el (R)-2-(4-nitrofenil)morfolin-4-carboxilato de terc-butilo se redujo para formar
47,8 g del producto del titulo como un aceite de color amarillo claro (que cristaliza después de reposar).

GC-EI-MS: M* 278.

La quiralidad se determind con HPLC quiral con una columna Chiralpak 1A-3. Proporcién enantiomérica: 99,99/0,01
(R/S).

Ejemplo 9
Ejemplo 9.1

Preparaciéon de (S)-2-(4-aminofenil)morfolina (a partir de (S)-2-(4-aminofenil)morfolin-4-carboxilato de terc-
butilo)

o/\
“..I\/NH

H,N

Se disolvieron 16,7 g (60,0 mmol) de (S)-2-(4-aminofenil)morfolin-4-carboxilato de terc-butilo en 85 ml de metanol, se
afadieron 47 ml (360 mmol) de &cido clorhidrico al 25 % y la mezcla de reaccion se sometié a reflujo durante 1,5 h,
se enfrid hasta 0-5°C, se afiadieron gota a gota 42 ml (386 mmol) de NaOH 9,2 M en 5 minutos. Para retirar el
metanol, la suspension se concentrdé a vacio a 40 °C/150-50 mbar, la suspension acuosa se extrajo tres veces con
100 ml de acetato de etilo y tres veces con 100 ml de THF, las fases organicas combinadas se secaron con Na;SOs,
se filtraron y se concentraron a vacio a 40 °C/150-10 mbar para obtener 10,65 g de producto en bruto como un
sélido rojo, que se cristalizd6 con 100 ml de TBME, se calenté hasta reflujo, se destil6 con 70 ml de TBME, la
suspension amarilla se agitd durante 1 h a temperatura ambiente, se filtré y se lavé con 10 ml de TBME. Los
cristales de color rosa claro se secaron a 40 °C/10 mbar/2 h para obtener 9,24 g de (S)-2-(4-aminofenil)morfolina.

GC-EI-MS: M* 178.

Ejemplo 9.2

Preparacion de (S)-2-(4-aminofenil)morfolina (a partir de clorhidrato de (S)-4-bencil-2-(4-nitrofenil)morfolina)
O/\

NH

w '

H,N

Se suspendieron 11,8 g (35,2 mmol) de clorhidrato de (S)-4-bencil-2-(4-nitrofenil)morfolina en 118 ml de metanol, se
afadieron 1,18 g de Pd/C al 10 %, se purgd con argén y luego con gas hidrogeno (1,1 bar), se hidrogeno a
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temperatura ambiente durante 20 h. Se afiadieron 12 ml de agua y se hidrogen6 de nuevo durante 4 h. La
suspension negra se calentd a 60 °C durante 10 minutos, se filtr6 sobre un filtro de fibra de vidrio, se lavo con 100 ml
de metanol. El filtrado se concentr6 a vacio a 40 °C/10 mbar/5 h para obtener 7,50 g de clorhidrato de (S)-2-(4-
aminofenil)morfolina en bruto como un sélido amarillo. Se extrajeron 5,37 g (25 mmol) del producto en bruto con
35 ml de solucién de NaOH 1 M/salmuera (preparada con 500 ml de salmuera y 500 ml de NaOH 2 M) y 50 ml de
una mezcla de THF/TBME 1/1. La fase acuosa se extrajo de nuevo 5 veces con 50 ml de THF/TBME 1/1. Las fases
organicas combinadas se secaron con Na;SO,, se filtraron y el filtrado se concentré a vacio a 40 °C/10 mbar/5 h
para obtener 4,25 g de (S)-2-(4-aminofenil)morfolina como cristales de color amarillo claro.

