ES 2954113 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@NUmero de publicacion: 2 954 113

GDint. Ci.;

CO7D 279/20
AB1P 31/00
AB1P 31/04
AB1P 25/18
AB1P 25/24
A61P 25/28
AG1P 31/12
AB1P 31/18
AB1P 33/06
AB1P 7/00

(2006.01) AG1P 25/00
00601 AG1P 31/14
006.01) AG1P 35/00
(2006.01)
(2006.01)
(2006.01)
(2006.01)
(2006.01)
(2006.01)
(2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea: 12.07.2007
Fecha y niumero de publicacién de la concesion europea: 07.06.2023

E 15159302 (7)
EP 2913327

(2006.01)
(2006.01)

(2006.01)

T3

Tl’tulo: Azul de metileno y su uso médico

Prioridad:

12.07.2006 FR 0606330

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la
traduccién de la patente:
20.11.2023

@ Titular/es:

PROVEPHARM LIFE SOLUTIONS (100.0%)
Les Baronnies 22 rue Marc Donadille
13013 Marseille, FR

@ Inventor/es:

FERAUD, M. MICHEL y
SAYAH, M. BABAK

Agente/Representante:
GONZALEZ PECES, Gustavo Adolfo

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del

Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

ES2954 113 T3

DESCRIPCION
Azul de metileno y su uso médico

La presente invencion describe un nuevo proceso para preparar compuestos del tipo diaminofenotiazinio, en
particular un proceso para purificar estos compuestos. Se refiere en particular al azul de metileno, y se refiere al azul
de metileno resultante de este proceso, cuyo grado de pureza es superior a los conocidos en la técnica anterior.
También se refiere al uso de este azul de metileno para la preparacion de medicamentos.

El cloruro de metiltioninio, también conocido como azul de metileno o cloruro de 3,7-bis(dimetilamino)fenotiazina-5-
ilio, es un compuesto organico que corresponde a la formula siguiente:

10
9 N 1
8 = 2 Cl
Me Me
N7 \s 3~y
6 4+ 5 4
Me Me

Este compuesto se ha utilizado durante mucho tiempo como colorante e indicador redox, como revelador éptico en
sistemas biofisicos, en materiales nanoporosos como material separador y en imagenes fotoelectrocromicas.
También es conocida por sus aplicaciones como antiséptico, antiinfeccioso, antidoto y agente de diagndstico. Se
utiliza en ginecologia, neonatologia, oncologia, urologia, oftalmologia y gastroenterologia. Se estan desarrollando
nuevos usos terapéuticos, como la reducciéon de contaminantes patdégenos en la sangre (GB2373787), la prevencion
o inhibicién de una respuesta hemodinamica excesiva (WO03/082296).

Se han descrito numerosos métodos sintéticos para este compuesto, empezando por el mas antiguo en 1877
(patente alemana n°® 1886). Todos estos métodos tienen en comun el uso de compuestos metalicos en al menos una
etapa de la sintesis:

La patente DE-1886 describe un proceso en el que el N,N-dimetil-1,4-diaminobenceno se acopla oxidativamente
CONH2sYFeCI3-

Fiez David et al, "Fundamental Processes of Dye Chemistry", 1949, Interscience, 308-314describe un proceso en el
que el anillo de tiazina se forma por tratamiento con diéxido de manganeso o sulfato de cobre. Este proceso también
incluye el tratamiento con cloruro de zinc, dicromato de sodio y tiosulfato de aluminio.

El documento WO 2005/054217 describe derivados del azul de metileno y un procedimiento para su preparacion. El
meétodo de preparacion de estos compuestos utiliza fenotiazina como material de partida. Sin embargo, todos los
métodos conocidos para preparar fenotiazina utilizan reactivos metalicos cuyos atomos metalicos quelan la
fenotiazina al final de la sintesis. Los productos obtenidos mediante este proceso estan, por tanto, contaminados de
forma natural con residuos metalicos, ademas de los contaminantes organicos habituales, como el azufre B.

El documento WO 2006/032879 describe un procedimiento para preparar azul de metileno que comprende una
etapa de reduccion con hierro, una etapa de oxidacién con dicromato sodico y una etapa de oxidacién con sulfato de
cobre.

