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ES2950 118 T3

DESCRIPCION

Complejo de gadolinio y un ligando quelatante derivado de pcta diastereoisoméricamente enriquecido y método de
preparacion y de purificacién

La presente invencion se refiere a un compuesto que comprende un complejo de gadolinio y un ligando quelante
derivado de PCTA diastereocisoméricamente enriquecido en estereoisomeros de dicho complejo que tienen
propiedades fisicoquimicas que son particularmente interesantes para aplicaciones como agente de contraste en el
campo de las imagenes médicas, en particular para imagenes por resonancia magnética.

Se conocen numerosos agentes de contraste basados en quelatos de lantanidos (metal paramagnético), en particular
gadolinio (Gd), descritos por ejemplo en la Patente de los Estados Unidos NUum. 4.647.447. Estos productos a menudo
se agrupan bajo el término GBCA (Agente de contraste a base de gadolinio, productos de contraste a base de
gadolinio). Se comercializan diversos productos, entre los que se encuentran los quelatos macrociclicos, como el
gadoterato de meglumina basado en DOTA (&cido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N, N', N", N"-tetraacético), el
gadobutrol basado en DO3A-butrol, el gadoteridol basado en HPDOS3A, asi como quelatos lineales, en particular
basados en DTPA (&cido dietilentriaminopentaacético) o DTPA-BMA (ligando de gadodiamida).

Otros productos, algunos de los cuales estan en desarrollo, representan una nueva generacién de GBCA. Son
esencialmente complejos quelatos macrociclicos, tales como el acido biciclopoliazamacrociclocarboxilico (EP 0 438
206) o derivados de PCTA (es decir, que comprenden al menos la estructura quimica del acido 3,6,9,15-
tetraazabiciclo[9,3,1]pentadeca-1(15),11,13-trieno-3,6,9-triacético), como se describe en el documento EP 1 931 673.

Los complejos de ligandos quelantes derivados de PCTA descritos en el documento EP 1 931 673 tienen en particular
la ventaja de ser relativamente faciles de sintetizar quimicamente, y, ademas, de exhibir una mayor capacidad de
relajacion que los otros GBCA (capacidad de relajacién ri que puede aumentar hasta 11-12 mM'.s' en agua)
actualmente en el mercado, esta capacidad de relajacién corresponde a la efectividad de estos productos vy, por lo
tanto, a su poder de contraste.

En el organismo, los quelatos (0 complejos) de lantanidos (y en particular de gadolinio) se encuentran en un estado
de equilibrio quimico (caracterizado por su constante termodinamica Kterm), que puede conducir a una liberacion no
deseada de dicho lantanido (véase la ecuacion 1 abajo):

Ch + Ln 2 Ch-Ln (ecuacion 1)

Equilibrio quimico de complejacion entre el quelato o ligando (Ch) y el lantanido (Ln) para conducir al complejo Ch-
Ln.

Desde 2006, una patologia llamada NSF (fibrosis sistémica nefrogénica, fibrosis nefrogénica sistémica o dermopatia
fibrogénica) se ha relacionado, al menos en parte, con la liberacion de gadolinio libre en el cuerpo. Esta enfermedad
ha llevado a una alerta por parte de las autoridades de salud con respecto a los agentes de contraste basados en
gadolinio comercializados para ciertas categorias de pacientes.

Por lo tanto, se han implementado estrategias para resolver el complejo problema de tolerancia en el paciente de una
manera completamente segura y para limitar, incluso eliminar, el riesgo de liberacion de lantanidos no deseados
después de la administracion. Este problema es aun mas dificil de resolver, ya que la administracion de agentes de
contraste a menudo se repite, ya sea durante los exdmenes de diagndstico o para ajustar las dosis y controlar la
efectividad de un tratamiento terapéutico.

Ademas, desde 2014, se ha mencionado un posible depésito cerebral de gadolinio después de administraciones
repetidas de productos de gadolinio, mas particularmente de quelatos de gadolinio lineales, no habiendo sido dicho
depdsito, o solo ligeramente, reportado con quelatos de gadolinio macrociclicos, como Dotarem®. En consecuencia,
diferentes paises han decidido retirar la mayoria de los quelatos lineales del mercado o limitar drasticamente sus
indicaciones de uso, dada su estabilidad, que se considera insuficiente.

Una primera estrategia para limitar el riesgo de liberacion de lantanidos en el cuerpo consiste, pues, en optar por
complejos que se distingan por la mayor estabilidad termodinamica y/o cinética posible. De hecho, cuanto mas estable
sea el complejo, mayor sera la cantidad de lantanidos liberados con el tiempo.

En la técnica anterior se describen otras areas para mejorar la tolerancia de los quelatos de lantanidos (especialmente
el gadolinio). El documento US 5.876.695, que se remonta a mas de treinta afios, informa, por ejemplo, formulaciones
que comprenden, ademas del quelato de lantanido, un agente complejante adicional, destinado a prevenir una
liberacion no deseada in vivo del lantanido, formando complejo lantanido (ion Gd3* metalico) liberado. El agente
quelante adicional se puede introducir en la formulacion en forma libre o en forma de un complejo débil, tipicamente
de calcio, sodio, zinc 0 magnesio. Si bien puede ser distinto del ligando que constituye el complejo activo, es importante
que el complejo que se forma con el lantanido liberado sea menos estable que el complejo activo, para evitar una
reaccion de transligacion entre el complejo activo y el quelato adicional, que en particular tendria el efecto de consumir
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completamente dicho ligando adicional, que por lo tanto ya no podria atrapar el lantanido liberado. Este riesgo de
consumo del agente quelante adicional por transligacion es, por ejemplo, mas pronunciado cuando se agrega en forma
libre que en forma de un complejo de calcio.

Por lo tanto, en las dos estrategias descritas anteriormente, es importante que el complejo activo sea lo mas estable
posible.

Ahora, los complejos de ligandos quelantes derivados de PCTA que comprenden una estructura de tipo picleno
descrita en el documento EP 1 931 673, aunque tienen buena estabilidad cinética, tienen, en general, una constante
termodinamica menor que la de los complejos de otros macrociclos derivados del cicleno.

Este es particularmente el caso del complejo de férmula (ll) representado a continuacion:

()II

NH OH

A] '

N—-- d-——N

HO HN / \/ 0
Dall S €

HO 0 LVO

HN

OH

(IN)

De hecho, como se describe en particular en el documento WO 2014/174120, la constante de equilibrio termodinamico
correspondiente a la reaccién para la formacion del complejo de férmula (Il), también llamada constante de estabilidad,
es 1049 (es decir, log (Kierm) = 14.9). A modo de comparacion, la constante de estabilidad del complejo de gadolinio
del acido 1,4,7,10-tetra-azaciclododecano-N,N',N",N"-tetraacético (DOTA-Gd), es de 10256 (es decir, log (Kierm) = 25.6).

Sin embargo, debe tenerse en cuenta que el complejo de férmula (ll) corresponde a varios estereoisémeros, en
particular debido a la presencia de los tres atomos de carbono asimétricos ubicados en la posicion a en las cadenas
laterales del complejo, con respecto a los atomos de nitrégeno del macrociclo en el que se injertan dichas cadenas
laterales. Estos tres carbonos asimétricos estan marcados con un asterisco (*) en la férmula (Il) que se muestra arriba.

Asi, la sintesis del complejo de férmula (ll) como se describe en el documento EP 1 931 673 da como resultado la
obtencién de una mezcla de estereoisdémeros.

Los grupos aminopropanodiol de las cadenas laterales del complejo de féormula (1) también contienen un carbono
asimétrico. Asi, el complejo de formula (II) comprende un total de 6 carbonos asimétricos, y por lo tanto existe en forma
de 64 estereocisomeros de configuracion. Sin embargo, en la siguiente descripcion, la Unica fuente de
estereoisomerismo considerada para una cadena lateral dada sera, en aras de la simplificacion, la correspondiente al
carbono asimétrico que lleva el grupo carboxilato, marcado con un asterisco (*) en la férmula (Il) que se muestra arriba.

En la medida en que cada uno de estos 3 carbonos asimétricos puede tener una configuracién absoluta R o S, el
complejo de férmula (l1) existe en forma de 8 familias de estereoisémeros, en lo sucesivo denominadas II-RRR, 1I-SSS,
II-RRS, II-SSR, II-RSS, II-SRR,II-RSR e 1I-SRS. Mas precisamente, de acuerdo con la nomenclatura estereoquimica
habitual, el complejo de formula (Il) existe en forma de 8 familias de diastereoisémeros.

El uso del término "familia” se justifica porque cada una de estas familias incluye varios estereoisémeros, en particular
debido a la presencia de un carbono asimétrico dentro del grupo aminopropanodiol, como se mencion6 anteriormente.

Sin embargo, en la medida en que, en la siguiente descripcién, no se considerara el estereoisomerismo vinculado al
carbono asimétrico de un grupo de aminopropanodiol dado, se hablara indiferentemente de isémeros, estereocisomeros
o diastereoisomeros II-RRR, II-SSS, II-RRS, 1I-SSR, II-RSS, 1I-SRR, [I-RSR e II-SRS, sin especificar que cada uno
corresponde a una familia de estereoisémeros.

Los inventores lograron separar e identificar por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC, mas comidnmente
conocida por el acrénimo inglés HPLC) y por cromatografia liquida de ultraalto rendimiento (HPLC, mas comunmente
conocida por el acrénimo Inglés UHPLC) 4 grupos o grupos de isémeros del complejo de formula (1) obtenidos segun
el proceso de la técnica anterior, correspondientes a 4 picos de elucion diferentes caracterizados por su tiempo de
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retencion en el cromatograma, que se denominaran isol, iso2, iso3 e iso4 en lo que sigue de la descripcion. Al
implementar el proceso descrito en el documento EP 1 931 673, los contenidos respectivos de los grupos iso1, iso2,
iso3 e iso4 en la mezcla obtenida son los siguientes: 20%, 20%, 40% y 20%.

Luego se ha descubierto que estos diferentes grupos de isémeros tenian propiedades fisicoquimicas distintas, y se
determiné que el grupo de isémeros llamado iso4, que comprende una mezcla de los isdmeros II-RRR e 1I-SSS (lI-
RRR) y (II-SSS) de férmulas que se muestran a continuacion, resultan ser los mas interesantes como agente de
contraste para imagenes médicas.

OH
3
NH OH
0
NN P
HO HN N0
D T
HO O _0O
HN
OH
OH

(I-RRR)

Asi, iso4 se distingue, sorprendentemente, por una estabilidad termodinamica notablemente superior a la de la mezcla
de diastereoisémeros en la forma en que se obtiene el complejo de formula (Il) implementando el proceso descrito en
el documento EP 1 931 673. De hecho, su constante de equilibrio termodindmico Kierm iso4 €8 igual a 1087 (es decir,
log (Kterm iso4) = 18.7), habiéndose determinado este valor implementando el método en Pierrard et al. Contrast Media
Mol. Imaging, 2008, 3, 243-252 y Moreau et al., Dalton Trans., 2007, 1611-1620.

Ademas, iso4 es el grupo de isémeros que tiene la mejor inercia cinética (también llamada estabilidad cinética) entre
los cuatro grupos aislados por los inventores. De hecho, los inventores evaluaron la inercia cinética de los cuatro
grupos de isomeros al estudiar su cinética de descomplejamiento en soluciéon acuosa acida (pH = 1.2), a 37°C. Los
valores de los tiempos de vida media (T12) que se han determinado para cada uno de los grupos de isémeros se
indican en la tabla 1 a continuacién, correspondiendo el tiempo de vida media al tiempo después del cual 50% de la
cantidad de complejo inicialmente presente se ha disociado, de acuerdo con la siguiente reaccion de
descomplejamiento (ecuacion 2):
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Tabla 1: cinética de descomplejamiento de los grupos de isbmeros iso1 a iso4

Grupos de isdmeros T2 (pH 1,2 — 372C)
Iso1 18 horas

Iso2 6 horas

Iso3 8 dias

Iso4 27 dias

5 A modo de comparacion, el gadobutrol o gadoterato, los complejos macrociclicos de gadolinio, tienen una inercia
cinética de 18 horas y 4 dias respectivamente en las mismas condiciones, mientras que los complejos lineales de
gadolinio como la gadodiamida o el gadopentetato se disocian instantaneamente.

Ademas, el iso4 es mas estable desde un punto de vista quimico que el iso3 en particular. De hecho, las funciones
amida del complejo de férmula (ll) pueden hidrolizarse. La reaccion de hidrélisis de una funcion amida (ecuacién 3) da
10 como resultado la formaciéon de una impureza desacoplada, que se acompafa de la liberacién de 3-amino-1,2-
propanodiol. Los inventores estudiaron la cinética de la reaccion de hidrdlisis del complejo de férmula (Il) en solucién
acuosa a pH 13, y observaron que las funciones amida de iso4 son mas estables con respecto a la hidrélisis que las

de is03.
OH
| x | = 0
0. . NH —OH 0. 2 ~OH
0= N o= %N ?
N--Gd- -N ~N-Gd- N—QO
SRS =0 TN
HO HN é’fN\/“O O HO_HN (%”N\/ TR OH
_)_/ O _)_/ O ; .
HO 0 kéo HO 0 0 OH
HN HN
(\LOH OH
OH OH
15 (ecuacion 3)

En cuanto a la capacidad de relajaciéon de los diversos grupos de isémeros, es decir, su eficacia como agente de
contraste, las mediciones realizadas demuestran un poder de contraste relativamente equivalente para los grupos
iso1, iso2 e iso4, y menor eficiencia para iso3 (ver Tabla 2).
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Grupos de r1 20 MHz r1 60 MHz
isomeros (mM-.s) (MM )
Iso1 12.6 12.5

Iso2 13.3 12.9

Iso3 8.0 8.1

Iso4 12.9 13.0

Los inventores han logrado desarrollar un nuevo proceso para la preparacion y purificacion del complejo de férmula
(II) que permite obtener preferentemente los diastereoisomeros |I-RRR e [I-SSS de dicho complejo, que tienen
propiedades fisicoquimicas particularmente ventajosas. Este procedimiento comprende una etapa de enriquecimiento
isomérico, mediante la conversién de los esterecisémeros menos estables en los esterecisémeros mas estables, que,
sorprendentemente, mientras se lleva a cabo en el complejo de hexaacido intermedio y no en el complejo final , hace
posible obtener la mayoria de los isémeros mas estables del complejo de formula (I1).

