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DESCRIPCION
Proceso para la preparacion de derivados de pteridina
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se relaciona con un nuevo proceso para la preparacion de Sapropterina o una sal farmacéuticamente
aceptable de esta, y con nuevos compuestos intermedios sintéticos de esta.

Antecedentes tecnol6gicos
La Sapropterina, especificamente (6R)-2-amino-6-[(1R,2S)-1,2-dihidroxipropil]-5,6,7,8-tetrahidro-4(1H) pteridinona, de la

férmula (1), es una version sintética del diasteromero 6R de la tetrahidrobiopterina (BH.), cofactor de la fenilalanina hidrolasa,
la enzima responsable del metabolismo de la fenilalanina.

0O OH

)

La estructura tiene tres centros estereogenicos, dos en la cadena lateral del dihidroxipropilo y el tercero en la conexién entre
la cadena lateral y el anillo de la pteridina (C-6).

Para obtener el efecto farmacoldgico deseado se requiere la configuracion absoluta (R) en este centro, ya que el
diastereromero 6S puede aun inducir la inactivacion de la hidrolasa de fenilalanina, y por lo tanto inhibir los efectos del
diastereémero 6R.

La Sapropterina como sal polimorfa del diclorhidrato anhidro, Forma B, actualmente se usa clinicamente para el tratamiento
de la hiperfenilalaninemia en pacientes que sufren de una deficiencia de fenilcetonuria o BH4.

La Sapropterina, referida ademas como Sapropterina-6R, en la presente descripcion, se prepara (Esquema 1) mediante
hidrogenacion catalitica de la biopterina mediada por paladio de la férmula (Il) o de sus derivados cuyas funcionalidades de
amina y/o hidroxilo estan protegidas por grupos protectores convencionales.

Esquema 1
0]
Pt, H,, in H,0
apH 11 HN |
X
- . H,N N

N :
2" (L)-Biopterina (Il)
6R-Sapropterina(l)

La reaccion de hidrogenacion se informé por ejemplo en EP 0191335, que establece que la diastereoselectividad de la
hidrogenacién mejora cuando la reaccion se lleva cabo en solucién acuosa a pH basico bajo altas presiones de hidrégeno.

Por lo tanto, el problema sintético para la preparacién de Sapropterina es obtener L-biopterina de la féormula (Il) a escala
industrial con un proceso eficiente, seguro.
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La sintesis de L-biopterina a escala industrial actualmente se lleva a cabo comenzando a partir de L-ramnosa de la formula
(In) (Esquema 2).

Esquema 2
OH OH OH OH oxidante oH QH
3 EtSH : H SO,Et
— - SEt — . 2
Y~ “CHO | X
OH OH HCl, Conc. OH OH SEt OH OH SO,Et
\"}
L-ramnosa (lI1) v
OH OAc "
NH; ac. \l/f\/CHo 1) PANHNH,,AcOEt/ H,0 : \N/N\Q
OH OH  2)Ac,0, DMAP,,, OAc OAc
5-deoxi-L-arabinosa VI Vil

(o]
HN»“INH2 LiCl o LiCIO, o
PRV nt, Hz0. MeOH

Vi

2) oxidacién
1X L-biopterina (I1)

