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DESCRIPCION
Procedimiento de fabricacién de compuestos de prostaciclina con tiol de unién y formas pegiladas
Campo

La presente tecnologia se refiere a un procedimiento para la sintesis estereoselectiva de derivados de prostaciclina y
compuestos intermedios novedosos Utiles en el procedimiento.

Antecedentes

Los derivados de prostaciclina, incluyendo treprostinil, beraprost, iloprost y epoprostenol, son compuestos
farmacéuticos utiles que presentan actividades tales como inhibicion de la agregacion plaquetaria, reduccion de la
secrecion gastrica, inhibicion de lesiones y broncodilatacion. Son utiles para prevenir, controlar y tratar una
diversidad de enfermedades y estados patoldgicos.

Treprostinil, el principio activo en Remodulin® Remodulin®, Tyvaso® y Orenitram™, se describié por primera vez en
la patente estadounidense n.° 4.306.075. Se describen métodos de preparacion de treprostinil y otros derivados de
prostaciclina, por ejemplo, en Moriarty, et al. en J. Org. Chem. 2004, 69, 1890-1902, Drug of the Future, 2001, 26(4),
364-374, las patentes estadounidenses n.”® 6.441.245, 6.528.688, 6.700.025, 6.809.223, 6.756.117; 8.461.393;
8.481.782; 8.242.305; 8.497.393; las solicitudes de patente estadounidense n.”® 2012-0190888 y 2012-0197041; la
publicacion PCT n.° WO2012/009816.

Se divulgan diversos usos y/o diversas formas de treprostinil, por ejemplo, en las patentes estadounidenses n.”
5.153.222; 5.234.953; 6.521.212; 6.756.033; 6.803.386; 7.199.157; 6.054.486; 7.417.070; 7.384.978; 7.879.909;
8.563.614; 8.252.839; 8.536.363; 8.410.169; 8.232.316; 8.609.728; 8.350.079; 8.349.892; 7.999.007; 8.658.694;
8.653.137; las publicaciones de solicitud de patente estadounidense n.°°® 2005/0165111; 2009/0036465;
2008/0200449; 2010-0076083; 2012-0216801; 2008/0280986; 2009-0124697; 2013-0261187; la publicacién PCT n.°
WO000/57701; las solicitudes provisionales estadounidenses n.®® 61/791.015, presentada el 15 de marzo de 2013, y
61/781.303, presentada el 14 de marzo de 2013.

Se divulgan beraprost y analogos de benzoprostaciclina relacionados de formula (1) en la patente estadounidense n.°
5.202.447 y Tetrahedron Lett. 31, 4493 (1990). Ademas, tal como se describe en la patente estadounidense n.°
7.345.181, se conocen varios métodos de sintesis para producir analogos de benzoprostaciclina. Se divulgan
métodos de preparacion de beraprost y compuestos relacionados, por ejemplo, en la publicacion de solicitud de
patente estadounidense n.° 2012/0323025 y la publicacion PCT WO02013/040068. En el documento
W02013/024052, los compuestos de férmula | se preparan condensando un compuesto triciclico que corresponde a
la presente férmula IV con acido 2-[[[6-[(trifenilmetil)tio]hexil]Jamino]carbonil]-ciclohexanocarboxilico.

Sumario

En un aspecto, se proporciona un procedimiento para producir un compuesto farmacéutico representado por la
férmula general (1) y la férmula (ll) en una forma isoméricamente pura de manera sustancial. El procedimiento se
completé en menos etapas que los métodos de sintesis conocidos, y puede efectuarse para preparar cantidades
comercialmente Utiles. En otro aspecto, se proporcionan métodos de sintesis para producir analogos de derivados
de prostaciclina tales como treprostinil y beraprost, que son estereoselectivos, eficaces, expansibles y econémicos.
En otro aspecto, se producen compuestos y productos intermedios isoméricamente puros de manera sustancial
mediante los procedimientos anteriores. Ademas, la presente invencion incluye métodos de tratamiento de
hipertension pulmonar que comprenden administrar los compuestos a un sujeto que lo necesita.

En diversas realizaciones, se proporciona un procedimiento que prepara compuestos de formula | y II:
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(I

En las formulas | y II:
5 X es O o CHy;

Z es O o CHy;

OH

CsH £
Les Mo =
10
p=0o01;
r=1-8;
15 t=1,203;y

w=1,20 3.

Una realizacién proporciona un procedimiento para la preparacién de un compuesto de férmula I, o una sal

20 farmacéuticamente aceptable del mismo que comprende acoplar un anhidrido meso de férmula Ill con un compuesto
de éster de formula IV en presencia de un ligando quiral, para proporcionar un compuesto de formula V:
0 Ho b
(V)
«llOH
X(CH,),COOR'
25

acoplar el compuesto de férmula V con un compuesto de férmula VI para formar un tiol, hidrolizar el tiol con un
agente hidrolizante para formar un compuesto de férmula VIII;
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HZN\Q/ S—Rr* (VI)
r

H L

(VIID)
p Ie]

7 O

O

X H
@—COOH HN\Q/ S—R*
w T
desproteger el compuesto de férmula VIl para formar el compuesto de férmula Il

(ID)

acoplar el compuesto de férmula Il con un compuesto de PEG-maleimida para formar el compuesto de férmula |;
en las que
X es O o CHy;

Z es O o CHy;

OH

Les 0
p=0o01;

r=1-8;

t=1,203;

w=1,203;

PEG es un resto de polietilenglicol;

R representa un grupo protector de acido;

R? representa un grupo protector de hidroxilo; y
R* representa un grupo de proteccion de tiol.

En algunas realizaciones, R' es un grupo bencilo, butilo terciario, dimetoxibencilo, nitrobencilo o un grupo
dinitrobencilo.

En algunas realizaciones, el ligando quiral es un derivado de quinina o quinidina. En algunas realizaciones, el
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derivado de quinina o quinidina es antraquinona-1,4-diil diéter de hidroquinina ((DHQ).AQN), antraquinona-1,4-diil
diéter de hidroquinidina ((DHQD)AQN).

En algunas realizaciones, el agente hidrolizante es hidréxido de trimetilestafio. En algunas realizaciones, el
compuesto de formula VIII se desprotege usando un acido. En algunas realizaciones, el acido es acido
trifluoroacético.

Se describe en el presente documento un procedimiento para la preparacion de un compuesto de férmula I, o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo que comprende: desimetrizar un anhidrido meso de estructura Il
usando un alcohol para proporcionar un hemiéster de férmula IX:

0O
(1IT)
0 COOR’
(IX)
O COORS ,
acoplar el compuesto de férmula IX con un compuesto de formula X,
(X)

X(CH,),,COOR!

desproteger el producto del acoplamiento de la férmula IX con la formula X, para formar el compuesto de formula XI:

(XI)

X(CH,),,COOR!

2
acoplar el compuesto de férmula XI con un compuesto de formula VI, para obtener un compuesto de férmula VII:

H L

p anQ (VID)
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desproteger el compuesto de férmula VII para formar el compuesto de férmula Il

(ID)

(Ia—COOH HN \e/SH
W
Iy
acoplar el compuesto de formula Il con un compuesto de maleimida de polietilenglicol para formar el compuesto de

formula [;

enlasqueZ L, p,r t,w, R1, R? y R* son tal como se definen en el presente documento;

R%Q

uno de R® y R® representa H y el otro representa un grupo alquilo C4, alilo o un arilo.
En algunos casos, R'es un grupo bencilo, butilo terciario, dimetoxibencilo, nitrobencilo o un dinitrobencilo.

En otros casos, RZ es un grupo tetrahidropiranilo, bencilo, metoxibencilo, nitrobencilo, butildimetilsililo terciario o un
metildimetilsililo terciario.

En algunos casos, el compuesto de formula VIl se desprotege usando un acido. En algunas realizaciones, el acido
es acido trifluoroacético.

Se describe en el presente documento un procedimiento para la preparacién de un compuesto de férmula I, o una

sal farmacéuticamente aceptable del mismo que comprende desimetrizar un anhidrido meso de férmula Il usando
un alcohol para proporcionar un hemiéster de formula IX:

0
(11D

COOR?
(IX)

0 COORS®

acoplar el compuesto de férmula IX con un compuesto de formula VI, para proporcionar un compuesto de formula Xll
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HZN\@/S—R4 ) HN\Q/S_R“
r

acoplar el compuesto de férmula Xl con un compuesto de férmula X,

X(CH,),,COOR!
desproteger el producto del acoplamiento de la férmula Xl con la férmula X, para formar el compuesto de férmula II:

(ID)

(Ia—COOH HN \e/SH
W
r .y

acoplar el compuesto de formula Il con un compuesto de maleimida de polietilenglicol para formar el compuesto de
formula [;

enlas que X, Z, L, L1, p,rtw, R1, R? y R* son tal como se definen en el presente documento; y R’ representa un
grupo protector de acido.

En algunos casos, R' es un grupo bencilo, butilo terciario, dimetoxibencilo, nitrobencilo o un dinitrobencilo. En
algunas realizaciones, RZes un grupo tetrahidropiranilo, bencilo, metoxibencilo, nitrobencilo, butildimetilsililo terciario
o un metildimetilsililo terciario. En algunas realizaciones, R es un grupo alquilo C1.

En algunos casos, X es O, wes 1,res 6; y t es 2. En ofras realizaciones, X es CHz, wes 2, res 6y tes 2.

En algunas realizaciones, los compuestos de formulas (1), (I), (IV), (V), (VII), (VIII), (IX), (X), (XI) pueden estar
basados en treprostinil, es decir que tienen X que es O, Z que es CH,, w que es 1, p que es 1 y L que es

QH oR?
CsHy (oL quees CsHi4 ).

Aun en algunas realizaciones, los compuestos de formulas (1), (1), (1V), (V), (VII), (VIII), (1X), (X), (XI) pueden estar
basados en beraprost, es decir que tienen X que es CHz, Z que es O, w que es 2, p que es 0 y L que es
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OH R0

4
-
-
-
=
o)
=
=

) =
(oL quees =

En algunas realizaciones, el nivel de pureza del compuesto de formula | es de al menos el 90 %, el 95 % o el 99 %.
En otras realizaciones, el nivel de pureza del compuesto de férmula Il es de al menos el 90 %, el 95 % o el 99 %.
5

Incluso mas preferiblemente, el nivel de pureza de los compuestos de formula | y Il es de al menos el 99,1 %, el
99,2 %, el 99,3 %, el 99,4 %, el 99,5 %, el 99,6 %, el 99,7 %, el 99,8 % o el 99,9 %.

En algunas realizaciones, el compuesto de maleimida de polietilenglicol es una maleimida de PEG de 20 KDa de 4
brazos.

10
Se describe en el presente documento un compuesto de férmula IA, preparado mediante cualquiera de los
procedimientos descritos en el presente documento.
HO
1a)
0] (0]
O
H
? H
N N—PEG
HN\/\/\/\ \/T
COOH
S
o o]
15

Se describe en el presente documento un compuesto de formula IlA, preparado mediante cualquiera de los
procedimientos descritos en el presente documento.

HO

(IIA)

O
o H

N

HN

SH

Se describe en el presente documento un compuesto de férmula IB, preparado mediante cualquiera de los
procedimientos descritos en el presente documento.

20
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(IB)

O
H
S
0 0

Se describe en el presente documento un compuesto de féormula |IB, preparado mediante cualquiera de los
procedimientos descritos en el presente documento.

(IIB)

SH
Descripcion detallada

Se describen diversas realizaciones a continuacion en el presente documento. Debe observarse que no se pretende
que las realizaciones especificas sean una descripcién exhaustiva o una limitacién para los aspectos mas amplios
comentados en el presente documento. Un aspecto descrito junto con una realizacion particular no esta
necesariamente limitado a esa realizacion y puede ponerse en practica con cualquier otra realizacion.

El uso de los términos “un” y “una” y “el/la” y referentes similares en el contexto de la descripcion de los elementos
(especialmente en el contexto de las siguientes reivindicaciones) debe interpretarse que cubre tanto el singular como
el plural, a menos que se indique lo contrario en el presente documento o lo contradiga claramente el contexto. Se
pretende que la enumeracién de intervalos de valores en el presente documento sirva meramente como método de
abreviatura de referencia individual a cada valor independiente que se encuentra dentro del intervalo, a menos que
se indique lo contrario en el presente documento, y cada valor independiente se incorpora en la memoria descriptiva
como si se enumerase individualmente en el presente documento. Todos los métodos descritos en el presente
documento pueden realizarse en cualquier orden adecuado a menos que se indique lo contrario en el presente
documento o que lo contradiga claramente de otra manera el contexto. El uso de todos y cada uno de los ejemplos,
0 expresiones a modo de ejemplo (por ejemplo, “tal como”) proporcionados en el presente documento, pretende
meramente aclarar mejor las realizaciones y no supone una limitacion en el alcance de las reivindicaciones a menos
que se establezca lo contrario. Ninguna expresion en la memoria descriptiva debe interpretarse que indica que
cualquier elemento no reivindicado sea esencial.

La expresion “que comprende” quiere decir “que incluye pero no se limita a”. Por tanto, pueden estar presentes otras
sustancias, aditivos, vehiculos o etapas no mencionados. A menos que se especifique lo contrario, “un” o “una”
quiere decir uno o mas.

A menos que se indique lo contrario, todos los nimeros que expresan cantidades de componentes, condiciones de
reaccion y asi sucesivamente usados en la memoria descriptiva y las reivindicaciones debe entenderse que estan
modificados en todos los casos por el término “aproximadamente”. Por consiguiente, a menos que se indique lo
contrario, los parametros numéricos expuestos en la siguiente memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas
son aproximaciones. Cada parametro numérico debe interpretarse al menos en vista del nimero de digitos
significativos notificados y aplicando técnicas ordinarias de redondeo. El término “aproximadamente”, cuando se usa
antes de una designacion numérica, por ejemplo, temperatura, tiempo, cantidad y concentracion, incluyendo un
intervalo, indica aproximaciones que pueden variar en (+) o (-) el 10 %, el 5 % o el 1 %.
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Tal como se usa en el presente documento, Cn.n, tal como Ci.12, C1.s 0 C16 cuando se usa después de un grupo se
refiere a que ese grupo contiene de m a n atomos de carbono.

El término “alcoxilo” se refiere a -O-alquilo.

Tal como se usa en el presente documento, “halo” o “halégeno” o incluso “haluro” puede referirse a fluor, cloro,
bromo y yodo.

El término “alquilo” se refiere a grupos hidrocarbilo alifaticos saturados monovalentes que tienen de 1 a 12 atomos
de carbono (es decir, alquilo C4-C12) o de 1 a 8 atomos de carbono (es decir, alquilo C1-Cg), 0 de 1 a 4 atomos de
carbono. Este término incluye, a modo de ejemplo, grupos hidrocarbilo lineales y ramificados tales como metilo
(CHs-), etilo (CH3CH>-), n-propilo (CH3CH>CHa-), isopropilo ((CHs)2CH-), n-butilo (CH3CH.CH2CH,-), isobutilo
((CH3),CHCH_-), sec-butilo ((CH3)(CH3CH2)CH-), t-butilo ((CH3)3C-), n-pentilo (CH3CH,CH>CH,CH-) y neopentilo
((CH3)3CCH2-).

El término “arilo” se refiere a un anillo mono o biciclico aromatico, monovalente que tiene 6-10 atomos de carbono de
anillo. Los ejemplos de arilo incluyen fenilo y naftilo. El anillo condensado puede ser o no aromatico siempre que el
punto de unién sea en un atomo de carbono aromatico.

Las combinaciones de sustituyentes y variables son solo aquellas que dan como resultado la formacion de
compuestos estables. El término “estable”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a compuestos que
presentan suficiente estabilidad para permitir la fabricaciéon y que mantienen la integridad del compuesto durante un
periodo de tiempo suficiente para ser Utiles para los propositos detallados en el presente documento.