La implementacién de un proceso que hace posible obtener predominantemente los diastereoisémeros de interés es
indudablemente ventajosa en comparacion con la alternativa que consiste en preparar la mezcla de estereoisémeros,
para luego tratar de separar los diastereocisomeros de acuerdo con las técnicas usuales y asi aislar los ismeros de
interés utilizando cualquier técnica de separacion bien conocida en el arte. De hecho, ademas del hecho de que es
mas facil implementar un proceso desprovisto de una etapa de separacion de diastereoisbmeros a escala industrial,
la ausencia de separacion permite, por un lado, un considerable ahorro de tiempo, y , por otro lado, para mejorar el
rendimiento global del proceso, limitando lo mas posible la obtencién de diasterecisdmeros no deseados que
finalmente serian eliminados. Ademas, las técnicas habituales de separacién generalmente implican un uso abundante
de solventes, lo que, mas alla del costo financiero, no es deseable por razones ambientales. Ademas, se debe evitar
la cromatografia sobre silice en particular, dados los riesgos para la salud inherentes a la exposicién ocupacional a la
silice, clasificada como cancerigena para los humanos (grupo 1) por el Centro Internacional de Investigacién contra el
Cancer.

Como se indic6 anteriormente, el proceso para preparar el complejo de formula (I) desarrollado por los inventores se
basa en una etapa de enriquecimiento isomérico del complejo de gadolinio de hexaacido intermedio de férmula (1)

representado a continuacién:
fﬁ
COOH

El complejo de férmula () corresponde a varios estereoisémeros, debido a la presencia de los tres atomos de carbono
asimétricos ubicados en la posicién a en las cadenas laterales del complejo, con respecto a los atomos de nitrégeno
del macrociclo en los cuales se injertan dichas cadenas laterales. Estos tres carbonos asimétricos estan marcados
con un asterisco (*) en la formula (I) que se muestra arriba.

En la medida en que cada uno de los 3 carbonos asimétricos que portan una funcién carboxilato pueda tener una
configuracién absoluta R o S, el complejo de formula (I) existe en forma de 8 estereoisémeros, en lo sucesivo
denominados I-RRR, I-SSS, I-RRS, I-SSR, I-RSS, I-SRR, I-RSR e I-SRS. Méas precisamente, segun la nomenclatura
estereoquimica habitual, el complejo de férmula (1) existe en forma de 4 pares de enantibmeros, diastereocisomeros
entre ellos.

Los inventores lograron separar e identificar por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) y por cromatografia
liquida de ultra alto rendimiento (UHPLC) 4 grupos o grupos de isémeros del complejo de formula (I) obtenidos segun
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el método descrito en el documento EP 1 931 673, correspondientes a 4 picos de elucion diferentes caracterizados
por su tiempo de retencién en el cromatograma, que seran denominados isoA, isoB, isoC e isoD en lo que sigue de la
descripcion.

El isoD cristaliza en agua. Los analisis por difraccion de rayos X han permitido a los inventores determinar la estructura
cristalina de este grupo de isdmeros, y asi descubrir que comprende los diastereoisomeros I-RRR e I-SSS del complejo
de férmula (1), de férmulas (I-RRR) y (I-SSS) que se muestran a continuacion.

/ﬁ
I COOH

HOOC

(I-RRR)
Cabe senalar que los diastereoisémeros I-RRR e I-SSS del complejo de formula (I) son enantibmeros entre si.

La etapa de enriquecimiento isomérico del proceso de la invencion tiene como objetivo enriquecer el complejo de
gadolinio de hexadcido intermedio de férmula (I) en isoD.

La sintesis del complejo de férmula (ll) implica notablemente una conversién de las funciones acido carboxilico del
complejo hexaacido intermedio de férmula (I) en una funcién amida. Esta reaccion de amidacion no cambia la
configuracién absoluta de los tres atomos de carbono asimétricos del complejo de férmula (l).

Asi, cuando la reaccién de amidacién se lleva a cabo en el complejo hexaacido de formula (1) enriquecido en isoD
obtenido previamente, hace posible obtener el complejo de férmula (ll) enriquecido en iso4.

Ademas, el proceso de purificacion desarrollado por los inventores permite, cuando se implementa siguiendo el
proceso para la preparacion del complejo de férmula (ll) anterior, obtener el complejo de formula (Il) con un perfil
isomérico optimizado, pero también un perfil de impurezas significativamente mejorado.

Por lo tanto, este complejo enriquecido y purificado diastereoisoméricamente con estabilidad mejorada puede
formularse con un ligando macrociclico libre, tal como DOTA libre, en lugar de un complejo de calcio de DOTA, cuyo
uso se recomendd en el documento WO 2014/174120. El uso de DOTA libre tiene en particular una ventaja desde un
punto de vista industrial, ya que permite omitir una etapa del proceso para sintetizar la formulacién como se describe
en el documento WO 2014/174120, a saber, el adicion de CaClo.

Compuesto que comprende el complejo de formula (1)

La presente invencidn se refiere por lo tanto a un compuesto que comprende:

un complejo de formula (Il):
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HO  HN

HO o) 0

(1)

que consiste en al menos el 80% de un exceso diastereoisomérico que comprende una mezcla de isémeros II-RRR e
II-SSS de formulas:

OH
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NH OH
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O
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(I-RRR)

y un ligando macrociclico en forma libre,
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la composicion comprende entre 0,002 y 0,4 mol/mol de ligando macrociclico libre en relacién con el complejo de la
formula (I1).

Por "exceso diasterecisomérico" se pretende denotar, en el contexto de la presente invencién, y con respecto al
complejo de férmula (Il), el hecho de que dicho complejo esta predominantemente presente en forma de un isémero
o grupo de isémeros elegido entre los diastereoisémeros II-RRR, II-SSS, 1I-RRS, 1I-SSR, 1I-RSS, 1I-SRR, II-RSR e II-
SRS. Dicho exceso diastereocisomérico se expresa como un porcentaje y corresponde a la cantidad representada por
la mayoria del isémero o grupo de isémeros con respecto a la cantidad total del complejo de férmula (). Se entiende
que este porcentaje puede ser tanto molar como masa, en la medida en que los isémeros tienen, por definicion, la
misma masa molar.

En una realizacion particular del compuesto segun la invencién, el complejo de formula (ll) tiene al menos 85%, en
particular al menos 90%, en particular al menos 92%, preferiblemente al menos 94%, ventajosamente al menos 97%,
mas ventajosamente al menos el 99% del exceso diastereoisomérico que comprende la mezcla de isémeros |I-RRR e
II-SSS.

Preferiblemente, dicho exceso diastereoisomérico consiste en al menos 90%, preferiblemente al menos 95% de la
mezcla de isémeros [I-RRR e 1I-SSS.

Ventajosamente, dicho exceso diastereoisomérico consiste en la mezcla de isomeros |I-RRR e 1I-SSS.

El término "mezcla de isémeros II-RRR e [I-SSS" también cubre, por extension, el caso en el que solo uno de los
isdbmeros, ya sea II-RRR o II-SSS, esté presente. Sin embargo, el término "mezcla de isémeros II-RRR e [I-SSS"
designa preferiblemente todos los casos en los que cada uno de los isémeros |I-RRR e [I-SSS esta presente en una
cantidad variable pero no nula.

En una realizacion preferida del compuesto segun la invencion, los isomeros II-RRR e [I-SSS estan presentes dentro
de dicha mezcla en una relacién entre 65/35 y 35/65, en particular entre 60/40 y 40/60, en particular entre 55/45 y
45/55. Ventajosamente, los isdémeros II-RRR e [I-SSS estan presentes en la mezcla en una relacion 50/50.

Mas particularmente, el exceso diastereoisomérico como se definidé anteriormente corresponde al pico 4 de la grafica
de UHPLC (es decir, la cuarta masa de isomeros en el orden de elucion y correspondiente a iso4), caracterizado por
un tiempo de retencién de entre 6.0 y 6.6 minutos, tipicamente alrededor de 6.3 minutos, obteniéndose dicha grafica
implementando el método UHPLC descrito a continuacion.

Por "grafica de UHPLC" se entiende, en el sentido de la presente invencion, el perfil de las concentraciones medidas
por el detector después del pasaje y separacion de una mezcla de compuestos (en este caso, isbmeros de un
compuesto) sobre una fase estacionaria en funcién del tiempo para una composiciéon dada y la velocidad de flujo del
eluyente. La grafica de UHPLC se compone de diferentes picos 0 macizos caracteristicos del compuesto o mezcla de
compuestos analizados.

Método UHPLC:
- columna CORTECS® UPLC T3 150 x 2.1 mm - 1.6 um de Waters.

Es una columna UPLC de fase inversa con particulas esféricas que consisten en un ndcleo, preferiblemente muy duro,
hecho de silice rodeado de una silice porosa con un injerto trifuncional C18 (octadecilo), y los silanoles de los cuales
han sido tratados con agentes de proteccion (con cubierta de extremo). Se caracteriza ademas por una longitud de
150 mm, un didmetro interno de 2.1 mm, un tamafno de particula de 1.6 um, una porosidad de 120 A y un contenido
de carbono del 4.7%.

Preferiblemente, la fase estacionaria utilizada debe ser compatible con las fases moéviles acuosas.

- condiciones de analisis:
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Muestra Solucién acuosa del complejo de férmula (Il) a 2.0 mg/mL
Temperatura de la columna 40°C

Temperatura de la muestra Temperatura ambiente (20-25°C)

Flujo 0.3 mL/min

Volumen de inyeccion 1L

Deteccion UV 200 nm

- gradiente de fase mévil (% v V) :

Tiempo (min) Acetonitrilo (100 %) H2S0O4 (solucion acuosa a 0.0005 % v/v)
0 1 99
3 5 95
12 10 90

En la presente descripcion, los términos "ligando macrociclico" o "quelato macrociclico" se pueden usar indistintamente.

En el contexto de la presente invencidn, el término "macrociclo” designa un ciclo que tipicamente comprende al menos
9 atomos, ya sean atomos de carbono o heteroatomos, y el "ligando macrociclico" o "quelato macrociclico” es un
ligando polidentado, al menos bidentado.

Por "ligando macrociclico libre" se entiende en el sentido de la presente invencion el ligando macrociclico en forma
libre, es decir, no complejado, en particular con metales, - incluidos lantanidos y actinidos- o con cationes de tierras
alcalinas como el calcio o el magnesio. En particular, el ligando macrociclico libre no esta en forma de complejo con
gadolinio, y no se introduce en la composicién en forma de complejo débil, tipicamente de calcio, sodio, zinc o
magnesio, como se describe en documento US 5,876,695, la presencia de dichos cationes en un estado traza en la
composicion y, por lo tanto, de los complejos correspondientes, sin embargo, no se excluyen.

Como se discutio previamente, la formulacion del complejo de formula (11) con un ligando macrociclico libre, y no un
complejo débil de dicho ligando macorciclico como se recomienda en el documento EP 1 931 673, y posible gracias a
la estabilidad mejorada del complejo de formula (Il) diastereoisoméricamente enriquecido segun la invencion.

En una forma de realizacién ventajosa, el compuesto de acuerdo con la invencion tiene una concentracioén de gadolinio
libre inferior a 1 ppm (m/v), preferiblemente inferior a 0.5 ppm (m/v).

En la presente descripcion, a menos que se indique lo contrario, las expresiones "Gd", "gadolinio" y "Gd®+" se usan
indistintamente para designar el ion Gd3*. Por extensién, también puede ser una fuente de gadolinio libre, como cloruro
de gadolinio (GdCls) u 6xido de gadolinio (Gd20s3).

En la presente invencién, el término "Gd libre" denota las formas no complejas de gadolinio, y preferiblemente
disponibles para la formacién de complejos. Es tipicamente el ion Gd3* disuelto en agua. Por extension, también puede
ser una fuente de gadolinio libre, como cloruro de gadolinio (GdCls) u éxido de gadolinio (Gd20s).

El gadolinio en forma libre generalmente se mide por dosificacion colorimétrica, generalmente xilenol naranja o
Arsenazo (lll). En ausencia de un ion metalico (como el gadolinio), estos indicadores tienen un color especifico: a pH
acido, el xilenol naranja tiene un color amarillo, mientras que Arsenazo tiene un color rosa. En presencia de gadolinio,
su color se vuelve purpura.

La determinacion visual del cambio de color en la solucion permite verificar la presencia o ausencia de gadolinio en la
solucion.