Estos procesos requieren una purificacion tediosa y costosa para reducir las impurezas, en particular las impurezas
metalicas del azul de metileno. A pesar de los subsiguientes pasos de purificacion, estos diferentes procesos
conducen inevitablemente a un azul de metileno que contiene numerosas impurezas metalicas y también impurezas
organicas, en particular azufre B, azufre C y azufre A.

El documento WO 2006/032879 afirma poder alcanzar un nivel de impurezas metalicas que representa el 10% del
umbral maximo establecido por la Farmacopea Europea, pero los ejemplos muestran que este nivel no se alcanza
simultaneamente para todos los metales y que los resultados de las etapas de purificacion no siempre son
reproducibles. En este documento se ilustra un analisis detallado del contenido metdlico de varios azules de
metileno disponibles en el mercado.

La Farmacopea Europea se modifico recientemente (abril de 2006) para aumentar los umbrales de tolerancia de
impurezas metdlicas porque ningun productor de azul de metileno era capaz de producir, y mucho menos en
cantidades industriales, azul de metileno de una calidad que cumpliera sus requisitos anteriores.

La invencion se asocia al desarrollo de un procedimiento de preparacion del azul de metileno que permite obtener un
azul de metileno de gran pureza, en particular con un nivel muy bajo de impurezas metdlicas y organicas, que puede
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escalarse a escala industrial en condiciones econdmicas satisfactorias, y que no esta sujeto a variaciones de
calidad. En una variante, el proceso es un proceso de purificacién de azul de metileno.

El proceso es un proceso para la preparacion de azul de metileno correspondiente a la férmula (1) siguiente:

9 L? 1
Me Me
ST \s 3N
| 6 <+ 5 4

Me Me

Este proceso comprende al menos un paso durante el cual un compuesto de férmula (I1):
ZY R
N
S

HiC s y— CHs
| |

CH, CH,

se somete a una etapa de purificacion en condiciones que permitan separar los compuestos metalicos de los
compuestos de férmula (Il), en la que R representa un grupo elegido entre:

e un grupo fenilo o bencilo, opcionalmente sustituido por una o mas funciones elegidas entre: un alquilo Cs-
C4, un atomo de halégeno, un haloalquilo C+-C4 0 un grupo nitro,

e un grupo alquilo lineal, ramificado o ciclico C1-Cs,
e un grupo alquilamino C+-Csg,
e un grupo alcoxi C4-Cs,

e un grupo feniloxi o benciloxi opcionalmente sustituido en el anillo aromatico por una o mas funciones
elegidas entre: un alquilo C4-C4, un atomo de haldgeno, un haloalquilo C1-C4, un grupo nitro, Z representa
un atomo elegido entre O y S.

La purificacion de los compuestos de formula (Il) se lleva a cabo en condiciones que permitan separar los
compuestos metalicos de los compuestos de formula (ll): filtracion sobre un soporte capaz de retener los
compuestos metalicos, cristalizacion en un disolvente adecuado o cualquier otro método conocido por el experto en
la materia.

Cuando la purificacion se realiza por filtracion sobre un soporte capaz de retener los compuestos metalicos, dicho
soporte puede elegirse entre: gel de silice, gel de alumina (neutro, basico o acido), diatomita opcionalmente
modificada, celita, una membrana microporosa, resinas injertadas con grupos sensores de metales y fibras
injertadas con grupos sensores de metales, como funciones tiol, acido carboxilico o amina terciaria, o cualquier otro
soporte que tenga la propiedad de retener metales. Las fibras injertadas incluyen productos comercializados por
Johnson Matthey bajo la marca Smopex ©. Las diatomitas incluyen productos comercializados por la CECA bajo la
marca Clarcel ©.

El compuesto de férmula (ll) puede obtenerse a partir del compuesto de formula (1), por reduccion del compuesto de
férmula (1) y luego por reaccién de la funcién amina del anillo de fenotiazinio con un grupo protector adecuado R-CZ-
Y en el que Ry Z tienen la misma definicién que arriba e Y representa un grupo saliente elegido entre : un atomo de
halégeno como F, CI, | o Br, un grupo alcoxici-ce, un grupo -OCOR (anhidrido) o un grupo hidroxilo, opcionalmente
en presencia de un activador del tipo diciclohexilcarbodiimida (DCC). Ventajosamente, R se elige entre un grupo
fenilo y un grupo tolueno.