Tal como se usa en el presente documento, el término “profarmaco” quiere decir un derivado de un compuesto que
puede hidrolizarse, oxidarse o reaccionar de otra manera en condiciones bioldgicas (in vitro o in vivo) para
proporcionar un compuesto activo. Los ejemplos de profarmacos incluyen, pero no se limitan a, derivados de un
compuesto que incluye grupos biohidrolizables tales como amidas biohidrolizables, ésteres biohidrolizables,
carbamatos biohidrolizables, carbonatos biohidrolizables, ureidos biohidrolizables y andlogos de fosfato
biohidrolizables (por ejemplo, monofosfato, difosfato o trifosfato).

Tal como se usa en el presente documento, “hidrato” es una forma de un compuesto en el que se combinan
moléculas de agua en una determinada razén como una parte integral del complejo estructural del compuesto.

Tal como se usa en el presente documento, “solvato” es una forma de un compuesto en el que se combinan
moléculas de disolvente en una determinada razén como una parte integral del complejo estructural del compuesto.

“Farmacéuticamente aceptable” quiere decir en la presente descripcion que es util en la preparacion de una
composicion farmacéutica que es generalmente segura, no téxica y no indeseable ni bioldgicamente ni de otra
manera e incluye ser Util para uso veterinario asi como para uso farmacéutico humano.

“Sales farmacéuticamente aceptables” quiere decir sales que son farmacéuticamente aceptables, tal como se definié
anteriormente y que presentan la actividad farmacoldgica deseada. Tales sales incluyen sales de adicion de acido
formadas con acidos organicos e inorganicos, tales como cloruro de hidrégeno, bromuro de hidrégeno, yoduro de
hidrogeno, acido sulfurico, acido fosférico, acido acético, acido glicdlico, acido maleico, acido malénico, acido
oxalico, acido metanosulfonico, acido trifluoroacético, acido fumarico, acido succinico, acido tartarico, acido citrico,
acido benzoico, acido ascorbico y similares. Pueden formase sales de adicién de base con bases organicas e
inorganicas, tales como sodio, amoniaco, potasio, calcio, etanolamina, dietanolamina, N-metilglucamina, colina y
similares. Se incluyen sales o compuestos farmacéuticamente aceptables de cualquiera de las férmulas en el
presente documento.

Dependiendo de su estructura, la frase “sal farmacéuticamente aceptable”, tal como se usa en el presente
documento, se refiere a una sal de acido o de base organica o inorganica farmacéuticamente aceptable de un
compuesto. Las sales farmacéuticamente aceptables representativas incluyen, por ejemplo, sales de metales
alcalinos, sales alcalinotérreas, sales de amonio, sales solubles en agua y sales insolubles en agua tales como las
sales de acetato, amsonato (4,4-diaminoestilbeno-2,2-disulfonato), bencenosulfonato, benzonato, bicarbonato,
bisulfato, bitartrato, borato, bromuro, butirato, calcio, edetato de calcio, camsilato, carbonato, cloruro, citrato,
clavulariato, diclorhidrato, edetato, edisilato, estolato, esilato, fumarato, gluceptato, gluconato, glutamato,
glicolilarsanilato, hexafluorofosfato, hexilresorcinato, hidrabamina, bromhidrato, clorhidrato, hidroxinaftoato, yoduro,
isotionato, lactato, lactobionato, laurato, malato, maleato, mandelato, mesilato, metilboromuro, metilnitrato,
metilsulfato, mucato, napsilato, nitrato, sal de amonio de N-metilglucamina, 3-hidroxi-2-naftoato, oleato, oxalato,
palmitato, pamoato (1,1-meteno-bis-2-hidroxi-3-naftoato, einbonato), pantotenato, fosfato/difosfato, picrato,
poligalacturonato, propionato, p-toluenosulfonato, salicilato, estearato, subacetato, succinato, sulfato, sulfosalicilato,
suramato, tanato, tartrato, teoclato, tosilato, trietyoduro y valerato.

Tal como se usa en el presente documento, “grupo de protecciéon” o “grupo protector” se usa tal como se conoce en
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la técnica y tal como se demuestra en Greene, Protective Groups in Organic Synthesis.

Tal como se usa en el presente documento, “grupo protector de hidroxilo” o “grupo de protecciéon de hidroxilo” se
refiere a la definicion entendida en general de un grupo de proteccion de alcohol o hidroxilo tal como se define en T.
W. Greene, Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley and Sons, 1991 (a continuacion en el presente
documento “Greene, Protective Groups in Organic Synthesis”).

Tal como se usa en el presente documento, “grupo protector de tiol” o “grupo de proteccion de tiol” se refiere a la
definicion entendida en general de proteccion para el grupo tiol tal como se define en T. W. Greene, Protective
Groups in Organic Synthesis, John Wiley and Sons, 1991 (a continuacién en el presente documento “Greene,
Protective Groups in Organic Synthesis”).

Tal como se usa en el presente documento, “grupo protector de acido” o “grupo de proteccion de acido” se refiere a
la definicion entendida en general de proteccion para el grupo acido carboxilico tal como se define en T. W. Greene,
Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley and Sons, 1991 (a continuacién en el presente documento
“Greene, Protective Groups in Organic Synthesis”).

Tal como se usa en el presente documento, “grupo protector de amina” o “grupo de proteccion de amina” se refiere a
la definicién entendida en general de proteccion para el grupo amino tal como se define en T. W. Greene, Protective
Groups in Organic Synthesis, John Wiley and Sons, 1991 (a continuacién en el presente documento “Greene,
Protective Groups in Organic Synthesis”).

Tal como se usa en el presente documento, compuesto o isdmero sustancialmente puro se refiere a un isémero que
es el 90 % de la mezcla isomérica resultante, o preferiblemente el 95 % de la mezcla isomérica resultante, o mas
preferiblemente el 98 % de la mezcla isomérica resultante, o incluso mas preferiblemente el 99 % de la mezcla
isomérica resultante, y lo mas preferiblemente por encima del 99 % de la mezcla isomérica resultante.

En un aspecto, se proporcionan procedimientos para preparar derivados de prostaciclina. Tales derivados pueden
incluir, en algunas realizaciones, derivados de treprostinil y beraprost. Los procedimientos incluyen también la
preparacion de varios compuestos intermedios Utiles en la preparacion de derivados de prostaciclina.

Una realizacion proporciona procedimientos para la preparacion de un derivado de prostaciclina de tiol de union
quiral y un derivado de prostaciclina pegilado. Un tiol de unién quiral es un material de partida principal usado para
preparar prostaciclinas pegiladas, tales como treprostinil pegilado (PEG UT-15) y beraprost pegilado. Las
prostaciclinas pegiladas, tales como treprostinil pegilado (PEG UT-15) y beraprost pegilado pueden usarse en
formulaciones de liberacion lenta. Por ejemplo, PEG UT-15 puede usarse en una formulacion de “liberacién lenta”
del analogo de prostaciclina treprostinil. El treprostinil unido a un portador polimérico por medio de un tiol de unién
transitoria (grupo de union TransCon) puede conducir a una semivida in vivo prolongada después de administrarse a
un sujeto, tal como un ser humano, que lo necesita. Tal administracion puede ser por ejemplo, inyeccion subcutanea
dentro del cuerpo del sujeto. El treprostinil no modificado se libera mediante escision hidrolitica del grupo de union a
pH y temperatura fisiolégicos. El treprostinil se acopla al grupo de uniéon mediante uno de sus grupos hidroxilo, y el
grupo de unién se une al PEG portador por medio de un grupo tiosuccinimida. En una realizacion, se pretende que el
treprostinil se libere de Peg UT-15 después de inyeccion subcutanea en el paciente. El procedimiento puede ser un
procedimiento mucho mas eficaz, comercialmente viable para fabricar los compuestos objetivo. El beraprost
pegilado puede usarse en una formulacion de “liberacién lenta” del analogo de prostaciclina beraprost. El beraprost
unido a un portador polimérico por medio de un tiol de unién transitoria (grupo de unién TransCon) puede conducir a
una vida media in vivo prolongada después de administrarse a un sujeto, tal como un ser humano, que lo necesita.

Tal como se describe en el presente documento, la formulaciéon de “liberacién lenta” de prostaciclina pegilada, tal
como treprostinil pegilado o beraprost pegilado, puede tener una semivida de liberacion de al menos 12 horas, o al
menos 15 horas, o al menos 18 horas, o al menos 21 horas, o al menos 24 horas, o al menos 27 horas, o al menos
30 horas, o al menos 36 horas, o al menos 42 horas, o al menos 48 horas, o al menos 54 horas, o al menos 60
horas, o al menos 72 horas, o al menos 84 horas, o al menos 96 horas, o al menos 5 dias, o al menos 6 dias, o al
menos 7 dias, o al menos 8 dias, o al menos 9 dias, o al menos 10 dias, o al menos 11 dias, o al menos 12 dias, o
al menos 13 dias. En algunas realizaciones, una formulacién de “liberacion lenta” de prostaciclina pegilada, tal como
treprostinil pegilado o beraprost pegilado, puede tener una semivida de liberacién en disolucién acuosa o tampoén de
al menos 12 horas, o al menos 15 horas, o al menos 18 horas, o al menos 21 horas, o al menos 24 horas, o al
menos 27 horas, o al menos 30 horas, o al menos 36 horas, o al menos 42 horas, o al menos 48 horas, o al menos
54 horas, o al menos 60 horas, o al menos 72 horas, o al menos 84 horas, o al menos 96 horas, o al menos 5 dias, o
al menos 6 dias, o al menos 7 dias, o al menos 8 dias, o al menos 9 dias, o al menos 10 dias, o al menos 11 dias, o
al menos 12 dias, o al menos 13 dias. En algunas realizaciones, una formulacion de “liberacion lenta” de
prostaciclina pegilada, tal como treprostinil pegilado o beraprost pegilado, puede tener una semivida de liberacion en
plasma, que puede ser el plasma de un mamifero, tal como un ser humano, de al menos 12 horas, o al menos 15
horas, o al menos 18 horas, o al menos 21 horas, o al menos 24 horas, o al menos 27 horas, o al menos 30 horas, o
al menos 36 horas, o al menos 42 horas, o al menos 48 horas, o al menos 54 horas, o al menos 60 horas, o al
menos 72 horas, o al menos 84 horas, o al menos 96 horas, o al menos 5 dias, o al menos 6 dias, o al menos 7
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dias, o al menos 8 dias, o al menos 9 dias, o al menos 10 dias, o al menos 11 dias, o al menos 12 dias, o al menos
13 dias.

Los procedimientos de la presente divulgacion pueden permitir la produccion de prostaciclinas pegiladas, tales como
treprostinil pegilado o beraprost pegilado, a una mayor escala. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el
procedimiento de la presente divulgacion puede permitir la produccion de al menos 5 g de prostaciclina pegilada, tal
como treprostinil pegilado o beraprost pegilado, o al menos 10 g, o al menos 20 g o al menos 30 g o al menos 40 g o
al menos 50 g o al menos 60 g o al menos 70 g o al menos 80 g o al menos 90 g o al menos 100 g o al menos 110 g
o al menos 120 g o al menos 130 g o al menos 140 g o al menos 150 g o al menos 160 g o al menos 170 g o al
menos 180 g o al menos 190 g o al menos 200 g.

Una realizacion proporciona un procedimiento para la preparacion de un compuesto de férmula I, o sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

@

en la que
X es O o CHy;

Zes O o CHy;

OH

Les 0
p=0o01;

r=1-8;

t=1,203;y

w=1,20 3.

En algunas realizaciones, Xes O,wes 1,res 6;tes2ylL es

En algunas realizaciones, X es CH;, wes 2, res 6;tes2yL es

OH

e

En una realizacion, el compuesto de férmula | tiene la formula IA:
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(IA)

O
H
N N—PEG
HN\/\/\/\ \/T
COOH
S
o o]

En otra realizacion, el compuesto de féormula | tiene la férmula IB:
(IB)

0
N H
COOH HN\/\/\/\ N—PEG
S
O o)

Otra realizacién proporciona un procedimiento para la preparacién de un compuesto de féormula Il, o un hidrato,
solvato, profarmaco, o sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

(D

HN\e/SH
%%
10 r

enlaque Z L, p,r, tywson tal como se definen en el presente documento.

En una realizacién, el compuesto de férmula Il tiene la formula lIA:
15

(ITA)

0o

k HN\/\/\/\
COOH

SH

En otra realizacion, el compuesto de formula 1l tiene la formula 11B:
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(IIB)

HN
COOH E e VN

SH

Una realizacién proporciona un procedimiento para la preparacion de un compuesto de férmula |, un hidrato, solvato,
profarmaco, o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, partiendo de un anhidrido meso de férmula llI.

0
(IIT)

@)

En una realizacioén, el anhidrido meso de férmula Il puede acoplarse directamente con un compuesto de éster de
férmula IV en presencia de un ligando quiral, para proporcionar un compuesto de férmula V.

Ligando quiral
allOH E—

OH

X(CHa),,COOR!

[l

X(CH;),COOR"

v
v

enlaquel, X,Z,p,wy R' son tal como se definen en el presente documento.

Los ligandos quirales adecuados incluyen, pero no se limitan a, quinina, quinidina, cinchonina, cinchonidina,
hidroquinina, epiquinidina, epicinchonidina, epicinchonina y epiquinina, o derivados de las mismas. En algunas
realizaciones, el ligando quiral es un derivado de quinina o quinidina. En algunas realizaciones, el ligando quiral se
selecciona de antraquinona-1,4-diil diéter de hidroquinina ((DHQ).AQN), antraquinona-1,4-diil diéter de
hidroguinidina ((DHQD).AQN), 1,4-ftalazinadiil diéter de hidroquinina ((DHQ).PHAL), 1,4-ftalazinadiil diéter de
hidroguinidina ((DHQD),PHAL), B-isoquinidina (B-IQD) y similares. En una realizacion, el ligando quiral es
(DHQ)2.AQN o (DHQD),AQN.

En algunas realizaciones, un disolvente para el acoplamiento del anhidrido meso de féormula Ill con el compuesto
éster de formula IV en presencia de un compuesto quiral para formar el compuesto de féormula V puede ser un
alcohol. Los alcoholes adecuados seran evidentes para un experto en la técnica e incluyen, pero no se limitan a
metanol, etanol, n-propanol, isopropanol, n-butanol, isobutanol, ciclohexanol, alcohol alilico, alcohol bencilico,
alcohol metoxibencilico, alcohol nitrobencilico, alcohol clorobencilico, difeniimetanol, alcohol ciclohexilmetilico,
alcohol cinamilico y similares. En realizaciones ilustrativas, el alcohol es alcohol bencilico. En algunas realizaciones,
un disolvente para el acoplamiento del anhidrido meso de férmula Il con el compuesto éster de férmula IV en
presencia de un agente quiral para formar el compuesto de féormula V puede ser un disolvente aromatico,
preferiblemente un disolvente aromatico no polar, tal como tolueno.

Las temperaturas adecuadas para la reaccion son menores de aproximadamente 100 °C, menores de
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aproximadamente 80 °C, menores de aproximadamente 60 °C, menores de aproximadamente 40 °C, menores de
aproximadamente 20 °C, menores de aproximadamente 0 °C, o cualquier otra temperatura adecuada. En algunas
realizaciones, la reaccion se efectia a temperatura ambiente. Los tiempos de reaccién adecuados dependen de la
temperatura y otras condiciones, y pueden ser menores de aproximadamente 30 horas, menores de
aproximadamente 20 horas, menores de aproximadamente 10 horas, menores de aproximadamente 5 horas,
menores de aproximadamente 2 horas, menores de aproximadamente 1 hora, o cualquier otro tiempo adecuado.
Tiempos mas largos pueden ser también adecuados.