Ademas, es posible medir cuantitativamente el gadolinio libre presente en la solucion mediante un ensayo de retorno,
utilizando, por ejemplo, EDTA como el quelato "débil" de gadolinio. En tal ensayo, el indicador coloreado se agrega
hasta que se obtiene un color parpura. Luego EDTA, se agrega un ligando de gadolinio a la mezcla gota a gota. Dado
que el EDTA es un agente complejante mas fuerte que el indicador coloreado, el gadolinio cambiara el ligando y dejara
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que el indicador coloreado forme un complejo preferencial con el EDTA. Por lo tanto, el indicador de color recuperara
gradualmente su forma no compleja.

Cuando la cantidad de EDTA agregada es igual a la cantidad inicial de Gd libre, el indicador coloreado esta
completamente en su forma libre y la solucion se "vuelve" amarilla. Al conocerse la cantidad de EDTA agregada, esto
permite conocer la cantidad inicial de Gd libre en la solucion a analizar.

Estos métodos son bien conocidos por los expertos en la materia, y se describen en particular por el documento Barge
et al. (Contrast Media and Molecular Imaging 1, 2006, 184-188).

Por lo tanto, estos métodos colorimétricos generalmente se implementan en una solucién cuyo pH esta entre 4 y 8.
De hecho, fuera de estos rangos de pH, la precision de la medicién puede verse afectada debido a una modificacion
(o incluso una eliminacion) de la curva de color.

Por lo tanto, si es necesario, el pH de la muestra a analizar se ajusta entre 4 y 8. En particular, si el pH de la muestra
es acido y, en particular, inferior a 4, el pH se ajusta ventajosamente agregando una base, entonces la medicion de
Gd libre se lleva a cabo en la muestra al pH ajustado.

La composicidn segun la invencién presenta asi estabilidad en el tiempo, es decir que su composicion permanece de
acuerdo con las especificaciones en términos de concentracion de gadolinio libre (en particular, su concentraciéon de
Gd libre permanece por debajo de 1 ppm (m/v)), durante un periodo de al menos 3 afnos, preferiblemente al menos 4
anos o mas preferiblemente al menos 5 anos, en particular en términos de contenido de metal paramagnético libre.
De acuerdo con las pautas de ICH, la observacién de esta estabilidad durante 6 meses a 40°C se considera una buena
indicacion de una estabilidad de 3 arios a 25°C.

En una forma de realizacion particular, la composicion de acuerdo con la invencion tiene una concentracién de entre
0.01 y 1.5 mol.L"", preferiblemente entre 0.2 y 0.7 mol.L™!, méas preferiblemente entre 0.3 y 0.6 mol.L"' en el complejo
de férmula (1) descrito anteriormente.

El complejo de formula (1) esta determinado por los métodos conocidos por un experto en la materia. En particular,
puede determinarse después de la mineralizacion y una determinacién del gadolinio total presente en la composicion,
por espectrometria de emision 6ptica (también llamada ICP-AES o Espectrometria de Emision Atomica ICP).

El contenido del complejo de formula (1) permite que esta composicion tenga un poder de contraste dptimo mientras
tiene una viscosidad satisfactoria. De hecho, por debajo de 0.01 mol.L'" del complejo de férmula (IlI) descrito
anteriormente, el rendimiento como producto de contraste es menos satisfactorio y a una concentracion superior a 1.5
mol.L, la viscosidad de esta composicion se vuelve demasiado alta para un facil manejo.

En una forma de realizacién particular, la composicién de acuerdo con la invencién comprende entre 0.01 y 0.3%
mol/mol, preferiblemente entre 0.02 y 0.2% mol/mol, mas preferiblemente entre 0.05 y 0.15% mol/mol de ligando
macrociclico libre con respecto al complejo de formula (Il).

Ventajosamente, el ligando macrociclico se selecciona del grupo que consiste en DOTA, NOTA, DOSA, BT-DO3A,
HP-DO3A, PCTA, DOTA-GA y sus derivados.

Preferiblemente, es DOTA (acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético).

La concentracién de DOTA libre en la composicion se mide tipicamente mediante un ensayo de retorno al cobre,
utilizando, por ejemplo, sulfato de cobre como fuente de iones de cobre.

En este método, bien conocido por los expertos en la técnica, preferiblemente usando una solucién que contiene una
concentracién inicial conocida Qo de sulfato de cobre, siendo esta concentracién mayor que la cantidad de ligando
libre en la solucién. A esta solucién de sulfato de cobre se agrega la solucién de dosificacién, que contiene DOTA libre
en la cantidad Q1 a determinar. DOTA es un muy buen agente complejante de cobre: por lo tanto, se observa la
formacion de un complejo DOTA-cobre.

Una dosificacion de retorno del cobre que queda libre en la solucion se lleva a cabo ventajosamente por potenciometria.
Para hacer esto, EDTA se agrega por ejemplo a la mezcla gota a gota. EI EDTA formara complejos de cobre libre en
solucion sin descomplejar el cobre-DOTA, porque DOTA es un agente complejante mas fuerte que el EDTA. Cuando
la cantidad de EDTA agregado Q2 es igual a la cantidad de cobre libre en la solucién, hay una fuerte caida en el
potencial de la solucién.

Conociendo la cantidad inicial Qo de cobre y la cantidad de EDTA agregada Qz, restando estos dos valores Qo - Q2 da
la cantidad de DOTA libre en la solucién de dosificacién Q1.

Alternativamente, se pueden usar los métodos de HPLC, en particular el método HILIC LC-UV.
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Estos métodos de medicion (en particular los métodos potenciométricos) se implementan en soluciones cuyo pH esta
ventajosamente entre 4 y 8. Por lo tanto, si es necesario, el pH de la muestra a analizar se ajusta entre 4 y 8. En
particular, si el pH de la muestra es acido, y en particular inferior a 4, el pH se ajusta ventajosamente agregando una
base como la meglumina, entonces la medicién de DOTA libre se realiza en la muestra a pH ajustado.

Preferiblemente, las proporciones especificadas en la presente invencién y en particular anteriormente son
proporciones antes de la esterilizacion de la composicién.

Ventajosamente, el pH de la composicion esta entre 4.5 y 8.5, preferiblemente entre 5 y 8, ventajosamente entre 6 y
8, especialmente entre 6.5 y 8. Estos intervalos de pH hacen posible en particular limitar la aparicion de ciertas
impurezas y favorecen la complejacion del ion de metal paramagnético M.

En particular, la composicion segun la invencion se puede tamponar, es decir, también puede comprender un tampdn
elegido entre tampones de uso establecidos para el intervalo de pH de 5 a 8 y preferiblemente de tampones lactato,
tartrato, malato, maleato, succinato, ascorbato, carbonato, Tris (Tris (hidroximetil) aminometano), HEPES (acido 2- [4-
(2-hidroxietil)-1-piperazina] etanosulfénico), MES (&cido 2-morfolino etanosulfénico) y mezclas de los mismos, y
preferiblemente un tampén seleccionado de los tampones Tris, lactato, tartrato, carbonato, MES y mezclas de estos.
Ventajosamente, la composicion segun la invencién comprende el tampén Tris.

La composicién objeto de la invencién es preferiblemente estéril.

Proceso para la preparacion del complejo de férmula (Il

El complejo de férmula (1) de una composicion de acuerdo con la invencién puede obtenerse particularmente mediante
un método de preparacion que comprende las siguientes etapas sucesivas:

a) Complejacion del hexaacido de formula (l11) siguiente:

/ﬁ
OH |N/ COOH
0= K /ﬁ
N N
K/N\/‘ ©
HOOC HO HO

© COCH

(1
con gadolinio para obtener el complejo de gadolinio de hexaacido de férmula (I) como se definié anteriormente,

b) Isomerizacién por calentamiento del complejo de gadolinio de hexaacido de férmula (I) en una solucién acuosa a
pH entre 2 y 4, para obtener un complejo enriquecido diastereoisoméricamente que consiste en al menos 80% de un
exceso diastereoisomérico que comprende una mezcla de isémeros I-RRR e I-SSS de dicho complejo de gadolinio
de hexaacido de formula (1), y

¢) Formacién, a partir del complejo enriquecido diastereoisoméricamente obtenido en la etapa b), del complejo de
férmula (11), por reaccién con 3-amino-1,2-propanodiol.

Este método de preparacion no esta contemplado en el texto de las reivindicaciones. No obstante, su descripcion
detallada se considera util para comprender la invencion.

Etapa a)

Durante esta etapa, se produce una reaccion de complejacion entre el hexaécido de férmula (Ill) y el gadolinio, lo que
permite obtener el complejo de gadolinio de hexaacido de férmula (I) como se definié anteriormente.

Segun una realizacion particular del procedimiento para preparar el complejo de férmula (II) de una composicién segin
la invencién, la etapa a) comprende la reaccion entre el hexaacido de férmula (lll) y una fuente de Gd libre en agua.

En una realizacion preferida del método no reivindicado, la fuente de Gd libre es GdCls o Gdz20s, preferiblemente
Gd20s.
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Preferiblemente, los reactivos utilizados en la etapa a), es decir la fuente de gadolinio (tipicamente 6xido de gadolinio),
el hexaacido de férmula (Ill) y el agua, son lo mas puros posible, especialmente con respecto a las impurezas metélicas.

Por lo tanto, la fuente de gadolinio sera ventajosamente 6xido de gadolinio, preferiblemente con una pureza mayor del
99.99%, y mas preferiblemente mayor del 99.999%.

El agua utilizada en el proceso comprende preferiblemente menos de 50 ppm de calcio, mas preferiblemente menos
de 20 ppm, y lo mas preferiblemente menos de 15 ppm de calcio. En general, el agua utilizada en el proceso es agua
desionizada, agua para inyeccion (agua ppi) o agua purificada.

Ventajosamente, las cantidades de los reactivos (el hexaacido de férmula (Ill) y el gadolinio) utilizados en esta etapa
a) corresponden a o estan cerca de las proporciones estequiométricas, segun lo dictado por la ecuacion de equilibrio
de la reaccion de complejacién que tiene lugar durante esta etapa.

Por "cerca de las proporciones estequiométricas", se entiende que la diferencia entre las proporciones molares en las
que se introducen los reactivos y las proporciones estequiométricas es inferior al 15%, en particular inferior al 10%,
preferiblemente inferior al 8%.

El gadolinio se puede introducir en particular en un ligero exceso en relacion con las proporciones estequiométricas.
La relacion entre la cantidad de material introducido en gadolinio y la cantidad de material introducido en hexaacido
de férmula (lll) es entonces mayor que 1, pero tipicamente menor que 1.15, en particular menor que 1.10,
ventajosamente menor que 1.08. En otras palabras, la cantidad de gadolinio introducida es mayor que 1 equivalente
(eq.), pero tipicamente menor que 1.15 eq., en particular menor que 1.10 eq., ventajosamente menor que 1.08 eq.,
con respecto a la cantidad de hexaacido de formula (Ill) introducida, que a su vez corresponde a 1 equivalente. En la
realizacién preferida segun la cual la fuente de gadolinio libre es Gd203, la cantidad de Gd203 introducida es
tipicamente mayor que 0.5 eq., pero menor que 0.575 eq., en particular menor que 0.55 eq., ventajosamente menos
a 0.54 eq., en relacion con la cantidad de hexaécido de formula (Ill) introducida (1 eq.).

Segun una realizacién particular del método no reivindicado, la etapa a) comprende las siguientes etapas sucesivas:
al) Preparacién de una solucion acuosa de hexaéacido de formula (lll), y
a2) Adicion, a la solucién acuosa obtenida en la etapa a1), de una fuente de gadolinio libre.

En esta realizacion, el contenido de hexaacido de formula (lll) en la soluciéon acuosa preparada durante la etapa al)
esta tipicamente entre 10% y 60%, especialmente entre 15% y 45%, preferiblemente entre 20% y 35%,
ventajosamente entre 25% y 35%, incluso mas ventajosamente entre 25% y 30% en peso con respecto al peso total
de la solucién acuosa.

Preferiblemente, las etapas a) y b) se llevan a cabo de acuerdo con una realizacion de un solo recipiente (o "one-pot”
en inglés), es decir en el mismo reactor y sin un aislamiento intermedio o purificacion.

Por lo tanto, en esta realizacion preferida, el complejo de gadolinio de hexaacido de férmula (I) formado durante la
etapa a) se somete directamente a la etapa b) de isomerizacion, sin ser aislado o purificado, y en el mismo reactor
que el usado para la etapa a).

= Etapab)

El complejo de gadolinio de hexaacido de férmula (I) formado por la reacciéon complejante entre el hexaacido de
formula (lll) y el gadolinio durante la etapa a) se obtiene inicialmente en forma de una mezcla de diastereoisomeros .

La etapa b) tiene como objetivo enriquecer la mezcla de diastereoisomeros con los isomeros |I-RRR e I-SSS, para
obtener el complejo de gadolinio de hexaacido de férmula () enriquecido diastereocisoméricamente que consiste en al
menos 85%, en particular al menos 90%, en particular al menos 95%, preferiblemente al menos al menos 97%,
ventajosamente al menos 98%, mas ventajosamente al menos 99% del exceso diastereoisomérico que comprende la
mezcla de los isdmeros I-RRR e I-SSS.

Por "exceso diastereoisomérico" se pretende denotar, en el contexto de la presente invencion, y con respecto al
complejo de gadolinio de hexaacido de férmula (), el hecho de que dicho complejo esta presente principalmente en
forma de un isbmero o grupo de isémeros elegidos entre los diastereocisomeros I-RRR, I-SSS, I-RRS, I-SSR, I-RSS, I-
SRR, I-RSR e I-SRS. Dicho exceso diastereoisomérico se expresa como un porcentaje, y corresponde a la cantidad
representada por el isémero mayoritario o grupo de isémeros en relacion con la cantidad total del complejo de gadolinio
de hexaéacido de formula (I). Se entiende que este porcentaje puede ser tanto molar como masa, en la medida en que
los isdmeros tienen, por definicion, la misma masa molar.