Cuando el compuesto de formula (ll) se obtiene a partir del compuesto de formula (1), el proceso global es una
purificacién del compuesto de férmula (). Sin embargo, el compuesto de férmula (lI) puede obtenerse por otros
procedimientos que no utilicen el producto (I) como material de partida.

3
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Ciertos compuestos de formula (II) como el azul de benzoilo leuco metileno estan disponibles comercialmente.

El compuesto representado por la formula (I) puede representarse mediante varias estructuras resonantes
equivalentes. A titulo ilustrativo y no limitativo, a continuacién se muestran otras estructuras equivalentes a la de
férmula (1):

N
v
N i
HyC — N [ N~ CHg o
| |
CH, CH,
— N -
a
HL—~ N s n—CHs or
l !
CH, CH,
- N -
~2
N
HyC s W — CHg
| ’ cr
CH, GH,

Ventajosamente Z representa O.
Segun la invencion, el compuesto de férmula (1) es cloruro de tetrametiltionina o azul de metileno.

El procedimiento de preparacion del compuesto de formula (I) comprende al menos una etapa de purificacion de un
compuesto de formula (ll), en particular esta purificacion comprende al menos una etapa de filtraciéon de un
compuesto de formula (II) sobre un soporte capaz de retener los compuestos metalicos, como, por ejemplo, gel de
silice, gel de alumina (neutro, basico o acido), diatomita opcionalmente modificada, una resina funcionalizada por
sensores metalicos, fibras funcionalizadas por sensores metalicos, celita, una membrana microporosa o cualquier
otro soporte capaz de retener los compuestos metalicos.

Mas detalladamente, segun esta variante, el compuesto de formula (ll) se disuelve en un disolvente adecuado, se
prepara un filtro con el medio de filtracion que se introduce en un receptaculo adecuado, como una columna de
vidrio, un filtro de vidrio sinterizado o una centrifugadora industrial. El recipiente lleno del medio de filtracion elegido
se humedece, preferentemente con el mismo disolvente en el que se disuelve el compuesto de formula (11).

La solucion que contiene el compuesto de férmula (lI) se deposita sobre el filtro, se recupera la solucién que
atraviesa el filtro, se enjuaga el filtro varias veces con un disolvente idéntico o diferente al utilizado para solubilizar el
compuesto de formula (Il). Las fracciones eluidas se recuperan y se concentran si es necesario.

Entre los disolventes que pueden utilizarse para solubilizar los compuestos de férmula (Il), pueden mencionarse
preferentemente los siguientes: disolventes clorados, como diclorometano o cloroformo, por ejemplo, alcoholes
como isopropanol, etanol, metanol o acetonitrilo, acetato de etilo, tetrahidrofurano, o una mezcla de estos
disolventes.

La solucion del compuesto de formula (Il) tiene ventajosamente una concentracion comprendida entre 1 g/l y 10° g/l.
Las concentraciones mas bajas conducen al uso de volumenes excesivos de disolvente, con consecuencias para la
seguridad y el tamafo del equipo. Es dificil prever concentraciones mas elevadas debido a la solubilidad de los
productos.

Se utilizan aproximadamente de 0,1 a 10 kg de medio de filtracion por kg de producto a filtrar. Es ventajoso enjuagar
el filtro con 0,1 a 50 | de disolvente por kg de producto de formula (ll) hasta la elucién total del producto de férmula
(I1). El proceso tiene la ventaja de eliminar las impurezas metélicas del producto de formula (Il).
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Cuando se elige purificar el compuesto de formula (1) por cristalizacion, un disolvente se elige ventajosamente entre:
un alcohol como el etanol, un disolvente clorado como el cloruro de metileno.

Ventajosamente, el compuesto de féormula (lI) se produce a partir del compuesto de formula (1) que se hace
reaccionar con un grupo protector R-CZ-Y en el que Y se elige ventajosamente entre : F, Cl, Br, |, un grupo alcoxi Ci-
Ce, un grupo -OCOR (anhidrido), un grupo hidroxilo, opcionalmente en presencia de un activador del tipo
diciclohexilcarbodiimida (DCC).