En algunas realizaciones, el acoplamiento del anhidrido meso de férmula Ill con el compuesto éster de formula IV en
presencia de un compuesto quiral para formar el compuesto de féormula V puede comprender formar en primer lugar
una sal del agente quiral, tal como quinina, y el compuesto de férmula V, y luego hacer reaccionar la sal formada con
un acido, tal como por ejemplo HCI, para formar el compuesto de férmula V como un &acido. En algunas
realizaciones, la sal del agente quiral, tal como quinina, y el compuesto de formula V pueden cristalizarse. Tal etapa
de cristalizacién puede incrementar una pureza o6ptica elevada del compuesto de férmula V (como un acido). La
pureza del estereoisémero deseado del compuesto de férmula V puede ser al menos o mayor del 90 % o al menos o
mayor del 91 % o al menos o mayor del 92 % o al menos o mayor del 93 % o al menos o mayor del 94 % o al menos
o mayor del 95 % o al menos o mayor del 96 % o al menos o mayor del 97 % o al menos o mayor del 98 % o al
menos o mayor del 99 % o al menos o mayor del 99,1 % o al menos o mayor del 99,2 %.

La reaccion de cristalizacion puede realizarse en varios disolventes. Por ejemplo, los disolventes adecuados
incluyen pero no se limitan a, acetona, hexano, heptano, ciclohexano, acetonitrilo, tolueno, etileno, acetato de etilo,
metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol, 1-butanol, 2-butanol, terc-butanol, etilenglicol, dioxano, 1,2-dicloroetano,
diclorometano, dimetoxietano, dietilenglicol, dimetil éter, tetrahidrofurano, diisopropil éter, metiletii cetona o
isobutilmetil cetona, dimetilformamida, dimetilacetamida, MTBE o N-metilpirrolidona y mezclas de los mismos. En
algunas realizaciones, la composicion del disolvente incluye una mezcla de disolventes binaria por ejemplo, acetato
de etilo-hexano, acetato de etilo-heptano, alcohol isopropilico-heptano y similares.

Los acidos adecuados, que pueden utilizarse para la neutralizacion de la sal del agente quiral y el compuesto de
férmula V incluyen, pero no se limitan a, acidos débiles tales como acido clorhidrico, acido sulfdrico y acido nitrico
diluidos o cualquier acido organico débil tal como acido acético y acido para-toluenosulfonico, o acidos sulfénicos
basados en polimeros tales como Amberlyst y similares.

El compuesto de formula V puede acoplarse luego con un compuesto de férmula VI, en condiciones de acoplamiento
adecuadas, para proporcionar un compuesto de formula VIl

+ ng\f_},S—R“
o " Acoplamiento

O
Vi

OH

X{CH-),CO0R’
Vil

v
enlaquel, X, Z p,r,w, R’ y R* son tal como se definen en el presente documento.

Las condiciones adecuadas para acoplar la amina de férmula VI al grupo acido carboxilico del compuesto de formula
V seran evidentes para un experto en la técnica. En algunas realizaciones, el acoplamiento se efectia en un
disolvente adecuado en presencia de un agente de acoplamiento. Los agentes de acoplamiento adecuados incluyen,
pero no se limitan a, clorhidrato de N-etil-N’-[3-(dimetilamino)propil]-carbodiimida (EDC), diciclohexilcarbodiimida
(DDC), diisopropilcarbodiimida, N-hidroxibenzotriazol (HOBT), 4,5-dicianoimidazol, diciclopentilcarbodiimida,
clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida, 1,1’-carbonildiimidazol, ciclohexilisopropilcarbodiimida
(CIC), bis[[4-(2,2-dimetil-1,3-dioxolil)]-metil]carbodiimida, cloruro de N,N’-bis(2-oxo-3-oxazolidinil)-fosfinico (BOP-CI),
un cloruro de acido, cloroformiato de etilo y similares.

Los disolventes adecuados para la reaccion de acoplamiento incluyen, pero no se limitan a, un alcohol, por ejemplo,
metanol, etanol, alcohol isopropilico, 1-propanol, 1-butanol, 2-butanol, una cetona, por ejemplo, acetona, etil metil
cetona, metil isobutil cetona, un hidrocarburo, por ejemplo, tolueno, xileno, hexanos, heptanos, ciclohexano, un
hidrocarburo halogenado, por ejemplo, diclorometano, dicloruro de etileno, cloroformo, un éster, por ejemplo, acetato
de etilo, acetato de n-propilo, acetato de n-butilo, acetato de t-butilo, un éter, por ejemplo, dietil éter, diisopropil éter,
metil t-butil éter, tetrahidrofurano, dioxano, un disolvente aprético polar, por ejemplo, N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, dimetilsulféxido, sulfolano, N-metilpirrolidona, un nitrilo, por ejemplo, acetonitrilo, propionitrilo,
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agua; o mezclas de los mismos.

Las temperaturas adecuadas para la reacciéon de acoplamiento son menores de aproximadamente 100 °C, menores
de aproximadamente 80 °C, menores de aproximadamente 60 °C, menores de aproximadamente 40 °C, menores de
aproximadamente 20 °C, menores de aproximadamente 0 °C, o cualquier otra temperatura adecuada. Los tiempos
de reaccion de acoplamiento adecuados dependen de la temperatura y otras condiciones, y pueden ser menores de
aproximadamente 30 horas, menores de aproximadamente 20 horas, menores de aproximadamente 10 horas,
menores de aproximadamente 5 horas, menores de aproximadamente 2 horas, menores de aproximadamente 1
hora, o cualquier otro tiempo adecuado. Tiempos mas largos pueden ser también adecuados.

El compuesto de formula VIl puede hidrolizarse luego con un agente hidrolizante para formar un compuesto de
férmula VIII para retirar el grupo protector de acido carboxilico.

Hidrolisis

HN \Q;S—R4

VII VIl

enlaquel, X, Z p,r,wy R* son tal como se definen en el presente documento.

Los grupos protectores de acido carboxilico R' adecuados se conocen en la técnica e incluyen los derivados éster
de un grupo acido carboxilico empleados cominmente para bloquear o proteger el grupo acido carboxilico mientras
que se llevan a cabo reacciones en otros grupos funcionales en el compuesto. Los grupos de proteccion de acido
carboxilico incluyen alilo, 4-nitrobencilo, 4-metoxibencilo, 3,4-dimetoxibencilo, 2,4-dimetoxibencilo, 2,4,6-
trimetoxibencilo, 2,4,6-trimetilbencilo, pentametilbencilo, 3,4-metilendioxibencilo, bencidrilo, 4,4’-dimetoxibencidrilo,
2,2'4 4’-tetrametoxibencidrilo, t-butilo, t-amilo, tritilo, 4-metoxitritilo, 4,4’-dimetoxitritilo, 4,4’,4”-trimetoxitritilo, 2-fenil-
prop-2-ilo, trimetilsililo, t-butildimetilsililo, fenacilo, 2,2,2-tricloroetilo, b-(tri-metilsilil)etilo, b-(di(n-butil)metilsilil)etilo, p-
toluenosulfoniletilo, 4-nitrobencilsulfoniletilo, alilo, cinamilo, 1-(trimetilsiliimetil)prop-1-en-3-ilo y restos similares. En
algunas realizaciones, R' es un grupo bencilo, butilo terciario, dimetoxibencilo, nitrobencilo o un dinitrobencilo.

Los agentes hidrolizantes adecuados para la retirada del grupo protector de acido carboxilico incluyen, pero no se
limitan a hidréxido de litio, hidréxido de bario, hidréxido de sodio, hidréxido de potasio, hidroxido de calcio, hidréxido
de amonio, carbonato de sodio, carbonato de potasio, hidréxido de trimetilestario, hidréxido de tributilestario, paladio-
carbono en presencia de hidrogeno en condiciones basicas, y similares y combinaciones de los mismos.

Los disolventes adecuados para la reaccion de hidrdlisis incluyen, pero no se limitan a, metanol, etanol, alcohol
isopropilico, diclorometano, 1,2-dicloroetano, cloroformo, acetona, etil metil cetona, metil isobutil cetona, acetato de
etilo, acetato de n-propilo, 1,4-dioxano, acetato de n-butilo, acetato de t-butilo, dietil éter, dimetil éter, diisopropil éter,
tolueno, xileno, acetonitrilo, propionitrilo, metil ferc-butil éter, tetrahidrofurano, butironitrilo, o sus mezclas. En algunas
realizaciones los disolventes alcohdlicos son metanol, etanol y alcohol isopropilico se utilizan con agentes
hidrolizantes tales como hidréxido de bario y de litio. En una realizacion ilustrativa, el compuesto de férmula VIl se
hidroliza usando trimetilestafio en presencia de disolvente dicloroetano.

Las temperaturas adecuadas para la reacciéon de hidrélisis son menores de aproximadamente 100 °C, menores de
aproximadamente 80 °C, menores de aproximadamente 60 °C, menores de aproximadamente 40 °C, menores de
aproximadamente 20 °C, menores de aproximadamente 0 °C, o cualquier otra temperatura adecuada.

El compuesto de férmula VIl puede someterse luego a desproteccion para retirar el grupo protector de tiol para
formar el compuesto de férmula Il
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H L
lll[e] )
0 Desproteccion
X H 2
@w—COOH HN\{.}F’S_R‘

VIl

enlaquel, X, Z p,r,wy R* son tal como se definen en el presente documento.

Los grupos de proteccion de tiol adecuados se conocen en la técnica e incluyen bencilo, 4-metoxibencilo (MBzl),
trifenilmetilo (tritilo), metoxitritilo, ferc-butilo (tBu), t-buitiltiol, acetilo, 3-nitro-2-piridinosulfenilo y acetamidometilo
(Acm).

El grupo protector de tiol R* puede retirarse selectivamente usando agentes de desproteccion conocidos en la
técnica. En algunas realizaciones, el grupo de proteccion de tiol puede retirarse con un acido, por ejemplo, acidos
minerales tales como acido clorhidrico y acidos organicos acuosos o anhidros, por ejemplo, acidos carboxilicos tales
como acido acético, TFA, o acidos sulfénicos tales como acido metanosulfénico. En algunas realizaciones, el grupo
de proteccion de tiol puede retirarse por escision oxidativa, por ejemplo mediante tratamiento con mercurio (ll), yodo,
plata () o talio (Ill). En algunas realizaciones, el acido puede usarse junto con un agente oxidante tal como DMSO,
tetrametilensulféxido, superdxido de potasio, peroxido de niquel, tritiocarbonato de sodio, carbonato de
trifenilbismuto y similares. En algunas realizaciones, el grupo protector de tiol es un grupo ftritilo. En algunas
realizaciones, el grupo tritilo puede retirarse usando acido trifluoroacético. En algunas realizaciones, el grupo tritilo
puede retirarse usando acrilato de 1,1,1,3,3,3-hexafluoroisopropilo (HFIPA) y trietilsilano (TES).

El compuesto de formula Il puede acoplarse con un compuesto de maleimida de polietilenglicol adecuado para
formar el compuesto de férmula I.

il Pegilacion
T

O
0 O
O o]
2 N
G_CODH HN S N——PEG
W \'{')/ t H
¢

I O

X H
d—}—coo:—u HN SH
W
N

11
enlaquel, Z p,r tywson tal como se definen en el presente documento.

En una realizacion, el compuesto de maleimida de polietilenglicol tiene la siguiente estructura

\
-~ . Yy
~ i TN A .
HT T T g f Yo .
N e i, AT "~ .
X ¢ - 0 - N
%, % ; i
] r Q Ty
\ | 0
'’
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ey, %, i
k) W
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El resto de PEG (resto de polietilenglicol) incluye polietilenglicoles preferidos que tienen un peso molecular promedio
de desde aproximadamente 200 hasta aproximadamente 200.000. En algunas realizaciones, el polietilenglicol tiene
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un peso molecular promedio de desde aproximadamente 200 hasta aproximadamente 80000. En algunas
realizaciones, los polietilenglicoles son PEG 1500, PEG 4000, PEG 5000, PEG 8000, PEG 10.000, PEG 15.000,
PEG 20.000 y PEG 25.000. En algunas realizaciones, el polietilenglicol es PEG 20.000.

El tiol de unién puede ponerse en contacto con el compuesto de PEG en un disolvente adecuado al pH adecuado. El
pH puede mantenerse en el valor deseado usando un tampoén adecuado. Por ejemplo, el pH puede mantenerse a
aproximadamente 6,5 usando un tampon fosfato. Los disolventes adecuados para la reaccion incluyen, pero no se
limitan a, acetona, hexano, heptano, ciclohexano, acetonitrilo, tolueno, etileno, acetato de etilo, metanol, etanol, 1-
propanol, 2-propanol, 1-butanol, 2-butanol, terc-butanol, etilenglicol, dioxano, 1,2-dicloroetano, diclorometano,
dimetoxietano, dietilenglicol, dimetil éter, tetrahidrofurano, diisopropil éter, metil etil cetona o isobutil metil cetona,
dimetilformamida, dimetilacetamida o N-metilpirrolidona y mezclas de los mismos. En algunas realizaciones, la
composicion de disolvente incluye una mezcla de disolventes binaria, por ejemplo, acetona-hexano, acetato de etilo-
hexano, acetona-agua, agua-octano, etanol-agua, hexano-ciclohexano, hexano-etanol, cloroformo-hexano, dietil
éter-agua, etanol-metanol, agua-diclorometano y similares.

Tal como se describe en el presente documento, el anhidrido meso de férmula Il puede desimetrizarse en
hemiésteres quirales usando ligandos quirales en presencia de alcoholes adecuados descritos en el presente
documento.

O
COOR® COOH
Alcohol (R°0H)
0 -
+
Ligando quiral
COOH COORS®
O

en el que R’ es alquilo C1., alilo, o un grupo arilo.

Tal como se describe en el presente documento, el anhidrido meso de férmula Il puede desimetrizarse en dos
etapas. El anhidrido meso puede tratarse en primer lugar con un ligando quiral, en presencia de un alcohol
adecuado tal como los descritos anteriormente, para producir hemiésteres quirales como sus sales de amina
respectivas. Las sales de amina pueden cristalizarse luego en una composicion de disolvente adecuada, seguido por
neutralizacion con acido débil para obtener ambos hemiésteres quirales.

0
COOR?® cooQ*
Alcohol (R°OH)
O > +
Ligando quiral (Q)
cooQ* COOR®
o}

Cristalizacion

H™

COOR® COOH

COCH COOR®

en los que R’ es alquilo C1., alilo o un grupo arilo.

Los ligandos quirales y alcoholes adecuados para monoesterificacion asimétrica seran evidentes para un experto en
la técnica y son tal como se describen en el presente documento. En algunos casos, el ligando quiral es un derivado
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de quinina o uno de quinidina. En algunos casos, el alcohol es alcohol bencilico.

La composicién de disolvente adecuada utilizada para cristalizacion de la sal de amina incluye, pero no se limita a,
acetona, hexano, heptano, ciclohexano, acetonitrilo, tolueno, etileno, acetato de etilo, metanol, etanol, 1-propanol, 2-
propanol, 1-butanol, 2-butanol, terc-butanol, etilenglicol, dioxano, 1,2-dicloroetano, diclorometano, dimetoxietano,
dietilenglicol, dimetil éter, tetrahidrofurano, diisopropil éter, metil etil cetona o isobutil metil cetona, metil terc-butil éter
(MTBE), dimetilformamida, dimetilacetamida o N-metilpirrolidona y mezclas de los mismos. En algunas realizaciones,
la composicion de disolvente incluye una mezcla de disolventes binaria, por ejemplo, acetona-hexano, acetato de
etilo-hexano, acetona-agua, alcohol isopropilico:MTBE, agua-octano, etanol-agua, hexano-ciclohexano, hexano-
etanol, cloroformo-hexano, dietil éter-agua, etanol-metanol, agua-diclorometano y similares.