Preferiblemente, dicho exceso diastereoisomérico consiste en al menos 90%, preferiblemente al menos 95% de la
mezcla de isdmeros I-RRR e I-SSS.
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Ventajosamente, dicho exceso diastereocisomérico consiste en la mezcla de isdmeros I-RRR e |-SSS.

De hecho, los inventores han descubierto que factores como el pH y la temperatura de la solucion de formula () del
complejo de gadolinio de hexaacido obtenida al final de la etapa a) influyen en la relaciéon en la que los diversos
isémeros del complejo de férmula () estan presentes en la mezcla de diastereoisémeros. Con el tiempo, la mezcla
tiende a enriquecerse en un grupo de isémeros que comprenden los isémeros que son, sorprendentemente, los mas
termodinamicamente estables pero también quimicamente, en este caso los isomeros I-RRR e I-SSS.

El término "mezcla de isémeros I-RRR e I-SSS" también cubre, por extensidn, el caso en que solo uno de los isdmeros,
ya sea |-RRR o |-SSS, esté presente.

Sin embargo, en una realizacién preferida del método no reivindicado, los isémeros I-RRR e I-SSS estan presentes
dentro de dicha mezcla en una relaciéon de entre 65/35 y 35/65, en particular entre 60/40 y 40/60, en particular entre
55/45 y 45/55. Ventajosamente, la mezcla de isdbmeros I-RRR/I-SSS es una mezcla racémica (50/50).

La etapa b) de isomerizacién del complejo de gadolinio de hexaacido de férmula (I) en una solucién acuosa se lleva
a cabo tipicamente a un pH de entre 2 y 4, en particular entre 2 y 3, ventajosamente entre 2.2 y 2.8.

El pH se ajusta preferiblemente con un acido, preferiblemente un &cido inorganico, tal como acido clorhidrico, acido
bromhidrico, acido sulfirico, acido nitrico o acido fosférico, por ejemplo con acido clorhidrico.

Es bastante sorprendente que bajo tales condiciones de pH, se produzca un enriquecimiento de la mezcla con
isébmeros particulares, en este caso los isdmeros I-RRR e |-SSS, en la medida en que se sabe en la técnica que los
quelatos de gadolinio se caracterizan por una baja inercia cinética en un medio acido. De hecho, cuanto mayor es la
concentracién de iones H* en el medio, mayor es la probabilidad de que un protdn se transfiera a uno de los atomos
donantes del ligando, lo que conduce a la disociacion del complejo. En consecuencia, los expertos en la materia
habrian esperado que colocar el complejo de gadolinio de hexaacido de férmula (I) en una solucién acuosa a un pH
entre 2 y 4 causara la disociacién del complejo, y no su isomerizacion en I-RRR e [-SSS.

Cabe sefalar que el rango de pH recomendado por el documento EP 1 931 673 para la complejacion del hexaacido
de férmula (Ill), es decir, 5.0-6.5, no permite obtener el complejo de formula () enriquecido en sus isomeros |I-RRR e
I-SSS.

La etapa b) se lleva a cabo tipicamente a una temperatura entre 80°C y 130°C, en particular entre 90°C y 125°C,
preferiblemente entre 98°C y 122°C, ventajosamente entre 100°C y 120°C, tipicamente durante un periodo de entre
10 hy 72 h, especialmente entre 10 h y 60 h, ventajosamente entre 12 h y 48 h.

Contra todas las expectativas, tales condiciones de temperatura, que, junto con las condiciones de pH mencionadas
anteriormente, deberian promover la inestabilidad del quelato de gadolinio, no conducen a su descomplejamiento ni a
la formacién de ninguna otra impureza, sino a su isomerizacion en I-RRR e I-SSS.

En una realizacion particular del método no reivindicado, la solucion acuosa de la etapa b) comprende acido acético.
La etapa b) se lleva a cabo ventajosamente a una temperatura entre 100°C y 120°C, en particular entre 110°C y 118°C,
tipicamente durante un periodo entre 12 h y 48 h, en particular entre 20 h y 30 h, en particular entre 24 h'y 26 h.

El acido acético se agrega preferiblemente antes del calentamiento de la solucién del complejo de gadolinio de
hexaacido de férmula () obtenida durante la etapa a) en una cantidad tal que el contenido de acido acético esté entre
25% y 75%, en particular entre 40% y 50% en masa con respecto a la masa de hexaacido de férmula (lll) utilizada
durante la etapa a).

Cuando la solucion acuosa se calienta a una temperatura ventajosamente entre 100°C y 120°C, tipicamente entre
110°C y 118°C, se agrega acido acético a medida que el agua se evapora, para mantener un volumen constante de
solucion.

Segun una realizacion preferida del método no reivindicado, al final de la etapa b), el complejo enriquecido
diastereoisoméricamente se aisla por cristalizacién, preferiblemente por cristalizaciéon por siembra.

En esta realizacion, la etapa b) comprende las siguientes etapas sucesivas:

b1) Isomerizacion por calentamiento del complejo de gadolinio de hexaacido de formula (I) en una solucién
acuosa a pH entre 2 y 4, para obtener un complejo enriquecido diasterecisoméricamente que consiste en al menos el
80% del exceso diastereoisomérico que comprende la mezcla de isémeros I-RRR e I-SSS de dicho complejo de
gadolinio de hexaécido de férmula (1), y

b2) Aislamiento por cristalizacién de dicho complejo enriquecido diastereoisoméricamente preferiblemente
por cristalizacion por siembra.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES2950 118 T3

La etapa b2) de cristalizaciéon apunta, por un lado, a eliminar las impurezas posiblemente presentes en la solucion
acuosa, que pueden resultar de las etapas anteriores, para obtener un producto de mayor pureza, decolorado, en
forma de cristales, y por otro lado, para continuar el enriquecimiento diastereoisomérico del complejo de gadolinio de
hexaacido de férmula (1), para obtener un exceso diasterecisomérico que comprenda la mezcla de los isémeros I-RRR
e I-SSS de dicho complejo mayor que la obtenida como resultado de la etapa b1). De hecho, los isémeros I-RRR e I-
SSS del complejo hexaacido de férmula (l) cristalizan en agua. Por otro lado, el complejo hexaacido gadolinio de
férmula (1) no enriquecido en dichos isémeros no cristaliza.

El hecho de que los isémeros I-RRR e I-SSS, en los que el complejo tiende a enriquecerse durante la etapa b) (y esto
contra toda expectativa, en vista de las condiciones en que se lleva a cabo), son los solos isémeros del complejo que
se cristalizardn en agua constituyen un resultado completamente inesperado. La isomerizacién y la cristalizacion
contribuyen asi sinérgicamente al enriqguecimiento en los isomeros I-RRR e I-SSS y, por lo tanto, a la eficiencia global
del proceso de acuerdo con la invencion.

Ademas, debe tenerse en cuenta que la cristalizacion en agua de los isbmeros de interés del complejo de gadolinio
de hexaacido de férmula (I) permite evitar la adicién de disolvente como se describe en el Ejemplo 7 del documento
EP 1.931.673, que implica una etapa de precipitacién en etanol de la sal trisddica de dicho complejo.

La etapa b2) se lleva a cabo ventajosamente a una temperatura entre 10°C y 70°C, en particular entre 30°C y 65°C,
en particular entre 35 °y 60°C.

Alternativamente, después de bajar la temperatura de la soluciéon acuosa, de modo que esté dentro de los rangos
indicados anteriormente, el proceso de cristalizacion es inducido por inoculacién. La "cristalizacion por inoculacion”,
también llamada "cristalizacién por iniciacion", implica la introduccion en el reactor en el que se lleva a cabo la
cristalizacién (también llamado cristalizador) de una cantidad conocida de cristales, llamada "semilla" o "iniciador".
Esto reduce el tiempo de cristalizacion. La cristalizacion por semilla es bien conocida por los expertos en la materia.
En el método, la siembra mediante el uso de un iniciador, en este caso cristales de complejo de gadolinio de hexaacido
de formula (l) enriquecido diastereoisoméricamente afadido en la solucion acuosa del complejo enriquecido
diastereoisoméricamente cuya temperatura se ha reducido previamente, permite obtener la nucleacién y, por lo tanto,
iniciar la cristalizacién. La duracién de la cristalizacién por siembra es ventajosamente entre 2 h y 20 h, preferiblemente
entre 6 h y 18 h, tipicamente, es 16 h.

Los cristales de complejo de gadolinio de hexaacido de férmula () enriquecidos diasterecisoméricamente se aislan
tipicamente por filtracién y secado, usando cualquier técnica bien conocida por los expertos en la materia.

Ventajosamente, el grado de pureza del complejo de gadolinio de hexaacido de foérmula (I) enriquecido
diastereoisoméricamente aislado al final de la etapa b2) es mayor que 95%, en particular mayor que 98%,
ventajosamente mayor que 99%, estando expresado el dicho grado de pureza como un porcentaje en masa del
complejo de féormula (1) en relacion con la masa total obtenida al final de la etapa b2).

En una realizacién particular del método no reivindicado, el complejo enriquecido diastereoisoméricamente de la etapa
b) aislado por cristalizacion se purifica nuevamente por recristalizacion, para obtener un complejo enriquecido y
purificado diastereoisoméricamente.

En esta realizacién, la etapa b) comprende, ademas de las etapas sucesivas b1) y b2) descritas previamente, una
etapa b3) de purificacion por recristalizacién del complejo de gadolinio de hexaacido de formula (I) enriquecido
diastereoisoméricamente aislado.

La etapa b3) de recristalizacion tiene como objetivo, como la etapa b2) de cristalizacion, por un lado, obtener un
producto de mayor pureza y, por otro lado, continuar el enriquecimiento diastereoisomérico del complejo de gadolinio
hexaacido de férmula (1), para obtener un exceso diastereoisomérico que comprende la mezcla de los isémeros |-RRR
e |-SSS de dicho complejo mayor que el obtenido al final de la etapa b2).

La etapa b3) generalmente incluye las siguientes subetapas sucesivas:

« suspension del complejo gadolinio de hexaacido de formula (1) enriquecida diastereocisoméricamente aislada durante
la etapa b2) en solucion acuosa, preferiblemente en agua,

« solubilizacion de dicho complejo calentando a una temperatura ventajosamente entre 80°C y 120°C, por ejemplo a
100°C,

« recristalizacion, preferiblemente mediante siembra, a una temperatura ventajosamente entre 10°C y 90°C, en
particular entre 20°C y 87°C, en particular entre 55°C y 85°C, tipicamente durante un periodo de entre 2 horas y 20
horas, especialmente entre 6 horas y 18 horas, y

« aislamiento de cristales de complejo de gadolinio de hexaacido de férmula (l) enriquecidos y purificados
diastereoisoméricamente, por ejemplo por filtracion y secado.
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El grado de pureza del complejo de gadolinio de hexaacido de férmula (l) purificado enriquecido
diastereoisoméricamente aislado al final de la etapa b3) es tipicamente mayor que 98%, en particular mayor que 99%,
ventajosamente mayor que 99.5% , expresandose dicho grado de pureza como un porcentaje en masa del complejo
de formula (1) en relacién con la masa total obtenida al final de la etapa b2).

En otra realizacién del método no reivindicado, el complejo enriquecido diastereoisoméricamente de la etapa b) se
enriquece adicionalmente por descomplejamiento selectivo de los diastereocisomeros del complejo de férmula (1)
distintos de los diastereoisémeros I-RRR e |-SSS, es decir, por descomplejamiento selectivo de los diastereoisémeros.
I-RSS, I-SRR, I-RSR, I-SRS, I-RRS e I-SSR.

En esta realizacién, la etapa b) comprende, ademas de las etapas sucesivas b1) y b2) descritas previamente, una
etapa b4) de descomplejamiento selectivo de los diastereoisémeros del complejo de férmula (I) distintos de los
diastereoisomeros I-RRR e |-SSS. En esta variante, la etapa b) también puede incluir la etapa b3) descrita previamente,
implementando dicha etapa b3) entre las etapas b2) y b4), o después de la etapa b4).

La etapa b4) de descomplejamiento selectivo tiene como objetivo continuar el enriquecimiento diastereoisomérico del
complejo de gadolinio de hexadacido de formula (), para obtener un exceso diastereoisomérico que comprenda la
mezcla de los isémeros I-RRR e I-SSS de dicho complejo, mayor que el obtenido al final de la etapa b2) o al final de
la etapa b3), cuando esta Ultima se implementa antes de la etapa b4).

La etapa b4) generalmente incluye las siguientes subetapas sucesivas:

» suspender el complejo de gadolinio de hexaacido de férmula (l) enriquecido diastereoisoméricamente aislado
durante la etapa b2) o durante la etapa b3) en agua,

« adicionar una base, por ejemplo sosa,

« calentar a una temperatura ventajosamente entre 30°C y 60°C, en particular entre 35°C y 55°C, por ejemplo a 40°C,
tipicamente durante un periodo entre 2 h'y 20 h, especialmente entre 10 hy 18 h,

« enfriar a una temperatura ventajosamente entre 10°C y 30°C, por ejemplo a 30°C, y

« aislar del complejo de gadolinio de hexaacido de férmula (I) enriquecido y purificado diastereocisoméricamente, por
ejemplo por filtraciéon y secado.