La reaccién se lleva a cabo convencionalmente en un medio basico o neutro en agua o en una mezcla de agua y
otro disolvente como, por ejemplo, acetonitrilo, tetrahidrofurano, diclorometano o cualquier otro disolvente organico
adecuado.

La reaccion es exotérmica, y se utilizan preferentemente medios de refrigeracion para mantener la temperatura de la
mezcla en torno a la temperatura ambiente.

El producto de partida (I) es comercial o se prepara por métodos conocidos, como los descritos en WO
2006/032879.

En general, el producto de féormula (I) se prepara mediante procesos de sintesis que implican el uso de derivados
metalicos que se encuentran como impurezas en el producto (I), azul de metileno.

El compuesto de formula (I) no puede liberarse de sus impurezas metalicas y organicas de manera directa, sencilla y
eficaz. Los métodos anteriores implican recristalizaciones sucesivas, que no dan rendimientos satisfactorios y
conducen a productos con impurezas residuales dificiles de controlar.

Ademas, el producto de férmula (I) tiene la propiedad de quelar metales mientras que los productos (Il) son no
quelantes. Su purificacion es, por tanto, mucho mas eficaz que la purificacion directa del compuesto de férmula (1).

En las distintas etapas del proceso, se tiene cuidado de utilizar materiales no metalicos, reactivos y disolventes libres
de residuos metalicos para no introducir contaminacion externa.

Una vez purificado el producto de formula (1), en particular sometido a filtracion, se realiza ventajosamente una
etapa de desprotecciéon de la amina del anillo de fenotiazina del compuesto de formula (Il). Esta desproteccion se
lleva a cabo por cualquier medio conocido por el experto en la materia, evitando la introduccion de contaminantes
metalicos y en condiciones que eviten la degradacion del compuesto de formula (I). Los métodos que pueden
utilizarse para desproteger el grupo R-CZ- incluyen: quinonas, como la 2,3-dicloro-5,6-dicyano-1,4-benzoquinona
(DDQ), HNO3, HCIO4, Iz, HCI, H2SO4, H2O,, tratamiento con radiacion ultravioleta. Para este paso se utiliza
preferentemente una quinona, y muy preferentemente 2,3-dicloro-5,6-dicyano-1,4-benzoquinona. Ventajosamente,
esta reaccion de desproteccion se lleva a cabo en un disolvente elegido entre acetato de etilo, acetonitrilo,
tetrahidrofurano y acetona. El disolvente preferido para este paso es el acetonitrilo.

Las condiciones de desproteccion ventajosas prevén el uso de 0,80 a 1,1 equivalentes molares de DDQ en relacion
con el compuesto (Il), incluso mas ventajosamente de 0,85 a 1,05 equivalentes molares de DDQ en relacion con el
compuesto (ll), ventajosamente de 0,90 a 1 equivalente molar. Preferentemente, esta desproteccién se lleva a cabo
a una temperatura comprendida entre -40°C y -5°C. Aunque no se excluye totalmente, una temperatura mas baja
tendria el inconveniente de alargar los tiempos de reaccion, mientras que una temperatura mas alta podria dar lugar
a la formacién de subproductos.

Dependiendo de los medios de desproteccion empleados, puede ser necesario realizar un intercambio idnico para
obtener el compuesto de formula (I) que contiene el anion X deseado. Este intercambio i6nico se realiza por
tratamiento con HCI, ventajosamente en acetato de etilo. Podrian utilizarse otros disolventes, pero es probable que
algunos den lugar a la formacién de subproductos.

Las condiciones de desproteccion de los compuestos de formula (ll) expuestas anteriormente son especialmente
ventajosas porque permiten obtener un compuesto de formula (I) sin introducir impurezas metalicas ni formar
impurezas organicas durante esta etapa. Segun una variante de la invencion, puede ser posible purificar el
compuesto de formula (1) por medios distintos de la filtraciéon sobre un soporte capaz de retener metales, como por
cristalizacion en un disolvente adecuado. Segun esta variante, el compuesto de formula (II) se desprotege a
continuacion utilizando cualquier medio de desproteccion que no implique el uso de compuestos metalicos, en
particular utilizando una quinona, en particular DDQ, preferentemente en las condiciones expuestas anteriormente.

El azul de metileno puede obtenerse mediante un proceso de preparacion caracterizado porque comprende al
menos un paso de desproteccion del grupo R-CZ- de la amina del anillo de fenotiazina del compuesto de formula (11)
utilizando medios de desproteccion que no implican el uso de compuestos metalicos.