Esta sintesis implica la transformaciéon de monohidrato de L-ramnosa de la férmula (I1l), comercialmente disponible a precios
extremadamente bajos, en su dietil ditioacetal (IV) mediante el uso de etanotiol tanto como reactivo como solvente, en
presencia de &cido clorhidrico concentrado. El ditioacetal de la férmula (IV) se oxida después con cualquier oxidante
conocido a la disulfona correspondiente de la férmula (V), la cual se somete después a la degradacién de MacDonald-
Fischer bajo condiciones bésicas, para proporcionar 5-deoxi-L-arabinosa de la formula (VI) que contiene las funcionalidades
de hidroxilo de la configuracion absoluta deseada, en solucidon acuosa. El azlcar reductor de férmula (VI) se convierte
después a la fenilhidrazona acetilada correspondiente de la féormula (VII) primero por tratamiento con fenilhidrazina y
después con anhidrido acético. El compuesto de la formula (V1) se condensa después con 6-hidroxi-2,4,5-triaminopirimidina
de la férmula (VIII) o una sal de ésta comercialmente disponible, para dar un aducto, el cual no se aisla, sino que se somete
inmediatamente a oxidacién para proporcionar biopterina acetilada de la férmula (1X). La deacetilacion béasica o acida del
compuesto de la formula (1X) produce biopterina de la férmula (Il), la que puede bien aislarse o mantenerse en disolucion,
para someterse a hidrogenacion catalitica, para proporcionar Sapropterina de la formula (I), como se informd, por ejemplo,
en el Esquema 1 anterior.

El principal problema en el desarrollo de este proceso a escala industrial es la preparaciéon de 5-deoxi-L-arabinosa de la
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férmula (VI), un azlcar reductor no natural, que comienza a partir del dietil ditioacetal de L-ramnosa de la férmula (1V). La 5-
deoxi-L-arabinosa de la férmula (V1) es de hecho un intermediario clave en la preparacion de L-biopterina de la formula (Il) y
por lo tanto de Sapropterina.

El etanotiol usado en esta preparacion es un reactivo ampliamente conocido por el enorme problema ambiental que su
empleo implica. El etanotiol tiene bajo punto de ebullicion (35°C), y debido a su olor desagradable que puede ser percibido
aln en unas pocas ppm, actualmente no se usa mas a escala industrial, incluso en paises no industrializados, sin
consciencia medio ambiental.

Los alquitioles de bajo peso molecular, igualmente al etanoetiol, son generalmente toxicos y debido a la alta volatilidad de
los mismos contaminan facilmente a los operadores y al medio ambiente.

Una posible solucion al problema fue aparentemente el proceso descrito en EP 1849793, que describe la preparacion del
didodecil ditioacetal de L-ramnosa, con un rendimiento de 75%, mediante el uso de dodecanotiol como reactivo. El
dodecanotiol tiene de hecho una cadena de alquilo recta de C12, es un liquido barato de alto punto de ebullicién, tiene el
olor tipico del hidrocarburo y no implica problemas medioambientales importantes, contrario a los tioles de cadena corta de
bajo punto de ebullicién. La reaccién anterior ya descrita se repitid, sin embargo, aun cuando los parametros de reaccion
tales como temperatura, solvente, y similares se cambiaron, esta siempre proporcion6 (Esquema 3) mezclas de dos
productos, especificamente el ditioacetal deseado de la formula (X) y el tioglicésido de la férmula (XI) aproximadamente en
la misma relacion equimolar, los que son dificiles de separar debido a su naturaleza anfifilica. Por lo tanto, el rendimiento del
ditioacetal deseado fue siempre menos del 50%. Esta es probablemente la razén por la que dicha solicitud europea se
abandond.

Esquema 3
OH OH oH OH S$(CH,),,CH,
CH,(CH,),,SH ’ S(CH,),,CH,
OH (:)H HCl conc., dioxano OH OH  S(CH,),,CH, HO
OH
X Xl

L-ramnosa (lI1)

Por lo tanto, a pesar de los esfuerzos llevados a cabo hasta la fecha por mejorar la sintesis de 5-deoxi-L-arabinosa de la
férmula (VI), todavia se necesita de un proceso seguro, eficiente para la preparacién de L-biopterina de la formula (II) y
después de Sapropterina de la formula (1), o una sal de ésta, a escala industrial.