La etapa b4) es posible por el hecho de que los isomeros I-RRR e I-SSS son los méas estables en el medio basico.
Tales condiciones basicas favorecen la formacién de hidroxido de gadolinio y, por lo tanto, la descomplejamiento de
los isémeros menos estables. Por lo tanto, debe tenerse en cuenta que, sorprendentemente, los isdomeros I-RRR e I-
SSS son mas estables tanto en un medio acido, que permite la etapa b1) de isomerizacién, como en medio basico,
que permite la etapa b4) de descomplejamiento selectivo.

En una realizacién preferida del método no reivindicado, el complejo enriquecido diastereocisoméricamente obtenido
al final de la etapa b) de acuerdo con cualquiera de las variantes descritas anteriormente tiene al menos 85%, en
particular al menos 90%, en particular al menos 95 %, preferiblemente al menos 97%, ventajosamente al menos 98%,
mas ventajosamente al menos 99% del exceso diastereoisomérico que comprende la mezcla de los isémeros |I-RRR
e |-SSS.

Preferiblemente, dicho exceso diastereoisomérico consiste en al menos 90%, preferiblemente al menos 95% de la
mezcla de isémeros I-RRR e I-SSS.

Ventajosamente, dicho exceso diastereoisomérico consiste en la mezcla de isdmeros I-RRR e I-SSS.

El término "mezcla de isomeros I-RRR e I-SSS" también cubre, por extensidn, el caso en que solo uno de los isdmeros,
ya sea |-RRR o I-SSS, esté presente. Sin embargo, el término "mezcla de isémeros I-RRR e |-SSS" designa
preferiblemente todos los casos en los que cada uno de los isdbmeros I-RRR e |-SSS esta presente en una cantidad
variable pero no nula.

En una realizacion preferida del método no reivindicado, los isomeros I-RRR e I-SSS estan presentes dentro de dicha
mezcla en una relacién de entre 65/35 y 35/65, en particular entre 60/40 y 40/60, en particular entre 55/45 y 45/55.
Ventajosamente, la mezcla de isémeros I-RRR/I-SSS es una mezcla racémica (50/50).

= Etapac)

La etapa c) tiene como objetivo formar el complejo de formula (Il) a partir de su precursor, el complejo de gadolinio de
hexaacido de férmula (l) enriquecido diastereoisoméricamente obtenido durante la etapa b).

Durante esta etapa, las tres funciones &cido carboxilico del complejo hexaacido de férmula (1) transportado por los
atomos de carbono ubicados en la posicién y en las cadenas laterales del complejo, en relaciéon con los atomos de
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nitrégeno del macrociclo en el que se injertan dichas cadenas laterales se convierten en funciones amida, por reaccion
de amidacion con 3-amino-1,2-propanodiol, en forma racémica o enantioméricamente pura, preferiblemente en forma
racémica.

Esta reaccion de amidacion no modifica la configuraciéon absoluta de los tres atomos de carbono asimétricos ubicados
en la posicion a en las cadenas laterales, con respecto a los atomos de nitrégeno del macrociclo en el que se injertan
dichas cadenas laterales. En consecuencia, la etapa c) hace posible obtener el complejo de férmula (IlI) con un exceso
diastereoisomérico que comprende una mezcla de los isémeros II-RRR e [I-SSS idénticos al exceso
diastereoisomérico que comprende una mezcla de los isobmeros I-RRR e I-SSS con el que se obtiene el complejo
hexaacido gadolinio de férmula (l) enriquecido diastereocisoméricamente obtenido al final de la etapa b), que es al
menos 80%.

En una realizacion preferida del método no reivindicado, el complejo de férmula (ll) obtenido al final de la etapa c)
tiene al menos 85%, en particular al menos 90%, en particular al menos 92%, preferiblemente al menos 94% ,
ventajosamente al menos 97%, mas ventajosamente al menos 99% del exceso diastereoisomérico que comprende la
mezcla de isomeros II-RRR e [I-SSS.

Preferiblemente, dicho exceso diastereoisomérico consiste en al menos 90%, preferiblemente al menos 95% de la
mezcla de isdmeros II-RRR e 1I-SSS.

Ventajosamente, dicho exceso diastereocisomérico consiste en la mezcla de isdmeros |I-RRR e 1I-SSS.

El término "mezcla de isémeros II-RRR e II-SSS" también cubre, por extension, el caso en el que solo uno de los
isébmeros, ya sea II-RRR o II-SSS, esta presente. Sin embargo, el término "mezcla de isémeros [I-RRR e [I-SSS"
designa preferiblemente todos los casos en los que cada uno de los isémeros |I-RRR e [I-SSS esta presente en una
cantidad variable pero no nula.

En una realizacion preferida, los isomeros 1I-RRR e II-SSS estan presentes dentro de dicha mezcla en una relacién
entre 65/35 y 35/65, en particular entre 60/40 y 40/60, en particular entre 55/45 y 45/55. Ventajosamente, los isbmeros
II-RRR e [I-SSS estan presentes en la mezcla en una relacion 50/50.

La reaccién de amidacion se puede llevar a cabo de acuerdo con todos los métodos bien conocidos por los expertos
en la materia, en particular en presencia de un agente que activa las funciones acido carboxilico y/o en catalisis &cida.

En particular, puede llevarse a cabo de acuerdo con los métodos descritos en la patente EP 1.931.673, en particular
en el parrafo [0027] de esta patente.

En una realizacion particular del método no reivindicado, la etapa c) comprende la activacion de las funciones acido
carboxilico (-COOH) del complejo hexaacido de formula (1) transportado por los &tomos de carbono ubicados en la
posicion y en las cadenas laterales del complejo, por relacion con los atomos de nitrdgeno del macrociclo en el que se
injertan dichas cadenas laterales, en forma de funciones derivadas que comprenden un grupo carbonilo (C = O), que
son tales que el atomo de carbono del grupo carbonilo es mas electréfilo que el &tomo de carbono del grupo carbonilo
de las funciones del &cido carboxilico. Por lo tanto, segun esta realizacion particular, dichas funciones acido carboxilico
pueden activarse en particular en forma de funciones éster, cloruro de acilo, anhidrido de acido, o en cualquier forma
activada capaz de conducir a un enlace amida. Las formas activadas capaces de conducir a un enlace amida son bien
conocidas por los expertos en la técnica y, por ejemplo, pueden obtenerse mediante todos los métodos conocidos en
la quimica de péptidos para crear un enlace peptidico. Se dan ejemplos de tales métodos en la publicaciéon Synthesis
of peptides and peptidomimetics vol. E22a, p425-588, Houben-Weyl et al., Goodman Editor, Thieme-Stuttgart-New
York (2004), y, entre estos ejemplos, se pueden mencionar en particular los métodos de activacién de &cidos
carboxilicos a través de una azida (acil azida), por ejemplo, por la accién de un reactivo como la difenilfosforilazida
(comunmente conocido por el acrénimo DPPA), el uso de carbodiimidas solo o en presencia de catalizadores (por
ejemplo, N-hidroxisuccinimida y sus derivados), el uso de un carbonildiimidazol (1,1'-carbonildiimidazol, CDI), el uso
de sales de fosfonio como el hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxi-tris(dimetilamino)fosfonio (comunmente
conocido por el acronimo BOP) o incluso los uronios como el hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametiluronio (comunmente conocido por el acrénimo HBTU).

Preferiblemente, la etapa c) comprende la activacion de las funciones acido carboxilico (-COOH) mencionadas
anteriormente en forma de funciones éster, cloruros de acilo o anhidridos de &acido.

Se prefiere esta realizacion al acoplamiento de péptidos mediante la activacion de la funcién &cido carboxilico usando
un agente de acoplamiento tal como EDCI/HOBT como se describe en el documento EP 1 931 673. De hecho, dicho
acoplamiento da como resultado la formacién de un equivalente de 1-etil-3-[3—(dimetilamino)propillurea, que debe
eliminarse, en particular por cromatografia sobre silice o por extraccién liquido/liquido agregando un solvente.
Independientemente de la complejidad del proceso generado por dicha etapa adicional, la implementacién de tales
métodos de purificacion no es deseable, como se discutid anteriormente. Ademas, el uso de HOBT es en si mismo
problematico, ya que es un producto explosivo.
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Por "funcion éster", se entiende un grupo -C(O)O-. En particular, puede ser un grupo -C(O)O-R1, en el que R
corresponde a un grupo alquilo (C1-Ce).

Por grupo "alquilo (C1-Ce)" se entiende una cadena de hidrocarburo saturada, lineal o ramificada, que comprende 1 a
6, preferiblemente 1 a 4, atomos de carbono. A modo de ejemplo, se pueden mencionar grupos metilo, etilo, propilo,
isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo, tert-butilo, pentilo o incluso hexilo.

Por "funcién cloruro de acilo", también llamada "funcién cloruro de &cido", se entiende un grupo -CO-CI.

Por "funcion anhidrido de &cido" se entiende un grupo -CO-O-CO-. En particular, puede ser un grupo -CO-O-CO-Rz,
en el que Rz corresponde a un grupo alquilo (C1-Ce).

Las reacciones para convertir una funcién acido carboxilico en una funcién éster, cloruro de acilo o anhidrido de acido
son bien conocidas por los expertos en la materia, que pueden implementarlas de acuerdo con cualquier método
habitual con el que estén familiarizados.

El complejo de formula (ll) se obtiene luego por amindlisis de las funciones acido carboxilico activadas en forma de
funciones éster, cloruros de acilo o anhidridos de acido, en particular ésteres o anhidridos de acido, preferiblemente
ésteres, por reaccion con el 3-amino-1,2-propanodiol, en forma racémica o enantioméricamente pura, preferiblemente
en forma racémica.

Preferiblemente, las etapas de activacion de las funciones acido carboxilico y de amindlisis se llevan a cabo de acuerdo
con una realizacion en un solo recipiente (o "one-pot" en inglés), es decir en el mismo reactor y sin etapa de aislamiento
o purificacién intermedia del intermedio que comprende las funciones &cido carboxilico activadas en forma de
funciones éster, cloruros de acilo o anhidridos de acido, en particular ésteres o anhidridos de &cido, preferiblemente
ésteres.

Segun una realizacion particular del método no reivindicado, la etapa ¢c) comprende las siguientes etapas sucesivas:

c1) formacion de un complejo activado de férmula (VII),

B 0
0. N? Y
()—<, >~ | .
N 'Cvld:"N
(AN =0
Y ,,/ ~ O
o O~
0 0
Y
(VI

en el que Y representa un atomo de cloro, un grupo -OR1 u -O-C(O)-Rz, preferiblemente Y representa un
grupo -OR1 u -O-C(0)-Rz, con R1 y Rz correspondientes, independientemente uno de el otro, a un grupo alquilo (C1-
Ce), ¥y

c2) amindlisis del complejo activado de férmula (VII) con 3-amino-1,2-propanodiol.

Como quedara claro para un experto en la materia, la reaccién para la formacién del complejo activado de férmula
(VIl) no modifica la configuracion absoluta de los tres atomos de carbono asimétricos ubicados en la posicién a en las
cadenas laterales, en relacién con los atomos de nitrogeno del macrociclo en el que se injertan dichas cadenas
laterales. En consecuencia, la etapa c1) permite obtener el complejo activado de férmula (VII) con un exceso
diastereoisomérico que comprende una mezcla de los isémeros VII-RRR y VII-SSS, de férmulas (VII-RRR) y (VII-SSS)
representado a continuacion, idéntico al exceso diasterecisomérico que comprende una mezcla de los isémeros |-
RRR e I-SSS con los que se obtiene el complejo de gadolinio de hexaacido de férmula (l) enriquecido
diastereoisoméricamente obtenido al final de la etapa b), que es al menos 80%.
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(VI-RRR).

5 En el caso en que Y representa un atomo de cloro, la etapa c1) se lleva a cabo tipicamente por reaccion entre el
complejo gadolinio de hexaacido de férmula (1) enriquecido diastereoisoméricamente obtenido durante la etapa b) y
cloruro de tionilo (SOCI2).

En el caso en que Y representa un grupo -O-C(O)-CHs, la etapa c1) se lleva a cabo tipicamente por reaccién entre el
complejo gadolinio de hexaacido de férmula (I) enriquecido diastereoisoméricamente obtenido durante la etapa b) y
10 cloruro de acetilo.

En una realizacion ventajosa del método no reivindicado, la etapa c) comprende la activacion de las funciones acido
carboxilico (-COOH) mencionadas anteriormente en forma de funciones éster.

De acuerdo con esta realizacion, la etapa c¢) puede comprender mas particularmente las siguientes etapas sucesivas:

c1) formacién de un triéster de formula (VIII),

15

(V1)

en el que R1 representa un grupo alquilo (C1-Ce), y
c2) amindlisis del triéster de féormula (V1) con 3-amino-1,2-propanodiol.

La etapa c1) se lleva a cabo tipicamente en el alcohol de formula R,OH, que desempefa tanto el papel de disolvente
20 como de reactivo, en presencia de un acido tal como acido clorhidrico.
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La etapa c2) también se lleva a cabo tipicamente en el alcohol de férmula R,OH, en presencia de un acido tal como
acido clorhidrico.

Inicialmente, el complejo de gadolinio de hexaacido de formula (1) y el alcohol RiOH se cargan en el reactor. El medio
de reaccion se enfria luego a una temperatura inferior a 10°C, en particular inferior a 5°C, tipicamente a 0°C, y luego
se agrega gradualmente una solucion acida del alcohol R,OH, tipicamente de acido clorhidrico en RiOH. El medio de
reaccion se mantiene bajo agitacién a temperatura ambiente (es decir a una temperatura entre 20 y 25°C) durante un
periodo tipicamente mayor de 5 h, preferiblemente entre 10 hy 20 h. El medio de reaccién se enfria a una temperatura
inferior a 10°C, en particular entre 0°C y 5°C, antes de la etapa c2).