Por "medios de desproteccion que no implican el uso de compuestos metalicos" se entiende el uso de reactivos y
disolventes no metalicos que no contengan residuos metalicos (preferentemente < 0,01 ppm), en reactores que no
contengan partes metalicas, como los reactores esmaltados, por ejemplo.
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Los medios que pueden utilizarse para desproteger el grupo R-CZ- incluyen: quinonas, como la 2,3-dicloro-5,6-
dicyano-1,4-benzoquinona (DDQ), HNO3, HCIO4, Iz, HCI, H2SO4, H20,, tratamiento con radiacién ultravioleta. Para
este paso se utiliza preferentemente una quinona, y muy preferentemente 2,3-dicloro-5,6-dicyano-1,4-benzoquinona.
Ventajosamente, se utilizan las condiciones de procesamiento DDQ descritas anteriormente.

El método de desproteccion del compuesto (I1) al compuesto (I) permite obtener un compuesto () que no contiene
impurezas metalicas adicionales en comparacion con el producto (Il). Ademas, estas condiciones de desproteccion
impiden la formacion de productos organicos de degradacion. El compuesto de formula (1) es de estabilidad limitada
y el uso de ciertas condiciones de tratamiento conduce a la degradacion, por ejemplo del azul de metileno en Azur A,
By C, que luego son dificiles de separar.

El proceso de la invencion proporciona acceso a un compuesto de formula (1) libre de contaminantes metalicos y de
alta pureza quimica, de manera fiable, reproducible y aplicable industrialmente. Estas cualidades son esenciales
para poder suministrar un producto de calidad farmacéutica de formula (1).

En particular, el proceso de preparacién o purificacion descrito anteriormente permite obtener de forma reproducible
en cantidades industriales un azul de metileno o cloruro de tetrametiltionina que comprende 0,02 pg/g o menos de
cadmio por g de azul de metileno. El procedimiento descrito da acceso a un azul de metileno o cloruro de
tetrametiltionina con una pureza superior al 97%, preferentemente superior al 98%, mejor aun superior al 99%,
medida por HPLC (cromatografia liquida de alta resolucion) en las condiciones de la farmacopea Europea 5.4
(edicion de abril de 2006) y que contenga menos de 4,5 ug/g de aluminio, ventajosamente menos de 3 ug/g de
aluminio, aun mas ventajosamente menos de 2,5 ug/g de aluminio por g de azul de metileno.

El procedimiento descrito anteriormente da acceso a un cloruro de azul de metileno o de tetrametiltionina con un
grado de pureza superior al 97%, preferentemente superior al 98%, aun mejor superior al 99%, medido por HPLC en
las condiciones de la farmacopea Europea 5.4 (edicion de abril de 2006) y que contenga menos de 0,5 ug/g de
estafio por g de azul de metileno.

El procedimiento descrito anteriormente da acceso a un cloruro de azul de metileno o de tetrametiltionina con un
grado de pureza superior al 97%, preferentemente superior al 98%, aun mejor superior al 99%, medido por HPLC en
las condiciones de la farmacopea Europea 5.4 (edicién de abril de 2006) y que contenga menos de 0,95ug/g de
cromo, ventajosamente menos de 0,90ug/g, mejor aun, menos de 0,80ug/g por g de azul de metileno.

El procedimiento descrito anteriormente es el Unico que da acceso, en cantidades industriales, a un cloruro de azul
de metileno o de tetrametiltionina que comprende menos del 3% de impurezas, preferentemente menos del 2%,
mejor aun menos del 1%, medidas por HPLC en las condiciones de la farmacopea Europea 5.4 (edicion de abril de
2006) y un nivel de impurezas metdlicas inferior a 20 ug/g, ventajosamente inferior a 15 pg/g, aun mas
ventajosamente inferior a 10 pg/g.

El azul de metileno se ha utilizado durante décadas en el tratamiento de diversas infecciones. Se utiliza como
antiséptico, antiinfeccioso, antidoto y agente de diagnodstico. Recientemente se ha demostrado su actividad
antivirica, y podria utilizarse en la preparacion de un medicamento destinado a combatir una patologia como una
infeccion, en particular un choque séptico, la presencia de contaminantes patégenos en la sangre o el plasma, una
reaccion hemodinamica excesiva, una infeccion por el VIH, el virus del Nilo Occidental, el virus de la hepatitis C, la
enfermedad de Alzheimer, el paludismo, el cancer de mama y los trastornos maniaco-depresivos.