RESUMEN DE LA INVENCION

Ahora sorprendentemente se encontré un nuevo proceso, que proporciona 5-deoxi-L-arabinosa de la formula (VI) a partir de
un nuevo ditioacetal de ramnosa de la férmula (XII), como se define en la presente. El nuevo proceso supera los problemas
anteriormente mencionados, por ejemplo, con respecto al dodecanotiol, este definitivamente implica una mejor economia de
atomos y no se forman las impurezas de tioglicésido de la férmula (XI) o los analogos de éste. Ademas, permite obtener
Sapropterina, o una sal de ésta, farmacéuticamente aceptable, con muy altos rendimientos, de manera mas segura,
eficiente y reproducible sin problemas medioambientales a escala industrial.

Descripcion detallada de la invencion

Un objetivo de la invencion es por lo tanto un proceso para la preparacion de 5-deoxi-L-arabinosa de la férmula (V1).
OH
i__CHO

OH OH
(VI)
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que comprende la conversién de un compuesto de la férmula (XII)

OH OH S _~(CH,n
(XID)

endondenesO0,102;
a un compuesto de la férmula (VI) como se definié anteriormente.

La conversion de ditioacetal de la formula (XII) a 5-deoxi-L-arabinosa de la férmula (V1) se llevé a cabo mediante un proceso
gue comprende la oxidacion de un ditioacetal de la formula (XIl) para obtener una disulfona de la formula (XI1).

OH OH

OH OHO,S._(CH,)n
(XIII)

en la cual n es como se definié anteriormente, y la reaccidn posterior con una base.

La oxidacion de un ditioacetal de la formula (XII) puede llevarse a cabo con un agente oxidante, por ejemplo, seleccionado a
partir de un peracido organico, preferentemente, acido perbenzoico metacloro, &cido periddico o una sal de estos, por
ejemplo peryodato de sodio, un peroxisulfato, por ejemplo K»,SOs, oxona, y peroxido de hidrogeno, opcionalmente en
presencia de un catalizador metalico, por ejemplo, tugnstato de sodio.

Si es necesario, la reaccion puede llevarse a cabo en un solvente, que se selecciona en dependencia del agente oxidante,
como los conocidos por los expertos en la técnica.

Una base, que puede ser organica o inorganica, fuerte o débil, es preferentemente una amina, por ejemplo, trietilamina o
amoniaco, con mayor preferencia amoniaco.

De acuerdo con un aspecto adicional, la invencién proporciona un proceso que comprende ademas la conversion de 5-
deoxi-L-arabinosa de la férmula (VI), asi obtenida, la que puede aislarse opcionalmente, a L-biopterina de la férmula (I) o
una sal de ésta; y, si se desea, la conversion posterior de esta Ultima a Sapropterina de la férmula (I) o una sal de ésta.

La conversion de 5-deoxi-L-arabinosa de la féormula (V1) a L-biopterina de la formula (1), puede llevarse a cabo, por ejemplo,
de acuerdo al Esquema 2 anterior, o de acuerdo a Helv. Chim. Acta 1985, 68(6), 1639-1643.

La conversién de L-biopterina de la férmula (1), o una sal de ésta, a Sapropterina de la féormula (1), o una sal de ésta, puede
llevarse a cabo, por ejemplo, mediante hidrogenacion catalitica de acuerdo al Esquema 1 anterior.

Una sal de L-biopterina de la férmula (1) o de Sapropterina de la formula () es preferentemente una sal farmacéuticamente
aceptable de ésta, por ejemplo, una sal con un acido orgéanico o inorganico, en particular con acido clorhidrico, tipicamente
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el diclorhidrato. La salificacion de L-biopterina de la férmula (II) o de Sapropterina de la férmula (1), asi como la conversién
de dichas sales a las respectivas bases, se puede llevar a cabo de acuerdo con los métodos conocidos..

Un ditioacetal de la formula (XII) se puede preparar mediante un proceso que comprende la reaccion entre L-ramnosa, por
ejemplo comercial, anhidra o hidrato, con un ditiol de la formula (XIV).

Hs” (CHign “SH

(XIV)

donde nes 0, 1 0 2, en presencia de un acido fuerte, y opcionalmente en presencia de un solvente.

