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DESCRIPCION
Agentes de contraste basados en PCTA que comprenden gadolinio
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en general al campo de la formacién de imagenes por resonancia magnética (MRI).
Mas en particular, se refiere a isémeros de agentes de contraste basados en PCTA, y a agentes de contraste de MRI
enriquecidos con estos isémeros.

Antecedentes de la invencién

Los agentes de contraste de MRI usados en la practica diagnéstica diaria incluyen tipicamente compuestos de
complejo de gadolinio caracterizados por constantes elevadas de estabilidad que garantizan contra la liberacién in
vivo del ion metélico libre (que se sabe que es extremadamente tdxico para los organismos vivos).

Otro parametro clave en la definicién de la tolerabilidad de un agente de contraste a base de gadolinio es la inercia
cinética (o estabilidad cinética) del complejo de Gd(lll), que se estima a través de la vida media (t1,2) de la disociacién
(es decir, descomplejacién) del complejo.

Una alta inercia se vuelve crucial en particular para aquellos compuestos complejos que tienen una estabilidad
termodinamica mas baja y/o un tiempo de retencidon mas largo antes de la excrecion, con el fin de evitar o minimizar
posibles reacciones de descomplejacion o transmetalacion.

El documento EP1931673 (Guerbet) describe derivados de PCTA de férmula
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y una ruta sintética para su preparacion.

El documento EP 2988756 (el mismo Solicitante) describe una composiciéon farmacéutica que comprende los
derivados anteriores junto con un complejo de calcio del acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético.
Segun el documento EP 2988756, el complejo de calcio compensa la estabilidad termodinamica débil observada para
los complejos de gadolinio basados en PCTA, al formar, a través de la transmetalacion, un complejo fuerte con el ion
lantanido libre, aumentando asi la tolerabilidad del agente de contraste.

Tanto el documento EP1931673 como EP 2988756 se refieren ademas a enantidmeros o diastereoisdbmeros de los
compuestos reivindicados, o mezclas de los mismos, escogidos preferentemente de los diastereoisémeros RRS, RSR
y RSS.

Ambas patentes anteriores describen, entre los derivados especificos, (a3,a6,a9)-tris(3-((2,3-dihidroxipropil)amino)-3-
oxopropil)-3,6,9,15-tetraazabiciclo(9.3.1)pentadeca-1(15),11,13-triene-3,6,9-triacetato(3-)-
(kN3,kN6,kN9,kN15,k03,k06,k09)gadolinio, identificado mas recientemente como quelato de gadolinio de é&cido
2,2’,2"-(3,6,9-triaza-1(2,6)-piridinaciclodecafano-3,6,9-triil)tris (5-((2,3-dihidroxipropil)Jamino)-5-oxopentanoico),
(numero de Registro CAS: 933983-75-6), que tiene la siguiente formula
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identificado de otro modo como P03277 o Gadopiclenol.
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Para Gadopiclenol, el documento EP1931673 da a conocer una relaxividad de 11 mM-'s"'Gd"' (en agua, a 0,5 T, 37°C),
mientras el documento EP 2988756 da a conocer una constante de equilibrio termodindmica de 10'4° (log K™ =
14,9).

Ademas, para este mismo compuesto, se ha dado a conocer por el titular un valor de relaxividad de 12,8 mM's" en
suero humano (37°C, 1,41 T), una estabilidad (log K'*™) de 18,7, y una vida media de disociacién (a pH 1,2; 37°C) de
alrededor de 20 dias (Investigative Radiology 2019, Vol 54, (8), 475-484).

El precursor para la preparacion de los derivados de PCTA descrito por el documento EP1931673 (incluyendo
Gadopiclenol) es el complejo de Gd del 3,6,9,15-tetraazabiciclo-[9.3.1]pentadeca-1(15),11,13-trien-tri(a-acido
glutérico) que tiene la siguiente férmula
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Gd(PCTA-tris-acido glutarico)

identificado aqui como “Gd(PCTA-tris-acido glutarico)”. En particular, el Gadopiclenol se obtiene por amidacién del
compuesto anterior con isoserinol.

Segun lo observado por el Solicitante, Gd(PCTA-tris-acido glutarico) tiene tres estereocentros en los restos glutaricos
(identificados con un asterisco (*) en la estructura anterior) que conducen a un 22 = 8 posibles esterecisémeros. Mas
particularmente, la estructura anterior puede generar cuatro pares de enantidmeros, esquematizados en la siguiente
Tabla 1

Tabla 1
RRR SSS
RSR SRS
RRS SSR
RSS SRR

El isomero RRR es la imagen especular del isémero SSS, y esa es la razon por la que se denominan enantiomeros (o
pares de enantiémeros). Como se sabe, los enantibmeros muestran las mismas propiedades fisicoquimicas y solo se
pueden distinguir utilizando metodologias quirales, tales como la cromatografia quiral o la luz polarizada.

Por otro lado, el isomero RRR no es igual ni es la imagen especular de ninguno de los otros seis isomeros anteriores;
estos otros isdmeros se identifican asi como diastereoisomeros del isomero RRR (o SSS). Los diastereoisomeros
pueden mostrar diferentes propiedades fisicoquimicas (por ejemplo, punto de fusién, solubilidad en agua, relaxividad,
etc.).

Con respecto al Gadopiclenol, su estructura quimica contiene un total de seis estereocentros, tres en los restos
glutaricos del precursor como se discutié anteriormente y uno en cada uno de los tres restos isoserinol unidos al
mismo, identificados en la siguiente estructura con un asterisco (*) y con un circulo vacio (%), respectivamente:



ES2938015T3

| S
p
"00C N coo
/_’}—N Gd3+N_<*_\
)
HNOC CONH OH
% COO’ -
[
OH
OH  HNOC
OH
o .
OH Gadopiclenol
OH

Esto conduce a un nimero teorico total de 2% = 64 estereoisdémeros para este compuesto.

Sin embargo, ni el documento EP1931673 ni el documento EP 2988756 describen la composicion exacta de la mezcla
isomérica obtenida siguiendo la ruta sintética dada a conocer, ni ninguno de ellos proporciona ninguna ensefanza

5 para la separacion y caracterizacion de ninguno de estos isdmeros, ni describen ninguna sintesis estereoespecifica
de Gadopiclenol.

Sumario de la invencién

El solicitante ha descubierto ahora que los isémeros especificos del precursor anterior Gd(PCTA-tris-acido glutarico)
y de sus derivados (en particular Gadopiclenol) poseen propiedades fisico-quimicas mejoradas, entre otras en
10 términos de relaxividad e inercia cinética.

Esta divulgacion se refiere a un compuesto seleccionado del grupo que consiste en:

el enantidmero [(aR,0’R,0”R)-a,a’,a”-tris(2-carboxietil)-3,6,9,15-tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-1(15),11,13-trien-
3,6,9-triacetato(3-)-kN3,kN6,kN9,kN15,k03,k06,k09]-gadolinio (enantiémero RRR) que tiene la formula (la):

COOH
COO’
HOOC
15 el enantibmero [(aS,a’S,0”S)-a,a’,a”-tris(2-carboxietil)-3,6,9,15-tetraazabiciclo-[9.3.1]pentadeca-1(15),11,13-trien-
3,6,9-triacetato(3-)kN3,kN6,kN9,kN15,k03,k06,k09]-gadolinio (enantiomero SSS) que tiene la formula (Ib):
N
HOOC I =
\—\_ N coo
FNGd** N\
"00C N (Ib)
A COOH
COO”

HOOC

I

las mezclas de tales enantiomeros RRR y SSS, y una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

Una realizacién de la invencién se refiere a una mezcla isomérica de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) que comprende al
20 menos 50% del isémero RRR [(aR,o’R,0”R)-a,a’,a”-tris(2-carboxietil)-3,6,9,15-tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-
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1(15),11,13-trien-3,6,9-triacetato(3-)-kN3,kN6,kN9,kN15,k03,k06,k09]-gadolinio, de férmula (la), o del isomero SSS
[(aS,0’S,a”S)-a,a’,a”-tris(2-carboxietil)-3,6,9,15-tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-1(15),11,13-trien-3,6,9-triacetato(3-)-
KN3,kN6,kN9,kN15,k03,k06,k09]-gadolinio de foérmula (Ib), o de una mezcla de los mismos, o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos.

Otro aspecto de la divulgacién se refiere a las amidas obtenidas por conjugacién de uno de los compuestos anteriores
0 mezcla isomérica con un grupo amino, por ejemplo, preferiblemente, serinol o isoserinol.

Un aspecto de la divulgacion se refiere a un derivado de amida de férmula (Il A)
F(NR1Rz2)s (Il A)

en la que:

F es:

un resto de enantiomero RRR de féormula llla
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0 una mezcla de tales restos de enantiomeros RRR y SSS;

y cada uno de los tres grupos -NR1R2 esta unido a un enlace abierto de un resto carboxilo respectivo de F,
identificado con un circulo en negro (e) en las estructuras anteriores;

R1 es H o alquilo de C1-Cs, opcionalmente sustituido con 1-4 grupos hidroxilo;

R2 es un alquilo de C1-Cs opcionalmente sustituido con 1-4 grupos hidroxilo, y preferiblemente un alquilo de C1-Cs
sustituido con uno o dos grupos hidroxilo.

Otra realizacion de la invencion se refiere a una mezcla isomérica de un derivado de amida de Gd(PCTA-tris-acido
glutarico) que tiene la formula (Il B)

F'(NR1Rz2)s ('B)
en la que:

F es una mezcla isomérica de un resto de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) de formula (Ill)
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comprendiendo dicha mezcla isomérica del resto de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) al menos 50% de un resto
enantiomérico de la férmula anterior (llla), del resto enantiomérico de la férmula anterior (lllb), o de una mezcla
de los mismos; y

cada uno de los grupos -NR1R2 esté unido a un enlace abierto de un resto carboxilo respectivo de F’, identificado
con un circulo en negro (e) en la estructura anterior, y es como se definié anteriormente para los compuestos
de férmula (Il A).

Un aspecto adicional de la divulgacion se refiere a una sal farmacéuticamente aceptable de los enantidmeros RRR o
SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) o, preferiblemente, de una mezcla RRR/SSS de los mismos, o de una mezcla
isomérica de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) que comprende al menos 50% de cualquiera de estos enantibmeros o
mezclas de enantiémeros RRR/SSS, o un derivado de amida del mismo de la formula anterior (Il A) o (Il B), para uso
como agente de contraste de MRI, en particular para la formacion de imagenes de diagnéstico de un érgano o tejido
corporal humano o animal mediante el uso de la técnica de MRI.

Un aspecto adicional se refiere a una composicion farmacéuticamente aceptable que comprende al menos un
compuesto 0 mezcla isomérica, o una sal farmacéuticamente aceptable o derivado de amida del mismo como se
defini6 anteriormente, en mezcla con uno o mas vehiculos o excipientes fisiologicamente aceptables.

En otro aspecto, la invencién se refiere a una sintesis estereoselectiva del isomero RRR o SSS del Gd(PCTA-tris-
acido glutarico), o de una sal del mismo tal como se establece en el juego de reivindicaciones adjuntas.

Un aspecto de la divulgacion se refiere a un procedimiento para la preparacion sintética de un derivado de amida de
formula (11 A)

F(NR1R2)s (I1A)
en la que F, R1y R2 son como se afirman anteriormente, que comprende:

a) obtener el isomero RRR o el SSS del complejo de Gd(PCTA-tris-acido glutarico), o una mezcla de los mismos;
y

b) convertir el isémero o la mezcla de isémeros obtenidos en la etapa a) en el derivado de amida del mismo;

asi como a un procedimiento para la preparacion de una mezcla isomérica de un derivado de amida de la férmula
anterior (Il B), que comprende:

a’) obtener una mezcla isomérica del Gd(PCTA-tris-acido glutarico) que comprende al menos 50% del enantiémero
RRR, o SSS, o de una mezcla de los mismos;

b’) convertir la mezcla isomérica del Gd(PCTA-tris-acido glutarico) obtenida en la etapa a’) en la correspondiente
mezcla isomérica del respectivo derivado de amida.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra el cromatograma de HPLC del Gd(PCTA-tris-acido glutarico) recogido como una mezcla
isomérica del Ejemplo 1, realizado siguiendo el procedimiento de sintesis descrito por la técnica anterior ([GdL] =
0,2 mM, 25°C).

La Figura 2 muestra un cromatograma de HPLC del par C de enantiomeros RRR/SSS del Gd(PCTA-tris-acido
glutarico) obtenido en el Ejemplo 3.

La Figura 3 muestra el espectro de MS del pico principal de la figura 2. Relacion m/z Gd(HsL)*:752,14 m/z.

La Figura 4 muestra los cromatogramas de HPLC de: a) mezcla isomérica de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) del
Ejemplo 1; b) par de enantidmeros C (Compuesto VI del Ejemplo 3); c) enantiomero RRR (Compuesto XlI del
Ejemplo 5), y d) enantiémero SSS (Compuesto XVII del Ejemplo 6).
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La Figura 5 muestra los cromatogramas de HPLC quiral de: a) par de enantiomeros C (Compuesto VI del Ejemplo
3), b) enantiomero RRR (Compuesto Xll del Ejemplo 5), y c) enantidmero SSS (Compuesto XVII del Ejemplo 6)
del Gd(PCTA-tris-acido glutarico).

La Figura 6 muestra los cromatogramas de HPLC de los derivados de amida obtenidos por reaccién de Gd(PCTA-
tris-acido glutarico) con isoserinol. a): derivado de amida obtenido como una mezcla isomérica del Ejemplo 2, en
el que los 4 picos principales se identifican, por conveniencia, como A’, B’, C’ y D’; b): derivado de amida obtenido
por reaccién de RRR/SSS del Gd(PCTA-tris-acido glutarico) con R-isoserinol; ¢): derivado de amida obtenido por
reaccion de RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) con S-isoserinol; y d): derivado de amida obtenido por
reaccion de RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) con isoserinol racémico.

La Figura 7 se refiere al ensayo del Ejemplo 7, y muestra los valores del area de HPLC de los picos A (<), B (o),
C (A) y D (O) en funcién del tiempo ([GdL]=0,2 mM, [HCI]=1,0 M, 25°C).

La Figura 8 se refiere al ensayo del Ejemplo 8, y muestra los valores del area de HPLC en funcion del tiempo: area
total de la mezcla isomérica (<); RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-4cido glutarico) + R isoserinol (o); RRR/SSS de
Gd(PCTA-tris-acido glutarico) + S isoserinol (A); RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) + isoserinol racémico
(O). ([GdL]=0,2 mM, [HCI]=1,0 M, 25°C).

La Figura 9 muestra la estructura de rayos X de un monocristal del complejo ternario Gd(PCTA-tris-acido glutarico)
- oxalato con contraiéon de guanidina de férmula {(C(NH2)3)2[Gd(PCTA-tris-acido glutarico)(C204)]}-1H20 que
muestra la quiralidad RRR de los atomos de carbono quirales (identificados) de los colgantes de acido glutarico.