GC-EI-MS: M" 178.
Ejemplo 10

Preparacion de (S)-2-(4-(2-(trifluorometil)isonicotinamido)fenil)morfolin-4-carboxilato de terc-butilo
o/\
.-'I\/N O
O
Z N \K

| H
Na

FI>F
F

Se disolvieron 2,78 g (10,0 mmol) de (S)-2-(4-aminofenil)morfolin-4-carboxilato de terc-butilo en 27 ml de acetato de
etilo, se afiadieron 1,91 g (10,0 mmol) de &cido 2-(trifluorometil)isonicotinico y 2,80 ml (20,0 mmol) de trietilamina. A
temperatura ambiente, se afiadid6 una solucién de 7,70 ml (13,0 mmol) de anhidrido del acido n-propilfosfonico
(trimero ciclico) al 50 % en acetato de etilo (P3P®), la mezcla de reaccion se agité durante 15 h a temperatura
ambiente, se extrajo con 45 ml de agua y 45 ml de solucion de NaHCO; 1 M. La fase organica se sec6 sobre
Na>SO4, se filtré y se concentrd a vacio a 40 °C para obtener 4,57 g como una espuma de color amarillo claro.

MS-ESI": (M-H) 450,16.
Ejemplo 11

Preparacién de clorhidrato de (S)-2-(4-(2-(trifluorometil)isonicotinamido)fenil)morfolina

NH
Q
= N Hel
| H
Nao
F F
F

Se trataron 4,01 g (8,88 mmol) de (S)-2-(4-(2-(trifluorometil)isonicotinamido)fenil)morfolin-4-carboxilato de terc-butilo
(4,01 g, 8,88 mmol, equiv.: 1,00) con 16,6 ml de 1-propanol, se afiadieron 3,50 ml (26,6 mmol) de acido clorhidrico al
25%, la solucién se agitd6 a 60 °C durante 30 minutos. La solucion se concentré a vacio a 40 °C/50 mbar para
separar por destilaciéon 10 ml de mezcla disolvente; a continuacion, se afiadieron 10 ml de 1-propanol y se separaron
por destilacién de nuevo 10 ml de mezcla disolvente; este procedimiento se repitid tres veces. La suspension
formada se calent6 hasta 60 °C durante 10 minutos, se agité durante 1 h a temperatura ambiente, se filtré y se lavé
con 5 ml de 1-propanol, los cristales blancos se secaron a 40 °C/10 mbar/2 h para obtener 3,11 g de clorhidrato de
(S)-2-(4-(2-trifluorometil)isonicotinamido)fenil)morfolina.

MS-ESI": (MH)" 352,12.

La quiralidad se determiné con HPLC quiral con una columna Chiralpak AY-3. Proporcién enantiomérica: 99,50/0,50

19



10

15

20

25

30

35

ES 2 653 559 T3

(S/R).
Ejemplo 12
Ejemplo 12.1

Preparacién de (R)-2-(4-(6-cloro-2-(trifluorometil)pirimidin-4-ilamino)fenil)morfolin-4-carboxilato de terc-butilo

FINF
F

A una solucién de 2,78 g (10 mmol) de (R)-2-(4-aminofenil)morfolin-4-carboxilato de terc-butilo en 8,4 ml de 2-metil-
2-butanol se afadieron 2,62 ml (15,0 mmol) de DIPEA y 1,58 ml (11,0 mmol) de 4,6-dicloro-2-(trifluorometil)pirimidina
y la mezcla se someti6 a reflujo durante 1 h. La mezcla se diluy6 con 45 ml de TBME y se lavd dos veces con 45 ml
de agua. La fase organica se sec6 sobre NaSOys, se filtré y el filtrado se concentré a vacio a 40 °C/20 mbar/1 h. Se
obtuvieron 5,13 g del producto del titulo como una espuma amarilla que se us6 en el ejemplo 12.2 sin purificacion
adicional.

MS-ESI": (MH)" 459,14,
Ejemplo 12.2

Preparacién de (R)-2-(4-(2-(trifluorometil)pirimidin-4-ilamino)fenil)morfolin-4-carboxilato de terc-butilo

Naw
FIF
F

A una solucion de 3,7g (8,06 mmol) de (R)-2-(4-(6-cloro-2-(trifluorometil)pirimidin-4-ilamino)fenil)morfolin-4-
carboxilato de terc-butilo en 37,0 ml de 2-propanol y 1,35 ml (9,68 mmol) de TEA se afiadieron 0,19 g de Pd/C al
10 % y la mezcla se colocé bajo una atmdésfera de H, en agitacién durante 1 h.