Por ultimo, también podria utilizarse en cosmética o para productos destinados a la aplicacion oftalmica.

Para todas estas aplicaciones terapéuticas, y en particular en el contexto de la prevencion y el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer, es necesario disponer de un azul de metileno con un alto grado de pureza y, en particular,
con muy pocas impurezas metalicas.

Otro objeto de la invencion es un medicamento que comprende un azul de metileno de la invencion en un portador
farmacéuticamente aceptable.

El portador y las cantidades de azul de metileno que deben administrarse son bien conocidos por los expertos en la
materia.

La solicitud describe un proceso para preparar un medicamento que comprende un compuesto de férmula (1),
caracterizado porque este proceso comprende al menos una etapa de proceso como se ha descrito anteriormente,
en particular una etapa de purificacion del compuesto de formula (1) y/o una etapa de desproteccién del compuesto

(I en (1.
Parte experimental
Un azul de metileno comercial se purifica de acuerdo con el proceso mostrado en la figura 1.

1- Sintesis del azul de benzoilo metileno Leuco (Etapa A)
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En un reactor encamisado de 120 L equipado con agitacién y bajo nitrégeno, :
e 80 litros de agua destilada,

e 4,2 kg (10,7 moles) de azul de metileno comercializado por LEANCARE LTD con la referencia Cl 52015,
que contiene grandes cantidades de impurezas metalicas (Al, Fe, Cu, Cr).

Dejar durante 15 min con agitacion y afiadir a continuacion 6,9 kg de hidrosulfito sédico Na>S,04 en soluciéon acuosa
al 85%. El color cambia de azul a beige. Dejar 45 minutos mas removiendo y, a continuacioén, anadir 2,69 kg de sosa
en forma de pastillas. La temperatura de reaccion se mantiene entre 18 y 20°C. El tiempo de adicion es de 30
minutos, con agitacion durante otros 30 minutos. A continuacion, se afiaden gota a gota 7,90 litros de cloruro de
benzoilo. La mezcla de reaccion adquiere un color beige verdoso. El tiempo de adicion es de 2 horas y luego se deja
remover durante 20 horas.

Tratamiento:

Tras detener la agitacion, dejar reposar durante 15 minutos y eliminar el sobrenadante por succion. Afiadimos 80
litros de agua (25 volumenes) vy, tras agitar y decantar, aspiramos de nuevo el sobrenadante. Se afiaden 24 L de
EtOH vy, tras agitar durante unos 5 min, se afiaden 16 L de agua. Después de agitar durante 15 minutos, la mezcla se
filtra utilizando una receta. Esta operacion se repite 3 veces. Tras el secado, el resultado es de 2,9 kg (Rdt : 66%) de
azul de benzoil leuco metileno.

2- Depuracion

Se utilizan 4,25 kg de azul de benzoil leuco metileno de la primera etapa, solubilizado en 30 L de CH,Cl,. Filtrar a
través de 3 partes de silice (Merck Gerudan Si60) (11,5 kg) y 0,5 kg de arena Fontainebleau y aclarar con 30 litros
de CHxCl,. El CHxCI; se elimina por evaporacién al vacio. Se afaden 6 litros de etanol. La mezcla se deja remover
en frio y luego se filtra segun la receta. Secado al vacio. 3,4 kg de azul de benzoil leuco metileno purificado (Rdt :
80%).

Pureza : +99% HPLC
Metales: el contenido en metales (en ug/g) se indica para 3 pruebas en la tabla 1.