Los acidos adecuados utilizados para neutralizacion de la sal de amina seran evidentes para un experto en la
técnica e incluyen, pero no se limitan a, acidos débiles tales como acido clorhidrico, acido sulfurico y acido nitrico
diluidos o cualquier acido organico débil tal como acido acético y acido para-toluenosulfonico, o acidos sulfénicos
basados en polimeros tales como Amberlyst y similares.

Usando los métodos descritos anteriormente, los hemiésteres se obtienen en pureza 6ptica elevada, por ejemplo, al
menos o mayor del 90 %, al menos o mayor del 91 %, al menos o mayor del 92 %, al menos o mayor del 93 %, al
menos o mayor del 94 %, al menos o mayor del 95 % o al menos o mayor del 96 %, al menos o mayor del 97 %, al
menos o0 mayor del 98 %, al menos o mayor del 99 %, al menos o mayor del 99,1 %, al menos o mayor del 99,2 %,
al menos o mayor del 99,3 %, al menos o mayor del 99,4 %, al menos o mayor del 99,5 %. En algunas realizaciones,
los hemiésteres producidos por los presentes métodos estan sustancialmente puros. En otras realizaciones, los
hemiésteres producidos por los presentes métodos son mas puros que aproximadamente el 99 %.

El hemiéster de férmula IX puede acoplarse con un compuesto de formula X en condiciones de acoplamiento
adecuadas.

H L
H L
COORS (i) Acoplamiento wuillQ o
il —h
+ HiIoH (ii) Desproteccion o
COORE
CH
X(CHz)COOR'
X(CH2),COOR'
[X X Xl

en las que L1, X, Z,p, W, R1, R® y R® son tal como se definen en el presente documento.

Se conocen en la técnica las condiciones adecuadas para acoplar un acido carboxilico IX con un alcohol X. Los
agentes adecuados incluyen agentes de esterificacion tales como acidos de Lewis o de Bronstead, o agentes de
acoplamiento tales como EDC o DCC, opcionalmente en presencia de un catalizador tal como 4-
dimetilaminopiridina.

El grupo acido carboxilico en la cadena lateral que contiene ciclohexano (COOR® o COOR®) puede desprotegerse
selectivamente usando métodos conocidos en la técnica y descritos en el presente documento. Por ejemplo, los
agentes de desproteccion para la retirada del grupo protector de acido carboxilico incluyen, pero no se limitan a
hidréxido de litio, hidréxido de bario, hidroxido de sodio, hidroxido de potasio, hidréxido de calcio, hidréxido de
amonio, carbonato de sodio, carbonato de potasio, hidréxido de trimetilestafio, hidroxido de tributilestafio, paladio-
carbono en presencia de hidrogeno en condiciones basicas y similares y combinaciones de los mismos.

Se conocen en la técnica grupos de proteccion hidroxilo adecuados R? en el grupo de unién L' e incluyen, pero no
se limitan a grupo metilo, t-butilo, tetrahidropiranilo, bencilo, metoxibencilo, nitrobencilo, terc-butil dimetilsililo, grupo
terc-metil dimetilsililo, metoximetilo, metoxietoximetilo, alilo, tritilo, etoxietilo, 1-metil-1-metoxietilo, tetrahidropiranilo, o
tetrahidrotiopiranilo. En una realizacion el grupo de proteccion de hidroxilo es tetrahidropiranilo (THP). En algunas
realizaciones, el grupo de proteccion de hidroxilo puede escindirse en condiciones de acoplamiento. En otras
realizaciones, el grupo de proteccion de hidroxilo se escinde en condiciones adecuadas, tales como las descritas en
el presente documento. Por ejemplo, el grupo de proteccion de hidroxilo puede escindirse usando una cantidad
catalitica de un acido tal como acido p-toluenosulfénico.

El compuesto de féormula X| puede acoplarse luego con un compuesto de formula VI para proporcionar un
compuesto de férmula VII.
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Rﬂ

Acoplamiento

" + HaN S
g o ‘E«}r’

]

9]
O

HN\(‘},S—R“
r

Vi

OH

X{CH,),COOR!
X1 Vil

en las que L1, X, Z,p, 1w, R’ y R* son tal como se definen en el presente documento.

Las condiciones de acoplamiento adecuadas seran evidentes para un experto en la técnica y se describen en el
presente documento para el acoplamiento del compuesto de férmula V con el compuesto de férmula VI.

El compuesto de féormula VIl se somete a desproteccion del grupo de proteccion de acido carboxilico y el grupo de
proteccion de tiol, para proporcionar un compuesto de formula Il. Ambos grupos de proteccion pueden escindirse en
una etapa individual usando un acido fuerte, tal como por ejemplo, acido trifluoroacético. Alternativamente, el grupo
de proteccion de acido carboxilico se escinde en primer lugar, seguido por la retirada del grupo de proteccion de tiol
usando las condiciones descritas en el presente documento.

El compuesto de formula |l puede acoplarse adicionalmente con un compuesto de maleimida de polietilenglicol, tal
como se describe en el presente documento, para proporcionar el compuesto de férmula .

En un caso alternativo, el hemiéster de formula IX puede acoplarse con un compuesto de férmula VI, en condiciones
de acoplamiento adecuadas para proporcionar un compuesto de féormula XII

COORS OR7

+ —_—pt
HaN \('}/S R Acoplamiento
r —_—

COOR® HN s—R*
v %
.
I

XI

0]

IX

en las que L1, Z,p,rw, R4, R® y R® son tal como se definen en el presente documento, y R’ es un grupo protector
de acido.

Las condiciones adecuadas para acoplar la amina de férmula VI al grupo acido carboxilico de compuesto de formula
IX seran evidentes para un experto en la técnica y se describen en el presente documento.

En el compuesto de formula XIl, en la que R’ es un grupo protector de acido. Los grupos protectores de acidos
adecuados son tal como se describen en el presente documento. En algunas realizaciones, R’ es un grupo alquilo
C1.5.

El compuesto de férmula XII puede acoplarse luego con un compuesto de formula X, seguido por desproteccion con
catalizador para formar el compuesto de féormula Il. EIl compuesto de férmula |l puede acoplarse adicionalmente con
un compuesto de maleimida de polietilenglicol, tal como se describe en el presente documento, para proporcionar el
compuesto de formula 1.

H L
OR’ H L
o]
sl O . . il ),
P + (i) Acoplamiento o
—_—
HN s—r* (il) Desproteccion H 0
X
Xl \H: d}—
COOH HN SH
X(CHz),CO0R? W
\{%r/

X

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2676447 T3

en las que L, L1, X, Z,p, 1w, R4, R5, R® y R’ son tal como se definen en el presente documento.

Las condiciones adecuadas para acoplar un acido carboxilico con un alcohol se conocen en la técnica. Los agentes
adecuados incluyen agentes de esterificacion tales como acidos de Lewis o de Bronstead, o agentes de
acoplamiento tales como EDC o DCC, opcionalmente en presencia de un catalizador tal como 4-
dimetilaminopiridina.

Las condiciones adecuadas para la retirada de grupo protector de acido carboxilico R' son tal como se describen en
el presente documento. El grupo de proteccion de hidroxilo R? puede retirarse mediante hidrolisis catalizada por
acido o base o por hidrogendlisis catalitica. Por ejemplo, el grupo de proteccién de tetrahidropiranil (THP) éter puede
retirarse, por ejemplo, mediante hidrdlisis acida, los silil éteres pueden requerir fluoruro de hidrégeno o fluoruro de
tetrabutilamonio para escindirse y el grupo de proteccion de bencil éter puede retirarse, por ejemplo, mediante
hidrogendlisis.

En un aspecto, un compuesto sustancialmente puro de férmula |, Il, IA, IB, lIA, 1IB, V, VII, VIII, IX, X o XI se produce
por los procedimientos descritos en el presente documento. Los compuestos tienen tanto pureza quimica elevada
como pureza optica elevada. En algunas realizaciones la pureza del compuesto de formula | es al menos del 90 %,
el 95 %, el 97 %, el 99 % o mayor del 99 %. En otras realizaciones, la pureza del compuesto de férmula Il es al
menos del 90 %, el 95 %, el 97 %, el 99 % o mayor del 99 %.

Los procedimientos proporcionan ventajas en la sintesis a gran escala con respecto a los métodos existentes. Por
ejemplo, los procedimientos de sintesis existentes para preparar PEG UT-15 implican separacion quiral exhaustiva
del grupo de union deseado y proporciona un rendimiento general bajo del producto final. Los presentes
procedimientos proporcionan una sintesis estereoselectiva y facil de los derivados de prostaciclina pegilados, por
ejemplo, PEG UT-15 en buen rendimiento sin la necesidad de separaciones quirales costosas. Ademas, dado que
se elimina la purificaciéon cromatografica de los productos intermedios y finales, se reduce enormemente, por tanto,
la cantidad requerida de disolventes inflamables y residuos generados, asi como el coste de produccion. Ademas,
los métodos de formacién de sales utilizados en los presentes procedimientos son una operacion mucho mas
sencilla que la cromatografia en columna. Los productos de los procedimientos tienen mayor pureza; por ejemplo,
los presentes procedimientos proporcionan un isémero individual del tiol de union que tiene una pureza éptica mayor
del 99 % mediante HPLC. Por tanto, se proporciona un procedimiento que es mas econdémico, seguro, rapido,
ecologico, facil de operar y proporciona mayor pureza.

Se describe en el presente documento un procedimiento para preparar el compuesto de amina de férmula VI.

H 4
/N\G’)/OH Halogenacion /V\H/I Adicion de tiol N\H/ Desproteccién ¢ l_HEN\-(,)’S RE
-] f r )

R

Formacmn de sal de HCI

XIV XV XVI VI

enlas que ry R* son tal como se describen en el presente documento, Y es un halégeno y R? es un grupo de
protecciéon de amino.

Un aminoalcohol protegido de formula XIV puede halogenarse en condiciones adecuadas, para proporcionar el
compuesto de férmula XV. En algunas realizaciones Y es F, Cl, Br o I. En algunas realizaciones Y es |.

Las condiciones de halogenacién adecuadas incluyen por ejemplo, reaccién del compuesto XIV con yodo o bromo
en presencia de trifenilfosfina e imidazol, reaccion del compuesto XIV con iones clorofosfonio in situ preparados por
la reaccion de tetracloruro de carbono o hexacloroacetona, la reacciéon de compuesto XIV con clorodifenilfosfina,
imidazol y halégeno, y similares.

El compuesto halogenado XV puede hacerse reaccionar con un compuesto de proteccion de tiol adecuado, tal como
los descritos en el presente documento, para proporcionar un compuesto protegido de tiol XVI. Por ejemplo, el
compuesto halogenado XV puede hacerse reaccionar con trifenilmetanotiol en presencia de la base carbonato de
potasio o con 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno (DBU) en presencia de un disolvente adecuado tal como
acetonitrilo o dimetilformamida, respectivamente. La desproteccion del grupo de proteccion de amino en condiciones
adecuadas, seguido por tratamiento con un acido, por ejemplo acido clorhidrico, proporcionara la sal de acido del
compuesto de amina VI.

Se conocen en la técnica compuestos de proteccion de amino adecuados. Los grupos de proteccion de amino de
ejemplo incluyen, pero no se limitan a grupos tosilato (Tos), benciloxicarbonilo (Cbz), t-butiloxicarbonilo (Boc),
acetato y ftrifluoroacetato. Dependiendo del grupo de proteccion usado, el grupo de proteccion de amino puede
escindirse en condiciones acidas o basicas. Por ejemplo, el grupo de proteccion de trifluoroacetato puede escindirse
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usando una base, por ejemplo, carbonato de potasio.

El procedimiento para preparar el compuesto de amina de formula VI descrito en el presente documento es mas
limpio y mas eficaz que los métodos conocidos. Lo ventajoso del procedimiento incluye eludir el uso de compuestos
carcinogenos tales como hidracina hidratada y evitar el uso de cromatografia en columna o trituracién repetida para
obtener amina pura.

Métodos de sintesis

Se proporcionan también determinados métodos para fabricar los compuestos descritos en el presente documento.
Las reacciones se llevan a cabo preferiblemente en un disolvente inerte adecuado que sera evidente para el experto
en la técnica tras leer esta divulgacion, durante un periodo de tiempo suficiente para garantizar la finalizacion
sustancial de la reaccién tal como se observa mediante cromatografia en capa fina, 1H-RMN, etc. Si se necesita
acelerar la reaccion, la mezcla de reaccidon puede calentarse, tal como conoce bien el experto en la técnica. Los
compuestos intermedios y finales se purifican, si es necesario, mediante diversos métodos conocidos en la técnica
tales como cristalizacion, precipitacion, cromatografia en columna y similares, tal como sera evidente para el experto
en la técnica tras leer esta divulgacion.

Las siguientes abreviaturas se usan en la descripcion y/o en las reivindicaciones adjuntas y tienen los siguientes
significados:

“HPLC?” significa cromatografia liquida de alta resolucion.

“TFA” significa acido trifluoroacético.

“THP” significa tetrahidropiranilo.

“PEG” significa polietilenglicol.

“(DHQ)2AQN” significa antraquinona-1,4-diil diéter de hidroquinina.
“(DHQD)2.AQN” significa (antraquinona-1,4-diil) diéter de hidroquinidina.

Se muestran esquematicamente mas adelante métodos ilustrativos y no limitativos para sintetizar un compuesto de
férmula (1).

Método general |-Sintesis estereoespecifica/enantioselectiva de derivados de prostaciclina pegilados de anhidridos
meso

El esquema 1 demuestra la preparacién de un producto intermedio de acido 11 a partir de anhidrido meso 7. Se
sometié el anhidrido meso 7 a desimetrizacion usando diversos ésteres de treprostinil 8, en presencia de diferentes
ligandos quirales particularmente quinina 9 para obtener sal de quinina de sal de acido 10. Se observé una
diferencia significativa en la reactividad de diversos ésteres de treprostinil. Adicionalmente, la selectividad también
varia dependiendo del sustituyente. De los diversos ésteres 8a-f sometidos a prueba, se observé que el éster
bencilico de treprostinil 8a tenia la mejor selectividad en comparacién con otros ésteres. Se neutralizé la sal de
quinina de acido 10 para obtener el producto intermedio de acido 11. Puede guardarse el producto intermedio de
acido tal cual para las etapas posteriores, o puede purificarse por medio de metodologia de formacién de sales y
neutralizacion.

Esquema 1: Apertura de anhidrido meso directa con alcohol treprostinilico

OH OH
™ b CeH
. CeH
0 ! o Quinina (9) o "iHCIN o
o, ~0OH Disclvente 04 ii) Cristalizacion %5
e}? de sal de quinina
5 :
Anhidrido meso (7) OBn X'l HCHN OBn o
OR 10 (sal de quinina) 11 (acido puro)
8, (éster UT-15) X = quinina

El esquema 2 demuestra la sintesis de tiol de unién 5 a partir de producto intermedio de acido 11. Se sometio el
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producto intermedio de acido 11 a acoplamiento de cadena lateral de amina 12 para obtener la amida de unién 13.
Se sometio esta amida de unién 13 a hidrolisis de éster bencilico en diversas condiciones, por ejemplo, hidroxido de
bario, hidréxido de litio y PAC/H2/K2COs, con el fin de escindir el grupo bencilo en el resto UT-15 de amida 13. Sin
embargo, las reacciones o bien condujeron a la formaciéon de algun subproducto o bien no se observé ninguna
reaccion, debido probablemente a la presencia de azufre en forma de grupo fritilo.

Se hidroliz6 selectivamente el producto intermedio de amida 13 a acido 14 sin afectar el enlace éster UT-15 en el
resto de ciclohexano, empleando una hidrdlisis muy suave y selectiva de éster bencilico usando hidréxido de
trimetilestafio en 1,2-dicloroetano. Se traté el producto intermedio de acido 14 con TFA conduciendo a escision del
grupo tritilo de la cadena lateral de amina para proporcionar tiol de uniéon 5. Se confirmé el tiol de unién mediante
datos de HPLC y RMN.