La Figura 10 muestra la celda unitaria del cristal de la figura 9, que contiene complejos 2RRR+2SSS.

La Figura 11 muestra la estructura de rayos X de un monocristal obtenido a partir de un complejo ternario formado
entre el anion carbonato y el compuesto de amida D’ obtenido por reaccién de acoplamiento de RRR/SSS de
Gd(PCTA-tris-acido glutarico) con isoserinol racémico, y analisis estadistico de los cristales recogidos.

Descripcion detallada de la invencion

El procedimiento sintético descrito por la técnica anterior, (véase el documento US6.440.956 citado por el documento
EP1931673) permite obtener Gd(PCTA-tris-acido glutarico) como una mezcla de isbmeros (de otro modo identificada
aqui como “mezcla isomérica de Gd(PCTA-tris-acido glutarico)”), apreciable como varios picos en HPLC.

Se ha solicitado un método de HPLC preparativa, que permite separar cuatro picos de la mezcla, que tienen la misma
relacion m/z (Gd(HaL)+:752,14 m/z).

En la Figura 1 se muestra un cromatograma representativo de la mezcla isomérica resuelta, en la que cada pico, por
conveniencia identificado por una letra, A, B, C y D respectivamente, es razonablemente atribuible a uno de los pares
de enantiomeros identificados anteriormente. Mas precisamente, cada pico esta relacionado con un par de
enantiobmeros, caracterizados por la misma relacion m/z en los espectros de MS que no se pueden discriminar mas
con HPLC de fase inversa normal.

Ahora hemos descubierto inesperadamente que el par de enantiémeros relacionado con el pico C del cromatograma
de HPLC (o el par de enantiémeros C, como se usa de aqui en adelante indistintamente) muestra propiedades 6ptimas,
especialmente en términos de inercia cinética y tendencia reducida a liberar Gd.

Por ejemplo, encontramos que el par de enantiémeros C tiene una vida media de disociacion (en HCI 1 M) algunas
decenas de veces mayor con respecto al par de enantiémeros asociado con el pico B, y mas de diez veces mayor que
la vida media promedio de la mezcla isomérica de Gd(PCTA-tris-acido glutarico).

Ademas, el valor de relaxividad asociado con el par de enantiomeros relacionado con el pico C es significativamente
mayor que el dado a conocer en el documento 1931673 B1 para la mezcla isomérica del Gd(PCTA-tris-acido glutarico),
ensayada en las mismas condiciones.

Este par de enantibmeros C demostr6 comprender: [(0R,a’R,a”’R)-a,a’,a”-tris(2-carboxietil)-3,6,9,15-
tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-1(15),11,13-trien-3,6,9-triacetato(3-)-kN3,kN6,kN9,kN15,k03,k06,k09]-gadolinio, a
saber, el isémero RRR del Gd(PCTA-tris-acido glutarico) de formula (la)
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ooc Q/N\)_<_\ (1a)

COOH

HOOC

y el respectivo isdbmero especular [(aS,a’S,a”S)-a,a’,a"-tris(2-carboxietil)-3,6,9,15-tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-
1(15),11,13-trien-3,6,9-triacetato(3-)-kN3,kN6,kN9,kN15,k03,k06,k09]-gadolinio, es decir, el isomero SSS del
Gd(PCTA-tris-acido glutarico) de férmula (lb)

N
HOOC w
\_\_N N3 ) COO"
) + N
oo’ { n ) (Ib)
N COOH
"COO"

HOOC

Sorprendentemente, las propiedades mejoradas mostradas por los enantiomeros individuales (RRR y SSS) y el par
de enantiémeros RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) (0 RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico), como se
usa en lo sucesivo indistintamente) se mantienen sustancialmente de forma inesperada incluso después de su
conjugacién, por ejemplo conduciendo a conseguir derivados de amida de los mismos.

Por ejemplo, la reaccion de acoplamiento de RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) e, igualmente, de cada
enantiémero RRR o SSS individual del mismo con isoserinol, conduce a un derivado de amida final que tiene la misma
férmula molecular de Gadopiclenol. Al respecto, es interesante sefialar que, independientemente del tipo de isoserinol
usado, ya sea el isémero R 0 S, o el isoserinol racémico, su conjugacion con los enantiomeros RRR/SSS de Gd(PCTA-
tris-acido glutarico) conduce a los respectivos derivados de amida que tienen el mismo tiempo de retenciéon y son, por
lo tanto, indistinguibles por HPLC de fase inversa normal.

De este modo, la forma isomérica diferente del isoserinol adjunto (o, mas generalmente, del derivado de amina), no
afecta las propiedades principales del compuesto conjugado final que estan determinadas esencialmente por la
estereoquimica del precursor de Gd(PCTA-tris-acido glutarico).

De hecho, las propiedades mejoradas mostradas por el par de enantiomeros relacionados con el pico C con respecto
a la mezcla isomérica del Gd(PCTA-tris-acido glutarico) se mantienen sustancialmente después de la conjugacion del
mismo con isoserinol, independientemente de la configuracion del isoserinol acoplado.

En particular, independientemente de la configuracion del isoserinol, su acoplamiento con el par de enantiomeros
RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) conduce a un compuesto amidico que tiene mayor inercia cinética y
relaxividad en comparacion con Gadopiclenol obtenido como una mezcla isomérica con el procedimiento sintético de
la técnica anterior.

En la presente descripcion, y salvo que se indique lo contrario, la expresién “mezcla isomérica” (referida a un
compuesto especifico) incluye dentro de su significado una mezcla que comprende al menos dos estereoisémeros de
este compuesto. En particular, cuando se usa con referencia a Gd(PCTA-tris-acido glutarico), la expresion “mezcla
isomérica” se refiere a una mezcla no separada de al menos dos de los 8 diasteredmeros (o diastereoisémeros, como
se usa aqui indistintamente) y, mas precisamente, 4 pares de enantiémeros generados por los tres estereocentros
contenidos en la molécula, e identificados en la Tabla 1. Por otro lado, cuando se usa con referencia a un derivado de
amida del Gd(PCTA-tris-acido glutarico), tal como, por ejemplo, Gadopiclenol, la expresion “mezcla isomérica” se
refiere a una mezcla no definida y no separada del derivado de amida respectivo de los al menos dos (de los cuatro
posibles) pares de enantiémeros anteriores del resto de Gd(PCTA-tris-acido glutarico).

En este sentido, dado que cada uno de los grupos amina del derivado de amida puede contener a su vez uno 0 mas
estereocentros, el ndmero total de posibles esterecisomeros del derivado de amida puede aumentar
correspondientemente. Por ejemplo, la conjugacién de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) con tres moléculas de isoserinol,
cada una con un estereocentro respectivo, eleva a 64 el niumero de estereoisébmeros posibles (32 pares de
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enantiomeros) del derivado de amida correspondiente, generados por la presencia de los respectivos seis
estereocentros en total en la molécula.

En la presente descripcién y reivindicaciones, las expresiones “mezcla isomérica de un derivado de amida de
Gd(PCTA-tris-acido glutarico)” o “derivado de amida de una mezcla isomérica de Gd(PCTA-tris-acido glutarico)” se
usan indistintamente.

La expresion “enantiomeros C” se refiere al par de enantiomeros relacionados con el pico C, segun la figura 1. Dichos
enantiomeros C corresponden al par de enantiomeros RRR/SSS del Gd(PCTA-tris-&cido glutarico).

La expresion “par de enantiomeros RRR/SSS” (o enantiomeros RRR/SSS) generalmente se refiere a una mezcla del
enantiomero RRR y el respectivo isdmero especular SSS de un compuesto pretendido, incluyendo una mezcla
racémica de los mismos. En la presente descripcion, esta expresion se usa tipicamente con referencia al Gd(PCTA-
tris-acido glutéarico), y se refiere a una mezcla de los enantiomeros RRR y SSS de este compuesto (0 mezcla RRR/SSS
del mismo). Mas particularmente, la expresion “par de enantiomeros RRR/SSS del Gd(PCTA-tris-acido glutarico)” (o
“RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico)” como se usa aqui indistintamente) se refiere a una mezcla de
[(aR,a’R,a”R)-a,a’,a”-tris(2-carboxietil)-3,6,9,15-tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-1(15),11,13-trien-3,6,9-triacetato(3-)-
KN3,kN6,kN9,kN15,k03,k06,k09]-gadolinio (enantiomero RRR) y [(aS,0’S,a”S)-a,a’,a”-tris(2-carboxietil)-3,6,9,15-
tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-1(15),11,13-trien-3,6,9-triacetato(3-)-kN3,kN6,kN9,kN 15,k 03,k 06,k 09]-gadolinio
(enantiomero SSS), por ejemplo esquematizado a continuacién

HOOC HOOC
N Gd3+N

COOH COOH
"C00"

HOOC HOOC

RRR SSS

La expresién “compuesto D’ se refiere al derivado de amida obtenido por la reaccién de acoplamiento de RRR/SSS
de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) con isoserinol.

La expresion “sintesis estereoselectiva’ (o “sintesis asimétrica” usada aqui indistintamente) comprende en su
significado una reaccioén quimica (o secuencia de reaccion) en la que se forman uno o mas elementos nuevos de
quiralidad en una molécula de sustrato, y que produce los productos estereoisoméricos (enantioméricos o
diastereoisoméricos) en cantidades desiguales. En la presente descripcion, la expresion “sintesis estereoselectiva” se
utiliza en particular con referencia al RRR y el respectivo isémero especular SSS del Gd(PCTA-tris-acido glutarico), y
se refiere a una sintesis que permite obtener un complejo que contiene al menos 55%, preferiblemente 65%, mas
preferiblemente 75%, y lo més preferible al menos 85% de cualquiera de los dos enantiomeros.

La expresion “sal farmacéuticamente aceptable”, como se usa aqui, se refiere a derivados de los compuestos de la
invencion en los que el compuesto original se modifica de manera adecuada convirtiendo cualquiera de los grupos
acidos o basicos libres, si estan presentes, en la sal de adicién correspondiente con cualquier base o acido
convencionalmente destinado a ser farmacéuticamente aceptable.

Los cationes preferidos de bases inorganicas que se pueden usar de manera adecuada para preparar una sal de la
invencion comprenden, por ejemplo, iones de metales alcalinos o alcalino-térreos tales como potasio, sodio, calcio o
magnesio.

Los cationes preferidos de bases organicas comprenden, por ejemplo, los de aminas primarias, secundarias y
terciarias tales como, por ejemplo, etanolamina, dietanolamina, morfolina, glucamina, N-metilglucamina, N,N-
dimetilglucamina.

Los cationes y aniones preferidos de aminoacidos comprenden, por ejemplo, los de taurina, glicina, lisina, arginina,
ornitina, o de acidos aspartico y glutamico.

Ademas, los términos “resto” o “restos”, “residuo” o “residuos” estan destinados aqui a definir la porcién residual de
una molécula dada una vez unida o conjugada correctamente, ya sea directamente o mediante cualquier enlazador
adecuado, al resto de la molécula.
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Por ejemplo, cuando se usa con referencia a derivados de amida de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) (ya sea en forma
de una mezcla isomérica o del isémero RRR o SSS, o una mezcla de enantiomeros RRR/SSS o par de enantiomeros
del mismo), el término “resto” se refiere a la porcion de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) que se une a los grupos amina
para dar el derivado de amida correspondiente.

5 En particular, la expresion “resto de la mezcla isomérica de Gd(PCTA-tris-acido glutarico)” se refiere a un compuesto

que tiene la siguiente férmula (I11)

N Gd3+N

f\

Este resto puede conjugarse, por ejemplo, con restos amino de formula -NR1Rz a través de los enlaces abiertos de los
restos carboxilo identificados con un circulo en negro (e) en la estructura anterior, para dar el derivado de amida

10 correspondiente de férmula
R;R1NOC Q
Cfdsﬂ\l

O.

o=

‘00C

CONR¢R2
Ccoo

R2R{NOC

De manera similar, la expresion “resto de los enantiomeros RRR y SSS del Gd(PCTA-tris-acido glutarico)” se refiere
a compuestos que tienen, respectivamente, la siguiente férmula (Il1A)

1] I
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N Gd3+N_<_\
‘ooc Q/N\) Y lia

00"

o
1
—0Oe

15 y(llib)

00C Q,N \)_\“_\._ IHib

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES2938015T3

El término “resto” se aplica de forma similar a los restos correspondientes del par de enantiomeros RRR/SSS, o, en
general, de mezclas de enantibmeros.

Se ha impulsado un método de HPLC preparativa, que permite separar cuatro picos del Gd(PCTA-tris-acido glutarico)
obtenido siguiendo la sintesis no estereoselectiva descrita por la técnica anterior, identificados por conveniencia como
A, B, C y D, respectivamente, que tienen la misma relacion m/z (Gd(H4L)+:752,14 m/z). Teniendo en cuenta los tres
estereocentros presentes en la molécula (identificados como asteriscos en la estructura molecular anterior), las cuatro
sefales en los cromatogramas de HPLC del complejo de Gd(PCTA-tris-acido glutérico) se han asignado a los cuatro
pares de enantiomeros respectivos formados con los diferentes isomeros épticos del resto de é&cido glutarico,
anteriormente identificados en la Tabla 1.

Para investigar la inercia cinética de la mezcla racémica del Gd(PCTA-tris-acido glutarico) y, en particular, de sus
cuatro pares de enantiémeros separados por HPLC, investigamos sus reacciones de disociaciéon que tienen lugar en
condiciones acidas. Un gran exceso de H* ([HCI] = 1,0 M) se aprovecho6 en particular para garantizar las condiciones
cinéticas de pseudo primer orden.

GdL + yH* > Gd® + HyL y=7y8 (Ec. 1)

en la que L es el PCTA-tris-acido glutarico protonado (ligando libre), e y es el numero de protones unidos al ligando.

Se prepar6 una disolucion de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) (mezcla isomérica) en HCI 1 M y se analiz6 durante el
tiempo como se explica en el Ejemplo 7.

En particular, el valor del &rea para cada uno de los picos A, B, C y D se evalu6 a lo largo del tiempo mediante HPLC.

Debido a la disociacion catalizada por acido del complejo, verificamos que, como se esperaba, las areas integrales de
los picos A, B, C y D disminuyeron, mientras que se formaron y crecieron nuevas sefales, correspondientes a ligandos
libres (m/z: 597,24). Curiosamente, sin embargo, descubrimos que la velocidad de disminucion de las areas de las
sefiales A, B, C y D no eran iguales entre si; por ejemplo, la disminucién de las areas de los picos A y B fue
significativamente mas rapida que la de los picos C y D.

La disminucién de los valores del area integral de las sefales de A, B, C y D se evalud y representd asi como una
funcion del tiempo. Los resultados obtenidos se muestran graficamente en la Figura 7, que resalta las diferencias
observadas existentes entre los comportamientos de los cuatro picos.