La suspension se filtrg, la torta se lavé con 2-propanol y el filtrado se concentré a vacio a 40 °C/20 mbar/2 h. El
producto en bruto se disolvié en 35 ml de acetato de etilo y se lavé con 35 ml de una solucion de HCI 0,25 M. La
fase organica se sec6 sobre Na;SOs, se filtro y el filtrado se concentré a vacio a 40 °C/20 mbar/1 h. El producto en
bruto se agit6 en 4,5 ml de MeOH a t.a. y lentamente se afiadieron gota a gota 1,5 ml de agua. Se formé una
suspension ligera que se agitd durante 16 h. La suspension se filtrd y la torta se lavé con 1,5 ml de MeOH/agua y se
sect a vacio a 40 °C/20 mbar/3 h. Se obtuvieron 2,82 g del producto del titulo como cristales blancos que se usaron
en el ejemplo 12.3 sin purificacién adicional.

MS-ESI": (MH)" 425,18.
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Ejemplo 12.3

Preparacion de (R)-2-(4-(2-(trifluorometil)pirimidin-4-ilamino)fenil)morfolin-4-carboxilato de terc-butilo

NH

Y

A una solucién de 2,80 g (6,60 mmol) de (R)-2-(4-(2-(trifluorometil)pirimidin-4-ilamino)fenilymorfolin-4-carboxilato de
terc-butilo en 28,0 ml de MeOH se afadieron 5,15 ml (39,6 mmol) de HCI al 25 % y la mezcla se agité a 60 °C
durante 1,5 horas. La mezcla se concentré a vacio a 40 °C/200-20 mbar/30 min.

Z
=

m
-m

Al solido se afiadieron lentamente 40 ml de Na,COs3 (1 M) y 5 ml de agua (emision de gas) y la mezcla se extrajo con
25 ml de acetato de etilo tratado con 5 ml de EtOH. La fase acuosa se volvié a extraer con 10 ml de acetato de etilo.
La fase organica combinada se sec6 sobre Na,SO,, se filtré y el filtrado se concentré a vacio.

El producto en bruto se agité en 4 ml de TBME tratado con 200 pl de EtOH a 56 °C durante 20 minutos hasta que se
formé una suspension homogénea. A continuacion, la mezcla se enfrié hasta t.a. y se agité durante 2 h antes de que
se filtrara, la torta se lavo con 1 ml de TBME y se sec6 a vacio a 40 °C/20 mbar/1 h. Se obtuvieron 1,9 g del producto
del titulo en forma de cristales blancos.

MS-ESI": (MH)" 325,13.

La quiralidad se determin6 con HPLC quiral con una columna Chiralpak IC-3. Proporcion enantiomérica: 99,89/0,11
(R/S).

Ejemplo 13

Preparacion de (S)-2-(4-(2-(trifluorometil)isonicotinamido)fenil)morfolin-4-carboxilato de terc-butilo

(@]
Lm0
@]
~ N
- <
N
TN
F

Se disolvieron 27,8 g (10,0 mmol) de (S)-2-(4-aminofenil)morfolin-4-carboxilato de terc-butilo y 22,6 g (110 mmol) de
2-(trifluorometil)isonicotinato de metilo en 110 ml de THF. La solucién amarilla se enfrié hasta 0-5 °C. Se afiadié gota
a gota una solucién de 22,9 g (200 mmol) de terc-butéxido de potasio en 160 ml de THF en el transcurso de
30 minutos. La solucién de color amarillo oscuro se agité a 0-5°C durante 1 h. Durante 20 minutos a 0-5 °C, se
afiadieron 140 ml de agua y se agité durante 30 minutos a 0-5 °C. La mezcla de reaccion se neutralizé a 0-5 °C en el
transcurso de 30 minutos con 97 ml (194 mmol) de HCI ac. 2 M para obtener pH 7-8. La mezcla de reaccién se
extrajo con 200 ml de MTBE. La fase organica se separ0, se secé con NaxSOu, se filtrd y se concentr6 a vacio para
obtener 49,8 g de (S)-2-(4-(2-(trifluorometil)isonicotinamido)fenil)morfolin-4-carboxilato de terc-butilo en bruto como
una espuma amarilla que contenia algo de disolvente organico, que se usé en el ejemplo 14 sin purificacion
adicional.