Esquema 2: Apertura de anhidrido meso directa con alcohol del éster treprostinilico

OH OH

H : I AN : H :
| / AN P _ | / — o
O, 12 0, L
| 0 acoplamiento de EDCI ' i 0 60° C elc.
H H 1,2-DCE
OCH,COO0Bn 0 OCH,CO0BNn 0
11 OH 13 (amida) NG NG e W
1

(')H
OH

| Y/

T S . : | 0

o escision i o
O === [ — 4(PEGUT-15)
de tritilo H
|!1 OCH,COOH (0]
OCH,COOH 0
,x\/\/v\x;];
N s
/ \/\N\Sl‘n H
H

14 5 (tiol de unién) '

Tal como se describe en el esquema 3, se sometié el tiol de unién 5 a acoplamiento con maleimida de PEG de 20
KDa de 4 brazos para obtener PEG-UT-15 o treprostinil de PEG TransCon (6).

Esquema 3: Pegilacion de tiol de unién a PEG-UT-15

HO
Pegilacién
(s}
H P ﬂL H

i N N=—PEG

EL I g AN

SOOH HNWSH COOH o
o Q
5 (tiol de unién) 6 (PEG-UT-15 o treprostinilo PEG transcon)

Método general |I-Sintesis estereoespecifica/enantioselectiva de derivados de prostaciclina pegilados por medio de
hemiésteres quirales

El esquema 4 demuestra la preparacion de hemiésteres quirales a partir de anhidrido meso aquiral faciimente
disponible. El anhidrido meso 7, se desimetrizé directamente a hemiésteres quirales usando diversos alcoholes a los
hemiésteres obtenidos15 y 16. En otra realizacién, se traté el anhidrido meso aquiral 7 con ligandos basados en
quinina y quinidina (DHQ).AQN y (DHQD),AQN en presencia de alcoholes, por ejemplo alcohol bencilico, y se
desimetrizé6 a hemiésteres bencilicos quirales 19 y 20, en una pureza 6ptica que oscila desde el 91 % al 99 %
(pureza mediante HPLC). Los hemiésteres se purificaron adicionalmente por medio de cristalizacion de sal
diastereoisomérica usando quinina como amina quiral. En otra realizacién, el anhidrido meso 7, se traté con quinina
y quinidina en presencia de alcohol bencilico y se obtuvieron hemiésteres bencilicos quirales como sus sales de
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amina respectivas (17 y 18). Se cristalizaron las sales de amina en una mezcla de disolventes binaria
(acetona:hexanos o acetato de etilo:hexano) seguido por neutralizacion con acido débil (tal como acido clorhidrico,
acido sulfdrico y acido nitrico diluidos o cualquier acido organico débil tal como acido acético y acido
paratoluenosulfénico, o acidos sulfonicos basados en polimeros tales como Amberlyst, etc.) para obtener ambos
ésteres bencilicos quirales 19 y 20 en una pureza quiral de >99 %.

Esquema 4: Ruta general de desimetrizacion de anhidrido meso con alcoholes a hemiésteres quirales

o)
ROH (3,0-5,0 eq.) OR
(DHQ),AQN (20% en moles) OH
Ligando quiral 15
O
0
ROH (3,0-5,0 eq.
o ( ) - OH
(DHQD).AQN (20% en moles) OR
O—»l Ligando quiral 16
0
O 9] 0]
7 (anhidrido meso aquiral) | b1y (3 6.5,0 eq.) OR  Cristalizacién OR
> 80; H' OH
Quinina (1,0 eq.) Qn
17 pureza > 99%
O oM
o) 0
ROH (3.0-5.0 eq.) R 58y Cristalizacion OH
Quinidina (1,0 eq.) OR H OR
18 pureza > 99%(: 2

O
Nota = Qn = Quinina
Qd = Quinidina .
H' O H 0
. o®
OH
Quinina OOQn
OR OR

El esquema 5 demuestra las dos vias para la preparacion de tiol de unién quiral 5 a partir de hemiésteres quirales
preparados en el esquema 4. Usando los hemiésteres quirales 19 y 20 como materiales de partida, hay dos vias
posibles para obtener el tiol de unién quiral 5, que tiene la configuraciéon estereoquimica deseada. En la via 1, se
acopld el hemiéster bencilico quiral 19 con amina para obtener amida de unién 21. Se sometié el producto
intermedio de amida de unién 21 a reaccion de desbencilacion en diversas condiciones de reaccion, seguido por
acoplamiento con el componente de treprostinil para obtener tiol de union protegido 23, que se desprotege para
proporcionar el tiol de unién 5. En la via 2, se acopla el acido quiral 20 con el componente de treprostinil para
obtener producto intermedio de éster de estructura general 22, que se convirtié posteriormente en primer lugar en
tiol de unidn protegido y luego en tiol de union 5, mediante una serie de reacciones representadas en el esquema 6.

Esquema 5: Vias para fabricar grupo de union acoplado
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Via 2 0

or | i o . N S D, SN N
O Oc:-r_coc';'R' o . .. .
19 (R = bencilo) Tiol de union protegido (23) 5, (Tiol de unién)

]
¥Bn

\
‘ol
|
9’\(‘

Tal como se representa a continuacion en el esquema 6, se acoplo éster terc-butilico de treprostinil 24 con hemiéster
quiral 20 para obtener el producto intermedio de éster bencilico protegido 25 que tras desbencilacion usando
catalizador de Pd/C proporcioné el producto intermedio de acido 26. Durante la etapa de desbencilacién, se observé
escision de THP del alcohol protegido de cadena lateral debido a la naturaleza acida inherente de la molécula que
tiene un grupo funcional de acido carboxilico libre. En unos pocos experimentos se observd algun producto
intermedio de THP no escindido 27 y se obtuvo mezcla de 26 y 27. En tales casos, se agitd la mezcla con una
cantidad catalitica de acido para-toluenosulfénico para escindir el grupo THP para proporcionar el producto
intermedio de acido 26. Si se desea, esta escision de THP podria evitarse afadiendo una cantidad catalitica de una
base tal como bicarbonato de sodio. Posteriormente, se acoplé el producto intermedio de acido 26 con la cadena
lateral de amina 12 para obtener el producto intermedio de unidon protegido deseado 28, que se sometido a
desproteccion de grupos tritilo y terc-butilo usando acido trifluoroacético o mediante un procedimiento de dos etapas
para retirar el grupo t-butilo en primer lugar usando reactivos acidos tales como acidos unidos a polimeros, gel de
silice etc., seguido por escision de TFA de grupo tritilo para proporcionar finalmente el tiol de unién quiral 5. Se
recogieron los datos analiticos y se compararon los datos de HPLC asi como los de RMN con la muestra marcadora
de referencia obtenida de Ascendis Pharma A/S para confirmar la formacion del tiol de unién deseado 5. Se
encontré que los datos estaban en consonancia con la estructura deseada del tiol de unién 5. Se amplié el
procedimiento en una escala de 5 g. Se sometié luego el tiol de unién 5 a un acoplamiento final con maleimida de
PEG de 20 KDa de 4 brazos para obtener PEG-UT-15 (6).

Esquema 6: Acoplamiento por medio de resto de treprostinil para obtener un grupo de unién
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Método general llI-Sintesis estereoespecifica/enantioselectiva de derivados de prostaciclina pegilados por medio de
cristalizacion de sales diastereoméricas de hemiésteres

Tal como se representa en el esquema 7, se traté el anhidrido meso 7 con diversos alcoholes tales como alcohol
metilico, bencilico y alilico para obtener una mezcla racémica de hemiésteres (29 y 30; R=metilo). Se examinaron
también diversos métodos de cristalizacion de sales diastereoméricas usando aminas quirales tales como quinina,
quinidina y nalftilamina, etc. Se observd que entre el grupo de aminas sometido a prueba, la quinina proporcioné la
10 mejor diastereoselectividad en producir una sal diastereomérica individual 33 del hemiéster deseado 29 con una
pureza del 99 %. Se confirmaron todos los resultados mediante datos de 'H-RMN. Una vez se obtuvo la sal de
quinina diastereomérica, se convirti6 en el hemiéster quiral requerido (29; R = Me) mediante neutralizaciéon simple
con HCI 1 N. El hemiéster asi obtenido se transfirié para la sintesis de amida de unién. El procedimiento se amplié
en escala de 25 g.
15
Esquema 7: Preparacién de hemiéster quiral por medio de cristalizacion de sal diastereomérica
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Tal como se representa en el esquema 8, se acoplaron el hemiéster quiral 29 y la amina 12 para obtener amida de
unién quiral 35 en rendimiento cuantitativo. Los datos de 'H-RMN revelaron la formacion del grupo de unién
requerido en la amina 35.

Esquema 8: Acoplamiento de amina con acido para obtener grupo de unién

fe} 0O
OMe c® Ph OMe -
+ H%\/\/\/\ /% e — Ph
o 57 “pn I\{\/\/\/\
Y 5" “ph
e} O
29 12 35

Tal como se representa en el esquema 9, la amida de unién quiral 35, obtenida en el esquema 7, puede hidrolizarse
para obtener el grupo de unién de amida-ciclohexano quiral deseado 36, que puede acoplarse posteriormente con el
componente de treprostinil 37 que conduce a la formacioén de tiol de unién 5. Luego puede someterse el tiol de unién
5 a acoplamiento final con maleimida de PEG de 20 KDa de 4 brazos para obtener PEG-UT-15 (6).

Esquema 9: Acoplamiento de grupo de unién con resto de treprostinil

OR? oH

. H
COOH H I /
0 S < ! 0
. | OH — A i o —  H{PEGUTI5)
! : i [ H
- ocrcobk OCH;COOH o
11"\;\/\/\/\311
36 STr 37 5

Producto intermedio pendltimo

Método general |V-Sintesis de cadena lateral de amina

El esquema 10 demuestra una nueva ruta de sintesis para sintetizar la cadena lateral de amina 12. Se hizo
reaccionar el compuesto de aminoalcohol protegido 41 con yodo en presencia de ftrifenilfosfina e imidazol para
proporcionar el compuesto 42. Se hizo reaccionar el compuesto de yodo 42 con trifeniimetanotiol en presencia de la
base carbonato de potasio o DBU para proporcionar el compuesto 43. La desproteccion de la trifluoroacetamida 43
usando carbonato de potasio proporcioné la cadena lateral de amina como una base libre que se convirtié en sal de
acido clorhidrico usando acido clorhidrico 12.

Esquema 10: Cadena lateral de amina usando aminohexanol protegido con trifluoroacetamida
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Método general V-Sintesis de isémero de tiol de unién

5 El esquema 11 representa la sintesis de isémero de tiol de unién 47 como marcador analitico para comprobar la
pureza del isémero deseado de tiol de unién 5. Se us6é una comparacién de HPLC de ambos isdmeros para
determinar la pureza de tiol de unién deseado 5 y cualquier presencia de isémero no deseado 47.

Esquema 11: Sintesis de isdmero de tiol de unién
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H
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H
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OCH,COOH <:’> ..(n
N
P e |
H
47 (isbmero de tiol de unién)
La presente invencion, descrita asi en general, se entendera mas facilmente mediante referencia a los siguientes
ejemplos, que se proporcionan a modo de ilustracion y no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.
15

Ejemplos

Ejemplo 1. Sintesis estereoespecifica/enantioselectiva de derivados de treprostinil pegilados a partir de anhidridos
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Etapa A: Acoplamiento de éster bencilico de treprostinil con anhidrido meso (7—11)

A una suspension de anhidrido cis-1,2-ciclohexanodicarboxilico (anhidrido meso) (7) (13,0 g) y quinina (9, 36,48 g)
en tolueno anhidro (370 ml) se le afiadio lentamente éster bencilico de treprostinil (8a, 27,0 g) manteniendo la
temperatura de la mezcla entre 5-10° C en argén. Se agitd la mezcla de reaccion mecanicamente a temperatura
ambiental durante la noche. Después de ~18 h, se trat6 la mezcla de reaccion con acido clorhidrico 1 N (150 ml). Se
separo la fase organica y se lavo con salmuera (1 x 50 ml), se sec6 sobre sulfato de sodio (Naz;S0.), se filtrd y se
concentré6 a vacio para dar producto intermedio de acido (11). Se purificdé el producto en bruto mediante
cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando el 5-100 % de acetato de etilo (EtOAc) en hexanos. Se
recogieron las fracciones que contenian el compuesto deseado y se redujeron a vacio para proporcionar acido puro
(11, 26,4 g). Se sometio el producto intermedio de acido (5,4 g) a formacion de sal de quinina (10) usando una
cantidad estequiométrica de quinina y se cristalizé usando una mezcla de alcohol isopropilico y heptanos para
obtener sal de quinina (10, 5,4 g). Se neutralizé6 una cantidad pequefia de la sal de quinina (10) asi obtenida con
acido clorhidrico 1 N para dar una muestra analitica de producto intermedio de acido con una pureza quiral elevada
(11; pureza quiral del 99 % mediante HPLC). Se purificd opcionalmente el producto intermedio de acido por medio
de metodologia de formacioén de sal y neutralizacion.

Etapa B: Acoplamiento de amina con acido (11—>13)
Se cargd un matraz de fondo redondo de 250 ml equipado con un agitador magnético y barra agitadora con una

disolucién de producto intermedio de acido (11) (11,6 g) en diclorometano (120 ml). A esta disolucion se le afiadieron
diisopropiletil amina (9,4 g) y cadena lateral de amina (12, 7,90 g) a temperatura ambiente seguido por EDCI (4,2 g)
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y HOBt (2,98 g). Se agit6 la mezcla de reaccion en condiciones ambientales hasta la finalizacion de la reaccion. Se
monitorizé el avance de la reaccion mediante CCF. Después de aproximadamente 1-2 h se extinguid la mezcla de
reaccion con agua (200 ml) y se agitd durante 5-10 min. En esta fase se extrajo la fase organica, se lavo con
salmuera (50 ml), se sec6 sobre Na,SOy4, se filtré y se concentrd a vacio para obtener producto intermedio de amida
en bruto (13). Se purificod el producto en bruto mediante cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando el 5-
25 %de EtOAc en hexanos. Se recogieron las fracciones que contenian el compuesto deseado y se redujeron a
vacio para proporcionar amida pura (14,6 g).

Etapa C: Hidrdlisis de éster bencilico (13—14)

Se cargd un matraz de fondo redondo de 250 ml equipado con un agitador magnético y barra agitadora con una
disolucion de producto intermedio de amida (13, 7,4 g) en 1,2-dicloroetano (80 ml). A esta disolucion se le ahadié
hidroxido de timetilestafio (4,7 g) a temperatura ambiente y se calentd la mezcla de reaccion hasta 55-60 °C. Se
agitod la mezcla de reaccion a 55-60 °C hasta la finalizacion de la reaccion. Se monitorizé el avance de la reaccion
mediante CCF. Después de aproximadamente 4-5 h se extinguié la mezcla de reaccién con agua (100 ml) y se agitd
durante 5-10 min. En esta fase se extrajo la fase organica, se lavd con salmuera (50 ml), se seco sobre Na>SO4, se
filtré y se concentré a vacio para obtener producto intermedio de acido en bruto (14). Se purificé el producto en bruto
mediante cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando el 5-100 % de EtOAc en hexanos. Se recogieron las
fracciones que contenian el producto de acido deseado y se redujeron a vacio para proporcionar acido puro (5,4 g).