Los ditioles de la féormula (XIV) estan comercialmente disponibles. Los preferidos son aquellos en los que n es 1 o 2. Tales
ditioles en los que n es 1 o 2 tienen solamente 3 0 4 atomos de carbono, como los tioles de alquilo inferior, pero tienen
puntos de ebullicibn més altos, es decir, 169°C o mas, ademas no tienen olores penetrantes a pesar del bajo nimero de
atomos de carbono de los mismos. Gracias a estas propiedades, en particular la baja volatilidad, tales ditioles son mas
adecuados que otros alquilditioles para su uso a escala industrial.

Un &cido fuerte, que puede ser organico o inorganico, es preferentemente un acido mineral, por ejemplo, acido clorhidrico
acuoso.

Si esta presente un solvente, puede ser un solvente aprético polar, por ejemplo, una amida, tipicamente dimetilacetamida,
dimetilsulféxido o acetonitrilo; un solvente prético polar, por ejemplo, agua o un alcanol de C;-Cs, un éter, por ejemplo,
tetrahidrofurano o dioxano, o una mezcla de dos o mas, preferentemente 2 o 3, de ellos.

La reaccion se puede llevar a cabo a una temperatura en el intervalo de 0°C hasta la temperatura de reflujo del solvente,
preferentemente alrededor de 20°C.

Los ditioacetales de la férmula (XII) y disulfonas de la férmula (XIII) son compuestos nuevos y son un objetivo adicional de la
invencion.

De acuerdo con un aspecto adicional, la invencién proporciona un proceso para la preparacioén de Sapropterina, o una sal de
ésta farmacéuticamente aceptable, que comprende el uso de un compuesto de la formula (XIl), como se define en la
presente, como la materia prima.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion.
Ejemplo 1: Sintesis de (L)-ramnosa 1',3'-propanodit  ioacetal (XII; n=1)

El monohidrato de L-ramnosa (168.3 g, 0.92 mol) se afiade como un sélido en porciones, bajo fuerte agitacion, a una
mezcla de 1,3-propanoditiol (100 g, 0.92 mol) en 500 ml de HCI al 37%. La disolucion resultante se mantiene bajo agitacion
durante 12 horas a aproximadamente 20°C. A la primera hora ya se observa la formacion de un precipitado blanco
abundante. La suspension se enfria después a 5 - 10°C y el exceso de &cido se neutraliza con NaOH y 500 ml de hielo. La
suspensién a pH de aproximadamente 7 se filtra después y el sélido se lava con agua y 100 ml de isopropanol. El sélido
himedo se seca bajo vacio a 40°C durante 16 horas hasta alcanzar 222 g del producto (XII) como un sélido de color
blanquecino con rendimiento de 95%.

CoH1504S2; MW=254.27; *H-NMR (300 MHz, DMSO-d6), 5 5.05 (d, 1H, J = 5.7 Hz, OH), 4.42 (d, 1H, J = 1.2 Hz, H-1), 4.38
(d, 1H, J = 5.4 Hz, OH), 4.22 (d, 1H, J = 7.2 Hz, OH), 4.00 (d, 1H, J = 8.1 Hz, OH), 3 .77 - 3.68 (M, 2H, H-2, H-5), 3.56 - 3.51
(m, 1H, H-4), 3.28 - 3.25 (m, 1H, H-3), 2.96 - 2.67 (M, 4H, 2 x CH,S), 2.05 - 1.94 (m, 1H, SCH,CH,), 1.78 - 1.64 (m, 1H,
SCH2CHp), 1.10 (d, 3H, J= 6.3 Hz, CHa).

Ejemplo 2: Sintesis de 1',3'-propanodisulfonil (L)-  ramnosa (XIlI; n=1)

El tugnstato de sodio (13 g, 0.04 mol) se suspende en una solucién obtenida al disolver (L)-ramnosa-1',3'-propanoditioacetal
(X11), (200 g, 0.79 mol) en 1.2 L de &cido acético glacial. La suspension se enfria hasta aproximadamente 15°C y lentamente
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se le gotea dentro peréxido de hidrégeno al 35%(417 mL, 4,72 mol) manteniendo la temperatura por debajo de 40°C. La
disolucion clara resultante se agita a aproximadamente 20°C durante 16 horas. El exceso de H>Ose inhibe después por
adicion de una solucion concentrada de tiosulfato de sodio. La mezcla de solventes se evapora después bajo presion
reducida hasta un volumen de aproximadamente 400 mL. La mezcla resultante se usa directamente en la etapa posterior,
sin purificacion adicional.

CoH1508S2; MW = 318.37; *H-NMR (300 MHz, DMSO-dg), 8 6.24 (d, 1H, J = 6.9 Hz, OH), 4.82 (d, 1H, J = 7.2 Hz, OH), 4.59 -
4.54 (m, 2H, H-1, OH), 4.45 (d, 1H, J = 5.7 Hz, OH), 4.21 (d, 1H, J = 8.4 Hz, H-2), 3.63 - 3.24 (m, 3H, H-5, H-4, H-3), 2.44 -
2.14 (m, 6H), 1.12 (d, 3H, J = 6.0 Hz, CH).

Ejemplo 3: Sintesis de 1',3'-propanodisulfonil (L)-  ramnosa (XIII; n=1)

La (L)-ramnosa-1',3"-propanoditioacetal (XIl) (200 g; 0.738 mol) y tungstato de sodio dihidratado (12.2 g, 0.037 mol) se
disuelven en acido acético glacial (991.6 g). Se afiade agua (48 g) a la solucién resultante y la mezcla de reaccion se enfria
hasta 10-15°C. Se afiade peroxido de hidrogeno al 35% (322.5 g; 3.32 mol) en al menos 4 horas manteniendo la
temperatura a 20-30°C. La mezcla de reaccion se calienta después hasta aproximadamente 30-35°C y se mantiene bajo
agitacion durante aproximadamente 3 horas. Después se afiade isopropanol (416.7 g). La suspensién resultante se
mantiene bajo agitacién a 30-35°C durante aproximadamente 5 horas, después se enfria hasta 20-25°C en al menos 5
horas, posteriormente se enfria a 5-10°C en al menos 3 horas y se mantiene bajo agitacion durante otra hora. La suspension
se enfria y después se filtra, y el sélido resultante se lava con isopropanol (314.2 g).

El producto se seca bajo vacio a 50°C durante aproximadamente 24 horas.
Se obtienen 209.9 g del producto como un sélido blanco de la férmula (XIII), con rendimiento molar de 88%.

CoH108S2; MW = 318.37; *H-NMR (300 MHz, DMSO-ds), 56.24 (d, 1H, J = 6.9 Hz, OH), 4.82 (d, 1H, J = 7.2 Hz, OH), 4.59 -
4.54 (m, 2H, H-1, OH), 4.45 (d, 1H, J = 5.7 Hz, OH), 4.21 (d, 1H, J = 8.4 Hz, H-2), 3 .63 - 3.24 (m, 3H, H- 5, H-4, H-3), 2.44 -
2.14 (m, 6H), 1.12 (d, 3H, J = 6.0 Hz, CH3).

Ejemplo 4: Sintesis de 5-deoxi-L-arabinosa (VI)

La suspensién que contiene disulfona (XIII) del Ejemplo 2 se disuelve con 1 litro de agua y se enfria hasta 10-15°C, después
se alcaliniza a pH de 8 - 9 con NH3 acuoso al 33%. Una suspension densa se forma inmediatamente, la que se mantiene
bajo agitacion durante 16 horas a aproximadamente 20°C, hasta la completa desaparicion del producto de partida. El solido
se filtra después y se lava con 250 ml de agua. Las fases acuosas combinadas se extraen con acetato de etilo para eliminar
cualquier traza de sulfona. La solucién acuosa de 5-deoxi-(L)-arabinosa (V1) resultante puede usarse como tal en la reaccion
posterior para obtener L-biopterina y, si se desea, Sapropterina.

Ejemplo 5: Sintesis de 5-deoxi-L-arabinosa (VI)

La 1',3'-propanodisulfonil (L)-ramnosa (XIIl) (209.9 g; 0.650 mol) del Ejemplo 3 se dispersa en agua (369.9 g) y acetato de
etilo (568 g). Después se afiade amoniaco al 28% (13.8 g) hasta un pH mayor que o igual a 8.

La mezcla de la reaccién se mantiene aproximadamente a 20-25°C durante 1 hora hasta la desaparicién completa del
producto de partida.

La suspension de la reaccion final se filtra después y el soélido resultante se lava con agua (215 g). La mezcla bifasica
obtenida por filtracion del sélido y que contiene 5-deoxi-(L)-arabinosa (VI) puede ser usarse como tal en la reaccion
posterior para obtener L-biopterina y, si se desea, Sapropterina.
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Reivindicaciones
1. Proceso para la preparacion de 5-deoxi-L-arabinosa de la féormula (V1)
(:)H
“_-CHO
OH 6H
(VI)

que comprende la oxidacion de un ditioacetal de la formula (XI1)

endondenes0,102
para obtener una disulfona de la férmula (XIII)

OH OH
: so,

OH OHO,5._(CH,)n

(XIID)

donde n es como se definié anteriormente, y la reaccion posterior con una base.

2. Proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la oxidacion de un ditioacetal de la féormula (XIl) se lleva a
cabo con un agente oxidante seleccionado de un peracido organico, acido periédico o una sal de estos, un
peroxisulfato, oxona, y peroxido de hidrégeno opcionalmente en presencia de un catalizador de metal,
preferentemente tungstato de sodio.

3. Proceso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde la base, que puede ser organica o inorgéanica, débil o fuerte,
es preferentemente una amina 0 amoniaco.

4. Proceso de acuerdo con la reivindicacion 2 o 3, que ademéas comprende la conversion de 5-deoxi-L-arabinosa de la
férmula (VI), que puede ser aislada o no aislada, en L-biopterina, o una sal de ésta; y, si se desea, su conversion
posterior en Sapropterina, o una sal de ésta.
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5. Proceso de acuerdo con la reivindicacion 2 o 3, que ademas comprende preparar una ditioacetal de la férmula (XII)
por un proceso que comprende la reaccion de L-ramnosa anhidra o hidratada, con un ditiol de la férmula (XIV)

g™ N(CH,n “SH

(XIV)

enelcualnes0, 10 2, enpresencia de un acido fuerte, y opcionalmente un solvente.

6. Proceso de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde el acido fuerte, que puede ser organico o inorganico, es
preferentemente un acido mineral.

7. Proceso de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde el solvente se selecciona de un solvente aprético polar,
preferentemente una amida, dimetilsulféxido o acetonitrilo; un solvente prético polar, preferentemente agua o un
alcanol de C;-Cs; un éter, preferentemente tetrahidrofurano o dioxano; o una mezcla de dos o mas, de preferencia
dos o tres, de dichos solventes.

8. Un compuesto de la Férmula (XII)

endondenes1o?2.

9.  Un compuesto de la formula (XI11)

OH OHO,S_ _(CH,)n
N Xy

endondenes0,102
10. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 8 0 9, en donde n es 1.
11. Un proceso para la preparacion de L-biopterina o Sapropterina, o una sal de estos, que comprende un proceso de

acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el compuesto de la formula (XII) se obtiene por la reacciéon de L-ramnosa
anhidra o hidratada con un ditiol de la formula (XIV)

N\
Hs” N(CHn SH XIV)

en donde nes 0,10 2, en presencia de un &cido fuerte, y opcionalmente un solvente.
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