Por lo tanto, las etapas c1) y c2) se pueden implementar facilmente de acuerdo con una realizacién de un solo
recipiente (0 "one-pot" en inglés). Ventajosamente, el triéster de féormula (VII) no esta aislado entre las etapas c1) y
c2).

Sin embargo, para promover la reacciéon de amindlisis, durante la etapa c2), el alcohol de férmula RiOH se elimina
preferiblemente por destilacion al vacio.

Por "destilacion al vacio" se entiende, en el sentido de la presente descripcion, la destilacion de una mezcla llevada a
cabo a una presién entre 10 y 500 mbar, en particular entre 10 y 350 mbar, preferiblemente entre 10 y 150 mbar, en
especialmente entre 50 y 100 mbar.

De manera similar, para promover la reaccion de amindlisis, durante la etapa c2), se introduce 3-amino-1,2-propanodiol
en gran exceso. Tipicamente, la cantidad de material de 3-amino-1,2-propanodiol introducido es mayor que 4 eq., en
particular mayor que 7 eq., ventajosamente mayor que 10 eq., en relacion con la cantidad de material complejo de
gadolinio de hexaacido de féormula (l) enriquecida diastereoisoméricamente introducida inicialmente durante la etapa
c), que corresponde a 1 equivalente.

Sorprendentemente, a pesar de las condiciones acidas tipicamente empleadas durante las etapas c1) y c2), que
deberian aumentar la inestabilidad cinética de los complejos de gadolinio, no se observa descomplejamiento o
isomerizacion del triéster de formula (VIII). La triamida deseada se obtiene con una muy buena tasa de conversion y
se preserva la configuracion absoluta de los tres atomos de carbono asimétricos ubicados en la posicién a en las
cadenas laterales, en relacion con los atomos de nitrégeno del macrociclo.

Ademas, debe sefalarse que, en general, las reacciones de amidacion por reaccién directa entre un éster y una amina
se describen muy poco en la literatura (véase sobre este tema KC Nadimpally et al., Tetrahedron Letters, 2011, 52,
2579-2582).

En una realizacién preferida del método no reivindicado, la etapa c) comprende las siguientes etapas sucesivas:

c1) formacién de un metil triéster de féormula (1V),

OMe

MeO

(IV)

en particular por reaccion en metanol en presencia de un &cido tal como acido clorhidrico, y

c2) aminolisis del metil triéster de férmula (V) con 3-amino-1,2-propanodiol, en particular en metanol en
presencia de un acido como el acido clorhidrico.

Ventajosamente, el metil triéster de formula (V) no es aislado entre las etapas c1) y c2).

En una realizacién preferida del método no reivindicado, durante la etapa c2), el metanol se elimina por destilacion al
vacio, hasta que se alcanza una temperatura tipicamente superior a 55°C, en particular entre 60°C y 65°C, y el medio
de reaccién se mantiene a esta temperatura al vacio durante una duracién tipicamente superior a 5 h, en particular
entre 10 h 'y 20 h, antes de enfriarse a temperatura ambiente y diluirse con agua.
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B Preparacién del hexadcido de férmula (l11)

El hexaacido de formula (l1), que se produce durante la etapa a) del proceso de preparacion que permite obtener el
complejo de férmula (l1) de un compuesto de acuerdo con la invencién, puede prepararse segun todos los métodos ya
conocidos y en particular segun los métodos descritos en la patente EP 1 931 673.

Sin embargo, de acuerdo con una realizacion preferida del método no reivindicado, el hexaacido de férmula (lll) se
obtiene por alquilacion del picleno de férmula (V):

| S
N/
NH HN
N
V)

Con un compuesto de férmula RsOOC-CHGp-(CH2)2-COOR4 (1X),

enlaque:

- Rs y R4 representan, independientemente uno del otro, un grupo alquilo (Cs3-Cs), en particular un grupo
alquilo (C4-Ce) tal como un grupo butilo, isobutilo, sec-butilo, tert-butilo, pentilo o hexilo, y

- Gp representa un grupo saliente tal como un tosilato, un grupo triflato o un atomo de halégeno,
preferiblemente un atomo de bromo,

para obtener el hexaéster de férmula (X)

)
R, K\N//ﬁ COOR,
0:
N N-
N
R.00C ~ \)R
R:0
COOR
(X)

seguido de una etapa de hidrdlisis, que conduce a dicho hexaacido de formula (lll).
En una realizacion preferida del método no reivindicado, Rs y R4 son idénticos.

Segun una realizacion ventajosa del método no reivindicado, el hexaacido de formula (Ill) se obtiene por alquilacién
del picleno de férmula (V):

i A
N/
NH HN
NS
(V)

con dibutil 2-bromoglutarato, para obtener el butil hexaéster de férmula (VI):
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N
OBu_~ 7 COOBu
0=
N N
{ ‘ 0
~._ _N
N NS
BuoOC o o BuO
© COOBu
(V1)

seguido de una etapa de hidrélisis, que conduce a dicho hexaacido de formula (lll).

El 2-bromoglutarato de dibutilo usado esta en forma racémica o enantioméricamente pura, preferiblemente en forma
racémica.

El uso de 2-bromoglutarato de dibutilo es particularmente ventajoso, en comparacién con el del 2-bromoglutarato de
etilo descrito en el documento EP 1 931 673. De hecho, el 2-bromoglutarato de dietilo comercial es un compuesto
relativamente inestable, que es se degrada con el tiempo y bajo el efecto de la temperatura. Mas especificamente,
este éster tiende a hidrolizarse o ciclizarse y, por lo tanto, pierde su &tomo de bromo. Los intentos de purificar el 2-
bromoglutarato de dietilo comercial, o desarrollar nuevas rutas sintéticas para obtenerlo con una pureza mejorada, y
asi evitar su degradacion, no han tenido éxito.

La reaccién de alquilacion se lleva a cabo tipicamente en un disolvente polar, preferiblemente en agua, en particular
en agua desionizada, ventajosamente en presencia de una base tal como carbonato de potasio o de sodio.

Se prefiere el uso de agua en particular al de acetonitrilo, descrito en el documento EP 1 931 673, por razones obvias.

La reaccién se lleva a cabo ventajosamente a una temperatura entre 40°C y 80°C, tipicamente entre 50°C y 70°C, en
particular entre 55°C y 60°C, durante un periodo entre 5 h y 20 h, en particular entre 8 hy 15 h.

La etapa de hidrolisis se lleva a cabo ventajosamente en presencia de un acido o una base, ventajosamente una base
tal como hidréxido de sodio. El disolvente de hidrélisis puede ser agua, un alcohol tal como etanol o una mezcla de
agua/alcohol. Esta etapa se lleva a cabo ventajosamente a una temperatura entre 40°C y 80°C, tipicamente entre
40°C y 70°C, especialmente entre 50°C y 60°C, tipicamente durante un periodo entre 10 h y 30 h, en particular entre
15hy25h.

Procedimiento para purificar el complejo de formula (ll)

El complejo de formula (Il) de una composicion segun la invencién puede purificarse particularmente por un
procedimiento que comprende :

1) la combinacién de los siguientes 2 etapas:
1b) paso sobre resina(s) de intercambio idnico y
1c) ultrafiltraciéon de dicho complejo, y
2) aislamiento del complejo purificado asi obtenido en forma sélida.

Este procedimiento de purificacion no esta recogido en el texto de las reivindicaciones. No obstante, su descripcion
detallada se considera util para comprender la invencion.

Ventajosamente, dicho complejo de formula (l1) tiene al menos 80%, preferiblemente al menos 85%, en particular al
menos 90%, en particular al menos 95%, mas particularmente al menos 97%, preferiblemente al menos 98%,
ventajosamente a menos 99%, de un exceso diastereoisomérico que comprende una mezcla de isémeros II-RRR e II-
SSS se obtuvo previamente de acuerdo con el proceso de preparacion descrito previamente.

En una realizacion preferida del procedimiento no reivindicado, el complejo enriquecido diastereoisoméricamente en
el que se implementa el proceso de purificacién tiene al menos 85%, en particular al menos 90%, en particular al
menos 92%, preferiblemente al menos 94%, ventajosamente al menos 97%, mas ventajosamente al menos 99% del
exceso diastereoisomérico que comprende la mezcla de isémeros II-RRR e [I-SSS.

Preferiblemente, dicho exceso diastereoisomérico consiste en al menos 90%, preferiblemente al menos 95% de la
mezcla de isdmeros II-RRR e 1I-SSS.
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Ventajosamente, dicho exceso diastereoisomérico consiste en la mezcla de isdmeros |I-RRR e 1I-SSS.

El término "mezcla de isémeros II-RRR e II-SSS" también cubre, por extension, el caso en el que solo uno de los
isdbmeros, ya sea II-RRR o 1I-SSS, esté presente. Sin embargo, el término "mezcla de isémeros II-RRR e [I-SSS"
designa preferiblemente todos los casos en los que cada uno de los isémeros |I-RRR e [I-SSS esta presente en una
cantidad variable pero no nula.

En una realizacion preferida, los isémeros 1I-RRR e II-SSS estan presentes dentro de dicha mezcla en una relacién
entre 65/35 y 35/65, en particular entre 60/40 y 40/60, en particular entre 55/45 y 45/55. Ventajosamente, los isomeros
II-RRR e [I-SSS estan presentes en la mezcla en una relacion 50/50.

=  Combinacién de las etapas 1b) y 1c)

Las etapas 1b) y 1c) tienen como objetivo purificar el complejo de férmula (Il) eliminando las impurezas que pueden
estar presentes debido al proceso para obtenerlo.

Dichas impurezas pueden comprender en particular 3-amino-1,2-propanodiol y/o una impureza desacoplada.

De hecho, el 3-amino-1,2-propanodiol puede estar presente en el producto final obtenido durante la implementacion
de un proceso para la preparacién del complejo de féormula (l1), tipicamente cuando el complejo de formula (Il) se
obtiene por amidificacion del complejo de formula (I) y 3-amino-1,2-propanodiol. Como se detalla anteriormente, la
reaccion de amidificacion puede comprender la activacion de las tres funciones de acido carboxilico llevadas por los
atomos de carbono ubicados en la posicion y en las cadenas laterales del complejo de férmula (1), en relaciéon con los
atomos de nitrégeno del macrociclo sobre el cual se injertan dichas cadenas laterales, seguido de una amindlisis de
las funciones del acido carboxilico activadas por reaccion con 3-amino-1,2-propanodiol. El 3-amino-1,2-propanodiol
se usa ventajosamente en exceso, para asegurar una buena conversién en funciones amida de las tres funciones de
acido carboxilico activadas.

Por "impureza desacoplada" se entiende un complejo de formula (ll-dc-a), (ll-dc-b), (ll-dc-c) representado a
continuacion o una mezcla de estos:

0
o\\ N OH
0O [
N---Gd---N
{7y ) =0
HO HN 0
Dath I
HO O 0
HN
Lo
OH
(ll-dc-a)
OH
B NIV
0. A7 »—NH OH
0 el
_< N---Gd---N
L /Ns) p=0
HO Q s ~ 0
0
0
0 0
HN
Lo
OH
(I-dc-b)

23



10

15

20

25

30

35

40

ES2950 118 T3

O/\@ﬁ 3 Nﬁ OH
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)
N---Gd- - -N
N R
HO  HN—{ 0
Dt
HO 0 _0
OH
(1-dc-c)

La impureza desacoplada puede resultar en particular de la reaccion de hidrélisis de una funcién amida del complejo
de férmula (Il). También puede resultar de una activacion incompleta de las funciones de &cido carboxilico del complejo
de féormula (I) (activacion de dos de las tres funciones) o de una amindlisis incompleta de las funciones de &cido
carboxilico activado (amindlisis de dos de las tres funciones), cuando el proceso para la preparacién del complejo de
formula (1) implementa dichas etapas.

La etapa 1b) corresponde al paso sobre las resina(s) de intercambio i6nico del complejo de formula (Il) enriquecida
diastereoisoméricamente como se describié anteriormente.

Por "resina de intercambio iénico" se entiende, en el sentido de la presente descripcién, un material sélido
generalmente en forma de perlas compuestas de una matriz polimérica sobre la cual se injertan grupos funcionales
cargados positivamente (resina aniénica) o negativamente (resina cationica), lo que permitira atrapar aniones o
cationes respectivamente mediante adsorcion. La adsorcién de aniones o cationes en la resina se realiza mediante
intercambio idénico entre los contraiones de los grupos funcionales inicialmente presentes para asegurar la
electroneutralidad de la resina, y los aniones o cationes destinados a quedar atrapados.

La etapa 1b) comprende poner en contacto una solucién acuosa del complejo de férmula (ll) enriquecida
diastereoisoméricamente con una resina anionica fuerte. El agua utilizada es preferiblemente agua purificada.

Dicha resina anionica fuerte tipicamente comprende, como grupos de intercambio funcionales, grupos de amonio
(N(RR'R")*, donde R, R'y R" son grupos alquilo (C1-Cs) idénticos o diferentes). Se puede mencionar en particular la
resina Amberlite® FPA900 vendida por Dow Chemical, ventajosamente en forma HO .

El paso sobre una resina anidnica fuerte permite eliminar, al menos en parte, las impurezas desacopladas.

La etapa 1b) puede comprender ademas poner en contacto una solucion acuosa del complejo de férmula (II)
enriquecida diastereocisoméricamente con una resina catiénica débil. El agua utilizada es preferiblemente agua
purificada.