Etapa D: Escisién del grupo tritilo para obtener tiol de union (14—5)

Se cargd un matraz de fondo redondo de 50 ml equipado con un agitador magnético y barra agitadora con una
disolucion de producto intermedio de acido (14, 0,95 g) en hexafluoroisopropanol (HFIPA) (10 ml). A esta disolucion
se le afnadi¢ trietilsilano (TES) (1,0 ml) seguido por acido trifluoroacético (TFA) (1,0 ml) a temperatura ambiente y se
agito la mezcla de reaccion en condiciones ambientales hasta la finalizacion de la reaccién. Se monitorizé el avance
de la reaccién mediante HPLC. Después de aproximadamente 15-30 min se extinguio la mezcla de reaccién con
agua (3x20 ml) y se agit6é durante 5-10 min. En esta fase se extrajo la fase organica, se lavo con salmuera (10 ml),
se seco sobre Na,SOy, se filtrd y se concentré a vacio para obtener tiol de unién en bruto (5, 1,2 g). Se purifico el
producto en bruto (5) mediante cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando el 20-100 % de EtOAc en
hexanos. Se recogieron las fracciones que contenian el producto de tiol de union deseado (5) y se redujeron a vacio
para proporcionar tiol de unién puro (5, 0,53 g, pureza quiral del 99 %, pureza quimica del 94,02 %).

Etapa E: Pegilacion (5—6)

Se carg6 un matraz de fondo redondo de 500 ml equipado con un agitador magnético y barra agitadora con PEG de
20 KDa de 4 brazos (1,43 g), esto se disolvi6 en MeCN/H.O 1:9 (50 ml) hasta disolucion completa
(aproximadamente 5 min). Se afiadié tiol de unién con treprostinil 5 (0,208 g, 4,4 eq.) a la disolucién de PEG en
condiciones ambientales (disuelto en 120 ml de MeCN/H20 9:1). Se inici6 la reaccion mediante la adicion de tampdn
fosfato (pH 6,5, 15 ml, se comprobo el pH mediante papel de pH). Después de ~3 h, HPLC de la mezcla de reaccion
mostro finalizacion de la reaccién. Se diluyé la mezcla de reaccion con diclorometano (DCM) (130 ml) y acido citrico
acuoso al 5% (100 ml). Se extrajo la fase acuosa con diclorometano (2 x 40 ml). Se lavaron las fases organicas
combinadas con una mezcla de agua/NaCl saturado 1:1 (100 ml). En esta fase se combinaron las fases organicas,
se secaron sobre Na;SO,, se filtraron y se concentraron a vacio en condiciones ambientales hasta un volumen de 8-
10 ml. Esto se enfrié hasta -20 °C y se afiadio terc-butiimetil éter (MTBE) (150 ml) en 2-3 porciones a -20 °C y se
agito la suspension a -20 °C durante 20 min, se filtré y se aclard la torta con MTBE frio (30-40 ml). Se secé el sélido
blanco a vacio a t.a. para obtener PEG-UT15 (6, 1,43 g, puro al 91 % mediante HPLC).

Ejemplo de referencia 2. Sintesis estereoespecifica/enantioselectiva de derivados de prostaciclina pegilados por
medio de hemiésteres quirales
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Etapa A: Preparacion de hemiéster bencilico (7—20)

A una suspension de anhidrido cis-1,2-ciclohexanodicarboxilico (anhidrido meso) (7) (39,52 g, 256,36 mmol, 1,0 eq.)
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y quinidina (91,48 g, 281,98 mmol, 1,10 eq.) en tolueno anhidro (600 ml) se le afiadié lentamente alcohol bencilico
(83,17 g, 769,09 mmol, 3,0 eq.) manteniendo la temperatura de la mezcla entre 20-25°C en argén (reaccion
ligeramente exotérmica). Se agitd la mezcla de reaccidon mecanicamente a temperatura ambiental durante la noche.
Después de 24 h, se comprobd la mezcla de reaccion mediante CCF (EtOAc/hexanos, 3:7) y no hubo anhidrido
meso restante. Luego se tratd la mezcla con terc-butilmetil éter (MTBE) (100 ml) y luego se acidificd con acido
clorhidrico 3 M (150 ml). Se separ6 la fase organica y se lavd con acido clorhidrico 3 M (1 x 50 ml), agua (2 x
100 ml), salmuera (1 x 40 ml), se seco (Na>SO,), se filtré y se concentrd a vacio para dar hemiéster bencilico (20) y
alcohol bencilico en exceso como liquido viscoso (115,18 g) (pureza quiral, 91,32 % mediante HPLC quiral). Se
disolvié este hemiéster en bruto (115,18 g calculado como 60,52 g de 20 deseado disponible basandose en pureza
quimica del 90 %, 230,74 mmol, 1,0 eq.) en acetona (550 ml) y luego se afadié quinina (74,86 g, 230,75 mmol,
1,0 eq.) en argdén a temperatura ambiental. Se calenté suavemente la disolucion transparente marrén claro a reflujo y
durante este tiempo se formd sal de quinina sélida de hemiéster bencilico (18b). Se calent6é la mezcla a reflujo
durante 1 h para disolver la sal. Dado que la sal era soluble, se afiadi® mas acetona hasta que se obtuvo una
disolucién transparente. El volumen total de acetona fue 850 ml. A esta solucién transparente se le afiadié hexano
(1700 ml, dos veces el volumen de acetona usado) lentamente a 56 °C con agitacién y luego se enfrié la mezcla
hasta temperatura ambiental y se agitd durante la noche. Después de 18 h, se recogié la sal de quinina (18b) en un
embudo de Buchner y se lavd el solido con hexano (2 x 100 ml), se transfirié el sélido en una bandeja de vidrio para
secar al aire. El peso de la sal de quinina secada (18b) fue de 116,25 g (86,0 %) (pureza quiral, 99,76 % mediante
HPLC quiral).

En una condicion de reaccion similar, se prepararon dos lotes mas de sales de quinina de hemiéster bencilico (18b)
con una pureza quiral del 99,5 % y se combinaron estos tres lotes de sales de quinina de hemiéster bencilico (18b)
(total 374,90 g) y se transfirieron a un matraz de tres bocas de 5 | con agitador mecanico. A la sal de quinina se le
afiadié agua (1000 ml) y terc-butil metil éter (MTBE) (2000 ml) y a la suspension se le ahadié lentamente acido
clorhidrico 1 M (1000 ml) con agitacion. Se agité la mezcla a temperatura ambiental durante 1 h. Se separ¢ la fase
organica y se lavo con acido clorhidrico 1,0 M (2 x 500 ml), agua (2 x 500 ml), salmuera (1 x 100 ml), se seco
(Na2S0s), se filtro y se concentré a vacio para dar liquido transltcido viscoso de hemiéster bencilico (20) (166,4 g,
pureza quiral del 99,2 % mediante HPLC). Se sintetizd el hemiéster bencilico (19) siguiendo un procedimiento
experimental similar.

Etapa B: Acoplamiento de hemiéster con éster t-Boc de treprostinil (20—25)

Se cargd un matraz de fondo redondo, de dos bocas, de 50 ml equipado con un agitador magnético y barra
agitadora con una disolucion de hemiéster bencilico quiral (20, 0,182 g) en diclorometano (10 ml) en argén. A esta
disolucion transparente se le anadieron EDCI (0,480 g) y DMAP (0,305 g) con agitacion. Se continud la agitacion
durante 10-15 min. A esta mezcla se le afadié éster t-Boc de treprostinil (24, 0,350 g) y se agitdé la mezcla de
reaccion a temperatura ambiental durante aproximadamente 5-6 h. Se lavé la mezcla de reaccion con agua (10 ml),
se extrajo la fase organica, se lavd con salmuera (10 ml), se seco sobre sulfato de sodio y se concentrd a vacio para
obtener el producto acoplado en bruto (25). Se purificé el producto en bruto mediante cromatografia en columna
usando gel de silice de 230-400 de malla y se eluy6 con un gradiente de disolvente de acetato de etilo en hexanos
(0-10 %). Se evaporaron las fracciones que contenian el compuesto deseado a vacio para proporcionar (25) puro
como un liquido viscoso, incoloro (0,400 g) que se guardd para la etapa posterior.

Etapa C: Hidrogendlisis de éster bencilico (25—26)

Se cargd un matraz de fondo redondo de 100 ml equipado con un agitador magnético y barra agitadora con una
disolucién de producto de éster bencilico acoplado (2,3 g) en metanol (40 ml). A esta disolucion, se le afadiéo Pd/C
(0,500 g, humedo al 50 %) mientras se agitaba a temperatura ambiente. Se evacud la mezcla de reaccion y se
presurizd con gas hidrégeno usando un baldn. Se hidrogend la mezcla de reaccion a presion de balon durante la
noche (~ 16 h) a temperatura ambiental. Después de 16 h se monitorizé la reaccion mediante CCF. En esta fase se
filtré la mezcla de reaccion a través de una almohadilla de Celite (~4 g). Se lavo la almohadilla de Celite con metanol
(~50 ml). Se evaporaron los filtrados combinados a vacio para obtener producto de acido en bruto (26) y se purifico
el producto en bruto mediante cromatografia en columna usando gel de silice de 250-400 de malla. Se us6 un
gradiente de disolvente de acetato de etilo en hexanos (5-100 %) para eluir el producto de la columna. Se
evaporaron las fracciones que contenian el producto deseado a vacio para proporcionar acido puro (26, 1,63 g).

Etapa D: Acoplamiento de amina con acido (26—28)

Se cargd un matraz de fondo redondo de 100 ml equipado con un agitador magnético y barra agitadora con una
disolucion de producto intermedio de acido (26, 0,750 g) en diclorometano (10 ml). A esta disolucion se le afiadieron
diisopropiletilamina (0,566 g) y cadena lateral de amina (12, 0,539 g) a temperatura ambiente seguido por EDCI
(0,288 g) y HOBt (0,202 g). Se agitd la mezcla de reaccién en condiciones ambientales hasta la finalizacion de la
reaccion. Se monitorizé el avance de la reaccion mediante CCF. Después de aproximadamente 1-2 h se extinguio la
mezcla de reaccién con agua (20 ml) y se agité durante 5-10 min. En esta fase se extrajo la fase organica, se lavo
con salmuera (10 ml), se seco sobre Na;SO., se filiré y se concentré a vacio para obtener producto intermedio de
amida en bruto (28). Se purificé el producto en bruto mediante cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando
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el 5-25 % de EtOAc en hexanos. Se recogieron las fracciones que contenian el compuesto deseado y se redujeron a
vacio para proporcionar amida pura (28, 0,78 g).

Etapa E: Escision de t-Boc y grupos tritilo (28—5)

Se cargd un matraz de fondo redondo de 50 ml equipado con un agitador magnético y barra agitadora con una
disolucién de producto intermedio 28 (0,075 g) en hexafluoroisopropanol (HFIPA) (2,5 ml). A esta disolucion se le
afnadio trietilsilano (TES) (0,15 ml) seguido por acido trifluoroacético (TFA) (0,15 ml) a temperatura ambiente y se
agito la mezcla de reaccion en condiciones ambientales hasta la finalizacion de la reaccién. Se monitoriz6 el avance
de la reaccion mediante HPLC. Después de aproximadamente 6-7 h se extinguié la mezcla de reaccién con agua
(3x20 ml) y se agité durante 5-10 min. En esta fase se extrajo la fase organica, se lavé con salmuera (10 ml), se
seco sobre Na SOy, se filtré y se concentré a vacio para obtener tiol de union en bruto (5). Se purificé el producto en
bruto (5) mediante cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando el 20-100 % de EtOAc en hexanos. Se
recogieron las fracciones que contenian el producto de tiol de unién deseado (5) y se redujeron a vacio para
proporcionar tiol de unién puro (5, 0,030 g, 97 % de pureza quiral).

El otro isdmero de tiol de unién (47) puede sintetizarse partiendo del otro isémero de hemiéster bencilico (19),
usando el procedimiento experimental descrito anteriormente.

Etapa F: Pegilacion (5—6)

Se cargd un matraz de fondo redondo de 500 ml equipado con un agitador magnético y barra agitadora con PEG de
20 kDa de 4 brazos (1,43 g), esto se disolvié en MeCN/H,O 1:9 (50 ml) hasta disolucion completa (aproximadamente
5 min). Se afadid tiol de unién con treprostinil 5 (0,208 g, 4,4 eq.) a la disolucion de PEG en condiciones
ambientales (disuelto en 120 ml de MeCN/H20 9:1). Se inici6 la reaccion mediante la adicion de tampon fosfato (pH
6,5, 15 ml, se comprob6 el pH mediante papel de pH). Después de ~3 h, la HPLC de la mezcla de reacciéon mostré
finalizacion de la reaccion. Se diluyé la mezcla de reaccion con DCM (130 ml) y acido citrico acuoso al 5 % (100 ml).
Se extrajo la fase acuosa con diclorometano (2 x 40 ml). Se lavaron las fracciones organicas combinadas con una
mezcla de agua/NaCl saturado 1:1 (100 ml). En esta fase se combinaron las fases organicas, se secaron sobre
Na,SO., se filtraron y se concentraron a vacio en condiciones ambientales hasta un volumen de 8-10 ml. Esto se
enfrié hasta -20 °C y se afiadié MTBE (150 ml) en 2-3 porciones a -20 °C y se agito la suspension a -20 °C durante
20 min, se filtré y se aclaré la torta con MTBE frio (30-40 ml). Se seco el sélido blanco a vacio a t.a. para obtener
PEG-UT15 (6, 1,43 g, 91 % puro mediante HPLC).

Ejemplo de referencia 3. Sintesis estereoespecifica/enantioselectiva de derivados de prostaciclina pegilados por
medio de cristalizacion de sales diastereoméricas de hemiésteres

O 0 0 0
. " OMe
OMe . OH Formacién de sal o OML&} I—I{BI-
OH OMe  Examinar disclventes 8 X OH
razones de disolvente
) 0 Y O 0

29 30 34 ; X =Quinina 29
Mezcla racémica ~99% de pureza quiral mediante RMN isémero puro
O O
fo ) Ph OMe
() r"‘li. . I I%L Ie l’h L) P]])
OH NN > N S Ph
co b \ 87 “pp
29 12 35

Etapa A: Sintesis de hemiéster metilico racémico (7—29, 30)

Se sometio a reflujo anhidrido meso (7) en MeOH (10 vol. p/v) para obtener una mezcla racémica de hemiésteres
(29 y 20). Se traté la mezcla racémica de 29 y 30 (12,08 g) con quinina (21,28 g) en acetona (225 ml) a 55-60 °C y
se agitoé durante 30 min. A esta disolucion transparente se le afiadié hexano (650 ml) y se enfrié hasta t.a. mientras
se agitaba durante 3 h. En esta fase, precipitd un sélido blanco de la disolucion. Esto se filtré y se seco para obtener
22 g de la sal de quinina (34). Se caracteriz6 la sal de quinina mediante RMN.
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Se tomo6 1 g de sal de quinina (34) en acetona (20 ml) y se calenté a 55-60 °C para obtener una disolucion
transparente y esto se enfrié hasta t.a. mientras se agitaba durante la noche. Se filtr6 el sélido blando asi obtenido y
se seco para obtener 490 mg de sal de quinina pura del isémero de acido 29. Se neutralizé la sal con HCI 1 N para
obtener acido libre (29) con pureza quiral elevada (99 %).

Etapa B: Sintesis de hemiéster metilico racémico (29—35)

Se llevé a cabo acoplamiento con amina usando el procedimiento experimental descrito en los ejemplos 1 y 2.
Alternativamente, puede realizarse el acoplamiento activando el acido con cloruro de tionilo en lugar de con EDCI.

Ejemplo de referencia 4. Sintesis de cadena lateral de amina
Sintesis de yoduro de trifluoroacetaminohexilo (42, R = COCF3)

A una disolucién de trifenilfosfonina (1,35 g, 0,0052 mol, 2,2 eq.) en diclorometano (15 ml) se le afiadi6 yodo (1,31 g,
0,0052 mol, 2,2 eq.) bajo argén a temperatura ambiental. Se agité la mezcla durante 10 min y luego imidazol (0,35 g,
0,0052 mol, 2,2 eq.) y se agitd durante 10 min seguido por una disolucion de trifluoroacetaminohexanol (41, R =
COCF3) (500 mg, 0,0023 mol, 1,0 eq.) en diclorometano (15 ml). Se sometié cuidadosamente a reflujo la mezcla de
reaccion durante 2 h. Se monitorizé la mezcla de reaccién mediante CCF (EtOAc/hexano, 1:4). Después de la
finalizacion de la reaccion, se tratdé la mezcla con hexano (30 ml). Se hizo pasar la mezcla a través de una
almohadilla de gel de silice usando una mezcla de EtOAc/hexano (1:4) para dar compuesto de yodo puro (42, R =
COCF3) (710 mg).