MS-ESI: (M-H) 450,16.
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Ejemplo 14

Preparacion de clorhidrato de (S)-2-(4-(2-(trifluorometil)isonicotinamido)fenil)morfolina

. NH
0 /@u‘
= N .HClI
| H
Na
F F
F

Los 49,8 g (100,0 mmol) de (S)-2-(4-(2-(trifluorometil)isonicotinamido)fenil)morfolin-4-carboxilato de terc-butilo en
bruto como una espuma amarilla (del ejemplo 13) se evaporaron dos veces con 100 ml de 1-propanol para obtener
una solucién de 57,2 g que se disolvio con 170 ml de 1-propanol y se afiadieron 39,0 ml (300 mmol) de &cido
clorhidrico al 25 %. La mezcla se calentd hasta 55-60 °C durante 2,5 horas. La suspension se transfirié con 50 ml de
1-propanol a un matraz de fondo redondo de 500 ml y la suspensién se concentr6 a vacio a 40 °C/60-30 mbar. Se
retiraron un total de 140 ml de la mezcla disolvente. Se afiadieron 150 ml de 1-propanol y se retiraron de nuevo a
vacio. El procedimiento se repitié tres veces. La suspension se diluyé con 150 ml de 1-propanol y se calent6 hasta
60-65 °C durante 10 minutos, se enfrid en 1 hora hasta t.a. y se agit6 durante 18 horas a temperatura ambiente. La
suspension amarilla se filtrd y la torta de filtrado se lavo en partes con un total de 50 ml de 1-propanol. Los cristales
blancos se secaron a 40 °C/15 mbar durante 3 horas para obtener 35,19 de clorhidrato de (S)-2-(4-(2-
trifluorometil)isonicotinamido)fenil)morfolina.

MS-ESI": (MH)" 352,12.

La quiralidad se determiné con HPLC quiral con una columna Chiralpak AY-3. Proporcion enantiomérica: 99,60/0,40
(S/IR).

Ejemplo 15

Preparacién de (S)-2-(4-(2-(cloro)isonicotinamido)fenil)morfolina

=

Iz

x
Cl N

Se disolvieron 178 mg (1,0 mmol) de (S)-2-(4-aminofenil)morfolina en 4,0 ml de THF y se afiadieron 172 mg
(1,0 mmol) de 6-cloronicotinato de metilo. La solucién amarilla se enfri6 hasta -70 °C a -78 °C. A la suspension
amarilla se afiadieron 2,0 ml de solucion de hexametildisilazano de litio 1 M en THF en el transcurso de 30 minutos,
se agité durante 1 h a -70 a -78 °C. Se afiadieron 2,0 ml de HCI 1 M y la fase orgéanica se separd. La fase acuosa se
extrajo de nuevo con 2,0 ml de acetato de etilo, las fases organicas combinadas se secaron con Na,SOg, se filtraron
y se concentraron a vacio a 40 °C para obtener 290 mg en bruto del producto como un sélido de color amarillo claro.
El producto en bruto se traté con 3,0 ml de tolueno calentado hasta reflujo, después se enfrid hasta t.a., se agitd
durante 2 h a t.a., se filtr6 y se lavé con 1,0 ml de tolueno, se secé a 40 °C/2 h para obtener 270 mg como cristales
blancos.

MS-ESI": (MH)" 318,10.