Dicha resina catiénica débil tipicamente comprende, como grupos funcionales intercambiadores, grupos carboxilato
(CO2). Se puede mencionar en particular la resina IMAC® HP336 vendida por Dow Chemical, ventajosamente en
forma H*.

El paso sobre una resina cati6nica débil hace posible eliminar, al menos en parte, el 3-amino-1,2-propanodiol y los
posibles residuos de Gd®+.

Debe observarse que la etapa 1b) del paso sobre resina(s) de intercambio i6nico es posible gracias a la estabilidad
mejorada del complejo de férmula (l1) enriquecida diastereoisoméricamente, cuya integridad es por lo tanto conservada
durante esta etapa.

= La etapa 1c¢) corresponde a la ulirafiltracion del complejo de férmula (ll) enriquecida
diastereoisoméricamentecomo se describié anteriormente.

El término "ultrafiltracién" pretende denotar, en la presente descripcion, un método de filiraciéon a través de una
membrana mesoporosa semipermeable, cuyos poros generalmente tienen un didmetro de entre 1 y 100 nm, en
particular entre 2 y 50 nm, en particular entre 10 y 50 nm (mesoporos), bajo el efecto de fuerzas tales como gradientes
de presién, tipicamente entre 1y 10 bares, y posiblemente de concentracion. Por lo tanto, es un proceso de separacion
de membrana por el cual las particulas en solucidon o en suspension cuyo tamafio es mayor que el de los poros son
retenidas por la membrana y separadas de la mezcla liquida que las contenia.

En el contexto del proceso de purificacion de un complejo de férmula (ll) de un compuesto segun la invencion, la
ultrafiltracién es particularmente ventajosa para eliminar las endotoxinas.
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Ventajosamente, la membrana de ultrafiltracion usada en la etapa 1c) tiene un umbral de corte de menos de 100 kD,
en particular menos de 50 kD, en particular menos de 25 kD, tipicamente, un umbral de corte de 10 kD.

Preferiblemente, durante la etapa 1c), la presién transmembrana esta entre 1 y 5 bares, en particular entre 2.25y 3.25
bares.

=  En una realizacién particular del procedimiento no reivindicado, las etapas 1b) y 1c¢) también se combinan con
una etapa 1a) de nanofiltracion.

Por "nandfiltracion”, se pretende denotar, en la presente descripcion, un método de filtracion a través de una membrana
porosa semipermeable, cuyos poros generalmente tienen un didmetro entre 0.1 y 100 nm, en particular entre 0.1 y 20
nm, en particular entre 1 y 10 nm, bajo el efecto de fuerzas tales como gradientes de presion, tipicamente entre 1y 50
bares, y posiblemente de concentracion. Por lo tanto, es un proceso de separaciéon de membrana por el cual las
particulas en solucién o en suspension cuyo tamafo es mayor que el de los poros son retenidas por la membrana y
separadas de la mezcla liquida que las contenia.

La etapa 1a) de la nanofiltracion permite eliminar la mayoria del 3-amino-1,2-propanodiol (opcionalmente en forma de
sal, en particular clorhidrato, o de derivados, en particular el derivado de acetamida) en exceso y las sales minerales.

En esta realizacion particular del procedimiento no reivindicado, la etapa de nanofiltracion puede llevarse a cabo
directamente sobre el complejo de formula (Il) enriquecida diasterecisoméricamente en bruto como se obtiene de
acuerdo con el proceso de preparacion descrito anteriormente. En particular, no es necesario precipitar el complejo
de férmula (1) enriquecido diastereoisoméricamente previamente preparado mediante la adicion de disolvente.

Ventajosamente, la membrana de nanofiltracién usada en la etapa 1a) tiene un umbral de corte de menos de 1 kD, en
particular menos de 500 Daltons, en particular menos de 300 Daltons, tipicamente, un umbral de corte de 200 Daltons.

Preferiblemente, durante la etapa 1a), la presién transmembrana esta entre 10 y 40 bares, en particular entre 2 y 30
bares.

En particular, la temperatura de la solucién del complejo de férmula (lI) sometida a ultrafiltracion durante la etapa 1a)
esta entre 20 y 40°C, en particular entre 25 y 35°C.

En una alternativa a esta realizacién particular, la etapa 1b) no incluye poner en contacto una solucién acuosa del
complejo de formula (Il) enriquecida diastereocisoméricamente con una resina catiénica débil.

En una realizacion particular, las etapas 1a) cuando esta presente, 1b y 1c se llevan a cabo en este orden. Esta
realizacién ventajosa hace posible en particular minimizar las cantidades de resinas utilizadas y, por lo tanto, el costo
de fabricacién industrial.

= FEtapa2)

La etapa 2) pretende aislar en forma sélida el complejo de formula (Il) purificado obtenido al final de la combinacion
de las etapas 1b) y 1c), y opcionalmente combinado ademas en la etapa 1a).

Esta etapa de aislamiento en forma sélida puede llevarse a cabo de acuerdo con cualquier método bien conocido por
los expertos en la técnica, en particular por atomizacion, precipitacion, liofilizacion o centrifugacién, ventajosamente
por atomizacion.

En una realizacion preferida del procedimiento no reivindicado, la etapa 2) incluye la atomizacion.

De hecho, el aislamiento en forma sélida del complejo de férmula (Il) purificado por atomizacién permite en particular
prescindir del uso de disolventes de precipitacion.

La temperatura de entrada de aire en el atomizador esta tipicamente entre 150°C y 180°C, en particular entre 160°C
y 175°C, ventajosamente entre 165°C y 170°C. La temperatura de salida esta tipicamente entre 90°C y 120°C,
preferiblemente entre 105°C y 110°C.

Ventajosamente, el grado de pureza del complejo de formula (Il) enriquecido diastereoisoméricamente en la mezcla
de isémeros |I-RRR e 1I-SSS purificado y aislado al final de la etapa 2) es mayor que 95%, en particular mayor que
97%, preferiblemente mayor que 97.5%, mas preferiblemente mayor que 98%, ventajosamente mayor que 99%, dicho
grado de pureza se expresa como porcentaje en masa del complejo de formula (ll) con respecto a la masa total
obtenida al final de la etapa 2).

Preferentemente, el complejo de formula (l1) incluido en la composicion segln la invencion descrita anteriormente es
el complejo de formula (Il) enriquecido diastereoisoméricamente y purificado, que puede obtenerse segun el
procedimiento de purificacion de la invencion.
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EJEMPLOS
Los ejemplos dados a continuacién se presentan a modo de ilustracion y sin limitacién de la invencion.

Separacion de los grupos de isémeros iso1, is02, iso3 e iso4 del complejo de féormula (Il) por UHPLC

Se utiliza un dispositivo UHPLC que consiste en un sistema de bombeo, un inyector, una columna cromatografica, un
detector UV y una estacién de datos. La columna cromatografica utilizada es una columna UHPLC de 150 x 2.1 mm
-1.6 uym (columna CORTECS® UPLC T3 de Waters).

- Fase movil:
Via A: 100% de acetonitrilo y Via B: solucién acuosa de H2SO4 (96%) a 0.0005% v/v

- Preparacion de soluciones de prueba:

Soluciéon del complejo de férmula (Il) a 2 mg/ml en agua purificada.

- Condiciones de andlisis:

Temperatura de columna 40°C
Temperatura de muestra | Temperatura ambiente (20-25°C)
Flujo 0.3 ml/min
Volumen de inyeccion 1ul
Deteccion UV 200 nm
Duracién del andlisis 20 min
- Gradiente:

Tiempo % Acn % H2S04 0.0005 %

0 1 99

3 5 95

12 10 90

15 25 75

16 1 99

20 1 99

Se obtienen 4 picos principales. El pico 4 de la grafica de UHPLC, es decir iso4, corresponde a un tiempo de
retencion de 6.3 minutos.

Preparacion del butilhexaéster de férmula (VI)

En un reactor, 184 kg (570 moles) de 2-bromoglutarato de dibutilo y 89 kg (644 moles) de carbonato de potasio se
mezclan y calientan a 55-60°C. Se agrega una solucién acuosa de 29.4 kg (143 moles) de picleno en 24 kg de agua
a la preparacién previa. La mezcla de reaccion se mantiene a 55-60°C y luego se calienta a reflujo durante diez horas.
Después de la reaccion, el medio se enfria, se diluye con 155 kg de tolueno y luego se lava con 300 litros de agua. El
butilhexaéster se extrae en fase acuosa con 175 kg (1340 moles) de acido fosférico (75%). Luego se lava 3 veces con
150 kg de tolueno. El hexiléster de butilo se vuelve a extraer en la fase de tolueno mediante dilucién con 145 kg de
tolueno y 165 kg de agua, seguido de basificacion con hidréxido de sodio al 30% (m/m) para alcanzar un pH de 5-5.5.
Se elimina la fase acuosa inferior. El hexiléster de butilo se obtiene por concentracion en seco al vacio a 60°C con un
rendimiento de aproximadamente el 85%.
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Preparacion del hexaacido de férmula (Ill)

En un reactor, se cargan 113 kg (121 moles) de butilhexaéster asi como 8 kg de etanol. El medio se lleva a 55 +/- 5°C
y luego se vierten 161 kg (1207.5 moles) de hidréxido de sodio al 30% (m/m) en 3 horas. La mezcla de reaccion se
mantiene a esta temperatura durante aproximadamente veinte horas. El butanol se elimina luego por decantacién del
medio de reaccion. El hexaacido de formula (lll) obtenido en forma de sal de sodio se diluye con agua para obtener
una soluciéon acuosa de aproximadamente 10% (m/m). Esta solucién se trata en una resina cationica acida. El
hexaacido de férmula (lll) en solucién acuosa se obtiene con un rendimiento de aproximadamente 90% y una pureza
de 95%.

Preparacion del complejo de gadolinio de hexaacido de formula (1)

= Protocolo experimental

* Complejacién e isomerizacién.

- Sin acido acético

En un reactor, se cargan 418 kg (117 kg de hexaacido puro de formula (Il1)/196 moles) de una solucion acuosa de
hexaacido de férmula (IIl) al 28% en peso. El pH de la solucion se ajusta a 2.7 agregando acido clorhidrico, luego se
agregan 37 kg (103.2 moles) de éxido de gadolinio. EI medio de reaccién se calienta a 100-102°C durante 48 horas
para alcanzar la distribucion isomérica esperada del hexaacido de férmula (l11).

- Con acido acético
El 6xido de gadolinio (0.525 mol eq.) se suspende en una solucion de hexadacido de féormula (Ill) al 28.1% en masa.
El acido acético 99-100% (50% en masa/hexaécido de formula (1) puro) se vierte en el medio a temperatura ambiente.

El medio se calienta a reflujo y luego se destila a 113°C en masa, recargando el medio con acido acético a medida
que se elimina el agua. Llegado a 113°C, agregue la cantidad suficiente de acido acético para llegar al volumen inicial.

El medio se mantiene a 113°C durante la noche.

« Cristalizacién, recristalizacién.

- Cristalizacién

El complejo de gadolinio de hexaacido de férmula (I) en solucién se enfria a 40°C, se agrega el cebador, se deja en
contacto durante al menos 2 horas. Luego se aisla por filtracion a 40°C y se lava con agua de 6smosis inversa.

- recristalizacion

Se suspenden 180 kg del complejo de gadolinio de hexaacido de formula (l) obtenido anteriormente (extracto seco a
aproximadamente 72%) en 390 kg de agua. El medio se calienta a 100°C para disolver el producto, luego se enfria a
80°C para iniciarse agregando un poco de iniciador. Después de enfriar a temperatura ambiente, el complejo de
gadolinio de hexaacido de férmula (I) se aisla por filtracion y secado.

* Descomplejamiento selectivo

El producto seco se carga en el reactor con agua de dsmosis/a 20°C. La masa de agua anadida es igual al doble de
la masa del complejo hexaacido gadolinio de formula tedrica (l). Se vierte soda al 30.5% (m/m) (6.5 eq) en el medio a
20°C. El medio se deja en contacto a 50°C al final de la adicion de NaOH durante 16 horas. El medio se enfria a 25°C
y el producto se filtra a través de un lecho de Clarcel.

= Contenido en la mezcla de diastereoisomeros I-RRR e I-SSS

La proporcién en la que estan presentes los diferentes isomeros del complejo de férmula (I) dentro de la mezcla de
diastereoisdbmeros depende de las condiciones bajo las cuales se llevan a cabo las etapas de complejacién e
isomerizacion, como se muestra en la Tabla 3 a continuacioén.
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Tabla 3: contenido de la mezcla I-RRR e I-SSS en funcion de las condiciones de complejacién/isomerizacion

Exceso diastereoisomérico en la mezcla
pH | Temperatura geo?éfr'gzg ?ﬁl)hexaa'cido Duracion de
I-RRR e I-SSS
5.7 |80°C 40% 3h 19%
3.5 |90°C 50% 10h 49%
3.0 [101°C 40% 10h 68%
27 |101°C 28% 48h 98.04%

Las etapas adicionales de recristalizacién y descomplejamiento selectivo permiten aumentar el exceso
diastereoisomérico mediante la mezcla I-RRR e |-SSS (véase tabla 4).