Sintesis de trifluoroacetaminohexil tritil tioéter (43): Método A

A una disolucién de yoduro de trifluoroacetaminohexilo (42, R = COCF3) (285 mg, 0,0088 mol, 1,0 eq.) en acetonitrilo
(25 ml) se le afiadieron carbonato de potasio en polvo (304 mg, 0,0220 mol, 2,5 eq.) y tritiltiol (243 mg, 0,0088 mol,
1,0 eq.) bajo argén a temperatura ambiental. Se agité la mezcla de reaccién a temperatura ambiental durante la
noche y se monitoriz6 mediante CCF (EtOAc/hexano, 1:9). Después de 20 h, se traté la mezcla de reaccién con
hexano (15 ml) y se hizo pasar a través de una almohadilla de gel de silice y se concentré el filtrado a vacio para dar
trifluoroacetaminohexil tritil tioéter (43) (425 mg).

Sintesis de trifluoroacetaminohexil tritil tioéter (43): Método B

A una disolucién de yoduro de trifluoroacetaminohexilo (42, R = COCF3) (400 mg, 0,0124 mol, 1,0 eq.) en DMF
(12 ml) se le anadieron DBU (207 mg, 0,0136 mol, 1,1 eq.) y tritiltiol (342 mg, 0,0124 mol, 1,0 eq.) bajo argén a
temperatura ambiental. Se agit6 la mezcla de reacciéon a temperatura ambiental durante la noche y se monitorizé
mediante CCF (EtOAc/hexano, 1:9). Después de 20 h, se traté la mezcla de reaccion con acetato de etilo y se lavo
con disoluciéon de cloruro de amonio saturada (2 x), salmuera, se seco (Na;SO4), se filtrd y se concentré a vacio para
dar trifluoroacetaminohexil tritil tioéter (43) (560 mg).

Sintesis de sal de clorhidrato de aminohexil tritil tioéter (12)

A una disolucion de trifluoroacetaminohexil tritil tioéter (43) (115 mg, 0,00024 mol, 1,0 eq.) en metanol/agua (9:1)
(15 ml) se le anadié carbonato de potasio (0,051 mg, 0,00036 mol, 1,5 eq.) a temperatura ambiental. Se agito la
mezcla de reaccion at 40 °C. Se monitorizd la reaccion mediante CCF (EtOAc/hexano, 1:4). Después de la
finalizacion de la reaccion, se evaporo6 el metanol de la mezcla a vacio y se traté el residuo con agua y acetato de
etilo. Se separo la fase organica y se lavé con salmuera, se seco (Na2S0O,), se filtrd y se concentré a vacio para dar
aminohexil tritil tioéter (12) (80 mg). Se traté el compuesto 12 con una disolucién de cloruro de hidrégeno en dioxano
seguido por filtracion para obtener sal de clorhidrato de aminohexil tritil tioéter (12) como un sélido (90 mg).

El esquema 12 resume una realizacion del procedimiento de preparacion de treprostinil pegilado.
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Parte experimental:
Etapa-1: Sintesis de éster bencilico de treprostinil (2) a partir de triol (1):

Se cargd un reactor con camisa de 50 | equipado con un agitador mecanico y una sonda de temperatura con una
disolucion de triol de bencindeno (1) (1,0 kg) en acetona (12,0 I). A esta disolucion se le afiadio carbonato de potasio
en polvo (935,0 g) seguido por bromoacetato de bencilo (828,0 g) a temperatura ambiental. Se agité la mezcla de
reaccion a temperatura ambiental hasta finalizacion de la reaccion. Se monitorizé el avance de la mezcla de reaccién
mediante CCF (MeOH/CHClI3, 1:9) y se encontrd que la reacciéon se completaba después de 32 h. Se filtr6 la mezcla
de reaccion y se lavo la torta de filtro con acetona (6,0 I). Se concentro el filirado a vacio para obtener éster bencilico
de treprostinil (2) como un liquido viscoso de color amarillo claro. Se agité el producto en bruto en una mezcla de
hexanos (5,0 1) y acetato de etilo (0,15 1) para obtener un soélido granular. Se filtré este solido y se secd a vacio para
obtener éster bencilico solido blanquecino que fluia libremente (1,36 kg, 94,5 %).

Etapas 2 y 3: Acoplamiento de éster bencilico de treprostinil (2) con cis-anhidrido (3) y cristalizacion de sal de
quinina (5):

Se carg6 un reactor con camisa de 50 | equipado con un agitador mecanico y una sonda de temperatura con éster
bencilico (2) (300,0 g) en tolueno (3,95 1). A esta disolucion, se le afiadié quinina (4) (286,0 g) y se enfrié esta mezcla
de reaccion hasta de -5 a -10 °C mientras se agitaba. Luego se afiadié anhidrido cis-1,2-ciclohexanodicarboxilico (3)
(92,31 g) mientras se mantenia la temperatura de la mezcla de reaccion entre de -5 °C a -10 °C bajo argon. Se agito
la mezcla de reaccién mecanicamente a de -5 °C a -10 °C durante 3-5 h. Se monitorizé el avance de la reaccién
mediante UPLC a intervalos regulares de 1 h. Después de ~4-5 h, se encontré que la reaccion se habia completado
y se tratd la mezcla de reaccion con acido clorhidrico 1 N (2,18 1) mientras se mantenia la temperatura entre de 0 °C
a 10 °C. Se separ¢ la fase organica y se extrajo la fase acuosa con acetato de etilo (3,0 I). Se lavaron las fases
organicas combinadas dos veces con agua (2 x 5,0 I), se separaron y se concentraron a vacio para proporcionar
producto intermedio de acido en bruto (681,0 g). Se purificd el producto en bruto mediante cromatografia ultrarrapida
sobre gel de silice usando el 5-100 % de EtOAc en hexanos. Se recogieron las fracciones que contenian el
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compuesto deseado y se redujeron a vacio para proporcionar acido puro (181,0 g). Se sometié el producto
intermedio de acido (181,0 g) a formacion de sal de quinina (5) usando una cantidad estequiométrica de quinina y se
cristalizdé usando una mezcla de acetona y hexanos para obtener sal de quinina (5) (177,0 g). Se neutralizé la sal de
quinina (5) asi obtenida con acido clorhidrico 1 M (0,63 ) para dar hemiéster ciclohexilico quiralmente puro (6)
(117,45 g; 30 %) con pureza quiral (>99 %).

Etapa 4: Acoplamiento de hemiéster ciclohexilico (6) con cadena lateral de amina (7):

Se cargd un reactor con camisa de 50 | equipado con un agitador mecanico y una sonda de temperatura con una
disolucién de hemiéster ciclohexilico (6) (115,0 g) en diclorometano (2,5 1). A esta disolucion se le afadio cadena
lateral de amina (7) (77,77 g) seguido por HOBt (29,40 g) a temperatura ambiental. A esta mezcla de reaccién, se le
afnadieron EDCI (42,25 g) y diisopropiletilamina (58,93 g) bajo argdon. Se agité la mezcla de reaccion a temperatura
ambiental hasta finalizacion de la reaccion. Se monitorizé el avance de la reaccién mediante CCF. Después de
aproximadamente 3-4 h se extinguio la mezcla de reaccion con agua (1,5 1) y se agité durante 5-10 minutos. En esta
fase, se extrajo la fase organica y se extrajo de nuevo la fase acuosa con diclorometano (2,0 I). Se lavaron las fases
organicas combinadas dos veces con agua (1 x 2,01y 1 x 1,51), se separaron y se concentraron a vacio a 40 + 5°C
para obtener producto intermedio de amida en bruto (8) (204,0 g). Se purificé el producto en bruto mediante
cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando el 0-45 % de EtOAc en hexanos. Se recogieron las fracciones
que contenian el compuesto deseado y se concentraron a vacio para proporcionar tiol de unién diprotegido puro (8)
(163,11 g; 90,7 %).

Etapa 5: Hidrdlisis de tiol de union diprotegido (8) con hidréxido de trimetilestario:

Se cargd un reactor con camisa de 50 | equipado con un agitador y una sonda de temperatura con una disolucion de
tiol de union diprotegido (8) (161,0 g) en diclorometano (2,0 I). A esta disoluciéon se le afiadié hidroxido de
trimetilestafio (123,28 g) a temperatura ambiental y se calentd la mezcla de reaccion hasta 35-40 °C. Se agito la
mezcla de reaccion a 35-40 °C hasta finalizacion de la reaccion. Se monitorizé el avance de la reaccién mediante
CCF. Después de 8-9 h, se enfrié la mezcla de reaccion hasta 15-20 °C y se extinguié con agua (2,0 |) y se agito
durante 5-10 minutos. En esta fase, se extrajo la fase organica y se lavo con agua (3 x 3,0 1) y se concentré a vacio
para obtener producto intermedio de acido en bruto (9) (292,0 g). Se purifico el producto en bruto mediante
cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando el 5-100 % de EtOAc en hexanos y mas tarde con el 5-20 % de
metanol en diclorometano. Se recogieron las fracciones que contenian el producto deseado y se concentraron a
vacio a 40 = 5 °C para proporcionar tiol de union protegido con tritilo puro (9) (140,0 g, 95,6 %).

Etapa 6: Escision de grupo tritilo de (9) para obtener tiol de unién con treprostinil (10)

Se cargd un reactor con camisa de 50 | equipado con un agitador mecanico y una sonda de temperatura con una
disolucion de tiol de unién protegido con tritilo (9) (138,0 g) en hexafluoroisopropanol (HFIPA) (1,5 ). A esta
disolucion se le anadio trietilsilano (TES) (0,15 1) y se agitdé la mezcla de reaccion a temperatura ambiental hasta
finalizacion de la reaccion. Se monitorizé el avance de la reaccion mediante UPLC. Después de 3-4 h se extinguio la
mezcla de reaccion con agua (1 x 2,0 I) y se afadié diclorometano (2,0 ) mientras se agitaba. En esta fase, se
separ6 la fase organica y se extrajo la fase acuosa con diclorometano (4,0 I). Se lavaron las fases organicas
combinadas con agua (2 x 2,0 I) seguido por salmuera (2,0 ), y luego se concentraron a vacio a 30 = 5 °C para
obtener tiol de unién en bruto (10) (303,0 g). Se purificd el producto en bruto mediante cromatografia ultrarrapida
sobre gel de silice usando el 20-100 % de EtOAc en hexanos y mas tarde con el 5-20 % de metanol en
diclorometano. Se recogieron las fracciones que contenian el producto de tiol de unién deseado (10) y se
concentraron a vacio para proporcionar tiol de unién con treprostinil puro (10) (81,8 g, 81,1 %).

Etapa 7: Pegilacion de tiol de union con treprostinil (10) con PEG de 20 KDa de 4 brazos

Se cargo6 un reactor con camisa de 100 | equipado con un agitador mecanico y una sonda de temperatura con PEG
de 20 KDa de 4 brazos (270,0 g) seguido por mezcla de MeCN:H-0 (1:9) (7,1 1). Se agitoé esta mezcla a temperatura
ambiental hasta disolucion completa. Se disolvié tiol de unién con treprostinil (10) (41,0 g) en una mezcla de
MeCN:H2O (9:1) (17,8 1) y se afiadié a la disolucion preparada anteriormente de PEG de 20 KDa de 4 brazos a
temperatura ambiental. En esta fase se afiadié tampodn fosfato (2,8 I) a la mezcla de reaccion (pH 7,5) y se permitid
agitar la mezcla de reaccion a temperatura ambiental hasta finalizacion de la reaccion. Se monitorizé el avance de la
reaccion mediante UPLC tomando una alicuota de la mezcla de reaccién después de cada 1 h. Después de ~4 h, la
UPLC de la mezcla de reaccion mostré finalizacion de la reaccion. Se extinguio la mezcla de reaccion mediante la
adicion de disolucion de acido citrico al 5 % (12,0 1), seguido por adicion de salmuera al 5 % (2,7 1) y diclorometano
(21,0 I). Se permiti6 agitar esta mezcla durante 15-20 minutos y luego se separo la fase organica. Se extrajo la fase
acuosa con diclorometano (2 x 5,0 I). Se lavaron las fases organicas combinadas con una mezcla de agua y
salmuera (1:1) (6,0 I), se secaron sobre Na;SO4 (3,7 kg) y se concentraron a vacio a 25 + 3 °C hasta un volumen
total de 1,8 | en un matraz de evaporacion rotatoria. Se filtré esta disolucién concentrada a través de un pafio de filtro
de polipropileno a vacio y se aclar6 el matraz de evaporacion rotatoria con una mezcla de diclorometano:acetonitrilo
(1:1) (2,4 1) y se filtro a través de un pafio de filtro de polipropileno. Se transfirieron los filtrados combinados a un
reactor limpio y se enfri6 esta disolucion hasta -25 °C. A esta disolucion, se le afiadi6 MTBE enfriado previamente
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(21,51) y se agit6 esta mezcla a de -10 a -15 °C durante 20-30 min. Se filtré el sdélido blanco asi obtenido a través de
un filtro Aurora usando un pafio de filtro de polipropileno y se lavo la torta de filtro con MTBE frio (11,0 1). Se seco el
solido blanco con aire comprimido seco (CDA) a temperatura ambiental para obtener treprostinil PEG TransCon (11)
(TCP-UT15) (290,0 g, 73,7 %).

El esquema 13 ilustra una realizacién de un procedimiento para sintetizar beraprost pegilado.

OH
OH 0 Etapa 2
Etapa 1 Quinina (4)
BriH,Ph 'e] Tolueno, ambiental
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I} k= Bencilo ()
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} dimetoxibencilo (2¢)
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—_—
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HFIPA/TES
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Etapa 6
PEGILACION
—_—
ACN/H,0/tampén fosfato

10 (Beraprost pegilado) | - 14
Etapa 1— 2 (formacion de éster bencilico de beraprost): n.° de lote D-1117-194

A una disolucién de beraprost (forma de sal o acido libre) (200 mg) en acetona (20 ml) se le afadieron
dimetilaminopiridina (DMAP) (2 mg) y bromuro de bencilo (117 mg) a temperatura ambiente. Esto se agité a
temperatura ambiente hasta dar una disoluciéon transparente. A esta disolucion se le afiadid yoduro de
tetrabutilamonio (50 mg) y se agité la mezcla de reaccion a temperatura de reflujo durante 2 h. Después de 2 h, se
comprobé la mezcla de reaccion mediante CCF (MeOH/CH.CI;, 1:9) y se encontr6 que la reaccién se habia
completado. Se evapord la mezcla de reaccidon a vacio para obtener aceite en bruto. Esto se traté con acido
clorhidrico 1 N (~5 ml) y EtOAc (10 ml) y se agité durante 10 minutos. Se separ6 la fase organica y se lavd con
salmuera (10 ml), se seco sobre Na;SO,, se filtré y se concentré a vacio para dar producto intermedio de éster en
bruto (2). Se purifico el producto en bruto (2) mediante cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando EtOAc
seguido por MeOH al 10 % en CH.Cl, para eluir el producto. Se recogieron las fracciones que contenian el
compuesto deseado y se redujeron a vacio para proporcionar éster bencilico de beraprost puro (2) (222 mg). 'H-
RMN mostré la formaciéon del compuesto deseado.