La quiralidad se determiné con HPLC quiral con una columna Chiralpak AY-3. Proporcién enantiomérica: 94,77/5,23
(S/IR).
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la preparacion de una 2-(4-aminofenil)morfolina quiral de formula
o/\
N
R I
H,N

en la que R'es hidrégeno o representa un grupo protector de amino PG, que comprende las etapas
a) una reduccion enzimatica de una cetona de férmula

@)
X
I
O,N

en la que X es un &tomo de halégeno con una oxidorreductasa para formar el alcohol quiral de férmula

OH
X
lla
O,N

b) la formacion del compuesto de etanolamina N-protegido de formula

oH PG

|
N
m R
O,N

en la que PG es un grupo protector de amino;
¢) la ciclaciéon del compuesto de etanolamina N-protegido de férmula IVa para formar la 2-(4-nitrofenil)morfolina de

formula
o/\I
/G/J\/N\ pc
O,N

en la que PG es como se define anteriormente; haciendo reaccionar el compuesto de etanolamina N-protegido de
férmula IVa con un halogenuro de sulfonilo de féormula
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RG

X—ﬁ:
o

en la que R®es alquilo C1.4 0 fenilo opcionalmente sustituido con un grupo alquilo C1.4, un grupo nitro o un atomo de
halégeno y X es como se define anteriormente, para formar un sulfonato intermedio de formula

3
oH PG R
L s

O,N

en la que PG y R® son como anteriormente y por ciclacion directa posterior con una base no nucledfila; y
d) la reduccion del grupo nitro para formar la 2-(4-aminofenil)morfolina quiral de formula | y
e) la retirada opcional del grupo protector de amino PG.

2. Procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el grupo protector de amino se selecciona entre Boc (t-
butoxicarbonilo), bencilo, 4-metoxibencilo, benzhidrilo, Fmoc (fluorenilmetoxicarbonilo), Cbz (benciloxicarbonilo), Moz
(p-metoxibencilcarbonilo),  Troc  (2,2,2-tricloroetoxicarbonilo), Teoc  (2-(trimetilsilil)etoxicarbonilo),  Adoc
(adamantoxicarbonilo), formilo, acetilo o ciclobutoxicarbonilo.

3. Procedimiento de la reivindicacion 2, en el que PG es Boc o bencilo.

4. Procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el enlace

- o

EE] 14 »

1] k) 1Y
representa o

5. Procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la reduccién enzimatica de la etapa a) se realiza con una
oxidorreductasa que tiene el potencial de convertir la cetona de formula Il con un exceso enantiomérico de un 98 %y
superior en el alcohol quiral de férmula Illa.

6. Procedimiento de la reivindicacién 1, en el que la reduccion enzimética de la etapa a) se realiza en presencia de
NADH o NADPH como cofactor.

7. Procedimiento de la reivindicacion 6, en el que el cofactor se regenera con un cosustrato seleccionado entre un
alcohol secundario o una enzima adicional seleccionada entre alcohol deshidrogenasa, glucosa deshidrogenasa,
formiato deshidrogenasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, fosfito deshidrogenasa o hidrogenasa.

8. Procedimiento de la reivindicacién 6 o 7, en el que la reduccidn enzimatica se realiza en un medio acuoso en
presencia de un codisolvente organico a temperaturas de 1 °C a 50 °C.

9. Procedimiento de la reivindicacion 8, en el que se forma una suspensién homogénea.

10. Procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la formacidon del compuesto de etanolamina N-protegido de
férmula IVa en la etapa b) se realiza

i) en tres etapas convirtiendo, en una primera etapa, el alcohol de férmula llla en presencia de una base en un
epoxido de formula

)

llb
O,N
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convirtiendo, en una etapa adicional, el epdxido de férmula lllb con etanolamina en el compuesto de etanolamina no

protegido de formula
OH H
N
~~"0H
Vb
O,N

e introduciendo, en una etapa final, el grupo protector de amino PG; o

i) en dos etapas convirtiendo, en una primera etapa, el alcohol de férmula Illa con etanolamina en el compuesto de
etanolamina no protegido de férmula IVb e introduciendo, en una etapa posterior, el grupo protector de amino PG; o
ii) en una etapa convirtiendo el alcohol de férmula Illa con una etanolamina N-protegida de formula

H
|

N
PG~ " “OH

en la que PG representa un grupo protector de amino.