Tabla 4: contenido en la mezcla I-RRR e I-SSS después de la cristalizacidn/recristalizacion/descomplejamiento
selectivo

Después de la 12 re- Después de la re- dDee;g :nis lzea/mien o
cristalizacion cristalizacion mpie}
selectivo
Exceso dias-tereocisomérico en la
mezcla de 98.04 % 99.12% 99.75 %
I-RRR e I-SSS

Preparacion del complejo de férmula (Il)

En un reactor, se cargan 90 kg (119 moles) del complejo hexaacido de férmula (1) y 650 kg de metanol. La mezcla se
enfria a aproximadamente 0°C y luego se vierten 111 kg (252 moles) de una solucion de acido clorhidrico metandlico
(HCI al 8.25% en metanol) mientras se mantiene la temperatura a 0°C. El medio de reaccién se lleva a temperatura
ambiente y luego se agita durante 16 horas. Después de enfriar a 0-5°C, se afiaden 120 kg (1319 moles) de 3-amino-
1,2-propanodiol. EI medio de reaccion se calienta destilando el metanol al vacio hasta que se alcanza una temperatura
de 60-65°C. El concentrado se mantiene durante 16 horas a esta temperatura al vacio. Al final del contacto, el medio
se diluye con 607 kg de agua mientras se enfria a temperatura ambiente. La solucién del complejo bruto de férmula
(I) se neutraliza con &cido clorhidrico al 20% (m/m). De este modo se obtienen 978.6 kg de solucién, con una
concentracién del 10.3%, que representa 101 kg de material. El rendimiento obtenido es del 86.5%, la pureza del
complejo de formula (Il) es del 92.3% (HPLC s/s). La cantidad de impurezas desacopladas es del 6.4% (HPLC s/s).

Purificacion del complejo de férmula (11)

*  Nandfiltracién

La membrana de nanofiltracién utilizada tiene un umbral de corte de 200 Daltons (Koch Membran System SR3D). Este
procesamiento se lleva a cabo de la siguiente manera:

La solucién compleja cruda de formula (1) se calienta a 30°C. El nanofiltro se llena con dicha solucion. La bomba se
inicia primero a bajo flujo para purgar el sistema, luego el flujo de la bomba de nanofiltro se incrementa gradualmente
hasta el flujo de recirculacion deseado (1.0 m3/h para una membrana de 2.5 X 40 pulgadas). El sistema se pone en
recirculacion completa a 30°C durante al menos 2 horas para establecer una capa de polarizaciéon. Luego se pasa el
medio a través de diafiltracion a 30°C bajo 25 bares mientras se mantiene constante el volumen afadiendo agua pura
hasta que la conductividad del retenido es inferior a 1000 pS. Al final de la diafiltracion, el medio se concentra hasta
obtener una concentracién de aproximadamente el 40% (m/m).

*  Tratamiento de resina

La soluciéon compleja de formula (Il) resultante de la nanofiltracion se diluye con agua purificada con agitacion para
obtener una solucién al 15% (m/m). Esta solucién se eluye en serie en 50 litros de resinas anionicas fuertes (FPA900)
en forma de OH-, luego en 50 litros de resinas catidnicas débiles (HP336) en forma de H* a una tasa de elucién
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promedio de 2V/V/H (2 volumenes de solucidn por volumen de resina por hora). Luego, las resinas se enjuagan con
aproximadamente 450 litros de agua purificada hasta que se alcanza un indice de refraccion inferior a 1.3335.

La solucion compleja de férmula (1) se concentra luego calentando a 50-60°C bajo un vacio de 20 mbar para alcanzar
una concentracién del 35% (m/m).

o Ultrafiltracion
La membrana de ultrafiltracion es una membrana UF 10KD Koch Spiral.

El ultrafiltro se suministra con la solucién anterior del complejo de formula (1) al 35% calentado a 40°C. La ultrafiltracion
se aplica a un caudal de 3m3H con una presion transmembrana de 2.5-3 bares. Se llevan a cabo varios enjuagues
del sistema con 13 litros de agua purificada libre de pir6genos hasta que se logra una dilucién final del complejo de
formula (1) del 25% (m/m).

*  Atomizacién

El complejo de formula (1) se obtiene en forma de polvo por atomizacion de la solucién anterior del complejo de férmula
(1) concentrada al 25%.

La atomizacién se lleva a cabo de la siguiente manera:

El atomizador se equilibra con agua pura sin pirégenos ajustando la temperatura de entrada a 165°C - 170°C y
adaptando la velocidad de alimentacién para que la temperatura de salida esté entre 105y 110°C .

Luego, se agrega la solucion concentrada de férmula (ll) y se ajusta el caudal para mantener los parametros anteriores.

Estas condiciones de funcionamiento se mantienen durante toda la atomizacion, mientras se garantiza el buen
comportamiento del polvo en la camara de atomizacion y en la salida del atomizador. En particular, asegurarse de que
el producto no se pegue.

Al final de la alimentacion del atomizador con la solucién, el recipiente de este complejo de férmula (Il) y el atomizador
se enjuagan con agua pirogénica pura hasta la maxima recuperacion del polvo.

Se obtiene un complejo de formula (1) que es 99.6% puro.
Este grado de pureza es determinada por cromatografia liquida en fase reversa.

Composicidn sequn la invencidn y resultados de estudios al respecto

Ejemplo de un proceso de fabricacion segtn la invencion.

El proceso para fabricar una composicién segun la invencion se lleva a cabo siguiendo las siguientes etapas:

a) 485.1 g (0 0.5 M) de complejo de féormula (ll) se disuelve en agua (gs 1 litro) calentando el tanque a una
temperatura entre 39 y 48°C y llevando a cabo una fuerte agitacion de la solucién hasta la disolucion completa de este
complejo en agua. La solucion se enfria luego a aproximadamente 30°C.

b) se agregan 0.404 g (es decir, 0.2% mol/mol con relacién a la proporcién de complejo agregado en la etapa
a)) de DOTA (Simafex, Francia) con agitacion a la solucién obtenida en la etapa a) a través de una solucién DOTA al
10% m/v.

c) Se agrega trometamol (Tris) a la solucién obtenida en la etapa b) con agitacion. El pH se ajusta luego a un
valor entre 7.2 y 7.7 mediante la adicién con agitacion de una solucion de acido clorhidrico.

d) La concentracién objetivo (0.5 mol/L) se obtiene agregando agua ppi en dos etapas hasta obtener un valor
de densidad entre 1.198 y 1.219 g/mL.

La composicion liquida se filtra luego a través de una membrana de polietersulfona y se coloca en su recipiente final,
que finalmente se somete a esterilizacion a 121°C durante 15 minutos.

. Ejemplo de composicion segun la invencion.

Gracias al proceso descrito anteriormente, se obtiene la siguiente formulacion:
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Ingredientes Proporciones en la composicion

Complejo de formula (11) 485.1 g (0.5 M)

DOTA** 0.404 g (1 mM, es decir, 0.2% mol/mol vs complejo)
NaOH o HCI QspH7.2a77

Trometamol 1.211g

Gadolinio libre* <1 ppm m/v

Agua ppi (lista para inyeccion) Qs1L

* Medicion realizada por método colorimétrico con xilenol naranja

** expresado en una base anhidra y pura

. Pruebas de formulacion realizadas

Se probaron diferentes concentraciones de trometamol de 0 a 100 mM. Los resultados de estas pruebas mostraron
que un contenido de 10 mM (0.12% p/v) era suficiente para garantizar la estabilidad del pH de la formulacion al tiempo
que limiaba la formacion de impurezas degradantes.

Se probaron diferentes concentraciones de DOTA de 0 a 2.5 mM. Los resultados de estas pruebas han
demostrado que un contenido de 1 mM, que corresponde a 0.04% m/v o 0.2% mol/mol, asegura la ausencia de
liberacion de Gd libre durante el proceso y durante la vida del producto.

. Estudios de estabilidad en condiciones aceleradas de una composicion sequn la invencion.

La formulacion del ejemplo anterior se analiza justo después de su fabricacion (To) y después del almacenamiento a
40°C durante 6 meses después de su fabricacion (T+6 meses).

ATo:
- Pureza evaluada por cromatografia*: 99.6%
- Concentraciéon de Gd-DOTA: 0.007% (m/V)
- Concentracién de Gd: por debajo del 0.0001% (m/V)
-pH:7.5
A T+6 meses :
- Pureza evaluada por cromatografia *: 97.2%
- Concentracion de Gd-DOTA: 0.014% (m/V) - 0.25 mM
- Concentracion de Gd: por debajo del 0.0001% (m/V)
-pH:7.5
* cromatografia liquida en fase reversa
Estos resultados demuestran que esta formulacion tiene buena estabilidad en el tiempo.

. Estudios comparativos de estabilidad

La estabilidad de las siguientes composiciones se evalué con el tiempo. El término "PA no optimizado" designa el
principio activo, a saber, el complejo de férmula (1), obtenido de acuerdo con el proceso descrito en el documento EP
1 931 673. El término "PA optimizado" designa el complejo de férmula (Il) diastereoisoméricamente enriquecido y
purificado obtenido por el proceso de acuerdo con la invencion.
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PA (0.5 M) [DOTA] % mol/mol Trometamol mM pHajuste
C1 No optimizado 0.3 - 5.0
c2 Optimizado 0.2 - 7.5
C3 Optimizado 0.1 - 7.5
C4 Optimizado 0.2 10 7.5
C5 Optimizado 0.1 10 7.5
Ccé Optimizado 0.2 - 5.0
Cc7 Optimizado 0.1 - 5.0
Gd libre en ppm m/v (xilenol) DOTA-Gd en % mol/mol (Formiato LC*)
TO T 6 meses 40°C TO T 6 meses 40°C

Ct1 <LOD 0.18 0.27 0.3

Cc2 <LOD <LOD 0.02 0.05

C3 <LOD <LOD 0.02 0.05

C4 <LOD <LOD 0.02 0.05

C5 <LOD <LOD 0.02 0.08

C6 <LOD <LOD 0.03 0.03

Cc7 <LOD <LOD 0.02 0.07
* Formiato LC: método cromatografico que implica deteccion fluorimétrica. La separacion se
lleva a cabo en una columna cromatografica injertada con C18 en fase inversa con elucion en
modo gradiente.

Los resultados informados anteriormente indican que la formulacién del PA no optimizado con DOTA libre no es posible.
De hecho, el excipiente quelante se consume por completo por la reacciéon de transligacién entre el complejo de
formula (1) y DOTA, y por lo tanto ya no puede cumplir su funcién de atrapar Gd®* liberado.

Por otro lado, el complejo de formula (Il) enriquecido y purificado diasterecisoméricamente obtenido por el proceso
anteriormente descrito puede formularse con DOTA libre. De hecho, existe la ausencia de Gd libre en la composicién
a los 6 meses, 40°C, independientemente del pH de la formulacién y de si hay o no especies tamponantes. Ademas,
el consumo de excipiente quelante es muy bajo, ya que no supera el 0.08% mol/mol.
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REIVINDICACIONES

1.Compuesto que comprende el complejo de la férmula (Il) siguiente:

HO  HN

el
HO

OH n

que consiste en al menos el 80% de un exceso diastereoisomérico que comprende una mezcla de isémeros II-RRR e
5 1I-SSS de férmulas:

OH
N
NH OH
0
O
HO HN
O
HO o) 0
HN
HO  HN
HO
HN
g\OH
OH (I-RRR).

y un ligando macrociclico libre, y que ventajosamente tiene una concentracion de gadolinio libre inferior a 1 ppm (m/v),
caracterizado por que comprende entre 0,002 y 0,4 mol/mol de ligando macrociclico libre con respecto al complejo de
10 formula (11).
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2.Compuesto segun la reivindicacién 1, caracterizado por que el complejo de féormula (1) presenta al menos 90% del
exceso diastereoisomérico que comprende la mezcla de isémeros II-RRR e [I-SSS.

3.Compuesto segun la reivindicacién 1 o 2, caracterizado por que el complejo de férmula (Il) presenta al menos 92%
del exceso diastereoisomérico que comprende la mezcla de isémeros II-RRR e 1I-SSS.

4.Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que el complejo de férmula (Il) presenta
al menos 94% del exceso diastereoisomérico que comprende la mezcla de isomeros 1I-RRR e II-SSS.

5.Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que comprende entre 0,01 y 0,3
mol/mol de ligando macrociclico libre con respecto al complejo de férmula (11).

6.Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por que el ligando macrociclico libre
se selecciona del grupo que consiste en DOTA, NOTA, DO3A, BT-DO3A, HP-DO3A, PCTA, DOTA-GA y sus derivados.

7.Compuesto segln la reivindicacion 6, caracterizado por que el ligando macrociclico libre es acido 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano -1,4,7,10-tetraacético (DOTA).

8.Compuesto segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizada por que tiene una concentracion de
entre 0,01 y 1,5 mol.L"", preferentemente de entre 0,2 y 0,7 mol.L™" del complejo de formula (11).

9.Compuesto segln la reivindicacion 8, caracterizado por que la concentracién del complejo de férmula (ll) esta
comprendida entre 0,3 y 0,6 mol.L™".

10.Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado por que su pH estd comprendido
entre 6,5y 8.

11.Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado por que comprende el tampon Tris
(Tris(hidroximetil)aminometano).

12.Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado por que el grado de pureza del
complejo de formula (Il) es superior al 95%.

13.Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizado por que el grado de pureza del
complejo de formula (Il) es superior al 97%.

14.Compuesto segun las reivindicaciones 12 ¢ 13, caracterizado por que el ligando macrociclico libre es DOTA y
en que tiene una concentraciéon de gadolinio libre inferior a 1 ppm (p/v).

15.Compuesto segun la reivindicaciéon 14, caracterizado por que comprende entre 0,002 y 0,4 % mol/mol de
DOTA en relacion al complejo de formula (1l).
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