Etapa 2— 3 (acoplamiento de éster bencilico de beraprost con anhidrido meso): n.° de lote D-1124-029
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A una disolucién del compuesto 2 (220 mg) en tolueno (7 ml) se le afiadié quinina (191 mg) seguido por anhidrido
cis-1,2-ciclohexanodicarboxilico (anhidrido meso) (62 mg). Se agit6 la mezcla de reaccidon a temperatura ambiental
durante la noche. Después de ~18 h, se cargd la mezcla de reaccion en bruto en una almohadilla de gel de silice y
se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida usando el 0-100 % de EtOAc en hexanos. Se recogieron las
fracciones que contenian el compuesto deseado y se redujeron a vacio para proporcionar acido puro (3) (110 mg).
'H-RMN mostré la formacion del compuesto deseado.

Etapa 3— 4 (acoplamiento de amina con acido): n.° de lote D-1117-201

Se cargd un matraz de fondo redondo de 25 ml equipado con un agitador magnético y barra agitadora con una
disolucion de producto intermedio de acido (3) (86 mg) en diclorometano (7 ml). A esta disolucion, se le afadieron
cadena lateral de amina (6) (60 mg), EDCI (33 mg) y HOBt (23 mg) a temperatura ambiente, seguido por
diisopropiletilamina (45 mg). Se agité la mezcla de reaccion en condiciones ambientales hasta finalizacion de la
reaccion. Se monitorizé el avance de la reaccion mediante CCF. Después de aproximadamente 1-2 h, se extinguio la
mezcla de reaccion con agua (10 ml) y se agité durante 5-10 min. En esta fase, se lavd la fase organica con
salmuera (10 ml), se seco6 sobre Na,SOys, se filtré y se concentrd a vacio para obtener producto intermedio de amida
en bruto (4). Se purificé el producto en bruto mediante cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice usando el 5-
40 % de EtOAc en hexanos. Se recogieron las fracciones que contenian el compuesto deseado y se redujeron a
vacio para proporcionar amida pura (42 mg). 'H-RMN mostré la formacion del compuesto deseado.

Etapa 4— 5 (hidrdlisis de éster bencilico): n.° de lote D-1124-032

A una disolucién de producto intermedio de amida (4) (40 mg) en 1,2-dicloroetano (5 ml), se le afiadié hidroxido de
trimetilestafio (25 mg) a temperatura ambiente y se calentd la mezcla de reaccion hasta 65-70 °C. Se agit6 la mezcla
de reaccién a 65-70 °C hasta finalizacion de la reaccion. Se monitorizé el avance de la reaccion mediante CCF.
Después de aproximadamente 11 h, la CCF de la mezcla de reaccién mostré muy poco producto y en esta fase se
afiadié hidroxido de trimetilestafio adicional (50 mg) y se agité la mezcla de reaccién a 65-70 °C durante otras 5 h.
En esta fase, la CCF de la mezcla de reaccién mostré aproximadamente el 40-50 % de producto junto con material
de partida sin reaccionar. Se extinguié la mezcla de reaccion con agua (10 ml) y se agité durante 5-10 min. En esta
fase, se extrajo la fase organica, se lavo con salmuera (5 ml), se seco sobre Na;SOy4, se filtré y se concentré a vacio
para obtener producto intermedio de acido en bruto (5). Se purificé el producto en bruto mediante cromatografia
ultrarrapida sobre gel de silice usando el 0-100 % de EtOAc en hexanos seguido por el 10 % de MeOH en CHCl,
para eluir el producto. Se recogieron las fracciones que contenian el producto puro y se redujeron a vacio para
proporcionar compuesto puro (20 mg).

Pueden usarse derivados de prostaciclina pegilados, tales como treprostinil pegilado y beraprost pegilado, en una
formulacién farmacéutica para tratar varias afecciones mediante administracion a un sujeto, tal como un ser humano
que lo necesita. Por ejemplo, puede usarse treprostinil pegilado para tratar una afeccion, para la cual se sabe que el
treprostinil es eficaz. De manera similar, puede usarse beraprost pegilado para tratar una afeccion, para la cual se
sabe que el beraprost es eficaz. Las afecciones, para las que se sabe que el treprostinil es eficaz, incluyen pero no
se limitan a hipertensiéon pulmonar (incluyendo hipertension pulmonar idiopatica y secundaria e hipertension arterial
pulmonar), vasculopatia periférica, claudicacion intermitente grave, isquemia critica de las extremidades, lesiones
isquémicas, asma, fibrosis pulmonar, Ulceras del pie neuropaticas diabéticas, neumopatia intersticial. Las
afecciones, para las que se sabe que el beraprost es eficaz, incluyen, pero no se limitan a hipertensién pulmonar,
vasculopatia.

Una formulacién farmacéutica puede comprender un derivado de prostaciclina pegilada, tal como treprostinil
pegilado y beraprost pegilado, y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

El término “farmacéutico/a” cuando se usa en el presente documento como adjetivo significa sustancialmente no
perjudicial para el mamifero receptor. Por “formulacién farmacéutica” quiere decirse que el vehiculo, diluyente,
excipientes y principio(s) activo(s) deben ser compatibles con los demas componentes de la formulacién, y no
perjudiciales para el receptor de la misma.

Puede formularse un derivado de prostaciclina pegilada, tal como treprostinil pegilado y beraprost pegilado, antes de
la administracion. La seleccion de la formulacién debe decidirla el médico responsable teniendo en cuenta los
mismos factores implicados en la determinacién de la cantidad eficaz.

Las formas de dosificacion liquidas para administracion oral de un derivado de prostaciclina pegilada, tal como
treprostinil pegilado y beraprost pegilado, incluyen disoluciones, emulsiones, suspensiones, jarabes y elixires, que
pueden formularse antes de la administracion.

Los principios activos totales en tales formulaciones comprenden desde el 0,1 % hasta el 99,9 % en peso de la

formulacién. Un derivado de prostaciclina pegilada, tal como treprostinil pegilado y beraprost pegilado, puede
formularse con uno o mas principios activos adicionales 0 como Unico principio activo.
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Pueden prepararse formulaciones farmacéuticas mediante procedimientos conocidos en la técnica usando
componentes bien conocidos y facilimente disponibles. Por ejemplo, un derivado de prostaciclina pegilada, tal como
treprostinil pegilado y beraprost pegilado, o bien solo o bien en combinacién con otro(s) principio(s) activo(s), se
formulan con excipientes, diluyentes o vehiculos comunes, y se forman para dar comprimidos, capsulas,
suspensiones, disoluciones, inyectables, aerosoles, polvos y similares.

Las formulaciones farmacéuticas para administracién parenteral comprenden disoluciones, dispersiones,
suspensiones 0 emulsiones acuosas 0 no acuosas estériles, asi como polvos estériles que se reconstituyen
inmediatamente antes de su uso para dar disoluciones o suspensiones estériles. Los ejemplos de portadores,
diluyentes, disolventes o vehiculos acuosos y no acuosos estériles adecuados incluyen agua, solucién salina
fisiolégica, etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol, poli(etilenglicol), y similares), y mezclas adecuadas de
los mismos, aceites vegetales (tales como aceite de oliva), y ésteres organicos inyectables tales como oleato de
etilo. Se mantiene una fluidez adecuada, por ejemplo, mediante el uso de materiales de recubrimiento tales como
lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula adecuado en el caso de dispersiones y suspensiones, y
mediante el uso de tensioactivos.

Las formulaciones parenterales también pueden contener adyuvantes tales como conservantes, agentes
humectantes, agentes emulsionantes y agentes de dispersion. La prevencion de la accion de microorganismos esta
garantizada por la inclusién de agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabeno, clorobutanol, acido
fenolsorbico, y similares. También puede ser deseable incluir agentes isotonicos tales como azucares, cloruro de
sodio, y similares. Se esterilizan formulaciones inyectables, por ejemplo, mediante filtracion a través de filtros de
retencion bacterianos, o mediante esterilizacion previa de los componentes de la mezcla antes de su mezclado, o
bien en el momento de fabricacién o bien justo antes de la administracion (como en el ejemplo de un envase de
jeringas de camara doble).

Las formas de dosificacion sélidas para administracion oral incluyen capsulas, comprimidos, pildoras, polvos y
granulos. En tales formas de dosificacion solidas, se mezcla un derivado de prostaciclina pegilada, tal como
treprostinil pegilado y beraprost pegilado, con al menos un vehiculo farmacéutico inerte tal como citrato de sodio, o
fosfato de dicalcio, y/o (a) cargas o extendedores tales como almidones, azucares incluyendo lactosa y glucosa,
manitol y acido silicico, (b) agentes de union tales como carboximetilcelulosa y otros derivados de celulosa,
alginatos, gelatina, poli(vinilpirrolidina), sacarosa y goma arabiga, (c) humectantes tales como glicerol, (d) agentes
disgregantes tales como agar-agar, carbonato de calcio, bicarbonato de sodio, almidon de patata o tapioca, acido
alginico, silicatos y carbonato de sodio, (e) agentes hidratantes tales como glicerol; (f) agentes de retardo de la
disolucion tales como parafina, (g) agentes de aceleracion de la absorcion tales como compuestos de amonio
cuaternario, (h) agentes humectantes tales como alcohol cetilico y monoestearato de glicerina, (i) absorbentes tales
como caolin y arcilla bentonita, y (j) lubricantes tales como talco, estearato de calcio, estearato de magnesio,
poli(etilenglicoles) sélidos, laurilsulfato de sodio, y mezclas de los mismos. En el caso de capsulas, comprimidos y
pildoras, la forma de dosificacion también puede contener agentes de tamponamiento.

Las formulaciones solidas de un tipo similar también pueden comprender la carga en capsulas de gelatina blanda o
dura que usan excipientes tales como lactosa asi como poli(etilenglicoles) de alto peso molecular y similares. Las
formas de dosificacion sdlidas tales como comprimidos, grageas, capsulas, pildoras y granulos también pueden
prepararse con recubrimientos o cubiertas tales como recubrimientos entéricos u otros recubrimientos bien
conocidos en la técnica de la formulacion farmacéutica. Los recubrimientos pueden contener agentes opacificantes o
agentes que liberan el/los principio(s) activo(s) en una parte particular del tubo digestivo, como por ejemplo,
recubrimientos solubles en acido para liberacion del/de los principio(s) activo(s) en el estdmago, o recubrimientos
solubles en base para liberacion del/de los principio(s) activo(s) en el tubo intestinal. El/los principio(s) activo(s)
también puede(n) microencapularse en un recubrimiento de liberacién sostenida, siendo parte las microcapsulas de
una pildora de formulacién de capsula.

Las formas de dosificacion liquidas para administracion oral de un derivado de prostaciclina pegilada, tal como
treprostinil pegilado y beraprost pegilado, incluyen disoluciones, emulsiones, suspensiones, jarabes y elixires, que
pueden formularse a partir de la forma polimérfica particular antes de la administracion. Ademas de los componentes
activos, las formulaciones liquidas pueden incluir diluyentes inertes comunmente usados en la técnica tales como
agua u ofros disolventes farmacéuticos, agentes solubilizantes y emulsionantes tales como etanol, isopropanoal,
carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol,
dimetilformamida, aceites (en particular, aceites de semilla de algodén, de nuez molida, de maiz, de germen, de
oliva, de ricino y de sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurfurilico, poli(etilenglicoles), ésteres de acido graso de
sorbitol, y mezclas de los mismos. Ademas de los diluyentes inertes, las formulaciones orales liquidas también
pueden incluir adyuvantes tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes y de suspension, y agentes
edulcorantes, aromatizantes y de perfume. La suspension liquida, ademas del/de los principio(s) activo(s), puede
contener agentes de suspension tales como alcoholes isoestearilicos etoxilados, polioxietilensorbitol y ésteres de
sorbitano, celulosa microcristalina, metahidroxido de aluminio, arcilla bentonita, agar-agar y tragacanto, y mezclas de
los mismos.

Las realizaciones, descritas de manera ilustrativa en el presente documento, pueden ponerse en practica de manera
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adecuada en ausencia de cualquier elemento o elementos, limitacion o limitaciones, no especificamente divulgados
en el presente documento. Por tanto, por ejemplo, los términos “que comprende”, “que incluye”, “que contiene”, etc.
deben leerse de manera amplia y sin limitacion. Adicionalmente, la frase “que consiste esencialmente en” se
entendera que incluye los elementos mencionados especificamente y los elementos adicionales que no afecten
materialmente a las caracteristicas basicas y novedosas de la tecnologia reivindicada. La frase “que consiste en”

excluye cualquier elemento no especificado.

Ademas, cuando se describen caracteristicas o aspectos de la divulgacion en cuanto a grupos de Markush, los
expertos en la técnica reconoceran que la divulgacion se describe también de ese modo en cuanto a cualquier
miembro individual o subgrupo de miembros del grupo de Markush.

Tal como entendera un experto en la técnica, para todos y cada uno de los propositos, particularmente en cuanto a
proporcionar una descripcion escrita, todos los intervalos divulgados en el presente documento también abarcan
todos y cada uno de los subintervalos posibles y combinaciones de subintervalos de los mismos. Cualquier intervalo
enumerado puede reconocerse facilmente como que describe y permite suficientemente que el mismo intervalo se
descomponga en al menos mitades, tercios, cuartos, quintos, décimos, etc., iguales. Como ejemplo no limitativo,
cada intervalo comentado en el presente documento puede descomponerse facilmente en un tercio inferior, un tercio
intermedio y un tercio superior, etc. Tal como también entendera un experto en la técnica, todas las expresiones
tales como “hasta”, “al menos”, “mayor que”, “menor que”, y similares, incluyen el nimero mencionado y se refieren
a intervalos que pueden descomponerse posteriormente en subintervalos tal como se comentd anteriormente.
Finalmente, tal como entendera un experto en la técnica, un intervalo incluye cada miembro individual.

Otras realizaciones se exponen en las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

Procedimiento para la preparacion de un compuesto de féormula I, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo:

(D

0
2 0
. 0
X
@—COOH HN S N\e)LN—PEG
h ~Ny Coow
r
0

B

comprendiendo el procedimiento:

acoplar un anhidrido meso de férmula 1l con un compuesto de éster de formula IV en presencia de un
ligando quiral, para proporcionar un compuesto de férmula V:

0 H b

(IV)
il OH

X(CH,),COOR'

acoplar el compuesto de férmula V con un compuesto de formula VI para formar un tiol, hidrolizar el tiol con
un agente hidrolizante para formar un compuesto de férmula VIlI;

HN- S—R' (v
\(f (VI)
H L

(VIID)
p Ie]

7 O

O

X H
HN —R4
@VV—COOH \Qr/s

desproteger el compuesto de féormula VIl para formar el compuesto de férmula Il
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(ID)

acoplar el compuesto de férmula 1l con un compuesto de PEG-maleimida para formar el compuesto de
formula [;

en las que
X es O o CHy;

Z es O o CHy;

OH

CsHyq

Les
p=0o01;
r=1-8;
t=1,203;
w=1,203;
PEG es un resto de polietilenglicol;

R representa un grupo protector de acido; y
R* representa un grupo de proteccion de tiol.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que R' es un grupo bencilo, butilo terciario, dimetoxibencilo,
nitrobencilo o un dinitrobencilo.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el ligando quiral es un derivado de quinina o quinidina.

El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que el derivado de quinina o quinidina es antraquinona-1,4-diil
diéter de hidroquinina ((DHQ).AQN), antraquinona-1,4-diil diéter de hidroquinidina ((DHQD)2.AQN).

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el agente hidrolizante es hidréxido de trimetilestario.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el compuesto de férmula VIl se desprotege usando un
acido, preferiblemente acido trifluoroacético.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la pureza del compuesto de férmula | es de al menos el
90 %, el 95 % o el 99 %.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la pureza del compuesto de formula Il es de al menos el
90 %, el 95 % o el 99 %.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el compuesto de maleimida de polietilenglicol es una
maleimida de PEG de 20 KDa de 4 brazos.
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10. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que Xes O, wes 1,res 6; y tes 2.

1. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que X es CHy, wes 2, res 6; y t es 2.
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