Tabla 1

Ensayo |Ensayo 1 |[Ensayo 2 |Ensayo 3

Al 0,5 0,5 0,1
Cu 0 0 0,4
Fe 0 0 0,1
Zn 0,9 0,7 0,5
Ni 0,1 0,1 0,1
Cr 0,3 0,3 0,03
Mo 0,1 0,1 0,1
Mn 0,02 0 0

Sn 0,5 0,4 0,5
Pb 5 3,2 2,4
Cd 0,2 0,2 0,07
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3- Desbenzoilacion

En un reactor esmaltado enchaquetado de 100 | a temperatura ambiente, :
e 45| de acetonitrilo (ACN)

e 1,6 kg del azul de benzoil leuco metileno de la segunda etapa y colocar bajo agitacion. Se deja agitar
durante 30 min a temperatura ambiente y, a continuacion, se baja la temperatura a -18°C. En una porcion,
se anaden 950 g de DDQ solubilizado en 4 L de ACN. Dejar agitar durante 2 horas a -18°C. Filtrar. Se
obtiene un complejo de 3,7-bis(dimetil amino)fenotiazina con DDQ que se utiliza directamente en el
siguiente paso.

4- Salificacion

En el reactor enchaquetado esmaltado, la torta de la tercera etapa se reintroduce en varios trozos. Se afiaden 4 L de
AcOEt. Dejar actuar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se baja la temperatura a -18°C. Se afiaden 2,5 kg
de HCl a 16 L de AcOEt (solucién 4N). Se agita durante 2 horas a -18°C. La torta se filtra y se devuelve al reactor.
Anadir 30 L de AcOEt a -18°C y filtrar de nuevo.

5- Neutralizaciéon

Se afaden 30 L de acetona, seguidos de una solucién de 200 g de NaOH solubilizada en 500 ml de agua. El
producto de la cuarta etapa se introduce en el reactor con 30 L de acetona. El medio se agita durante 1 hora a
temperatura ambiente. El pH es de 4,0. Filtramos. La receta esta envasada al vacio.

6- Depuracion e hidratacion

En un reactor esmaltado de 40 L bajon2, a temperatura ambiente, se introdujeron 1,9 kg del producto de la quinta
etapa y 30 L de la mezcla 50/50 CH,Cl,/EtOH. Calentar a reflujo (43°C). Filtrar en caliente con un filtro de microfibra
(Whatman GF/D). Esta operacion se realiza dos veces. El reactor se limpia con agua desmineralizada. El filtrado se
devuelve al reactor. Se destilan 24 litros de disolvente al vacio a 28°C (3h). El medio se devuelve al reactor. Se
afiade 1 litro de agua microfiltrada. Enfriar a -18°C. Afadir 40 L de AcOEt y dejar toda la noche con agitacion en frio.
Filtramos. Se afaden 10 L de AcOEt. Se obtienen 1,4 kg de azul de metileno purificado en forma trihidratada.

Las impurezas metalicas se analizan e indican en la Tabla 2.

Tabla 2

elemento |Cantidad (ug/g)

Al 1,3
Cu 0,5
Fe 1,9
Zn 1,7
Ni 0,5
Cr 0,8
Mo 0,2
Mn 0,08
Sn 0,4
Pb 0,1
Cd 0,04
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REIVINDICACIONES

Azul de metileno con menos del 3% de impurezas, medidas por HPLC en condiciones de la Farmacopea
Europea 5.4, y un contenido en metales inferior a 20 pg/g.

Azul de metileno segun la reivindicaciéon 1 que comprende menos del 3% de impurezas, medidas por HPLC en
las condiciones de la Farmacopea Europea 5.4, y un contenido en metales inferior a 15 pg/g.

Azul de metileno segun la reivindicacion 2 que comprende menos del 3% de impurezas, medidas por HPLC en
las condiciones de la Farmacopea Europea 5.4, y un contenido en metales inferior a 10 pg/g.

Medicamento que comprende un azul de metileno segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en un portador
farmacéuticamente aceptable.

Uso de un azul de metileno segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para la preparacion de un
medicamento destinado a la prevencion o al tratamiento de una patologia seleccionada entre: una infeccion, un
choque séptico, la presencia de contaminantes patégenos en la sangre o el plasma, una reaccion
hemodinamica excesiva, una infeccién por el VIH, el virus del Nilo Occidental, el virus de la hepatitis C, la
enfermedad de Alzheimer, el paludismo, el cancer de mama, los trastornos maniaco-depresivos.
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Sistema sintético de azul de metileno
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A. H,0/Na, S04, NaOH, Cloruro de benzoilo
B. DDCQUCHACN

C. Intercambio idnico después NaOH/H,0 pH 4
D. Hidratacién {H,0}
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