Las constantes de velocidad de pseudo primer orden kx (en las que kx es = ka, ks, kc y ko respectivamente), que
caracterizan la velocidad de disociacion de los diferentes pares de enantiomeros del complejo Gd(PCTA-tris-acido
glutarico), y las vidas medias (t12=In2/kx) se calcularon entonces ajustando los pares de datos de area - tiempo, como
se explica con detalle en el Ejemplo 7. También se obtuvo el valor de vida media promedio para la mezcla isomérica
de Gd(PCTA-tris-acido glutarico), considerando la composicién porcentual de la mezcla. Los resultados obtenidos se
resumen en la Tabla 2, y se comparan con los valores correspondientes referidos en la bibliografia para algunos
agentes de contraste de referencia, por ejemplo Gd-DOTA (Dotarem™) y Eu(PCTA) (complejo de europio del acido
3,6,9,15-tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-1(15),11,13-trien-3,6,9,-triacético).

Estos resultados confirman que las velocidades de disociacion de los cuatro pares de enantiémeros difieren
considerablemente entre si.

En particular, el par de enantidmeros relacionado con el pico C tiene, inesperadamente, la mayor inercia cinética y la
menor tendencia a liberar Gd entre todos los demas isémeros posibles.

De hecho, el valor t12 medido para este par de enantiémeros C es, por ejemplo, alrededor de 68 veces mayor que el
valor, por ejemplo, de B. Ademas, el valor t1,2 del par de enantibmeros relacionado con el pico C es significativamente
mas alto que el medido para Eu(PCTA), que tiene igualmente q=2, (véase, por ejemplo, Tircso, G. et al. Inorg Chem
2006, 45 (23), 9269-80) y es totalmente comparable con el valor t12 dado a conocer en la bibliografia, por ejemplo
para Gd-DOTA (Dotarem™), que son los agentes de contraste comercializados que tienen la mejor estabilidad e
inercia.

Las fracciones enriquecidas con este compuesto se recogieron entonces mediante cromatografia ultrarrapida, por
ejemplo como se explica con detalle en el Ejemplo 3, lo que lleva a lograr el par de enantiomeros relacionado con el
pico C con un grado de pureza de al menos alrededor de 90% (como % de area de HPLC, véase la Figura 2).

Sorprendentemente, un valor de relaxividad r1 = 9,3 + 0,1 mM's™! se obtuvo para el par de enantiGmeros recogidos,
que es significativamente mayor que el valor r1 = 7,2 registrado (en las mismas condiciones) para la mezcla isomérica
de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) en el documento EP1931673B1.

La mayor relaxividad y mayor inercia combinadas inesperadas (que da como resultado una mayor tolerabilidad)
mostradas por este par de enantidmeros son de particular interés.
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De este modo, se han realizado esfuerzos para identificar el par de enantiémeros relacionados con el pico C.

En particular, se ha establecido una sintesis estereoselectiva de los isomeros RRR y SSS del Gd(PCTA-tris-acido
glutarico), descrita en el Ejemplo 5 y 6 respectivamente, que conduce a lograr un bruto con un compuesto principal
que tiene el mismo tiempo de retencién t- de HPLC del pico C con HPLC de fase inversa normal. Utilizando el isémero
relacionado acido (R)-(-)-5-oxotetrahidrofuran-2-carboxilico como intermedio clave, también se obtuvo el
correspondiente isomero SSS del Gd(PCTA-tris-acido glutarico), que tiene el mismo tiempo de retencion de HPLC
(Figura 4).

En cambio, la sintesis de Gd(PCTA-tris-acido glutérico) llevada a cabo utilizando (2S)-bromoglutarato de metilo permite
lograr el complejo como una mezcla isomérica sustancialmente indistinguible de la recogida con bromoglutarato de
metilo racémico, como se describe en la técnica anterior.

El par de enantidmeros relacionado con el pico C se analiz6 entonces con un método de HPLC quiral especifico (que
permite separar los enantiémeros individuales del par) en comparacion con los isomeros SSS y RRR sintetizados del
Gd(PCTA-tris-acido glutarico). Los cromatogramas obtenidos, ilustrados en la Figura 5, confirman que los dos
enantiomeros relacionados con el pico C tienen los mismos tiempos de retencién de los isémeros RRR y SSS
sintetizados del Gd(PCTA-tris-acido glutarico).

Ademas, se formaron cristales a partir del par de enantiémeros C con oxalato de guanidinio como se describe con
detalle en el Ejemplo 10. Un estudio de difraccion de rayos X de monocristales permitié establecer la configuracion
RRR de los centros quirales de los brazos glutaricos de la molécula, apreciable en la Figura 9, y la presencia de una
relacién equimolar de isémeros RRR y SSS en cada celda unitaria del cristal y, por tanto, la naturaleza racémica
RRR/SSS del par (Figura 10).

Todos estos resultados coinciden en establecer que el compuesto asociado con el pico C consiste de hecho en el par
enantiomérico RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico), o RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) como se usa
aqui indistintamente.

Mas particularmente, los resultados anteriores permitieron definir que el compuesto correspondiente al pico C
identificado por la presente invencidn comprende una mezcla de of [(aR,o’R,0”R)-a,a’,a-tris(2-carboxietil)-3,6,9,15-
tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-1(15),11,13-trien-3,6,9-triacetato(3-)-kN3,kN6,kN9,kN15,k03,k06,kO9]-gadolinio, o
RRR-Gd(PCTA-tris-acido glutarico), de formula

N
HOOC |
\—ﬂ>_ N coo
NGga**
‘00C N\§§<L—\
COOH
coo

HOOC

y el respectivo isdbmero especular [(aS,a’S,a”S)-a,a’,a"-tris(2-carboxietil)-3,6,9,15-tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-
1(15),11,13-trien-3,6,9-triacetato(3-)-kN3,kN6,kN9,kN15,k03,k06,k09]-gadolinio, o} SSS-Gd(PCTA-tris-acido
glutérico), de férmula

N

HOOC | P
N

.COoO
N gg¥*N—

‘00C <\’T _\M—\

COOH
coo

HOOC

en la que dicha mezcla esta representada de otra manera por la siguiente formula Ic
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De este modo, un aspecto de la divulgacion es el par de enantiomeros RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico),
los enantiémeros individuales del par, sus mezclas, las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, sus
derivados amidicos, y composiciones que los comprenden.

En particular, un aspecto de la divulgacién se refiere a un compuesto que se selecciona preferiblemente del grupo que
consiste en: el enantiémero individual [(aR,0’R,0”R)-a,0’,a-tris(2-carboxietil)-3,6,9,15-
tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-1(15),11,13-trien-3,6,9-triacetato(3-)-kN3,kN6,kN9,kN15,k03,k06,k09]-gadolinio
(enantiomero RRR); su respectivo isémero especular, a saber, el enantiomero individual [(aS,a’S,a”S)-a,a’,a”-tris(2-
carboxietil)-3,6,9,15-tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-1(15),11,13-trien-3,6,9-triacetato(3-)-
KN3,kN6,kN9,kN15,k03,k06,k09]-gadolinio (enantidmero SSS); el par de enantiomeros RRR/SSS de los mismos; y
una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

Segun un aspecto de la divulgacion se refiere al par de enantiomeros RRR/SSS del Gd(PCTA-tris-acido glutarico), de
otro modo aqui identificado mas simplemente como “RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico)”, que comprende una
mezcla de los dos enantiomeros individuales RRR y SSS del complejo, por ejemplo segln un aspecto de la divulgacion,
una mezcla racémica de los mismos, o una sal de los mismos.

Otro aspecto de la divulgacién se refiere a Gd(PCTA-tris-acido glutarico) enriquecido en cualquiera de los
enantiémeros anteriores, o mezclas de los mismos.

El término “enriquecido”, usado con referencia a un isémero, o enantidmero, o par de enantidmeros segun la invencion,
(particularmente cuando se refiere a Gd(PCTA-tris-acido glutarico) o derivados de amida del mismo), incluye dentro
de su significado una mezcla de isémeros en la que dicho isdbmero, enantiomero, o par de enantibmeros esta presente
en una cantidad mayor con respecto a la cantidad tipicamente contenida en una mezcla obtenida segun un
procedimiento de sintesis no estereoselectiva de la técnica anterior.

Tal enriquecimiento (referido a un isémero o par de enantiomeros de Gd(PCTA-tris-acido glutarico)) corresponde, por
ejemplo, a una cantidad de al menos 50% de dicho isémero o par de enantiémeros en la mezcla, preferiblemente al
menos 60%, mas preferiblemente al menos 70%, e incluso méas preferiblemente al menos 80%, por ejemplo de al
menos 90%.

En particular, otro aspecto de la invencion se refiere a una mezcla isomérica de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) que
comprende al menos 50% (con respecto a la composicién isomérica del mismo, es decir, a la suma de los isomeros
individuales que constituyen la mezcla isomérica del Gd(PCTA-tris-acido glutarico)) de cualquiera de los isémeros
anteriores, es decir, en la que al menos 50% de la mezcla isomérica del complejo de Gd(PCTA-tris-acido glutarico)
consiste en el isémero RRR [(aR,o’R,a”R)-a,a’,a"-tris(2-carboxietil)-3,6,9,15-tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-
1(15),11,13-trien-3,6,9-triacetato(3-)-kN3,kN6,kN9,kN15,k03,k06,k09]-gadolinio; o el isémero SSS [(aS,a’S,a”S)-
a,a’,a”-tris(2-carboxietil)-3,6,9,15-tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-1(15),11,13-trien-3,6,9-triacetato(3-)-
KN3,kN6,kN9,kN15,k03,k06,k09]-gadolinio; o una mezcla de los mismos; o una sal de los mismos (estando
representada la cantidad restante del complejo por una mezcla indiscriminada de cualesquiera otros posibles isémeros
de los mismos).

De este modo, una realizacion de la invencion se refiere a Gd(PCTA-tris-acido glutarico), o una sal del mismo, en el
que el respectivo enantiomero RRR, o enantidmero SSS, o mezcla RRR/SSS de estos enantiomeros representa al
menos 50% (por ejemplo en moles) de la mezcla isomérica que constituye dicho acido o sal.

Preferiblemente, el enriquecimiento del Gd(PCTA-tris-acido glutarico) (en uno de los enantibmeros anteriores o
mezclas de los mismos) es de al menos 60%, mas preferiblemente de al menos 70%, lo mas preferible de al menos
80%, por ejemplo de al menos 90%.

Mas preferiblemente, el enriquecimiento esta en el par enantiomérico RRR/SSS del Gd(PCTA-tris-acido glutarico).

En una realizacién preferida, la invencion se refiere al par de enantiomeros RRR/SSS del Gd(PCTA-tris-acido
glutarico), o a una mezcla isomérica de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) que comprende al menos 50% de su par de
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enantiomeros RRR/SSS, es decir, en otras palabras, un Gd(PCTA-tris-acido glutarico) en el que al menos 50% del
complejo consiste en el par de enantiomeros RRR/SSS del mismo.

El isomero RRR [(aR,a’R,a”R)-a,a’,a”-tris(2-carboxietil)-3,6,9,15-tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-1(15),11,13-trien-
3,6,9-triacetato(3-)-kN3,kN6,kN9,kN15,k03,k06,k09]-gadolinio, o un Gd(PCTA-tris-acido glutarico) enriquecido en
este isdbmero se puede preparar, por ejemplo, mediante el uso de una sintesis estereoselectiva que comprende alquilar
3,6,9,15-tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-1(15),11,13-trieno, o “picleno” como se usa aqui de manera intercambiable,
con éster dimetilico del acido (2S)-2-[(trifluorometilsulfonil)oxi]pentanodioico, como se describe con mayor detalle en
el Ejemplo 5.

Asimismo, el uso alternativo del éster dimetilico del acido (2R)-2-[(trifluorometilsulfonil)oxi]pentanodioico (por ejemplo,
descrito en el Ejemplo 6) permite lograr el respectivo isomero SSS del Gd(PCTA-tris-acido glutarico), o un Gd(PCTA-
tris-acido glutarico) adecuadamente enriquecido del mismo.

Las sintesis estereoselectivas de los isomeros RRR y SSS del Gd(PCTA-tris-acido glutarico) son nuevas, y constituyen
una realizacién adicional de la presente invencién tal como se establece en el juego de reivindicaciones adjuntas.

En otro aspecto de la divulgacion se refiere a los anteriores enantibmeros, par de enantiomeros, o Gd(PCTA-tris-acido
glutérico) enriquecido, en forma de una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, para uso como agentes de
contraste particularmente adecuados para el andlisis de formacién de imagenes mediante resonancia magnética
(MRI).

Mas particularmente, un aspecto adicional de la divulgacion se refiere a una sal farmacéuticamente aceptable de un
compuesto seleccionado de un enantiémero individual RRR, o un enantiomero individual SSS, o par de enantibmeros
RRR/SSS del Gd(PCTA-tris-acido glutarico), o Gd(PCTA-tris-acido glutarico) enriquecido al menos 50% en uno de
estos enantiomeros individuales, o, preferiblemente, mezclas de enantiomeros RRR/SSS, para uso como agente de
contraste, particularmente adecuado para andlisis de formacion de imagenes mediante resonancia magnética (MRI).

Ejemplos adecuados de sales farmacéuticamente aceptables incluyen, por ejemplo, las sales con un catiéon de una
base inorganica seleccionada de un metal alcalino o alcalino-térreo tal como potasio, sodio, calcio o0 magnesio, o de
una base organica seleccionada de etanolamina, dietanolamina, morfolina, glucamina, N-metilglucamina, N,N-
dimetilglucamina, o de un aminoacido seleccionado de lisina, arginina y ornitina.

Segun otro aspecto, la divulgacion se refiere a un conjugado de uno de los compuestos 0 mezclas isoméricas
anteriores, preferiblemente con una amina de férmula NHR1R2.

Un aspecto de la divulgacion se refiere a un derivado de amida del enantiémero RRR, enantiomero SSS, o una mezcla
de estos dos enantiomeros de Gd(PCTA-tris-acido glutarico), de férmula (Il A)

F(NR1R2)s (I A).

Otra realizacion de la invencion se refiere a una mezcla isomérica de un derivado de amida de Gd(PCTA-tris-acido
glutérico) que comprende al menos 50% del enantiémero individual RRR, o enantidmero SSS, o de una mezcla de
estos enantiémeros, de formula (Il B) tal como se establece en el juego de reivindicaciones adjuntas.

F’'(NR1R2)s (I B).

En las formulas (Il A) y (Il B) mencionadas anteriormente, los significados de F, F’, R1 y R2 son como se definieron
anteriormente.

Los ejemplos preferidos incluyen derivados de amida de la formula anterior (Il A) en la que F es una mezcla de restos
de enantiomeros RRR y SSS (o par de restos de enantiomeros RRR/SSS) de Gd(PCTA-tris-acido glutarico), o de la
férmula anterior (Il B) en la que F’ es una mezcla isomérica de resto de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) que comprende
al menos 50% de una mezcla de restos de enantiomeros RRR y SSS.

En una realizacion preferida, la invencién se refiere a un derivado de amida de la férmula anterior (Il B), en la que F’
es una mezcla isomérica de un resto de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) de la férmula Il anterior que comprende al
menos 50% de una mezcla de restos de enantiomeros RRR y SSS, respectivamente de formula (111A) y (11IB).

Preferiblemente, en estos derivados de amida, F’ esta enriquecido al menos 60% (es decir, comprende al menos 60%
de), mas preferiblemente al menos 70%, lo mas preferible al menos 80%, por ejemplo particularmente de forma
preferible enriquecido al menos 90% en la mezcla de restos de enantiomeros RRR y SSS. Los ejemplos adecuados
incluyen derivados de amida de la férmula anterior (Il B) en la que R1 es Hy Rz es un alquilo de C1-Cgz sustituido con
uno o mas, preferiblemente uno o dos, y mas preferiblemente dos grupos hidroxilo.

En una realizacion preferida, la invencion se refiere a una mezcla isomérica de derivados de amida de la férmula
anterior (Il B) en la que F’ es un resto de la férmula (l1l) como se definié anteriormente, R1 es H, y Rz es alquilo de C1-
Cs sustituido con uno o dos grupos hidroxilo. Mas preferiblemente, R2 es un resto de serinol o, incluso mas
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preferiblemente, un resto de isoserinol, por ejemplo seleccionado de R isoserinol, S isoserinol, o isoserinol racémico.
Lo mas preferible, el compuesto de amida es con isoserinol racémico.

Los ejemplos representativos de los compuestos anteriores incluyen, por ejemplo:
- [(aS,a'S,a"“S)-a,a’,a”-tris[3-[(2(S),3-dihidroxipropil)amino]-3-oxopropil]-3,6,9,15-tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-

5 1(15),11,13-trien-3,6,9-triacetato(3-)-kN3,kN6,kN9,kN15,k03,k06,k09]-gadolinio, (o isémero SSS-SSS), de
formula;

7

- [(aR,0’R,a”R)-a,a’,a”-tris[3-[(2(R),3-dihidroxipropil)amino]-3-oxopropil]-3,6,9,15-tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-
1(15),11,13-trien-3,6,9-triacetato(3-)-kN3,kN6,kN9,kN15,k03,k06,k09]-gadolinio (0 isémero RRR-RRR) de

10 férmula

HNOC

OH

CONH\V,L\’
OH

OH
OH

7

- [(aR,0’R,a”R)-a,a’,a”-tris[3-[(2(S),3-dihidroxipropil)amino]-3-oxopropil]-3,6,9,15-tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-
1(15),11,13-trien-3,6,9-triacetato(3-)-kN3,kN6,kN9,kN15,k03,k06,k09]-gadolinio (o0 isémero RRR-SSS) de

formula
N
|
L
N coo
"00C Gd+N
H N OH
o CONH
\“’\\,OH
HNOC
“OH
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- [(aS,a’S,0”S)-a,a’,a”-tris[3-[(2(R),3-dihidroxipropil)amino]-3-oxopropil]-3,6,9,15-tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-
1(15),11,13-trien-3,6,9-triacetato(3-)-kN3,kN6,kN9,kN15,k03,k06,k09]-gadolinio (0 isémero SSS-RRR) de

férmula
HNOC {j&
f[ NG

HNOC

OH

CONHvk’
OH

OH
OH

o isémeros respectivos, en los que los restos de isoserinol estan en las configuraciones RSR, SSR, SRS, RSS o
RRS.

Las amidas de formula (Il B) con isoserinol tienen la misma formula molecular de Gadopiclenol pero comprenden un
resto central F’ enriquecido al menos 50% en el isomero RRR, o el resto del isémero SSS o, mas preferiblemente, en
la mezcla de restos de enantiomeros RRR y SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico).

En particular, independientemente del tipo de isoserinol usado (es decir, si es unisémero R o S, o isoserinol racémico),
su conjugacioén con el par de enantiomeros RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) conduce a conjugados que,
como se muestra en la Figura 6, tienen el mismo tiempo de retencién y son, por lo tanto, indistinguibles por HPLC. La
Figura 6 muestra ademas que este tiempo de retencién es el mismo del pico D’ separado por HPLC del Gadopiclenol
obtenido como una mezcla isomérica en el Ejemplo 2.

Sorprendentemente, las propiedades mejoradas del RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) se mantienen
sustancialmente después de su conjugacion con isoserinol, independientemente de la configuracion del isoserinol
acoplado.

En particular, la conjugacién de isoserinol con RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) conduce a un derivado de
amida que tiene la misma férmula molecular pero mayor inercia cinética y relaxividad del Gadopiclenol obtenido como
mezcla isomérica con el procedimiento sintético de la técnica anterior.

De hecho, el mismo ensayo realizado para evaluar la inercia cinética de los cuatro pares de enantidmeros diferentes
separados de la mezcla isomérica de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) se repitié usando Gadopiclenol (mezcla isomérica)
como se obtuvo en el Ejemplo 2 y los derivados de amida obtenidos por conjugacién de RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-
acido glutarico) con i) R-isoserinol; ii) S-isoserinol; y iii) isoserinol racémico, respectivamente.

La vida media promedio de los compuestos conjugados obtenidos y de Gadopiclenol (mezcla isomérica) se calculd
considerando la disminucion del area total de HPLC a lo largo del tiempo como se describe con detalle en el Ejemplo
8. Para derivados de amida obtenidos por reaccion de RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) con i) R-isoserinol;
i) S-isoserinol; y iii) isoserinol racémico, las constantes de velocidad de pseudo primer orden kx y las vidas medias
(t12=In2/kx) también se calcularon ajustando los pares de datos de area - tiempo como se llevo a cabo para RRR/SSS
de Gd(PCTA-tris-acido glutéarico) en el Ejemplo 7.

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 3, y se comparan con los valores correspondientes referidos en la
bibliografia para algunos agentes de contraste de referencia, por ejemplo Gd-DOTA (Dotarem™) y Eu(PCTA).

Los datos de la Tabla 3 de un lado muestran el muy buen acuerdo existente entre valores de ti,2 de complejos obtenidos
acoplando RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) con R-, S- e isoserinol racémico estimados a partir de los
valores de area y calculados mediante el ajuste de los datos cinéticos de area-tiempo.

Por otro lado, los datos de la Tabla 3 resaltan que todos los valores fi2 de los compuestos de amida obtenidos por
reaccion de RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) con i) R-isoserinol; ii) S-isoserinol; y iii) isoserinol racémico
son alrededor de 8 veces mayores que el del Gadopiclenol (mezcla isomérica), confirmando de ese modo que la mayor
inercia cinética mostrada por RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) se mantiene sustancialmente incluso
después de su acoplamiento con isoserinol.

16



10

15

20

25

30

35

40

ES2938015T3

La consistencia total de los valores de vida media, obtenidos para los diferentes compuestos complejos resultantes de
la conjugacion de RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) con R-, S- o isoserinol racémico, indica también que la
quiralidad del colgante de isoserinol no tiene influencia para la inercia cinética del complejo final. La relaxividad r+
también se midié para los compuestos obtenidos por conjugacion de RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) con
R-, S- e isoserinol racémico, en las mismas condiciones usadas en la bibliografia para Gadopiclenol.

Los resultados obtenidos se comparan en la Tabla 5. De nuevo, independientemente de la configuracion del isoserinol
adjunto, la relaxividad r1 medida tanto en agua como en HSA para compuestos conjugados obtenidos a partir de
RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) es mayor que la dada a conocer en la técnica relevante para Gadopiclenol.

Se obtiene asi un derivado de amida por conjugacion del RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) de la presente
invencion con isoserinol que, a pesar de tener la misma estructura que el compuesto de Gadopiclenol, se caracteriza
por una inercia cinética mejorada y una mayor relaxividad.

A continuacion, se obtuvieron cristales del derivado de amida resultante de la conjugacion de RRR/SSS de Gd(PCTA-
tris-acido glutarico) con isoserinol racémico como se describe con detalle en el Ejemplo 10. Un estudio de difraccién
de rayos X de un monocristal obtenido de un complejo ternario formado entre el anién carbonato y el derivado de
amida confirmo la configuracion RRR/SSS de los brazos glutaricos de la molécula central C.

La estructura de rayos X y un andlisis estadistico de todos los cristales recolectados se proporcionan en la Figura 11.

Los resultados de la sintesis estereoselectiva del isomero RRR o SSS individual y las estructuras (cristalinas)
registradas tanto del par de enantiémeros C como del conjugado del mismo con isoserinol son asi todos ellos
consistentes entre si, y permiten establecer que el compuesto atribuido al pico C en la HPLC de la Figura 1
corresponde de hecho al par de enantiémeros RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico).

La sintesis de los isdmeros RRR y SSS del Gd(PCTA-tris-acido glutarico) tal como se establece en el juego de
reivindicaciones adjuntas representa una realizacion adicional de la invencién.

En particular, otra realizacién de la invencion se refiere a un procedimiento estereoselectivo para la preparacion de
Gd(PCTA-tris-acido  glutarico) enriquecido en el isomero [(aR,o’R,0’R)-a,a’,a”-tris(2-carboxietil)-3,6,9,15-
tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-1(15),11,13-trien-3,6,9-triacetato(3-)-kN3,kN6,kN9,kN 15,k O3,k06,k09]-gadolinio
(isomero RRR), que comprende

a) obtener éster dimetilico del acido (2S)-2-[(trifluorometilsulfonil)oxiJpentanodioico, de férmula

©)
Meooc\/\(coowle

OSO,CF3

7

y
b) alquilar 3,6,9,15-tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-1(15),11,13-trieno de férmula

con el éster dimetilico del acido (2S)-2-[(trifluorometilsulfonil)oxi]pentanodioico recogido.

En una realizacion, el procedimiento permite obtener Gd(PCTA-tris-acido glutarico) enriquecido al menos 55%,
preferiblemente al menos 60%, mas preferiblemente al menos 70%, y lo mas preferible al menos 80%, por ejemplo
enriquecido alrededor de 85% en el isomero RRR deseado del complejo.

De manera similar, el uso alternativo del éster dimetilico del acido (2R)-2-[(trifluorometilsulfonil)oxi]pentanodioico en la
etapa a) del procedimiento permite lograr el respectivo isémero SSS del Gd(PCTA-tris-acido glutarico), o un Gd(PCTA-
tris-acido glutarico) adecuadamente enriquecido en este isémero.

En aun otro aspecto, la divulgacién se refiere al par de enantiomeros RRR/SSS del Gd(PCTA-tris-acido glutarico) o
un Gd(PCTA-tris-acido glutarico) enriquecido al menos 50% con este mismo par enantiomérico para uso como
intermedio en la preparacién de un derivado del mismo tal como, preferiblemente, un derivado de amida.
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Aun otro aspecto de la divulgacion se refiere a un procedimiento para la preparacion sintética de un derivado de amida
de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) de férmula (Il A)

F(NR1Rz2)s (Il A)
en la que F, R1 y R2 son como se explican anteriormente, que comprende:
a) obtener el isomero RRR, o el SSS del Gd(PCTA-tris-acido glutarico), o una mezcla de los mismos; y
b) convertir el isémero, o mezcla de isémeros, obtenido en la etapa a) en el derivado de amida deseado.

La etapa a) de este procedimiento, que conduce a lograr el isomero RRR, o el SSS del Gd(PCTA-tris-acido glutarico)
se lleva a cabo, por ejemplo, como se afirma anteriormente y como se proporciona con detalle, por ejemplo, en los
Ejemplos 5y 6.

Por otro lado, la etapa b) del procedimiento se puede llevar a cabo segun procedimientos convencionales, por ejemplo
descritos en la técnica anterior citada anteriormente.

Un aspecto adicional de la divulgacién se refiere a un procedimiento para la preparacion sintética de una mezcla
isomérica de derivados de una amida de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) de la formula anterior (Il B)

F(NR1R2)s (nB)
en la que F’, R1 y R2 son como se explican anteriormente, que comprende:

a’) obtener una mezcla isomérica del Gd(PCTA-tris-acido glutarico) que comprende al menos 50% del respectivo
enantiomero RRR, o SSS, o, preferiblemente, de una mezcla de los mismos; y

b’) convertir la mezcla isomérica del Gd(PCTA-tris-acido glutarico) obtenida en la etapa a’) en la correspondiente
mezcla isomérica del derivado de amida de interés.

La etapa a’) de este procedimiento, por ejemplo que conduce a lograr la mezcla isomérica de Gd(PCTA-tris-acido
glutarico) que comprende al menos 50% del par de enantiomeros RRR/SSS del mismo, puede obtenerse por ejemplo
mediante cromatografia, incluyendo HPLC preparativa o cromatografia ultrarrapida, partiendo del Gd(PCTA-tris-acido
glutarico) obtenido como una mezcla isomérica con procedimientos conocidos, por ejemplo como se describe en el
Ejemplo 3.

Por otro lado, la etapa b’) del procedimiento, que consiste en acoplar la mezcla isomérica enriquecida de Gd(PCTA-
tris-acido glutarico) recolectada de la etapa a’) con la amina de interés, se puede realizar segun procedimientos
convencionales, por ejemplo dados a conocer en la técnica anterior citada anteriormente.

Por ejemplo, el producto recuperado de la etapa a’) se puede hacer reaccionar con isoserinol, por ejemplo utilizando
el procedimiento sintético proporcionado con detalle en el Ejemplo 4.

Un aspecto adicional de la divulgacién se refiere a una amida de formula (Il A) o (Il B) anterior para uso como agentes
de contraste, particularmente adecuada para analisis de imagenes por resonancia magnética (MRI).

En particular, en otro aspecto, la divulgacion se refiere a un compuesto seleccionado del grupo que consiste en: los
enantiomeros individuales RRR o SSS, una mezcla de dichos enantidmeros RRR/SSS del Gd(PCTA-tris-acido
glutarico), una mezcla isomérica de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) enriquecido al menos 50% en uno de dichos
enantiomeros individuales RRR o SSS o en una mezcla de los mismos, sales farmacéuticamente aceptables de los
mismos, un derivado de amida del mismo de férmula (Il A) o (Il B), para la preparacién de una formulacién farmacéutica
para uso en el diagndstico por imagen, ya sea in vivo o in vitro, ex vivo, de un 6rgano, tejido o region del cuerpo
humano o animal o de una muestra biolégica, que incluye células, fluidos biolégicos y tejidos bioldgicos que se originan
en un paciente mamifero vivo, y preferiblemente, un paciente humano, mediante el uso de la técnica de MRI.

Un aspecto adicional de la divulgacién se refiere a una composicién farmacéutica para uso diagnostico, que
comprende al menos uno de los compuestos isoméricos 0 mezcla isomérica anteriores segun la invencion, o una sal
o derivado de amida farmacéuticamente aceptable del mismo como se afirma anteriormente, en mezcla con uno o
mas excipientes, diluyentes o disolventes fisiologicamente aceptables.

Preferiblemente, la composicion farmacéutica comprende un derivado de amida de la formula (Il A) anterior, en la que,
en dicha férmula (Il A):

F es el resto del par de enantiomeros RRR/SSS del Gd(PCTA-tris-acido glutarico);

0, mas preferiblemente, una mezcla isomérica de un derivado de amida de la férmula (Il B) anterior, en la que, en la
formula (Il B), F’ es una mezcla isomérica de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) enriquecido al menos 50% con dicho par
de enantiémeros RRR/SSS, y -NR1R: es el resto de isoserinol.
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En una realizacién preferida, la composicion farmacéutica comprende un compuesto de amida segun la féormula (Il B)
en la que F’ es el resto de un Gd(PCTA-tris-&cido glutarico) enriquecido al menos 60%, preferiblemente al menos 70%,
mas preferiblemente al menos 80%, por ejemplo lo mas preferible enriquecido al menos 90% en el par de enantiémeros
RRR/SSS del Gd(PCTA-tris-acido glutarico), conjugado con isoserinol de férmula

N
I =z
‘00C N coO"
/_>_N Gd3+ N_<_\
)
HNOC CONH OH
COO

OH
OH  HNOC

OH

OH
OH

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un medio de contraste de MRI que comprende una cantidad eficaz
de al menos un compuesto isomérico o0 mezcla isomérica segun la invencién, como se afirma anteriormente, o de una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o un derivado de amida del mismo, en combinacién con uno o mas
excipientes, diluyentes o disolventes farmacéuticamente aceptables.

En este sentido, y a menos que se indique lo contrario, la expresion “cantidad eficaz” o “dosis eficaz”, como se usa
aqui, se refiere a cualquier cantidad de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) segun la invencién o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, o derivado de amida del mismo de formula (Il A) o (Il B) o composicién farmacéutica del mismo,
que sea suficiente para cumplir su fin o fines de diagndstico pretendidos: es decir, por ejemplo, para visualizar ex vivo
un elemento biolégico que incluye células, fluidos biolégicos y tejidos biol6gicos, o la formacion de imagenes de
diagnéstico in vivo de 6rganos, tejidos o regiones corporales de un paciente.

A menos que se indique lo contrario, la expresion “paciente individual” o “paciente”, como se usa aqui, se refiere a un
paciente humano o animal vivo, y preferiblemente un ser humano que se somete a evaluacion de diagnéstico por MR.

Los detalles relacionados con las dosis, formas de dosificacion, modos de administracién, vehiculos, excipientes,
diluyentes, adyuvantes, y similares farmacéuticamente aceptables se conocen en la técnica.

Los ejemplos de los compuestos preferidos de la divulgacion, el procedimiento que consiente sus preparaciones, y su
caracterizacion se describen en la siguiente seccién, con el objetivo de ilustrar la invencién con mayor detalle.

PARTE EXPERIMENTAL
Caracterizacion por HPLC de los compuestos obtenidos.
Procedimientos generales

Procedimiento 1: Caracterizacion por HPLC de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) (mezcla isomérica e is6meros
individuales/enriquecidos).

La caracterizacion por HPLC del Gd(PCTA-tris-acido glutarico) obtenido como mezcla isomérica del Ejemplo 1 se

realizé con el sistema Agilent 1260 Infinity Il. El montaje experimental de las medidas de HPLC se resume a
continuacion.
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Condiciones analiticas

Sistema de HPLC HPLC equipada con bomba cuaternaria, desgasificador, automuestrador,
detector de PDA (sistema Agilent 1260 Infinity II)

Fase estacionaria: Phenomenex Gemini® 5um C18 110A

Fase movil: H20/HCOOH 0,1% : Metanol

Elucion: Gradiente Tiempo (min) H2O0/HCOOH 0,1% Metanol
0 95 5
5 95 5
30 50 50
35 50 50
40 95 5

Caudal 0,6 ml/min

Temperatura 25°C

Deteccion Longitud de onda del barrido de PDA 190-800nm

Volumen de inyeccion 50 pl

Conc. de la muestra Complejo de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) 0,2 mM

Tiempo de parada 40 min

Tiempo de retencién GdL = 18-21 min.

El cromatograma de HPLC obtenido se muestra en la Figura 1
El cromatograma de HPLC del par de enantiémeros enriguecido C se muestra en la Figura 2.

Procedimiento 2: Caracterizacion por HPLC de Gadopiclenol (mezcla isomérica) y compuestos obtenidos por
acoplamiento del par de enantiomeros C con R-, S-, o isoserinol racémico.

La caracterizacion por HPLC de Gadopiclenol ya sea como mezcla isomérica obtenida del Ejemplo 2, o como el
compuesto obtenido por conjugaciéon del par de enantiomeros C del Gd(PCTA-tris-acido glutarico) con R-, S-, o
isoserinol racémico, se realiz6 con el sistema Thermo Finnigan LCQ DECA XPPlus. El montaje experimental de las
medidas de HPLC se resume a continuacion.

Condiciones analiticas

Sistema de HPLC HPLC equipada con bomba cuaternaria, desgasificador, automuestrador,
detector de PDA y de MS (LCQ Deca XP-Plus - Thermo Finnigan)

Fase estacionaria: Phenomenex Gemini 5u C18 110A
Fase movil: H20O/TFA 0,1% : Acetonitrilo/0,1% de TFA
Elucién: Gradiente Tiempo (min) H20/TFA 0,1% Acetonitrile/0,1% de TFA
0 100 0
5 100 0
22 90 10
26 90 10
Caudal 0,5 ml/min
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Deteccion Longitud de onda del barrido de PDA 190-800nm

MS modo positivo — Intervalo de masas 100-2000

Volumen de inyeccién 50 pl

Conc. de la muestra Complejo de Gd 0,2 mM
Tiempo de parada 26 min

Tiempo de retencién GdL = 20-22min.

Los cromatogramas de HPLC obtenidos se muestran en la Figura 6.

Procedimiento 3: Método de HPLC quiral para la separacion de enantiémeros del compuesto C

Se estableci6 un método de HPLC quiral especifico para separar los enantiomeros RRR y SSS del par de
enantiomeros C (Compuesto VI), preparado como se describe en el Ejemplo 3. La separacién y caracterizacion de los
enantiémeros se realizaron con el sistema Agilent 1200 o el sistema Waters Alliance 2695. El montaje experimental
de las medidas de HPLC se resume a continuacion.

Condiciones analiticas

Sistema de HPLC

Fase estacionaria

Fase movil

Elucién:

Caudal

Temperatura de la columna

Deteccién

HPLC equipada con bomba cuaternaria, desgasificador, automuestreador,
detector de PDA

SUPELCO Astec CHUIROBIOTIC 5 pm 4,6x250mm
H20O/HCOOH 0,025%: Acetonitrilo

Acetonitrilo al 2% isocratico durante 30 minutos

1 ml/min

40°C

210-270 nm.

El cromatograma de HPLC obtenido se muestra en la Figura 5a) en comparacion con los cromatogramas
del enantiomero RRR puro (Compuesto XII del Ejemplo 5, Tr. 7,5 min.) y el enantiémero SSS puro
(Compuesto XVII del Ejemplo 6, Tr. 8,0 min), mostrados en la figura 5b) y 5c), respectivamente.

Ejemplo 1: Sintesis de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) (mezcla isomérica)

Se ha preparado Gd(PCTA-tris-acido glutarico) como una mezcla indiscriminada de estereoisdmeros utilizando el
procedimiento dado a conocer en la técnica anterior mencionada anteriormente, segun el siguiente Esquema sintético

1:
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Esquema 1
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a) Preparacion del Compuesto |l

Se suspendieron acido glutamico racémico (33,0 g, 0,224 moles) y bromuro de sodio (79,7 g, 0,782 moles) en HBr 2M
(225 ml). La suspension se enfrié hasta -5°C, y se anadié lentamente NaNO:2 (28,0 g, 0,403 moles) en pequefias
porciones durante 2,5 horas, manteniendo la temperatura interna por debajo de 0°C. La mezcla amarilla se agitd
durante 20 minutos mas a una temperatura de -5°C; después se afnadié gota a gota acido sulfurico concentrado (29
ml) en la mezcla. La mezcla de color marrén oscuro obtenida se calenté hasta RT, y después se extrajo con éter
dietilico (4 x 150 ml). Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na2SOq, y se
concentraron hasta un aceite pardo (21,2 g), usado en la siguiente etapa sin purificacion adicional. El aceite se disolvid
en etanol (240 ml), la disolucion resultante se enfri6 en hielo, y se afadié lentamente cloruro de tionilo (14,5 ml, 0,199
moles). La disolucion ligeramente amarilla se agité a RT durante 2 dias. Después, el disolvente se eliminé a vacio, y
el aceite bruto se disolvié en diclorometano (200 ml) y se lavé con NaHCOs ac. al 5% (4x50 ml), agua (1x50 ml) y
salmuera (1x50 ml). La fase orgénica se concentrd y se purificé sobre silice eluyendo con éter de petréleo-acetato de
etilo 3:1, obteniéndose 19,5 g de producto puro. (Rendimiento 33%).

b) Preparacion del Compuesto IV

Se afadi6 una disolucién del Compuesto Il (17,2 g, 0,0645 moles) en acetonitrilo (40 ml) a una suspension de 3,6,9,15-
tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-1(15),11,13-trieno (picleno) Compuesto (lll) (3,80 g, 0,018 moles) y K=COs3 (11,2 g,
0,0808 moles) en acetonitrilo (150 ml). La suspension amarilla se calenté a 65°C durante 24 h, después se filtraron las
sales, y se concentro la disolucién organica. El aceite naranja se disolvio en diclorometano, y el producto se extrajo
con HCI 1M (4 x 50 ml). Las fases acuosas se combinaron, se enfriaron en hielo y se llevaron a pH 7-8 con NaOH ac.
al 30%. Después, el producto se extrajo con diclorometano (4 x 50 ml) y se concentrd para dar un aceite marrén (10,1
g, rendimiento 73%). El compuesto se utilizé en la siguiente etapa sin purificacién adicional.

c) Preparacién del Compuesto V

El Compuesto IV (9,99 g, 0,013 moles) se disolvié en etanol (40 ml) y NaOH 5M (40 ml). La disolucion marrén se
calent6 a 80°C durante 23 h. El etanol se concentrd; la disolucién se enfrié en hielo y se llevé a pH 2 con HCI
concentrado. El ligando se purificé sobre resina Amberlite XAD 1600, eluyendo con mezcla de agua-acetonitrilo,
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obteniendo después de liofilizar 5,7 g como un sélido blanco (rendimiento 73%). El producto se caracteriz6 en HPLC
por varios picos.

d) Preparacion del Compuesto VI

El Compuesto V (5,25 g, 0,0088 moles) se disolvié en agua desionizada (100 ml), y la disolucién se llevé a pH 7 con
NaOH 2M (20 ml). Se anadié lentamente una disolucién de GdCls (0,0087 moles) a RT, ajustando el pH a 7 con NaOH
2M y comprobando la complejacion con naranja de xilenol. Una vez completada la complejacion, la disolucion se
concentrd y se purifico sobre resina Amberlite XAD 1600 eluyendo con gradiente de agua-acetonitrilo, con el fin de
eliminar sales e impurezas. Después de liofilizar, se obtuvo el compuesto puro como un sélido blanco (6,79 g,
rendimiento 94%). El producto se caracteriz6é por HPLC; el cromatograma de HPLC obtenido, caracterizado por varios
picos, se muestra en la Figura 1.

Se obtiene un compuesto totalmente equivalente al Compuesto VI, que consiste en una mezcla isomérica con un
cromatograma de HPLC sustancialmente superponible al de la Figura 1, incluso usando (S)-a-bromoglutarato de metilo
obtenido a partir de acido L-glutamico.

Ejemplo 2: Sintesis de Gadopiclenol (mezcla isomérica)

Se ha preparado Gadopiclenol como una mezcla indiscriminada de estereoisémeros como se describe en el
documento EP11931673 B1 acoplando la mezcla isomérica de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) obtenida del Ejemplo 1
con isoserinol racémico segun el siguiente Esquema sintético 2:

Z
| o] S | o}
o N o 0 N o
. N o N Gd* N
N Gd3* N isoserinol
EDCI, HOBT, H,0 K/N\)
K/N\) NH OH
; L
o (o] OH
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HO o OH JJ
o o HO
HN

OH
Vi vil
HO

OH

Esquema 2

Preparacién del Compuesto VIl

El Compuesto VI (0,90 g, 0,0011 moles), obtenido en el Ejemplo 1, se afadi6é a una disolucion de isoserinol racémico
(0,40 g, 0,0044 moles) en agua ajustada a pH 6 con HCI conc. Después, se afiadieron hidrocloruro de N-etil-N'-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDCI-HCI) (1,0 g, 0,0055 moles) e hidroxibenzotriazol (HOBT) (0,12 g, 0,00088
moles), y la disolucién resultante se agité a pH 6 y RT durante 24 h. A continuacion, el producto se purificdé mediante
HPLC preparativa sobre silice C18, eluyendo con un gradiente de agua/acetonitrilo. Las fracciones que contenian el
compuesto puro se concentraron y se liofilizaron, obteniendo un sélido blanco (0,83 g, rendimiento 78%). El producto
se caracteriz6 por HPLC; el cromatograma de HPLC obtenido se muestra en la Figura 4a.

Ejemplo 3: Aislamiento del par de enantidmeros relacionado con el pico C.

El Compuesto VI obtenido como se describe en el Ejemplo 1 (etapa d) (1,0 g, 0,0013 moles) se disolvié en agua (4
ml), y la disolucién se acidifico a pH 2-3 con HCI conc. La disolucién obtenida se cargé en una columna
preempaquetada de silice C18 (Biotage® SNAP ULTRA C18 120 g, HP-sphere C18 25 um) y se purificd con un
sistema automatizado de cromatografia ultrarrapida eluyendo con agua desionizada (4 CV) y después gradiente muy
lento de acetonitrilo. Las fracciones enriquecidas del par de enantiomeros relacionado con el pico C se combinaron,
se concentraron y se liofilizaron, obteniendo un soélido blanco (200 mg).

El cromatograma de HPLC del par C de enantiomeros enriquecidos obtenido se muestra en la Figura 2.
El espectro de MS correspondiente (Gd(HaL)*:752,14 m/z) se muestra en la Figura 3

Ejemplo 4: Acoplamiento del par de enantiomeros C con isoserinol.

a) Acoplamiento del par de enantiomeros C con R-isoserinol.

El par C de enantiomeros enriquecido recogido por ejemplo como en el Ejemplo 3 (34 mg, titulo 90%, 0,040 mmoles)
se disolvio en agua desionizada (5 ml), y se afiadié R-isoserinol (16 mg, 0,17 mmoles) ajustando el pH a 6 con HCI
1M. Después, se anadieron EDCI-HCI (39 mg, 0,20 mmoles) y HOBT (3 mg, 0,02 mmoles), y la disolucion se agit6 a
RT a pH 6 durante 48 h. La disolucién se concentrd y se cargé en una columna de silice C18 preempaquetada
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(Biotage® SNAP ULTRA C18 12 g, HP-sphere C18 25 um), eluyendo con gradiente de agua/acetonitrilo usando un
sistema de cromatografia ultrarrapida automatizado. Las fracciones que contenian el producto puro, 0 que mostraban
un pico principal en la HPLC con un area mayor que 90%, se combinaron, se concentraron y se liofilizaron dando un
sélido blanco (21 mg, rendimiento 54%).

El cromatograma de HPLC del producto obtenido se muestra en la Figura 6b.
b) Acoplamiento del par de enantiomeros C con S-isoserinol

El par C de enantiomeros enriquecido recogido por ejemplo como en el Ejemplo 3 (55 mg, titulo 90%, 0,066 mmoles)
se disolvio en agua desionizada (5 ml), y se afadié S-isoserinol (34 mg, 0,29 mmoles) ajustando el pH a 6 con HCI
1M. Después, se anadieron EDCI-HCI (64 mg, 0,33 mmoles) y HOBT (4,5 mg, 0,033 mmoles), y la disolucién se agité
a RT a pH 6 durante 48 h. La disolucion se concentr6 y se cargdé en una columna de silice C18 preempaquetada
(Biotage® SNAP ULTRA C18 12 g, HP-sphere C18 25 um), eluyendo con gradiente de agua/acetonitrilo usando un
sistema de cromatografia ultrarrapida automatizado. Las fracciones que contenian el producto puro, 0 que mostraban
un pico mayoritario en la HPLC con un area mayor que 90%, se combinaron, se concentraron y se liofilizaron dando
un solido blanco (52 mg, rendimiento 81%).

El cromatograma de HPLC del producto obtenido se muestra en la Figura 6c¢.
c¢) Acoplamiento del par de enantidmeros C con isoserinol racémico.

El par C de enantiomeros enriquecido recogido por ejemplo como en el Ejemplo 3 (54 mg, titulo 90%, 0,065 mmoles)
se disolvi6é en agua desionizada (5 ml), y se afadio isoserinol racémico (27 mg, 0,29 mmoles) ajustando el pH a 6 con
HCI 1M. Después, se afiadieron EDCI-HCI (62 mg, 0,32 mmoles) y HOBT (4,3 mg, 0,032 mmoles), y la disolucion se
agité a RT a pH 6 durante 24 h. La disolucion se concentrd y se cargd en una columna de silice C18 preempaquetada
(Biotage® SNAP ULTRA C18 12 g, HP-sphere C18 25 um), eluyendo con gradiente de agua/acetonitrilo usando un
sistema de cromatografia ultrarrapida automatizado. Las fracciones que contenian el producto puro, 0 que mostraban
un pico principal en la HPLC con un area mayor que 90%, se combinaron, se concentraron y se liofilizaron dando un
solido blanco (60 mg, rendimiento 95%).

El cromatograma de HPLC del producto obtenido se muestra en la Figura 6d.
Ejemplo 5: Sintesis estereoselectiva del RRR de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) (Compuesto Xil).

El Gd(PCTA-tris-acido glutarico) enriquecido en RRR se ha preparado siguiendo el Esquema sintético 3 siguiente

Esquema 3
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que comprende:
a) Preparacion del Compuesto VIII
La preparacién se llevé a cabo como se da a conocer en Tetrahedron 2009, 65, 4671-4680.

En particular: se anadié HCI ac. al 37% (50 pl) a una disolucién de acido (S)-(+)-5-oxotetrahidrofuran-2-carboxilico
(2,48 g, 0,019 moles) (comercialmente disponible) en metanol anhidro (20 ml). La disolucién se calenté a reflujo bajo
atmosfera de N2 durante 24 h. Después de enfriar en hielo, se afladié6 NaHCOs, la suspension se filtrd, se concentré y
se purificd sobre gel de silice con hexanos/acetato de etilo 1:1. Las fracciones que contenian el producto puro se
combinaron y se concentraron, dando un aceite incoloro (2,97 g, rendimiento 89%).

b) Preparacion de los Compuestos IXy X

El Compuesto VIII (445 mg, 2,52 mmoles) obtenido en la etapa a) se disolvio en diclorometano anhidro (6 ml), y se
anadio trietilamina (0,87 ml, 6,31 mmoles). La disolucion se enfrié a -40°C, y después se afadié lentamente anhidrido
trifluorometanosulfénico (triflico) (0,49 ml, 2,91 mmoles). La disolucion oscura se agitd a -40°C durante 1 h, después
se afnadieron una disolucién del Compuesto Il (104 mg, 0,506 mmoles) en diclorometano anhidro (3 ml) y trietilamina
(1 ml, 7,56 mmoles), y la disolucién se llevo lentamente hasta RT y se agité a RT durante la noche. Después, la
disolucién organica se lavé con HCI 2M (4 x 10 ml), la fase acuosa se extrajo de nuevo con diclorometano (3 x 10 ml).
Las fases organicas se combinaron y se concentraron a vacio, obteniendo 400 mg de un aceite marrén que se utilizé
en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

¢) Preparacion del Compuesto Xl

El Compuesto X (400 mg, 0,59 mmoles) se disolvié en metanol (2,5 ml) y NaOH 5M (2,5 ml). La disoluciéon marrén se
calenté a 80°C durante 22 h para asegurar la hidrélisis completa. El metanol se concentrd, la disolucion se llevé a pH
1 con HCl concentrado y se purificd mediante un sistema automatizado de cromatografia ultrarrapida con una columna
preempaquetada de silice C18 (Biotage® SNAP ULTRA C18 12 g, HP-sphere C18 25 um), eluyendo con gradiente
de agua desionizada/acetonitrilo. Las fracciones que contenian el producto puro se combinaron, se concentraron y se
liofilizaron (64 mg, rendimiento 18%). La HPLC mostr6 un pico principal.

d) Compuesto XII

El Compuesto Xl (32 mg, 0,054 mmoles) se disolvidé en agua desionizada (4 ml), y el pH se ajusté a 7 con NaOH 1M.
Se afiadi6 GdCls-6H20 (20 mg, 0,054 mmoles), y el pH se ajusté a 7 con NaOH 0,1M. La disolucién transparente se
agité a RT durante la noche, y el final de la complejacién se comprobdé mediante naranja de xilenol y HPLC. La HPLC
del bruto mostr6 el isémero RRR deseado como pico principal: alrededor de 80% en % de area. La mezcla se llevé a
pH 2 con HCI concentrado y se purifico a través de un sistema automatizado de cromatografia ultrarrédpida con una
columna preempaquetada de silice C18 (Biotage® SNAP ULTRA C18 12 g, HP-sphere C18 25 pum), eluyendo con
gradiente de agua desionizada/acetonitrilo. Las fracciones que contenian el producto puro se combinaron, se
concentraron y se liofilizaron (36 mg, rendimiento 90%).

Por reaccion del compuesto recogido con isoserinol, por ejemplo utilizando el procedimiento del Ejemplo 2, puede
obtenerse entonces el correspondiente derivado de amida RRR.

Ejemplo 6: Sintesis estereoselectiva de SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) (Compuesto XVII).

El Gd(PCTA-tris-acido glutarico) enriquecido en SSS se ha preparado de manera similar siguiendo el Esquema
sintético 4 siguiente
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que comprende:
a) Preparacion del Compuesto XiIl|

Se anadié HCI ac. al 37% (100 pl) a una disolucion de &cido (R)-(-)-5-oxotetrahidrofuran-2-carboxilico (5,0 g, 0,038
moles) (comercialmente disponible) en metanol anhidro (45 ml). La disolucién se calent6 a reflujo bajo atmésfera de
N2 durante 24 h. Después de enfriar en hielo, se afiadi6 NaHCOs, la suspension se filtrd, se concentr6 y se purificod
sobre gel de silice con hexanos/acetato de etilo 1:1. Las fracciones que contenian el producto puro se combinaron y
se concentraron, dando un aceite incoloro (6,7 g, rendimiento 99%).

b) Preparacion de los Compuestos XIV y XV

Se disolvio el Compuesto XllII (470 mg, 2,67 mmoles) en diclorometano anhidro (6 ml), y se afiadié trimetilamina (0,93
ml, 6,67 mmoles). La disolucién se enfrio6 a -40°C, y después se afadié gota a gota lentamente anhidrido
trifluorometanosulfénico (0,50 ml, 3,07 mmoles). La disolucién oscura se agité a -40°C durante 1 h, después se
anadieron el Compuesto Il (140 mg, 0,679 mmoles) y trimetilamina (0,93 ml, 6,67 mmoles), y la disolucién se llevo
lentamente a RT durante la noche. Después, la disolucion organica se lavo con agua (3 x 5 ml) y HCI 2M (4 x 5 ml).
La fase acuosa se extrajo de nuevo con diclorometano (3 x 10 ml). Las fases organicas se combinaron y se
concentraron a vacio, obteniendo 350 mg de un aceite marrén que se utilizé en la siguiente etapa sin purificacion
adicional.

c) Preparacién del Compuesto XVI

El Compuesto XV (350 mg, 0,514 mmoles) se disolvié en metanol (4,5 ml) y NaOH 5M (4,5 ml). La disolucién marrén
obtenida se calent6é a 80°C durante 16 h para asegurar la hidrélisis completa. EI metanol se concentrd, la disolucién
se llevo a pH 2 con HCI concentrado y se purific6 mediante un sistema de cromatografia ultrarrapida automatizado
con una columna preempaquetada de silice C18 (Biotage® SNAP ULTRA C18 12 g, HP-SPHERE C18 25 pm),
eluyendo con un gradiente de agua/acetonitrilo. Las fracciones que contenian el producto puro se combinaron, se
concentraron y se liofilizaron (52 mg, rendimiento 17%). La HPLC mostrd un pico principal.

d) Preparacion del Compuesto XVII

El Compuesto XVI (34 mg, 0,057 mmoles) se disolvié en agua desionizada (5 ml), y el pH se ajust6 a 7 con HCI 1M.
Se afadié GdCls-6H20 (20 mg, 0,0538 mmoles), y el pH se ajustd a 7 con NaOH 0,1M. La disolucion se agité a RT
durante la noche, y el final de la complejacion se comprobé mediante naranja de xilenol y HPLC. La HPLC del bruto
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mostré el isdbmero SSS deseado como pico principal: alrededor de 85% en % de area. La disolucion se llevo a pH 2,5
con HCI concentrado y se purific6 mediante un sistema de cromatografia ultrarrédpida automatizado con una columna
preempaquetada de silice C18 (Biotage® SNAP ULTRA C18 12 g, HP-SPHERE C18 25 pm), eluyendo con un
gradiente de agua/acetonitrilo. Las fracciones que contenian el producto SSS puro se combinaron, se concentraron y
se liofilizaron (39 mg, rendimiento 87%).

Ejemplo 7: Estudios cinéticos de las reacciones de disociacion de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) (mezcla
isomérica) en una disolucion de HCI 1,0M (25°C)

La inercia cinética de un complejo de Gd(lll) se caracteriza por la velocidad de disociacion medida en HCI 0,1-1,0M o
por la velocidad de la reaccién de transmetalacion, que se produce en disoluciones con iones Zn(ll) y Cu(ll) o Eu(lll).
Sin embargo, la disociaciéon de los complejos de lantanidos(lll) formados con ligandos macrociclicos es muy lenta y
generalmente transcurre a través de una ruta asistida por protones sin la participacion de iones metalicos endégenos
tales como Zn?*y Cu?*.

Caracterizamos la inercia cinética del complejo Gd(PCTA-tris-acido glutarico) por las velocidades de las reacciones
de disociacién que tienen lugar en una disoluciéon de HCI 1,0M. El complejo (mezcla isomérica del Ejemplo 1) (0,3 mg)
se disolvié en 2,0 ml de disolucién de HCI 1,0M, y se sigui6 a lo largo del tiempo la evolucion de la disolucién mantenida
a 25°C mediante HPLC. Las medidas de HPLC se realizaron con un sistema Agilent 1260 Infinity Il mediante el
Procedimiento analitico 1.

La presencia de un gran exceso de H* ([HCI]=1,0 M), garantiza las condiciones cinéticas de pseudo primer orden.

GdL + yH* 2> G + HyL y=7y8 (Ec. 1)

en la que L es el PCTA-tris-acido glutérico protonado, ligando libre, e y es el nimero de protones unidos al ligando.

El cromatograma de HPLC de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) se caracteriza por la presencia de cuatro sefales (A, B,
C y D) que tienen la misma relacion m/z (Gd(H4L)+:752,14 m/z) en el espectro de MS. Cada uno de estos picos se
puede atribuir razonablemente a uno de los 4 pares de enantidmeros generados por los tres estereocentros en los
tres brazos glutaricos de la molécula, anteriormente identificados en la Tabla 1. El cromatograma de HPLC de este
complejo en presencia de HCI 1,0M cambia a lo largo del tiempo: en particular, las areas de los picos A, B, Cy D
disminuyen, aunque no de la misma manera para los diferentes picos, mientras que se forman y crecen con el tiempo
nuevas sefales que corresponden a diastereoisomeros no complejados. Las diferencias en la disminucién de las areas
integrales de los picos se pueden interpretar por una velocidad de disociacién diferente de los pares de enantiémeros
asociados a los diferentes picos.

En presencia de un exceso de [H+], la reaccién de disociacion de pares de enantiomeros de Gd(PCTA-tris-acido
glutarico) se puede tratar como un procedimiento de pseudo primer orden, y la velocidad de las reacciones se puede
expresar con la siguiente Ec. 2, en la que ka, ks, kc y kp son las constantes de velocidad de pseudo primer orden que
se calculan ajustando el par de datos &rea-tiempo, y [Al, [Bl;, [C]t y [D]t son la concentracion total de compuestos A,
B, Cy D en el tiempo t.

_dA]_ _dB] _ _dicl_ ._ 4Dl _
dt kA[A]t’ dt kB[B]ts dt kC[C]w dt kD[D]t (EC. 2)

La disminucién de los valores de area de las sefiales de A, B, C y D se ha evaluado y representado graficamente a lo
largo del tiempo. Los valores de area de las sefiales A, B, C y D en funcién del tiempo se muestran en la Figura 7.

El valor de area en el tiempo t se puede expresar mediante la siguiente ecuacion:
_ kxt
A=A +(A,-A)e

en la que Ai, Aoy Ae son los valores de &rea en el tiempo t, al principio y al final de las reacciones, respectivamente.
Las constantes de velocidad de pseudo primer orden kx (kx=ka, ks, kc y kb), que caracterizan la velocidad de
disociacion de los diferentes pares de enantiomeros del complejo de Gd(PCTA-tris-acido glutérico), se calcularon
ajustando los pares de datos de area-tiempo de la Figura 7 a la ecuacion 3 anterior. De este modo se obtienen las
constantes de velocidad kx y las vidas medias (t12=In2/kx), asi como el promedio del valor de la vida media para la
mezcla isomérica de Gd(PCTA-tris-acido glutarico), calculado considerando la composicion porcentual de la mezcla.
Los valores obtenidos se resumen en la siguiente Tabla 2, y se comparan con los valores correspondientes referidos
en la bibliografia para algunos agentes de contraste de referencia. (Gd-DOTA o DOTAREM™).

(Ec. 3)
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Tabla 2. Constantes de velocidad (kx) y vidas medias (ti2=In2/kx) que caracterizan la disociacion catalizada por acido
de los diferentes estereoisomeros de Gd(PCTA-tris-acido glutérico), Dotarem® y Eu (PCTA) en HCI 1,0M (pH 0) (25°C)

A B C D

kx (s7) (4,5+0,1) x10° (1,1£0,1)x10* (1,6+0,1)x10® (1,240,1)x10°
tir2 (hora) 4,28 £ 0,03 1,76 £0,02 120+ 3 15,8 +0,5
ti2 (hora) 10,5
promedio
Dotarem?

ki (s7) 8,0x10
ti2 (hora) 23 horas
Eu(PCTA)P

ki (s7) 5,08x104
tiz (hora) 0,38 horas

a) Inorg. Chem. 1992, 31, 1095-1099.
b) Tircso, G. et al. Inorg Chem 20086, 45 (23), 9269-80.

Los resultados de la Tabla 2 muestran claramente que la constante de velocidad kx que caracteriza la disociacion
catalizada por acido del par de enantiomeros asociado al pico C es significativamente menor que la de los
estereoisdmeros del complejo Gd(PCTA-tris-acido glutarico) asociados a los picos A, B y D. La comparacion de los
valores de vida media (t12) presentados en la Tabla 2 indica que el valor ti,2 del par de enantiomeros asociado al pico
C (del Gd(PCTA-tris-acido glutarico)) es alrededor de 28, 68 y 8 veces mayor que los valores t12 de los asociados a
los picos A, By D, respectivamente. Ademas, el valor 12 del par de enantiomeros C de Gd(PCTA-tris-4cido glutarico)
es algo mayor que el valor ti2 de Gd(DOTA) (t12 = 23 h en HCI 1,0M).

Ejemplo 8: Estudios cinéticos de las reacciones de disociacion de Gadopiclenol (mezcla isomérica del Ejemplo
2), y de los compuestos complejos obtenidos por acoplamiento del par de enantiémeros C respectivamente
con R, S, e isoserinol racémico en disolucion de HCI 1,0M (25°C)

La inercia cinética de todos los complejos se caracteriz6 por las velocidades de las reacciones de disociacion que
tienen lugar en una disolucién de HCI 1,0M. Para cada lote, el complejo (0,4 mg) se disolvié en 2,0 ml de disolucién
de HCI 1,0M, y las reacciones de disociacion a 25°C se siguieron a lo largo del tiempo mediante HPLC. Las medidas
de HPLC se realizaron con un sistema Thermo Finnigan LCQ DECA XPPlus segun el Procedimiento analitico 2.

El cromatograma de HPLC de Gadopiclenol recogido como mezcla isomérica del Ejemplo 2 se caracteriza por la
presencia de 4 picos principales (identificados por conveniencia como A’, B’, C' y D’) que tienen los mismos espectros
de MS y UV-Vis. Sin embargo, solo hay una sefial en el cromatograma de HPLC de los compuestos complejos
obtenidos acoplando el par de enantiomeros C con isoserinol, ya sea R-, S-isoserinol o isoserinol racémico (Figura 6).
Dado que, como se observa, la quiralidad del colgante de isoserinol no influye en el tiempo de retencién de los
diastereoisomeros acoplados, la presencia de 4 sefales en los cromatogramas de HPLC de Gadopiclenol (mezcla
isomérica) podria interpretarse por la presencia de 4 pares de enantiomeros formados con los estereocentros del resto
de acido glutarico: 1) RRR-SSS (Sefial D’), 2) RSR - SRS, 3) RRS - SSR y 4) RSS - SRR.

Para obtener informacion sobre la inercia cinética de todos los complejos anteriores, se investigaron sus reacciones
de disociacion en presencia de un gran exceso de H* ([HCI]=1,0M) para asegurar la aparicién de condiciones de
pseudo primer orden. El progreso de las reacciones se verificé mediante HPLC a lo largo del tiempo, trazando los
valores de area de los picos del complejo en funcién del tiempo, como se discutié anteriormente en el Ejemplo 7 para
los isdbmeros de Gd(PCTA-tris-acido glutarico).

Como era de esperar, los valores integrales de A’, B’, C’ y D’ disminuyen con el tiempo, mientras que el pico del ligando
libre aumenta. Dado que los valores de area en los cromatogramas de HPLC son directamente proporcionales a la
concentracién de Gadopiclenol (mezcla isomérica), la vida media de la reaccion de disociacion del Gadopiclenol
(mezcla isomérica) puede estimarse a partir de la mitad de la suma de los valores de area. Se encontr6 que la vida
media del Gadopiclenol (mezcla isomérica) era de 5,2 horas a 25°C y pH 0 (HCI 1,0M). La vida media de los complejos
obtenidos acoplando el par de enantiomeros C con R-, S- e isoserinol racémico también se calculé a partir de la mitad
de los valores de area en los cromatogramas de HPLC. Se encontrdé que la vida media de los complejos obtenidos
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acoplando el par de enantiémeros C con R-, S- e isoserinol racémico era 41, 43 y 44 horas a 25°C y pH 0 (HCI 1,0M).
La constante de velocidad de pseudo primer orden (kx) que caracteriza la velocidad de la reaccion de disociacion de
los complejos obtenidos mediante el acoplamiento del par de enantiémeros C con R-, S- e isoserinol racémico también
se puede calcular ajustando los datos cinéticos de area-tiempo con la ecuacion 3, como se afirmo anteriormente.

A=A +(A,-A)e™

en la que Ay, Aoy Ae son los valores de area en el tiempo t, al principio y al final de las reacciones, mientras que kx es
la constante de velocidad de pseudo primer orden (vida media: ti2, ti2=In2/kx) que caracteriza las reacciones de
disociacion catalizadas por acido de complejos obtenidos por acoplamiento del par de enantiémeros C con R-, S- e
isoserinol racémico. Los valores kx y ti2 obtenidos mediante el ajuste de los datos cinéticos se resumen en la siguiente
Tabla 3, y se comparan con los valores correspondientes citados en la bibliografia para algunos agentes de contraste
de referencia.

(Ec. 3)

La comparacion de los valores ti/2 de complejos obtenidos por el acoplamiento de los pares de enantiémeros C con
R-, S- e isoserinol racémico, estimados a partir de los valores de area y calculados mediante el ajuste de los datos
cinéticos de area-tiempo, tienen una concordancia muy buena. Los valores ti2 presentados en la Tabla 3 indican
claramente que la vida media de disociacion de los isomeros D’ obtenidos al acoplar el isémero C del par de
enantiomeros con R-, S- e isoserinol racémico son aproximadamente idénticos y 8 veces mayores que el medido para
Gadopiclenol (mezcla isomérica), lo que confirma que la mayor inercia cinética del RRR-SSS de Gd(PCTA-tris-acido
glutarico) se mantiene sustancialmente incluso después de su acoplamiento con isoserinol. Ademas, el los valores ti2
de los complejos obtenidos acoplando el par de enantiémeros C con R-, S- e isoserinol racémico también indican que
la quiralidad del colgante de isoserinol no tiene influencia sobre la inercia cinética del complejo final.

Tabla 3. Constantes de velocidad (kx) y vidas medias (t12=In2/kx) que caracterizan la disociacién catalizada por acido
de Gadopiclenol (mezcla isomérica), compuestos complejos obtenidos por acoplamiento del par de enantiomeros C
con R, S e isoserinol racémico, Dotarem y Eu(PCTA) en HCI 1,0M (25°C)

Gadopiclenol (mezcla isomérica)

t12 (hora)* 5,2

Par de enantiémeros C + R-isoserinol
ti/2 (hora)* 41
kx (s71) (4,9+0,4)x10°® (t1/2=39 horas)**

Par de enantiémeros C + S-isoserinol
t12 (hora)* 43
kx (s1) (4,6%0,3)x10® (t12=42 horas)**

Par de enantidmeros C + isoserinol racémico

t12 (hora)* 44
kx (s1) (4,510,4)x10® (t12=43 horas)**
Dotarem
t1/2 (hora) 23 hora
k (s1) 8,0x10®
Eu(PCTA)
t1/2 (hora) 0,38 hora
kx. (s77) 5,08x10

* calculado a partir de la mitad del area total

** calculado a partir del ajuste de la ecuacion
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Ejemplo 9: propiedades relaxométricas

Las propiedades relaxométricas de los compuestos complejos basados en PCTA segun la invencion se han medido a
diferentes intensidades de campo magnético, es decir, 0,47 y 1,41 T, a 37°C y en diferentes medios (agua y plasma
humano), y se han comparado con los valores de relaxividad medidos, en las mismas condiciones, para el complejo
de Gd que tiene una jaula de coordinacién analoga.

Materiales
Aparato

La velocidad de relajacion longitudinal del protén del agua (R1 = 1/T+1) se midi6é a 0,47 T con un espectrémetro Minispec
MQ-20 (Bruker Biospin, Alemania) que opera a una frecuencia de Larmor de protén de 20 MHz; los experimentos de
MR a 1,41 T se realizaron utilizando un espectrémetro Minispec MQ-60 (Bruker Biospin, Alemania) que funciona a una
frecuencia de Larmor de protén 60 de MHz.

Métodos
Preparacién de la muestra

Todos los articulos de ensayo se usaron tal como se suministraron, y se diluyeron en el medio seleccionado (agua o
plasma humano) pesando la cantidad requerida de complejo quelado paramagnético para obtener una disolucion de
partida de 5 0 10 mM.

Medidas de relaxividad

Se han preparado cinco muestras de concentracion diferentes (0,1, 0,25, 0,5, 0,75 y 1 mM) para cada medio mediante
una dilucién adicional de la disolucién inicial de 5 0 10 mM.

Medida de la relajacion

Las medidas de relaxividad se llevaron a cabo a 0,47 Ty 1,41 T a una temperatura predeterminada de la muestra de
37°C, mantenida constante mediante un bafio termostatico conectado al portamuestras del espectrémetro. Las cinco
disoluciones de muestra se precalentaron previamente a 37°C en un bafo termostatico externo y después se dejaron
10 minutos dentro del bafno interno para asegurar la estabilizacién de la temperatura. El tiempo de relajacién
longitudinal T+ se midié mediante una secuencia de recuperacion de inversion estandar, en la que el tiempo de
inversion (TI) se varié de 10 ms a al menos 5 veces T1 en 15 etapas. El andlisis estadistico (ajuste mono-exponencial
para la medida de T1, ajuste lineal para la evaluacion de la relaxividad longitudinal) se llevé a cabo mediante
Mathematica® (Wolfram, USA). Los errores en los parametros estimados se evaluaron mediante el procedimiento de
ajuste.

Resultados

La siguiente Tabla 4 muestra el valor de relaxividad r1 dado a conocer en el documento EP 1931673 B1 para el
Gd(PCTA-tris-acido glutarico) (mezcla isomérica), y el valor r1 correspondiente obtenido, en las mismas condiciones,
para fracciones purificadas de RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico)

Tabla 4
Compuesto ri (mM-s) H20, 0,5T, 37°C
Gd(PCTA-tris-acido glutarico) mezcla isomérica 7,2*
RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) 9,3+0,1
* valor dado a conocer en el documento EP 1931673 B1

La siguiente Tabla 5 resume los valores de relaxividad r1 medidos, tanto en H20 como en HSA, a 37°C, para derivados
de amida obtenidos por conjugacion de RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) con isoserinol, junto con la
estereoquimica del serinol usado para la conjugacién, en comparacién con los valores correspondientes citados por
la técnica anterior para Gadopiclenol (mezcla isomérica).
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Tabla 5
Compuesto ri (mM-s') H20, 0,5T, 37°C ri (mM's) HSA, 1,5T, 37°C
Gadopiclenol (mezcla isomérica) 11* 12,8 +1,3**
Par de enantiémeros C + isoserinol racémico 13,0+ 0,1 14,0+ 0,2
Par de enantiémeros C + R isoserinol 129+0,1 14,0+0,3
Par de enantiémeros C + S isoserinol 12,9 £0,2 13,9 £0,2
* valor dado a conocer en el documento EP 1931673; se da de otro modo un valor de 11-12 mM's™! para el mismo
compuesto en el documento EP 2988756;
** valor dado a conocer en Invest. Radiol. 2015, 50, 835-842

Los resultados obtenidos de un lado muestran que la mayor relaxividad medida para RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-acido
glutarico) con respecto a la correspondiente mezcla isomérica se mantiene sustancialmente para los derivados
conjugados respectivos. Por otro lado, estos resultados son consistentes con el hecho de que la estereoquimica del
resto de isoserinol no afecta las propiedades principales del compuesto final que estan asociadas principalmente con
la estereoquimica del brazo glutarico.

Ejemplo 10: difraccion de rayos X
Par de enantiémeros C
Preparacién de cristales

Los monocristales de formula {(C(NHz)3)2[Gd(HsL)(C204)]}-5H20 (en la que Gd(HsL) es el RRR/SSS de Gd(PCTA-tris-
acido glutéarico) tris-protonado) adecuados para estudios de difraccion de rayos X se hicieron crecer a partir de una
disolucién acuosa del compuesto C enriquecido en RRR/SSS recogido del Ejemplo 3 mediante evaporacion lenta de
agua. Para promover la cristalizacion, las dos moléculas de agua de la esfera interna del complejo de Gd(PCTA-tris-
acido glutarico) se reemplazaron por anién oxalato, y la sal de guanidinio relacionada se cristalizd entonces en agua.
La disolucion de partida se prepar6 disolviendo 49,6 mg de (C(NHz2)3)2(C204) (2,5,0x10 moles) en una disolucion
acuosa del compuesto C enriquecido recogido del Ejemplo 3 (1,0 ml; disolucion acuosa de GdHsL 0,0483M 5,0x10°
moles). El pH se ajust6 a 3,3 mediante la adicién escalonada de H2C204 sélido.

Los cristales se aislaron, y los datos de XRD se recogieron de al menos cinco cristales, en la linea de haz de difraccion
de rayos X (XRD1) del Elettra Synchrotron, Trieste (Italia), con el procedimiento por ejemplo descrito por Lausi A. et
al., The European Physical Journal Plus, 2015, 130, 1-8. En particular: los cristales recogidos se sumergieron en aceite
de NHV (Jena Bioscience, Jena, Alemania), se congelaron en nitrégeno liquido y se montaron en el cabezal del
goniémetro con bucles de kapton (MiTeGen, Ithaca, USA). Cuando estuvieron disponibles diferentes formas de cristal,
se ensayaron todas ellas. Se recopilaron conjuntos de datos completos a 100 K (corriente de nitrdgeno suministrada
a traves de un Oxford Cryostream 700 - Oxford Cryosystems Ltd., Oxford, Reino Unido) mediante el método de cristal
giratorio. Los datos se adquirieron utilizando una longitud de onda monocromatica de 0,700 A, en un detector de area
de pixeles hibridos Pilatus 2M (DECTRIS Ltd., Baden-Daettwil, Suiza).

Resultados

Las estructuras se resolvieron mediante el algoritmo de espacio dual implementado en los métodos directos SHELXT
(Sheldrick G.M. (2015). “SHELXT - Integrated space-group and crystal-structure determination”, Acta Crystallographica
Section A, 71, 3-8). El analisis de Fourier y el refinamiento se llevaron a cabo mediante los métodos de minimos
cuadrados de matriz completa basados en F2. El refinamiento por movimiento térmico anisotropico se ha usado para
todos los atomos. Los atomos de hidrégeno se incluyeron en posiciones calculadas con Utactores isotropico = 1,2:Ueq 0
Utactores = 1,5-Ueq para grupos hidroxilo (siendo Ueq €l factor térmico isotrépico equivalente del atomo que no es
hidrégeno enlazado). Los atomos de hidrogeno para las moléculas de agua de disolvente no se han incluido en los
modelos refinados, ya que no fue posible ubicarlos sin ambigliedades en los picos de densidad electrénica de los
mapas de diferencias de Fourier.

Los datos esenciales de cristal y refinamiento se muestran en la Tabla siguiente.
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Tabla 6. Datos cristalogréaficos y configuraciones de estereocentros para conjuntos de datos de
{(C(NHz2)3)2[Gd(HsL)(C204)]}-5H20.

Sistema cristalino Monoclinico

Grupo espacial P 2i/c

Celda unitaria a = 10,682(2) A

b =236,733(7) A

c=10,521(2) A

o =90°

B =90,80(3)°

y=90°

Volumen (A3) 4127,9(14)

indices R finales [I>20(1)] R1 = 0,0281, wRz = 0,0700
Ri = Z ||Fo|-|Fc|| / £ |Fo|, wR2 = {Z [w(Fo2 - Fc2)2] / = [w(F02)2]}"

Configuraciones de centros quirales.

Atomo Configuracion de centros quirales
C7_2 R
C14. 2 R
C21_2 R

Grupo espacial centrosimétrico P 21/c

La estructura de rayos X del complejo {(C(NHz2)3)2[Gd(H3L)(C204)]}-5H20 y de la celda unitaria del cristal formado se
proporcionan en las Figuras 9 y 10, respectivamente.

La Figura 10 muestra que cada celda unitaria contiene complejos 2RRR+2SSS, en la que esto significa que cada
cristal contiene isomeros SSS y RRR en relaciones equimolares (50 - 50%).

Derivado de amida con isoserinol racémico

Los monocristales de formula [GdCssHs4N7O15][CHsN3]2[COs]- 18H20 (GdL) (en la que GdL es RRR/SSS de Gd(PCTA-
tris-acido glutarico) conjugado con isoserinol racémico) adecuados para estudios de difraccién de rayos X se hicieron
crecer a partir de una disolucién acuosa del derivado de amida de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) con isoserinol
racémico recogido del Ejemplo 4 c). Para promover la cristalizacién, las dos moléculas de agua de la esfera interna
del complejo final se reemplazaron por anién carbonato, y la sal de guanidinio relacionada se cristaliz6 en agua por
difusién lenta de etanol y éter dietilico a 4°C. En particular, 1,0 equivalentes molares (97 mg del complejo GdL y 9 mg
de carbonato de guanidina {C(NH2)3}2CQO3) se disolvieron en 1 ml de H20, pH = 10,5, con la difusion lenta de la mezcla
de EtOH y Et20.

Se aislaron quince monocristales, y se llevaron a cabo recolecciones de datos de XRD de siete cristales, en la linea
de haz de difraccion de rayos X (XRD1) del Elettra Synchrotron, Trieste (ltalia), con el procedimiento por ejemplo
descrito por Lausi A. et al., The European Physical Journal Plus, 2015, 130, 1-8. En particular: los cristales recogidos
se sumergieron en aceite de NHV (Jena Bioscience, Jena, Alemania), se congelaron en nitrégeno liquido, y se
montaron en el cabezal del goniémetro con bucles de kapton (MiTeGen, Ithaca, USA). Cuando estuvieron disponibles
diferentes formas de cristal, se ensayaron todas ellas. Se recopilaron conjuntos de datos completos a 100 K (corriente
de nitrégeno suministrada a través de un Oxford Cryostream 700 - Oxford Cryosystems Ltd., Oxford, Reino Unido)
mediante el método de cristal giratorio. Los datos se adquirieron utilizando una longitud de onda monocromatica de
0,700 A, en un detector de area de pixeles hibridos Pilatus 2M (DECTRIS Ltd., Baden-Daettwil, Suiza).

Las estructuras se resolvieron por métodos directos. El andlisis de Fourier y el refinamiento se llevaron a cabo
mediante los métodos de minimos cuadrados de matriz completa basados en F2. El refinamiento por movimiento
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térmico anisotrépico se ha usado para todos los atomos. Los atomos de hidrégeno se incluyeron en posiciones
calculadas con Ufactores isotropico = 1,2-Ueq o Ufactores = 1,5-Ueq para los grupos metilo e hidroxilo (siendo Ueq el
factor térmico isotrépico equivalente del atomo que no es hidrégeno enlazado). Los atomos de hidrégeno para las
moléculas de agua de disolvente no se han incluido en los modelos refinados, ya que no fue posible ubicarlos sin
ambigliedades en los picos de densidad electrénica de los mapas de diferencias de Fourier.

Tabla 7. Datos cristalograficos y configuraciones de estereocentros para conjuntos de datos de GdL.
Sistema cristalino Trigonal
Grupo espacial R -3

Celda unitaria a = 53,395(8) A

b = 53,395(8) A

c=12,959(3) A

a=90°

B =90°

y=120°

Volumen (A3) 31997(11)

indices R finales [I>20(l)]a R1 = 0,0554, wR2 = 0,1496
Configuraciones de estereocentros en la ASU

C7 R C28A R - 54(1)% de ocupacién C28B S - 45(1)% de ocupacion)
C14 R C31A R - 62(1)% de ocupacion C31B S - 38(1)% de ocupacion
C21 R C34A R - 50(1)% de ocupacion C34B S - 50(1)% de ocupacion
a R1 =X ||Fol-|Fc|| / Z |Fo|, wR2 = {Z [w(Fo2 - Fc2 )2] / = [w(Fo2)2]}2

Con respecto a los procedimientos y elaboraciones explotados, véase, por ejemplo: Lausi A., Polentarutti M., Onesti
S., Plaisier J. R., Busetto E., Bais G., Barba L., Cassetta A., Campi G., Lamba D., Pifferi A., Mande S. C., Sarma D.
D., Sharma S. M., Paolucci G., The European Physical Journal Plus, 2015, 130, 1-8.

La estructura de rayos X del complejo D'-COs? y el analisis estadistico de los cristales recolectados se proporcionan
como Figura 11.
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REIVINDICACIONES
1. Un complejo Gd(PCTA-tris-acido glutérico) de formula
A
HooC I NP
COO’
Nga3*N
j’)\ COOH

HOOC

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que al menos un 50% del completo consiste en el
5 enantiomero [(aR,0’'R,a”R)-a,a’,a-tris(2-carboxietil)-3,6,9,15-tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-1(15),11,13-trien-3,6,9-
triacetato(3-)-kN3,kN6,kN9,kN15,k03,k06,k09]-gadolinio que tiene la féormula la (enantiémero RRR)

HooC &

N Gd3+N

"00C {/N\) a

COOH

HOOC

H

el enantibmero [(aS,a’S,a0”S)-a,a’,a”-tris(2-carboxietil)-3,6,9,15-tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-1(15),11,13-trien-
3,6,9-triacetato(3-)-kN3,kN6,kN9,kN15,k03,k06,k09]-gadolinio que tiene la férmula Ib (enantiémero SSS)

HOOC\_\_ w
‘.._ NGd3+N »,,
"00C (/N\) Ib

HOOC
10

, 0 una mezcla de tales enantiémeros RRR y SSS.

2. El complejo Gd(PCTA-tris-acido glutarico) o sal segun la reivindicacion 1, en el que al menos el 60% del complejo
consiste en el enantiémero RRR de férmula (la), el enantiomero SSS de férmula (Ib) o una mezcla de los mismos.

3. El complejo Gd(PCTA-tris-acido glutarico) o sal segun la reivindicacién 1 o0 2, en el que al menos el 80% del complejo
15 consiste en el enantiomero RRR de férmula (la), el enantiomero SSS de férmula (Ib) o una mezcla de los mismos.

4. El complejo Gd(PCTA-tris-acido glutarico) o sal segun la reivindicacion 1-3, en el que al menos el 90% del complejo
consiste en el enantiémero RRR de férmula (la), el enantiomero SSS de férmula (Ib) o una mezcla de los mismos.

5. Un derivado de amida del complejo Gd(PCTA-tris-acido glutarico) segun las reivindicaciones 1-4, en el que dicho
derivado de amida tiene la formula (Il B)

20 F’(NR1Rz2)s (1'B)
en la que:

F’ es un resto del complejo Gd(PCTA-tris-acido glutarico) de férmula llI
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A
|
i Z
0oocC N (o300}
/—)_I\I o _<_\
L] Q/N C. ]|
Il coo" ]
O ° (0]
—C
1l
(@]

cada uno de los tres grupos -NR1R2 esta unido a un enlace abierto de un resto carboxilo (e) de F’;
R+ es H o un alquilo de C1-Cs, opcionalmente sustituido con 1-4 grupos hidroxilo; y

Rz es un alquilo de C1-Cs, opcionalmente sustituido con 1-4 grupos hidroxilo.

6. El derivado de amida segun la reivindicacién 5 en el que, en la formula (Il B), R1 es H y Rz es alquilo de C+-C3
sustituido por uno o dos grupos hidroxilo.

7. El derivado de amida segun la reivindicacién 6 en el que, en la férmula (Il B), R1 es Hy Rz es -CH2CH(OH)CH20H.

8. El derivado de amida segun las reivindicaciones 5-7 en el que al menos el 90% del complejo Gd(PCTA-tris-acido
glutarico) consiste en una mezcla de los respectivos enantiémeros RRR y SSS.

9. El derivado de amida segun la reivindicacion 8 de férmula

N
|
Z
‘00C N coo
/_)— N Gd3+N
o
HNOC CONH OH
(e{0]0)
OH
OH  HNOC
OH
OH
OH

10. El derivado de amida segun las reivindicaciones 5-9 para su uso como agente de contraste de MRI.

11. Un proceso para la preparacion de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) enriquecido en el isémero (aR,a’R,a”R)-a,a’,a”-
tris(2-carboxietil)-3,6,9,15-tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-1(15),11,13-trien-3,6,9-triacetato(3-)-
KN3,kN6,kN9,kN15,k03,k06,k09]-gadolinio comprende:

a) obtener éster dimetilico del acido (2S)-2-[(trifluorometilsulfonil)oxi]pentanodioico, de férmula

MeOOC ©) coome
0S0,CF3

I

b) alquilar 3,6,9,15-tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-1(15),11,13-trieno de férmula

A
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con el éster dimetilico del &cido (2S)-2-[(trifluorometilsulfonil)oxi]pentanodioico recogido de la etapa a) para obtener
el compuesto de formula X

AN
| P COOMe
MeOOC N
RN N R)
<\/N\/> COOMe
MeOOC
MeOOC/ESI\
COOMe
X v
y
5 c) convertir el compuesto de formula X en el correspondiente complejo gadolinio.

12. Un proceso para la preparacién de Gd(PCTA-tris-acido glutarico) enriquecido en el isémero [(aS,a’S,a”S)-a,a’,a”-
tris(2-carboxietil)-3,6,9,15-tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-1(15),11,13-trien-3,6,9-triacetato(3-)-
KN3,kN6,kN9,kN15,k03,k06,k09]-gadolinio que comprende:

a’) obtener éster dimetilico del acido (2R)-2-[(trifluorometilsulfonil)oxi]pentanodioico de férmula
(R)
MeOOC._~__COOMe

0SO,CF;
10 !

b’) alquilar 3,6,9,15-tetraazabiciclo[9.3.1]pentadeca-1(15),11,13-trieno de formula

con el éster dimetilico del acido (2S)-2-[(trifluorometilsulfonil)oxi]pentanodioico recogido de la etapa a’) para obtener
el compuesto de formula XV

=
« | COOMe
MeOOC N
(S) =N N—= ()
/——>—Z\/N\V> COOMe
MeOOC
MeOOC
COOMe
15 AV '

y

¢’) convertir el compuesto de férmula XV en el correspondiente complejo gadolinio.

13. Un medio de contraste de MRI que comprende una cantidad eficaz del derivado de amida segun las
reivindicaciones 5-9 en combinacién con uno o mas excipientes, diluyentes o solventes farmacéuticamente aceptables.
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=
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AREA DE LOS PICOS A (<), B (o), C (A) Y D (O) EN EL CROMATOGRAMA DE HPLC DE Gd(PCTA-tris-4cido
glutdmico). LOS SIMBOLOS EN BLANCO Y LAS CURVAS REPRESENTAN LOS VALORES DE AREA
EXPERIMENTALES Y CALCULADOS, RESPECTIVAMENTE. ([GdL]=0,2 mM, HCI 1,0 M, 25°C)
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AREA TOTAL EN EL CROMATOGRAMA DE HPLC DE P03277 (<) A LO LARGO DEL TIEMPO. AREA EN EL
CROMATOGRAMA DE HPLC DEL PAR DE ENANTIOMEROS C FUNCIONALIZADO CON R ISOSERINOL (o), S
ISOSERINOL (A) E ISOSERINOL RACEMICO (O) A LO LARGO DEL TIEMPO. LOS ST MBOLOS EN BLANCO Y

LAS CURVAS REPRESENTAN LOS VALORES DE AREA EXPERIMENTALES Y CALCULADOS,
RESPECTIVAMENTE. ([GdL]=0,2 mM, HCI 1,0 M, 25°C)
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Figura 10/11
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RRR - RRR RRR - SSS
Abundancia 28 % 22 %

SSS -RRR SSS-SSS
Abundancia 22 % 28%
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