11. Procedimiento de la reivindicacién 10, en el que en el procedimiento i)

i1) la primera etapa se realiza con un hidroxido alcalino como base,

i2) la segunda etapa se realiza en presencia de un disolvente orgéanico a una temperatura de 0 °C a 60 °C usando un
exceso de 2 a 30 equivalentes de etanolamina,

i3) en la tercera etapa se introduce Boc como grupo protector de amino PG en presencia de un disolvente organico a
una temperatura de 0 °C a 40 °C.

12. Procedimiento de la reivindicacion 10, en el que en el procedimiento ii)

ii1) la primera etapa se realiza en presencia de un disolvente orgéanico a una temperatura de 0 °C a 60 °C usando un
exceso de 2 a 30 equivalentes de etanolamina,

ii2) en la segunda etapa se introduce Boc como grupo protector de amino PG en presencia de un disolvente
orgéanico a una temperatura de 0 °C a 40 °C.

13. Procedimiento de la reivindicacion 10, en el que en el procedimiento iii) se introduce bencilo como grupo
protector de amino PG en presencia de un disolvente organico, una base organica a una temperatura de 40 °C hasta
la temperatura de reflujo del disolvente.

14. Procedimiento de la reivindicacién 1, en el que la ciclacién de la etapa c) tiene lugar haciendo reaccionar el
compuesto de etanolamina N-protegido de formula 1Vb con un cloruro de sulfonilo de féormula

RS
al .l__—,?':o

1l
O

en la que R® es como anteriormente, en presencia de una base orgéanica y un disolvente organico a una temperatura
de 0 °C a 40 °C para formar un sulfonato intermedio de férmula

OH PlG Ts
_0
|

N S
\/\O/(l:) Vi

O,N
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en la que PG es como se define anteriormente y R%es alquilo C;.4 o fenilo opcionalmente sustituido con un grupo
alquilo Cy.4, con un grupo nitro o con un atomo de halégeno;
y por ciclacion posterior con una base no nucledfila a una temperatura de 0 °C a 40 °C.

15. Procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la reduccion del grupo nitro de la etapa d) se realiza con
hidrégeno en presencia de un catalizador metélico de hidrogenacién y un disolvente orgéanico.

16. Uso del procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 para la preparacion de compuestos de

férmula
o/\

NH
0

)L XX
R2 N

H

en la que

R? es arilo o heteroarilo, en el que los anillos aromaticos estan

opcionalmente sustituidos con uno o0 dos sustituyentes, seleccionados entre alquilo Ci.7, halégeno, CF;, OCFs3,
OCH,CF3, alcoxi Cy.7 0 ciano;

0 una sal de adicion de &cido farmacéuticamente adecuada de los mismos.

17. Uso de la reivindicacion 16, en el que el procedimiento ademas comprende la conversion de una 2-(4-
aminofenil)morfolina quiral de formula

H,N

en la que R'es hidrégeno o un grupo protector de amino, con un éster de formula
R COOR*
en la que R? es como anteriormente y R*es alquilo C1-7 0 con un &cido carboxilico de formula
2
R“ COOH
en la que R? es como anteriormente.

18. Uso del procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 para la preparacion de compuestos de

férmula
O/\

NH

XXX
2N
AR

en la que

R%es arilo 0 heteroarilo, en el que los anillos aromaticos estan

opcionalmente sustituidos con uno o dos sustituyentes, seleccionados entre alquilo Ci.7, halégeno, CFs, OCFsj,
OCHCFs3, alcoxi C1.7 0 ciano;

0 una sal de adicion de acido farmacéuticamente adecuada de los mismos.

19. Uso de la reivindicacion 18, en el que el procedimiento ademas comprende la conversion de una 2-(4-

26



ES 2 653 559 T3

aminofenil)morfolina quiral de férmula

H,N

5 enlaque R'es hidrégeno o un grupo protector de amino, con un haluro de férmula
R?X

en la que R? es como anteriormente y X es halégeno.

27



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones

