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DESCRIPCION
Procedimiento de sintesis de compuestos de triariimetano sulfonados
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un nuevo procedimiento de sintesis de compuestos que comprenden una
estructura de triarilmetano sustituida con grupos sulfonados, especificamente un nuevo procedimiento de
sintesis de colorantes de la familia de los compuestos de triariimetano sulfonados, en particular del azul patente.

Estado de la técnica anterior

El azul patente (sal del 4-[4-(dietilamino)fenil]-(4-dietilazanioilidenciclohexa-2,5-dien-1-iliden)metil]-6-
hidroxibenceno-1,3-disulfonato) es un colorante que comprende una estructura triariimetano que existe en dos
formas: la sal de sodio [CAS 20262-76-4] y la sal de calcio [CAS 3536-49-0]. Este colorante fue mencionado
por primera vez en 1897 por Ernst Erdmann y Hugo Erdmann,Justus Liebigs Annalen der Chemie, Vol. 294 (3),
376-392.

En las publicaciones al respecto, existe a veces cierta confusién entre el azul patente y el azul de isosulfan (sal
de sodio del 2{[4-(dietilamino)fenil]-(4-dietilazanioilidenciclohexa-2,5-dien-1-iliden)metil]-benceno-1,4-
disulfonato, CAS 68238-36-8 y 748080-29-7), aunque estas moléculas tengan estructuras distintas.

El azul patente esté disponible comercialmente, aunque los productos que se pueden encontrar en el mercado
se caracterizan por tener un contenido elevado de impurezas. Especificamente, se han encontrado grandes
cantidades de compuesto monodesetilado que son dificiles de separar del azul patente mediante métodos de
purificaciéon convencionales. Igualmente, estos se caracterizan por una cantidad significativa de NaCl residual.

El azul patente y el azul de isosulfan son colorantes de los tejidos biolégicos usados especificamente como
agentes de contraste para la delimitacién de vasos linfaticos y son particularmente Gtiles como agentes de
diagndéstico del cancer. Se usan habitualmente en un procedimiento de diagnéstico denominado "mapeo de
ganglios linfaticos centinela". Este método constituye un complemento de la linfografia para visualizar el sistema
linfatico drenando el area de inyeccién. Una aplicacién importante consiste en localizar los ganglios linfaticos
centinela en los pacientes con cancer de mama. Igualmente, se efectla la extirpacién quirdrgica de tejidos
cancerosos guiada con azul patente o azul de isosulfan.

Pocos autores se han interesado por la sintesis del azul patente desde la publicaciéon de 1897 por Ernst y Hugo
Erdmann. Entre estos autores se pueden citar Hagenbach, Revue des colorants bleus, Helvetica, volumen 6,
namero 1, 1923, paginas 134-186; Paul Fritsch, Euric, volumen 29, nimero 2, mayo-agosto 1896, paginas
2290-2301. A partir de las reacciones de base que se ensefian en estos documentos, se puede producir una
gran diversidad de colorantes, especificamente compuestos caracterizados por una estructura de triarilmetano
sulfonada.

Los documentos US 1531507, US7534911, US8969616, WO2017118882, W0O2017218764 y WO2018008040
exponen diferentes procedimientos de sintesis del azul de isosulfan.

La mayoria de los métodos de sintesis de la técnica anterior para la fabricacién de colorantes de triariimetano
sulfonados comprenden una etapa de condensacién de un benzaldehido sulfonado con la N, N-dietilanilina,
etapa que implica acidos fuertes y que lleva a la formacién de un compuesto leuco. Esta etapa va seguida
generalmente de una etapa de oxidacién con agentes oxidantes conocidos, algunos de los cuales son
considerados peligrosos (6xido de plomo, ftalocianina de hierro, / oxona), para efectuar la conversién en un
colorante de triariimetano.

El documento DE46384 describe un procedimiento de sintesis de colorantes del tipo triariimetano sulfonado
por medio de un procedimiento que utiliza una sulfonacién de una estructura de triarimetano mediante
tratamiento con acido sulfénico fumante, seguido de una oxidacidén con éxido de plomo en presencia de acido
sulfurico. No se han caracterizado ni el producto ni su pureza. Se ignora qué sustituciones se han efectuado
en los anillos aromaticos. Los inventores de la presente solicitud han constatado que el tratamiento con &cido
sulfénico fumante (SO3 gaseoso a saturacion en una solucién concentrada de HoSO4) degrada la estructura de
triariimetano muy rapidamente. Las condiciones que se ensefian en este documento no permiten, por tanto,
formar la estructura buscada con unos rendimientos y una pureza satisfactorios.

El documento A.M. Montagut et al., Chem. Eur. J. 2017, 23, 3810-3814, describe una sintesis de compuestos
de triariimetano de caracter hidréfobo para el tratamiento de textiles. Después de la formacién de la estructura
de triariimetano sustituida con grupos de cadena larga, la Ultima etapa consiste en una oxidacién con una
quinona, la 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona (DDQ). Las estructuras correspondientes son
significativamente diferentes de las moléculas colorantes convencionales tales como el azul patente o el azul
de isosulfan, cuyos nucleos de arilo estan sustituidos con grupos de cadena corta y llevan funciones sulfonadas.
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Entre las impurezas que se forman durante la sintesis de estos compuestos dialquilaminotriariimetilsulfonados,
los derivados desalquilados son particularmente irritantes. En el caso del azul patente y el azul de isosulfan,
las impurezas se refieren a impurezas de desetilo. En efecto, estas moléculas solo se diferencian de las
moléculas objetivo en la ausencia de uno o mas grupos alquilo (etilo) en los dtomos de nitrégeno. Como su
estructura es muy similar a la de los compuestos objetivo, es dificil eliminarlos mediante técnicas de purificacién
convencionales.

El documento W02017/118882 reivindica la sintesis de azul de isosulfan con una pureza >99.8 % y una
cantidad de impureza desetilada < 0.15 %. Sin embargo, el procedimiento descrito lleva a cabo una etapa de
oxidacidén con permanganato potasico que puede llevar a una contaminacién por manganeso. Este método,
cuando se aplica a la sintesis del azul patente, da un compuesto con un contenido de desetilo mucho més
elevado.

El documento RU 2654862 describe un procedimiento de purificacion de compuestos colorantes de
diaminotrifenilmetano disulfonados. Este procedimiento se refiere en particular al azul patente. El procedimiento
descrito en este documento se basa en una absorcién sobre un soporte de PDMS y una recuperacién del azul
patente con una solucién salina acuosa. El producto obtenido de este procedimiento tiene un gran contenido
de sales.

El documento Journal of chromatography A 1499 (2017) 183-189 describe un procedimiento de separacion
electromagnética aplicado a compuestos colorantes, especificamente al azul patente. La operacidn se efectla
con respecto a una mezcla que comprende otros dos colorantes de estructuras diferentes. No se contempla
usar tal procedimiento para eliminar el compuesto desetilado o otros compuestos de estructura analoga.

Sigue existiendo, por tanto, la necesidad de un procedimiento de sintesis de compuestos de triariimetano
sulfonados que permita obtener el azul patente aunque también otras estructuras tales como el azul de isosulfan
(/sosulfan blue), especificamente. En particular, se ha buscado desarrollar un procedimiento que sea
reproducible, aplicable a escala industrial, con buenos rendimientos y que proporcione productos de pureza
elevada. En particular, sigue existiendo la necesidad de un procedimiento que produzca una composicidn en la
que el compuesto objetivo esté sustancialmente desprovisto de derivados desalquilados, en particular
derivados desetilados en el caso del azul patente y del azul de isosulfan, pero también que no requiera el uso
de metales pesados. Sigue existiendo también la necesidad de un método de preparacién del azul patente que
lleve a un producto sustancialmente desprovisto de sales.

De manera sorprendente, el presente solicitante ha descubierto un procedimiento que permite acceder a
compuestos de estructura de triariimetano sulfonado a partir de moléculas sencillas y facilmente disponibles,
mediante una etapa de oxidacibn con quinonas, con unos rendimientos y una pureza elevados. El
procedimiento de la invencidén permite obtener productos que tienen a la vez una pureza organica y una pureza
con respecto a los metales pesados satisfactorias, teniendo al mismo tiempo buenos rendimientos.

Sumario de la invencién

La invencién se refiere a un procedimiento de preparacién de un compuesto que responde a la férmula (1)

[Quim. ]

en la que
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R1, R2, R3 representan, de manera independiente entre si, un grupo seleccionado entre: -H, -OH, -SO3H, -
8Os, al menos uno de R1, R2, R3 representa un grupo seleccionado entre (-SOsH, -SOx3),

R4, R5, idénticos o diferentes, representan un grupo seleccionado entre: alquilo C4-Cg, alquenilo C4-Cs, fenilo,
bencilo, entendiéndose que dos grupos R4, R5 en el mismo atomo de nitrégeno pueden formar juntos un anillo
que incluye este &tomo de nitrégeno,

Y representa un catién organico o inorganico seleccionado entre las sales farmacéuticamente aceptables;
t representa un numero t=0; 1/2; 1,

estando caracterizado este procedimiento por que comprende al menos una etapa de oxidacién del
trifeniimetano sulfonado de férmula (V) con una quinona seleccionada entre 1,4-benzoquinona, 1,2-
benzoquinona, dialquil(C4-C4) 1,4-benzoquinona, dialquil(C4-C4) 1,2-benzoquinona, monoalquil(C1-C4) 1,4-
benzoquinona, monoalquil(C4-C4) 1,2-benzoquinona:

Quinona H

(OUIM w3 (QUIM 13

De acuerdo con una realizacién preferente, la quinona es 1,4-benzoquinona.
De acuerdo con una realizacién preferente, el tratamiento se lleva a cabo en un disolvente prético apolar.

De acuerdo con una realizacion preferente, el tratamiento se lleva a cabo a una temperatura que varia de 40 a
130 °C, de manera ventajosa a una temperatura que varia de 60 a 120 °C, de manera aln mas ventajosa a
una temperatura que varia de 70 a 110 °C.

De acuerdo con una realizacién preferente, al final de la etapa de tratamiento con una quinona, el compuesto
objetivo de férmula (1) se separa del medio de reaccién mediante precipitacién.

De acuerdo con una realizaciéon preferente, el procedimiento comprende ademas una etapa en la que el
compuesto objetivo de férmula (1) con t = 0 se transforma en la sal de formula () cont=10t=1/2.

De acuerdo con una realizacién preferente, el compuesto de férmula ((Quim. 1) responde a la formula (Quim.
IA)
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De acuerdo con una realizacion preferente, el compuesto (Quim. I1A) se obtiene mediante un procedimiento que
comprende al menos las etapas siguientes:

a) condensacion del compuesto benzaldehido de férmula (Quim. 11A) con la dialquilanilina de férmula(Quim. 1)
para dar el trifenilmetano de formula (Quim. IVA),
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b) tratamiento del trifenilmetano de férmula (IVA) con acido sulfurico para formar el trifenilmetano sulfonado de
férmula (VA)

B U

(QUIM VA

(GUIN )

De acuerdo con una realizaciébn mas preferente, el compuesto que responde a la férmula (Quim. |) se
selecciona entre:

[Quim. VI]
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azul patente, sal de calcio
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H,C N CH,

|

azul patente, sal de potasio

De acuerdo con otra variante, el compuesto que responde a la férmula (Quim. 1) responde a la férmula (Quim.
IB)
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De acuerdo con una realizacién preferente de esta variante, el compuesto que responde a la férmula (Quim. )
es el compuesto (Quim. VIII)
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azul de isosulfan (isosulfan blue)

La invencién se refiere ademas al uso del procedimiento tal como se ha descrito anteriormente y como se
describe con mas detalle a continuacién, para obtener una composicién que comprende al menos un 99.0 %
del compuesto que responde a la formula (Quim. 1), habiendo medido el % mediante cromatografia liquida de

alta resolucién (HPLC) con una deteccién a 230 nm.

De acuerdo con una realizacion preferente, el uso esta dirigido a producir una composiciéon en la que no hay
presente ninguna impureza aparte del derivado monodesalquilado en una cantidad superior al 0.1 %, habiendo
medido el % mediante cromatografia liquida de alta resolucién con una deteccién a 230 nm.
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La invencidn se refiere ademas a un procedimiento de fabricacién de un medicamento o de un producto de

diagnéstico que comprende la fabricacién del compuesto que responde a la formula (Quim. 1), preferentemente

del azul patente, mediante el procedimiento tal como se ha descrito anteriormente y como se describe con mas

detalle a continuacién, y la introduccién del compuesto que responde a la férmula (Quim. 1), en un vehiculo
5 farmacéuticamente aceptable.

La invencién permite obtener a una composicién que comprende al menos un 99.0 % del compuesto que
responde a la férmula (Quim. VI) o a la formula (Quim. VII) o a la férmula (Quim. X), habiendo medido el %
mediante cromatografia liquida de alta resolucién con una deteccién a 230 nm:

(Quim. VI)
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azul patente, sal de calcio.

15 (Quim. X)
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azul patente, sal de potasio

De manera ventajosa, en esta composicién no hay presente ninguna impureza aparte del derivado
monodesalquilado en una cantidad superior al 0.1 %, habiendo medido el % mediante cromatografia liquida de
alta resolucién con una deteccién a 230 nm. El procedimiento de la invencién presenta la ventaja de que permite
obtener una composicién sustancialmente desprovista de NaCl, preferentemente totalmente desprovista de
NaCl residual.

La invencion se refiere ademas a una forma cristalina del compuesto azul patente, sal de sodio, que responde
a la férmula (Quim. V1), caracterizada por el diagrama de difracciéon de rayos X de polvo siguiente, medido en
un difractémetro y expresado en términos de las distancias inter-reticulares d, el angulo de Bragg 2-theta, la
intensidad y la intensidad relativa (expresada en porcentaje con respecto a la linea més intensa):

Angulo 2-theta (°) Distancia inter-reticular d (A) |l (cuentas) I rel (%)
56 15.80 500 61.5
6.2 14.29 375 46.2
9.4 9.39 187.5 231
10.9 8.12 62.5 7.7
1.5 7.71 125 15.4
12.1 7.33 156.25 19.2
14.4 6.14 343.75 42.3
15.6 5.68 250 30.8
16.5 5.38 375 46.2
17.6 5.02 187.5 231
18.2 4.86 375 46.2
19.4 4.57 812.5 100.0
20.0 4.43 500 61.5
22.9 3.87 187.5 231
24.7 3.60 250 30.8

Entendiéndose que los valores de la intensidad (I) y de la intensidad relativa (I rel) de los picos anteriores,
pueden variar en +/- un 15 %.

De manera ventajosa, la estructura cristalina estéd sustancialmente desprovista de NaCl, preferentemente
totalmente desprovista de NaCl.



10

15

20

25

30

35

ES 2985033 T3

La invencién se refiere igualmente a la forma cristalina del compuesto azul patente, sal de sodio, para su uso
como medicamento.

En particular, se refiere a la forma cristalina del compuesto azul patente, sal de sodio, para su uso en
diagndstico, tal como se expone de manera detallada en la descripcion siguiente.

La invencién se refiere ademas a una composicién farmacéutica que comprende al menos la forma cristalina
del compuesto azul patente, sal de sodio, que responde a la férmula (Quim. VI) tal como se ha descrito
anteriormente y como se describe con mas detalle a continuacién, en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

De manera sorprendente, se ha constatado que el procedimiento de la invencién permite obtener directamente
una forma cristalina del azul patente, en particular del azul patente, sal de sodio, que no era conocida en la
técnica anterior. La obtencién directa de una forma cristalina desprovista de cloruro de sodio residual
proporciona numerosas ventajas en términos de rendimiento y de pureza, aunque también de eficacia y de
reduccidén de costes para una aplicacion del procedimiento a escala industrial. El producto obtenido presenta
caracteristicas cristalinas que le confieren una buena estabilidad. El procedimiento de la invencién proporciona
una mayor facilidad de elaboracién en la medida en que lleva de manera reproducible a un producto cristalino,
de polimorfismo Unico, que se requiere en la mayoria de las férmulas galénicas (secas en particular). La
ausencia de NaCl favorece la solubilidad del azul patente en solucién acuosa.

Descripcion detallada

La expresién "consiste esencialmente en" seguida de una o varias caracteristicas, significa que pueden estar
incluidos en el procedimiento o en el material de la invenciéon, ademas de los compuestos o etapas
explicitamente enumerados, compuestos o etapas que no modifican significativamente las propiedades y
caracteristicas de la invencién.

La expresion "comprendido entre X e Y" incluye los extremos, a menos que se indique explicitamente lo
contrario. Esta expresion significa, por tanto, que el intervalo buscado comprende los valores X, Y y cualquier
valorquevade X a.

Compuestos obtenidos mediante el procedimiento de la invencién

La presente invencion se refiere a un procedimiento de obtencién de compuestos que responden a la férmula
(Quim. I) siguiente:

(Quim. 1)
Ré_ . KRS
N
s{_.-""‘ )\"\(D
\‘\. - ¥y,
B3 . _.Iix
“‘s,.ﬁf \"\: T__,a-“ -,
,l\\& N
RE” R g

en la que

R1, R2, R3 representan, de manera independiente entre si, un grupo seleccionado entre: -H, -OH, -SO3H, -
S0s3,

R4, R5, idénticos o diferentes, representan un grupo seleccionado entre: alquilo C4-Cg, alquenilo C4-Cs, fenilo,
bencilo, y dos grupos R4, RS en el mismo atomo de nitrégeno pueden formar juntos un anillo que incluye este
atomo de nitrégeno,

Y representa un catién organico o inorganico seleccionado entre las sales farmacéuticamente aceptables;
t representa un numero t=0; 1/2; 1,

al menos uno de R1, R2, R3 representa un grupo seleccionado entre -SO3H, -SO3'.
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Preferentemente, al menos dos de los grupos R1, R2, R3 se seleccionan entre -SO3H, -SO3.

De manera ventajosa, en la formula (Quim. 1) dos de los grupos R1, R2, R3 se seleccionan entre -SO3H, -SO3
y el tercer grupo es distinto de -SO3zH, -SO3".

De manera preferente, en la férmula (Quim. I):

R1 =-SO3H 0 -SO57; R2 = H; R3 =-SO3H 0 -SO5

o

R1 =-SO3H 0 -SO37; R2 = -SO3H 0 -SO57; R3 = -OH.
De manera mas preferente, en la férmula (Quim. 1):
R1 =-SO3H 0 -SO37; R2 = -SO3H 0 -SO57; R3 = -OH.

Cuando dos grupos R4, R5 en el mismo atomo de nitrégeno forman juntos un anillo, estos grupos pueden
consistir en una sola cadena de alquilo o alquenilo que forma un anillo que incluye el &tomo de nitrégeno.

De manera ventajosa, R4, R5, idénticos o diferentes, representan un grupo seleccionado entre: alquilo C4-Ceg,
fenilo, bencilo, y dos grupos R4, R5 en el mismo atomo de nitrégeno pueden formar juntos una cadena —(CHo)p-
, CON p que es un numero entero, p=2a 5.

De manera alin més ventajosa, R4, R5, idénticos o diferentes, representan un grupo seleccionado entre: alquilo
C1-Cs, preferentemente entre metilo y etilo. De manera preferente, (R4; R5) se selecciona entre (CH3; CH3),
(C2H5; C2H5), (CH3; C2H5).

De acuerdo con una realizacién preferente, R4 = R5.
De manera ain mas ventajosa, (R4; R5) se selecciona entre (CH3; CH3) y (C2H5; C2H5).
De acuerdo con una variante preferente, (R4; R5) representa (C2H5; C2H5).

De manera ventajosa, las sales farmacéuticamente aceptables se refieren a sales no tdxicas, en las que el
catién se selecciona entre iones de metales alcalinos, de metales alcalino-térreos, o un ion amonio. De manera
aln mas ventajosa, Y representa un grupo seleccionado entre: Na*, Ca®*, K*, Mg?*, un grupo amonio NH4*.

De manera alin mas preferente, Y representa un grupo seleccionado entre: Na*, Ca?*.

De acuerdo con una variante preferente, el procedimiento de la invencién se refiere a la obtencién de
compuestos que responden a la féormula (Quim. 1A) siguiente:

(Quim. 1A)

en la que R4, R5, Y y t tienen la misma definicién que en la formula (Quim. ). Las preferencias expresadas
anteriormente para la seleccién de estas variables en el contexto de la férmula (Quim. |) se aplican también a
la férmula (Quim. 1A).

En particular, la invencidn se refiere a los compuestos siguientes:

(Quim. VI)

10



ES 2985033 T3

azul patente, sal de sodio

(Quim. VII)

Caz.g.

5 azul patente, sal de calcio

(Quim. X)

azul patente, sal de potasio
De manera méas preferente, la invencién se refiere al azul patente, sal de sodio y al azul patente, sal de calcio.

10 Aln mas preferentemente, se refiere al azul patente, sal de sodio.
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En toda la solicitud, cuando se menciona el azul patente se entiende un compuesto que responde a la férmula
(Quim. V1), a la férmula (Quim. VII) o a la formula (Quim. X).

De acuerdo con otra variante, el procedimiento de la invencidn se refiere a la obtencién de compuestos que
responden a la formula (Quim. IB) siguiente:

(Quim. IB)

en la que R4, R5, Y y t tienen la misma definicién que en la formula (Quim. ). Las preferencias expresadas
anteriormente para la seleccién de estas variables en el contexto de la férmula (Quim. |) se aplican también a
la férmula (Quim. IB).

En particular, la invencidn se refiere al compuesto siguiente:

(Quim. VIl
e ST New
by | 2
1 “‘}

4
2

_j’(f

azul de isosulfan

En toda la solicitud, cuando se menciona el azul de isosulfan (isosulfan blue) se entiende un compuesto que
responde a la férmula (Quim. VIII).

Procedimiento de preparacién de un compuesto de acuerdo con la invencién

- Etapa c) de tratamiento con una quinona:

La invencién se refiere a un procedimiento de sintesis de un compuesto que responde a la férmula

(Quim. 1)

12



10

15

20

25

ES 2985033 T3

)

x

=
b
¢
\
)

: %Y
"‘x ¢
}::::::::,,{
iy
f(,f

[

tal como se ha definido anteriormente, estando caracterizado por que comprende al menos una etapa c) de
oxidacién del trifeniimetano sulfonado de férmula (Quim. V) con una quinona seleccionada entre 1,4-
benzoquinona, 1,2-benzoquinona, dialquil(C4-C4) 1,4-benzoquinona, dialquil(C1-C4) 1,2-benzoquinona,
monoalquil(C4-C4) 1,4-benzoquinona, monoalquil(C4-C4) 1,2-benzoquinona que sigue el esquema:

5. s B

*‘N.N‘_A"

! e
N
f,@"““ ;
H

. §
Quiinona Eé

OV 83, A
™y I T i T
)\ A N z\&f?{\?z R
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4?

(QUIR, v QUM B

En la férmula (Quim. V), las variables R1, R2, R3, R4, R5 tienen la misma definicién que en la formula (Quim.
I) (con las mismas variantes preferentes).

En el transcurso de la etapa c) el trifeniimetano sulfonado de férmula (Quim. V) se oxida en el compuesto
objetivo de férmula (Quim. I) mediante tratamiento con una quinona. En esta etapa, si se busca la obtencion
de un producto de pureza elevada y rendimientos de conversién elevados, es importante evitar la degradacién
de la estructura de triariimetano y la desalquilacidn, es decir, la sustituciéon de uno o varios grupos R4, R5 con
atomos de hidrégeno.

La quinona se selecciona entre 1,4-benzoquinona, 1,2-benzoquinona, dialquil(C4-C4) 1,4-benzoquinona,
dialquil(C1-C4) 1,2-benzoquinona, monoalquil(C4-C4) 1,4-benzoquinona, monoalquil(C4-C4) 1,2-benzoquinona.

Por "dialquil(C1-C4) 1,4-benzoquinona" y "dialquil(C+4-C4) 1,2-benzoquinona” se entiende una quinona que lleva
dos grupos alquilo C1-C4 idénticos o diferentes, preferentemente idénticos, como, por ejemplo, 3,5-di-tert-butil-
1,2-benzoquinona o  2,5-dimetil-1,4-benzoquinona. Por  "monoalquil(C+-C4) 1,4-benzoquinona" vy
"monoalquil(C4-C4) 1,2-benzoquinona" se entiende una quinona que lleva un grupo alquilo C4-C4 como, por
ejemplo, 2-metil-1,4-benzoquinona.

Preferentemente, la quinona es 1,4-benzoquinona.

De manera sorprendente, se ha constatado que estas quinonas dan una elevada tasa de conversién y una baja
degradacién en impurezas de tipo desalquilo, en particular, en impurezas desetilo en el caso del azul patente.

Preferentemente, en la etapa c), el tratamiento se lleva a cabo en un disolvente prético apolar. Por ejemplo, el
disolvente se puede seleccionar entre dimetilsulféxido (DMSO), N-metilpirrolidona (NMP) y dimetilformamida
(DMF).

Preferentemente, en la etapa c), el tratamiento se lleva a cabo a una temperatura que varia de 40 a 130 °C, de
manera ventajosa a una temperatura que varia de 60 a 120 °C, de manera aln mas ventajosa a una
temperatura que varia de 70 a 110 °C.
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De manera ventajosa, al final de la etapa c) el compuesto objetivo de formula (Quim. I) se separa del medio de
reaccidbn mediante precipitacién. Preferentemente, esta precipitacion es provocada por la adicién de un
disolvente o una mezcla de disolventes seleccionados entre: alcoholes, éteres, agua, acetona y mezclas de
estos.

De manera alternativa, se podria contemplar el aislamiento del compuesto de férmula (Quim. |) del medio de
reaccién mediante otras técnicas de purificacion tales como la extracciéon con disolventes o la cromatografia
sobre columna de silice.

Etapa d) de salificacién:

Cuando t es distinto de 0, el procedimiento comprende, después de la etapa c), una etapa d) de salificacion.
De una manera bien conocida, esta etapa se lleva a cabo introduciendo el compuesto objetivo de férmula
(Quim. 1) obtenido en la etapa c) (t = 0) en un disolvente con el contraién seleccionado.

En el caso particular del azul patente, el contraion se selecciona de manera ventajosa entre Na*, Ca?*. Aunque
se pueden obtener derivados del azul patente, correspondiente al compuesto objetivo de férmula (Quim. 1A),
con otro contraién Y mediante el procedimiento de la invencion.

De manera opcional, el procedimiento puede ir seguido de una o varias etapas de purificacién convencionales
tales como precipitacién, cristalizacién, extraccién con disolventes o cromatografia.

En el caso del compuesto (Quim. |A), la combinacién de las etapas c¢) y d) se puede sintetizar en el esquema
siguiente:

Quinena
-

(QUIM. VAs

(QUR. B

En el caso del azul patente (sal de sodio), la combinacién de las etapas ¢) y d) se puede sintetizar en el esquema
siguiente:
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De manera sorprendente, se ha constatado que la combinacion de las dos etapas anteriores permite obtener
directamente una forma cristalina del azul patente, en particular del azul patente, sal de sodio, que no era
conocida en la técnica anterior. La obtencién directa de una forma cristalina proporciona numerosas ventajas
en términos de rendimiento y de pureza, aunque también de eficacia y de reducciéon de costes para una
aplicacion del procedimiento a escala industrial. El producto obtenido presenta caracteristicas cristalinas que
le confieren una buena estabilidad.

Obtencion del compuesto de férmula (Quim. V)

Para llevar a cabo el procedimiento descrito anteriormente, se usa un producto de féormula (Quim. V) que se
oxida con una quinona en la etapa c).

En determinados casos, el producto de formula (Quim. V) esté disponible comercialmente, caso en el que el
procedimiento de la invencién comprende una etapa de oxidacién con una quinona y, opcionalmente, una etapa
de salificacién. Es el caso, por ejemplo, del azul de isosulfan, cuyo precursor (IX) siguiente esta disponible
comercialmente:

TN
F 3 \cﬁﬁ

27
¥
kS

HeC

En otros casos, el precursor de formula (Quim. V) no esta disponible en cantidad suficiente o con una calidad
satisfactoria, caso en el cual se puede sintetizar de manera ventajosa mediante un procedimiento tal como se
describe a continuacion.

El procedimiento de preparacion del compuesto de féormula (Quim. V) comprende de manera ventajosa al
menos las etapas siguientes:

a) condensacién del compuesto benzaldehido de formula (Quim. Il) con la dialquilanilina de formula (Quim. 1)
para dar el trifenilmetano de formula (Quim. 1V),
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en las que

R1, R2, R3 representan, de manera independiente entre si, un grupo seleccionado entre: -H, -OH,
y al menos uno de R1, R2, R3 representa H,

R4, R5 tienen la misma definicién que en la férmula (Quim. 1).

b) tratamiento del trifeniimetano de férmula (Quim. 1V) con acido sulfurico para formar el trifenilmetano
sulfonado de férmula (Quim. V)

(Quim. V)
Rt . MJRS
i3
e \,\
&
{
s u
e
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En la férmula (Quim. V), las variables R1, R2, R3, R4, R5 tienen la misma definicién que en la formula (Quim.
I) (con las mismas variantes preferentes).

Las preferencias expresadas anteriormente para la seleccién de las variables R4 y R5 en el contexto de la
formula (Quim. 1) se aplican también a las formulas (11), (11}, (IV) y (V).

Los grupos R1, R2 y R3 en las férmulas (1) y (IV) se corresponden ya sea con R1, R2 y R3 tal como se definen
en las férmulas (1) y (V) o ya sea, para uno o varios de estos grupos, con un atomo de hidrégeno que se
sustituye con una funcién SOzH/SO3™ en el transcurso de la etapa b). En efecto, en la etapa b) se efectia la
sustitucién de uno o varios atomos de hidrégeno entre R1, R2, R3 con una funcién SOsH/SOz3.

Etapa a):

La etapa a) consiste en condensar el compuesto benzaldehido de formula (Quim. 1) con la dialquilanilina de
formula (Quim. 1ll) para dar el trifenilmetano de férmula (Quim. IV). Preferentemente, en las férmulas (1) y (1V),
al menos dos de los grupos R1, R2, R3 representan -H.

De manera ventajosa, dos de los grupos R1, R2, R3 se seleccionan entre H y el tercero se selecciona entre -
Hy-OH.

De manera preferente, en las formulas (Il) y (IV):
R1=R2=H; R3 =-OH.
16
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De manera ventajosa, en el procedimiento de preparacidn definido anteriormente, la etapa a) se lleva a cabo
con de 1.95 a 3 equivalentes molares de dialquilanilina de férmula (Quim. 1ll) con respecto a la cantidad de
benzaldehido de féormula (Quim. II).

De manera ventajosa, en el procedimiento de preparacidn definido anteriormente, la etapa a) se lleva a cabo
en presencia de urea y en medio &cido. Preferentemente, el medio de reaccién se acidifica con 4cido clorhidrico.
De manera mas ventajosa, el medio de reaccién se acidifica con de 1.2, a 3 equivalentes molares de acido
clorhidrico con respecto a la cantidad de benzaldehido de férmula (Quim. ). Preferentemente, la etapa a) se
lleva a cabo en presencia de 0.25 a 1.5 equivalentes molares de urea con respecto a la cantidad de
benzaldehido de féormula (Quim. II).

De manera ventajosa, en el procedimiento de preparacidn definido anteriormente, la etapa a) se lleva a cabo
en un disolvente seleccionado entre disolventes préticos, en particular alcoholes. Preferentemente, se lleva a
cabo en etanol. Preferentemente, el etanol se introduce en el medio de reaccién en una cantidad que varia de
1 a 6 volimenes en comparacién con la masa de aldehido de féormula (Quim. I1).

De manera ventajosa, la reaccién de la etapa a) se lleva a cabo mediante calentamiento a una temperatura
que varia de 60 °C a 120 °C durante un periodo de 5 a 30 horas, de manera ain mas ventajosa a una
temperatura que varia de 75 °C a 100 °C durante un periodo de 10 a 25 horas.

De manera ventajosa, al final de la reaccién de condensacion de la etapa a), el medio de reaccion se trata para
precipitar el compuesto de férmula (Quim. IV). Preferentemente, esta precipitacién es provocada por la adicién
al medio de reaccién de un disolvente seleccionado entre una solucién acuosa acida, acetona y mezclas de
estas. De manera ventajosa, el compuesto de férmula (Quim. IV) se aisla del medio de reacciéon mediante
filtracién y se purifica mediante lavado. De manera ventajosa, el lavado se efectia con un disolvente
seleccionado entre una solucién acuosa acida, acetona y mezclas de estas.

De manera alternativa, se podria contemplar el aislamiento del compuesto de formula (Quim. 1V) del medio de
reaccién mediante otras técnicas de purificacién tales como la extraccién con disolventes o la cromatografia,
especificamente la cromatografia sobre columna de silice.

En el caso en el que el compuesto (Quim. |) es el compuesto (Quim. IA), la etapa a) se puede sintetizar en el
esquema siguiente:

‘Ul s, 18 ;
(QUIM. #&} (Quin. 89 {QUIM. WA

En particular, en el caso del azul patente (BP, bleu patenté), la etapa a) se puede sintetizar en el esquema
siguiente:

Hy
[Quim.pw.a - 89
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Etapa b):

De manera ventajosa, en el procedimiento de preparacidn definido anteriormente, la etapa b) se lleva a cabo
mediante un tratamiento con acido sulfurico concentrado. Por ejemplo, se usa una solucién de acido sulfarico
de concentracién superior o igual al 90 % en volumen, preferentemente una solucién de acido sulfdrico de
concentracién superior o igual al 95 % en volumen.

Preferentemente, el tratamiento comprende la adicién del compuesto de férmula (Quim. IV) a de 1 a 5
volimenes de acido sulfurico.

De manera ventajosa, la solucién del compuesto de formula (Quim. IV) en acido sulfurico se lleva a una
temperatura que varia de 60 a 120 °C durante un periodo que varia de 30 min a 10 h, preferentemente a una
temperatura que varia de 80 a 100 °C durante un periodo que variade 1 ha 5 h.

De manera ventajosa, al final de la etapa b) el trifeniimetano sulfonado de formula (Quim. V) se separa del
medio de reaccién mediante precipitacién. Preferentemente, esta precipitaciéon es provocada por la adicién de
un disolvente o una mezcla de disolventes seleccionados entre: alcoholes, éteres, agua, acetona y mezclas de
estos; alin mas preferentemente, por la adicién de alcohol (etanol, isopropanol,...), una mezcla de agua/alcohol,
de agua/acetona o una mezcla de alcohol/éter (isopropanol/éter isopropilico, etanol/éter isopropilico,...).

De manera alternativa, se podria contemplar el aislamiento del compuesto de formula (Quim. V) del medio de
reaccién mediante otras técnicas de purificacién tales como la extraccién con disolventes o la cromatografia,
especificamente la cromatografia sobre columna de silice.

De manera sorprendente, se ha constatado que, en las condiciones descritas anteriormente, la sulfonacién del
anillo aromatico que lleva la funcién hidroxilo en la férmula (Quim. IVa) se efectla de manera selectiva en
posicién orto o para del anillo cuando este comprende un grupo -OH en posicién meta.

En el caso en el que el compuesto (Quim. |) es el compuesto (Quim. IA), la etapa b) se puede sintetizar en el
esquema siguiente:

Hix, - - e i
\IEA““ &{ =
»ax,f‘t o L.\»‘ \;::;frg\ R

(10U, A

{QUIM VA

La etapa b), por tanto, es particularmente ventajosa para la sintesis de compuestos que responden a la férmula
(Quim. 1A) que se ha definido anteriormente. Especificamente, esta permite obtener el azul patente con una
selectividad elevada en cuanto a la sustitucién del anillo que lleva las funciones sulfonadas.

Por otro lado, contrariamente a lo observado en otras condiciones de sulfonacién, el tratamiento anterior
conlleva poca formacién de productos secundarios debidos a la degradacién de la estructura de triariimetano
o0 a la desalquilacién de las funciones alquilamina.

En el caso del azul patente, la etapa b) se puede sintetizar en el esquema siguiente:
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Caracteristicas de los compuestos obtenidos

El procedimiento de la invencién permite obtener composiciones que comprenden el compuesto objetivo de
formula (Quim. 1), en particular los compuestos (Quim. 1A) y (Quim. IB), més en particular los compuestos de
formulas (Quim. VI), (Quim. VII), (Quim. X) y (Quim. VIII), con rendimientos elevados y una tasa de impurezas
muy baja.

En la practica, la impureza mono-desalquilada (una sola funcién alquilo entre los grupos R4, R5 esta sustituida
con un atomo de hidrégeno y las otras tres son alquilo) es la impureza principal observada durante la sintesis
de los compuestos de férmula (Quim. |). Las otras impurezas desalquiladas que tienen una estructura menos
similar tienen propiedades diferentes y, si se forman, son eliminadas en el transcurso del procedimiento.

En particular, el procedimiento de la invencién permite obtener una composicién que comprende al menos un
98.0 % del compuesto que responde a la formula (Quim. 1) y menos de un 1 % de impureza monodesalquilada
(compuesto de férmula (Quim. 1) en el que uno de los grupos R4 y R5 representa H), habiendo medido el %
mediante cromatografia liquida de alta resolucién con una deteccién a 230 nm.

Aln mas preferentemente, el procedimiento de la invencidén permite obtener una composicién que comprende
al menos un 99.0 % del compuesto que responde a la formula (Quim. 1) y menos de un 0.5 % de impureza
monodesalquilada, no estando presente ninguna otra impureza en una cantidad superior al 0.15 %, habiendo
medido el % mediante cromatografia liquida de alta resolucién con una deteccién a 230 nm.

En particular, el procedimiento de la invencién permite obtener una composicién que comprende al menos un
98.0 % del compuesto que responde a la férmula (Quim. 1A) o (Quim. IB) y menos de un 1 % de impureza
monodesalquilada (compuesto en el que uno de los grupos R4 y RS representa H), habiendo medido el %
mediante cromatografia liquida de alta resolucién con una deteccién a 230 nm. Aln mas preferentemente, el
procedimiento de la invencién permite obtener una composicién que comprende al menos un 99.0 % del
compuesto que responde a la férmula (Quim. 1A) o (Quim. IB) y menos de un 0.5% de impureza
monodesalquilada, no estando presente ninguna otra impureza en una cantidad superior al 0.15% medido el
% mediante cromatografia liquida de alta resolucién con una deteccién a 230 nm.

De manera ventajosa, el procedimiento permite obtener una composicién en la que no hay presente ninguna
impureza aparte del derivado monodesalquilado en una cantidad superior al 0.1 %, habiendo medido el %
mediante cromatografia liquida de alta resolucién con una deteccién a 230 nm.

En el caso del azul patente, las impurezas de tipo desetilado se representan mediante las formulas siguientes

en las que Y y t tienen la misma definicion que antes (en particular Y =Na*yt=1;Y=Ca* yt=1% Y=K'y
t=1):
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En la préactica, la impureza mono-desetilada (una sola funcién etilo sustituida con un dtomo de hidrégeno) es la
principal impureza observada durante la sintesis del azul patente. Las otras impurezas desetiladas que tienen
una estructura menos similar tienen propiedades diferentes y, si se forman, son eliminadas en el transcurso del
procedimiento.

En particular, el procedimiento de la invencién permite obtener una composicién que comprende al menos un
98.0 % del compuesto sal del 4-[[4-(dietilamino)fenil]-(4-dietilazanioilidenciclohexa-2,5-dien-1-iliden)metil]-6-
hidroxibenceno-1,3-disulfonato) (azul patente) y menos de un 1 % de impureza monodesetilada, habiendo
medido el % mediante cromatografia liquida de alta resolucién con una deteccién a 230 nm.

Aln mas preferentemente, el procedimiento de la invencidén permite obtener una composicién que comprende
al menos un 99.0 % del compuesto sal del 4-{[4-(dietilamino)fenil]-(4-dietilazanioilidenciclohexa-2,5-dien-1-
iliden)metil]-6-hidroxibenceno-1,3-disulfonato y menos de un 0.5 % de impureza monodesetilada, no estando
presente ninguna otra impureza en una cantidad superior al 0.15 %, habiendo medido el % mediante
cromatografia liquida de alta resolucidén con una deteccién a 230 nm.

De manera ventajosa, el procedimiento permite obtener una composicién en la que no hay presente ninguna
impureza aparte del derivado monodesetilado en una cantidad superior al 0.1 %, habiendo medido el %
mediante cromatografia liquida de alta resolucién con una deteccién a 230 nm.

En particular, el procedimiento de la invencién permite obtener una composicién que comprende al menos un
98.0 % del compuesto sal de sodio del 2-{[4-(dietilamino)fenil]-(4-dietilazanioilidenciclohexa-2,5-dien-1-
iliden)metillbenceno-1,4-disulfonato) (azul de isosulfan) y menos de un 1 % de impureza monodesetilada,
habiendo medido el % mediante cromatografia liquida de alta resolucién con una deteccién a 230 nm.

Aln mas preferentemente, el procedimiento de la invencidén permite obtener una composicién que comprende
al menos un 99.0 % del compuesto sal de sodio del N-{4-[4-(dietilamino)fenil](2,5-disulfofenil)metilen]-2,5-
ciclohexadien-1-iliden)]-N-etiletanaminio y menos de un 0.5 % de impureza monodesetilada.

De manera ventajosa, el procedimiento de la invencién permite obtener una composiciéon en la que no hay
presente ninguna impureza aparte del derivado monodesetilado en una cantidad superior al 0.1 %, habiendo
medido el % mediante cromatografia liquida de alta resolucién con una deteccién a 230 nm.
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El procedimiento de la invencién permite obtener igualmente composiciones que comprenden un compuesto
que responde a la formula (Quim. 1), en particular los compuestos (Quim. I1A) y (Quim. IB), mas en particular
los compuestos de formulas (VI), (V1) y (VIII), que comprenden muy poco o nada de impurezas metélicas. Ni
que decir tiene que las sales de metales alcalinos y alcalino-térreos que pueden corresponder a Y no se
consideran impurezas metalicas en el sentido de la invencion.

Especificamente, el procedimiento de la invencién permite obtener composiciones que comprenden un
compuesto que responde a la formula (Quim. 1), en particular los compuestos (Quim. 1A) y (Quim. IB), mas en
particular los compuestos de férmulas (Quim. VI), (Quim. VII) y (Quim. VIII), y que comprenden menos de
200 ppm de contaminantes metélicos, de manera ventajosa menos de 100 ppm de contaminantes metélicos,
alin mejor, menos de 50 ppm de contaminantes metélicos y, de manera aln mas ventajosa, menos de 20 ppm
de contaminantes metélicos.

El contenido de contaminantes metalicos se refiere al contenido de metales medido siguiendo el método
ICP/MS (Espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo).

Por "contaminantes metalicos" se entiende todos los metales de la clasificaciéon periédica de los elementos,
con exclusién de los metales alcalinos y alcalino-térreos asi como sus derivados organicos e inorganicos. Méas
en particular, por "contaminantes metalicos" se entiende los metales denominados "pesados” y, en particular:
Al As, Cd, Cr, Cu, Fe, Sn, Mn, Hg, Mo, Ni, Pb, Zn, asi como sus derivados orgénicos e inorganicos.

El procedimiento de la invencién permite obtener igualmente una forma cristalina del azul patente, sal de sodio,
de férmula (Quim. VI), caracterizada por el diagrama de difraccién de rayos X de polvo siguiente, medido en
un difractémetro (dnodo de cobre) y expresado en términos de las distancias inter-reticulares d, el 4ngulo de
Bragg 2-theta, la intensidad y la intensidad relativa (expresada en porcentaje con respecto a la linea mas
intensa):

Angulo 2-theta (°) Distancia inter-reticular d (A) [l (cuentas) I rel (%)
56 15.80 500 61.5
6.2 14.29 375 46.2
9.4 9.39 187.5 231
10.9 8.12 62.5 7.7
1.5 7.71 125 15.4
12.1 7.33 156.25 19.2
14.4 6.14 343.75 42.3
15.6 5.68 250 30.8
16.5 5.38 375 46.2
17.6 5.02 187.5 231
18.2 4.86 375 46.2
19.4 4.57 812.5 100.0
20.0 4.43 500 61.5
22.9 3.87 187.5 231
24.7 3.60 250 30.8

Debe entenderse que los valores de la intensidad (1) y de la intensidad relativa (I rel) de los picos anteriores,
pueden variar en +/-un 15 %

En la tabla anterior, todas las lineas se suponen de orden 1 (n =1 en la ley de Bragg).
Medicamento:

La invencidn se refiere también a un procedimiento de fabricacién de un medicamento o de un producto de
diagndstico que comprende la fabricacién del compuesto que responde a la férmula (Quim. 1), en particular los
compuestos (Quim. 1A) y (Quim. IB), mas en particular los compuestos de formulas (Quim. VI), (Quim. VII),
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(Quim. X) y (Quim. VIII), preferentemente el azul patente, sal de sodio, o el azul de isosulfan mediante el
procedimiento descrito anteriormente y la introduccién del compuesto que responde a la formula (Quim. 1) en
un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Dicho medicamento puede estar en cualquier forma adecuada para su uso en las aplicaciones buscadas.

En particular, se pueden mencionar: una forma de comprimido o de cépsula que comprende de 1 a 500 mg del
compuesto que responde a la formula (Quim. 1), una forma de solucién acuosa que comprende el compuesto
que responde a la formula (Quim. ), preferentemente el azul patente o el azul de isosulfan, ain mas
preferentemente el azul patente, sal de sodio, en una concentracién que varia de un 0.05 % a un 2 % en g/l.
Especificamente, una formulacién preferente consiste en una solucién acuosa inyectable.

Tales composiciones comprenden, ademas del compuesto que responde a la formula (Quim. 1), excipientes
bien conocidos por el experto en la técnica tales como, por ejemplo, acido citrico y/o citratos, un tampén fosfato,
polimeros, derivados de celulosa o lipidos.

En las aplicaciones médicas, el compuesto que responde a la formula (Quim. 1), preferentemente el azul patente
o el azul de isosulfan, aiin mas preferentemente el azul patente, cuando se obtiene mediante el procedimiento
de la invencidn, presenta la ventaja de una pureza elevada, lo que evita introducir en el organismo materiales
sin utilidad para la aplicacién.

La eficacia del procedimiento de la invencién permite acceder a un producto de pureza elevada con costes
reducidos, facilmente reproducible y aplicable a escala industrial. Ademas, el procedimiento de la invencién
permite acceder a un producto de estructura cristalina dotado, por tanto, de una buena estabilidad.

Tal composicién es particularmente interesante para un uso como agente de contraste para la deteccién de
vasos linfaticos y regiones arteriales y como agente de diagnéstico del cancer. Especificamente, la composicién
de la invencién se puede usar en un procedimiento denominado "mapeo de ganglios linfaticos centinela". Este
procedimiento se refiere muy particularmente al cancer de mama, al cancer de colon y al melanoma.

En particular, la composicién es particularmente interesante para la deteccion del ganglio centinela antes de la
biopsia en pacientes con un cancer de mama operable y en el mapeo preoperatorio de ganglios linfaticos
centinela en pacientes que padecen cancer de colon. Se usa también en la linfoescintigrafia preoperatoria para
la biopsia de ganglios linfaticos centinela del melanoma.

Las diferentes realizaciones, variantes, preferencias y ventajas descritas anteriormente para cada uno de los
objetos de la invencién se aplican a todos los objetos de la invencién y pueden considerarse por separado o
combinados.

La invencién viene ilustrada por los ejemplos siguientes dados a titulo no limitante.
Figuras

Figura 1: la figura 1 es un grafico que representa los diagramas de difraccién de rayos X de tres muestras de
azul patente, sal de sodio, obtenidas de acuerdo con el procedimiento de la invencién (designadas como Inv 1,
Inv 2 e Inv 3). Son muestras obtenidas de tres lotes de produccién distintos. En abscisas: el angulo 2-theta en
grados; en ordenadas: la intensidad en unidades arbitrarias de intensidad.

Figura 2: la figura 2 es un grafico que representa los diagramas de difraccién de rayos X de seis muestras de
azul patente, sal de sodio, disponibles comercialmente (designadas como C 1 a C 6). En esta figura se dan
igualmente los diagramas de difraccién de rayos X de tres muestras de azul patente, sal de sodio, obtenidas
de acuerdo con el procedimiento de la invencién (designadas como Inv 1 a Inv 3) e ilustradas en la figura 1. En
abscisas: el angulo 2-theta en grados; en ordenadas: la intensidad en unidades arbitrarias de intensidad.

Ejemplos:
En estos ejemplos, las partes y los porcentajes se expresan en peso, a menos que se indique lo contrario.

Material y métodos

Analisis HPLC:

Columna: AGILENT Poroshell 120 SB-C18 150 x 4.6 - 2.7 y (Ref. 683975-902)
Fase movil A: Tampén de formiato de amonio/acido férmico 10 mM (pH =4.1 + 0.1)
Fase movil B: Acetonitrilo

Caudal: 1 ml/min
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Temperatura: 30 °C
Volumen de inyeccién: 5 pli

Gradiente: Tiempo de anélisis de 40 min + 7 min de estabilizacidn tras la operacién

Tabla 1

Tiempo A% B %
0.0 90 10
4.0 90 10
12 85 15
30 10 90
40.0 10 90
401 90 10
47.0 90 10

Detector: UV-VIS 230 nm y MS Electropulverizacién (modo negativo)

Diagrama de difraccién de rayos X de polvo: El diagrama de difraccién de rayos X de polvo se efectud en las
condiciones experimentales siguientes:

- Difractémetro X'Pert Pro MPD Panalytical (DY2764),

Anodo de cobre (A = 1.54 A), voltaje: 40 kV, intensidad: 40 mA
- Montaje 6-6

- Dominio de medicidn: 2° a 50°

- Incremento entre cada medicién: 0.026°

- Tiempo de medicién por paso: 20.40 s,

- Detector PIXcel RTMS (PHD 25.5-7 %, longitud activa 3.347°

Sintesis del azul patente (de acuerdo con la invencidn):

Etapa 1: Preparacién del clorhidrato de 3-{bis(4-(dietilamino)fenil)metil)fenol:
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Se afiade N, N-dietilanilina (254.0 ml, 1.597 mol, 1.95 eq) a una mezcla de 3-hidroxibenzaldehido (100 g,
0.819 mol, 1.00 eq) y urea (24.6 g, 0.409 mol, 0.50 eq) en 100 ml de etanol.

Se enfria el medio de reaccién a 0 °C y se vierte una solucién acuosa de HCI al 37 % (136.5 ml, 1.638 mol,
2.00 eq) manteniendo el medio a una temperatura inferior a 20 °C.

A continuacién, se calienta el medio de reaccién a reflujo durante 20 h.
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Se enfria el medio de reaccién a 60 °C y después se vierten 800 ml de una solucién acuosa de HCI 2 N.
Se enfria el medio de reaccién a 0 °C y se mantiene en agitacién durante 5 horas.

Se filtra el precipitado obtenido y el sélido se lava con 500 ml de una mezcla acetona/HCl acuoso 2 N (9/1) y
después con 500 ml de acetona.

El sélido se seca en estufa ventilada (50 °C).

Se obtienen 303 g de diclorhidrato de 3-(bis(4-(dietilamino)fenil)metil)fenol en forma de un sélido blanco.
Pureza HPLC: 97.2 %

Rendimiento: 78 %

"H RMN (300 MHz, D20) : 5 7.39 (4H, dd, J=8.7 Hz), 7.33 (4H, dd, J=8.7 Hz), 7.22 (1H, t, J=7.9 Hz ), .80 (1H,
ai?) 6.71 (1H, dd, J=7.8 Hz), 6.67 (1H, t, J=2.0 Hz), 5.67 (1H, s), 3.60 (8H, q, J=6.9 Hz), 1.06 (12H, t, J=7.2

8C RMN (75 MHz, D20): & 156.0, 145.5, 144.3, 135.1, 131.2, 130.3, 122.4, 121.4, 116.2, 114.0, 54.9, 53.7,
9.7

Etapa 2: Preparacién del acido 4-(bis(4-(dietilamino)fenil)metil)-6-hidroxibenceno-1,3-disulfénico:
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Se afiade el diclorhidrato de 3-(bis(4-(dietilamino)fenil)metil)fenol (150 g, 0.315 mol, 1 eq.) en 600 ml de HoSO4.
Se calienta a 90 °C durante 3 h y después se deja 16 h en agitaciéon a temperatura ambiente.

Se diluye el medio de reaccidén con 15| de una mezcla de etanol/éter isopropilico (75/25) manteniendo una
temperatura inferior a 20 °C.

Se filtra el precipitado obtenido y se lava el sélido con 2 x 600 ml de éter isopropilico.
El sélido se seca en estufa ventilada (50 °C).

Se obtienen 183 g de acido 4-(bis(4-(dietilamino)fenil)metil)-6-hidroxibenceno-1,3-disulfénico en forma de un
sélido blanco.

Pureza HPLC: 98.8 %
Rendimiento: cuantitativo

H RMN (300 MHz, DMSO) : & 10.91 (2H, s a), 8.08 (1H, s), 7.52 (4H, dd, J=8.5 Hz), 7.38 (4H, dd, J=8.6 Hz),
6.95 (1H, s), 6.54 (1H, s), 4.75 (1H, s a ), 3.54 (8H, q, J=7.1 Hz), 0.92 (12H, t, J=6.7 Hz)

8C RMN (75 MHz, DMSO) : 8 153.6, 145.2, 143.0, 137.1, 135.5, 130.8, 128.0, 126.7, 122.3, 118.4, 52.5, 49.2,
10.1
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Etapa 3: Preparacién del azul patente:
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Se afiade acido 4-(bis(4-(dietilamino)fenil)metil)}-6-hidroxibenceno-1,3-disulfénico (1.2 kg, 2.1 mol, 1 eq.) en 6 |
de N-metilipirrolidona.

Se calienta el medio de reaccién a 95 °C y se vierte 1,4-benzoquinona (346 g, 3.2 mol, 1.5 eq.) en solucién en
1.2 | de N-metilipirrolidona.

El calentamiento se contintia durante 3 horas y después se deja enfriar a temperatura ambiente.
Se diluye el medio de reaccién con 18 | de acetona.

El precipitado obtenido se filtra y se lava el sélido con 2 x 6 | de acetona.

Se recoge el sélido en 6 | de una mezcla H-O/metanol (80/20).

Se calienta 1 h a reflujo y después se deja enfriar a temperatura ambiente.

Sefiltra el sélido y se lava con 2 x 6 | de acetona. Se recoge el sélido en 15 | de metanol en agitacién y se vierte
una solucién acuosa de carbonato de sodio al 22 % (256 ml).

Se deja en agitacién durante 3 horas y después se concentra.

Se recoge en 10 | de isopropanol.

Se recupera el sélido mediante filtracién y se lava con 2 x 4 | de acetona
El sélido se seca en estufa ventilada (50 °C).

Se obtienen 766 g de la sal de sodio del 4-{[4-(dietilamino)fenil]-(4-dietilazanioilidenciclohexa-2,5-dien-1-
iliden)metil]-6-hidroxibenceno-1,3-disulfonato) (azul patente) en forma de un sélido violeta.

Pureza HPLC: 99.3 %
Rendimiento: 61 %

H RMN (300 MHz, D20) : & 8.29 (1H, s), 7.24 (4H, dd, J=8.8 Hz), 6.72 (4H, dd, J=8.9 Hz), 6.41 (1H, s), 3.49
(8H, q, J=5.8 Hz), 1.12 (12H, t, J=5.9 Hz)

8C RMN (75 MHz, D20) : 8 170.1, 156.6, 154.9, 141.6, 139.7, 133.2, 128.9, 128.2, 125.6, 121.2, 113.5, 45.8,
12.2

Sintesis del azul patente (comparativo):

Se procedid tal como se ha descrito anteriormente para las etapas 1y 2. Para la etapa 3, se siguié el protocolo
descrito anteriormente variando el compuesto oxidante. Este compuesto oxidante podia ser otra quinona o otro
reactivo oxidante.

Los resultados obtenidos se dan en las tablas 2 y 3 siguientes

Tabla 2

Quinona Tasa de conversion etapa 3 (*) [Compuesto
monodesetilado % (*)

1,4-benzoquinona (a) 93% <1%
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3,5-di-tert-butil-1,2-benzoquinona (a) 93% 2.6%
2,5-dimetil-1,4-benzoquinona (a) 70% 1.7%
2-metil-1,4-benzoquinona (a) 52% 21%
2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona (b) 31% 2.4%
Tetracloro-1,4-benzoquinona (b) 90% 6.8%
Tetracloro-1,2-benzoquinona (b) 65% 4%

2-cloro-1,4-benzoquinona (b) 92% 3.7%

(*) medido de acuerdo con el método de HPLC descrito anteriormente
(a) de acuerdo con la invencién
(b) comparativo

Se constata que determinadas quinonas permiten obtener tasas de conversion elevadas y llevan al mismo
tiempo a un producto que comprende poca impureza monodesetilada. Otras quinonas dan o bien rendimientos
muy bajos, o bien un contenido muy elevado de compuesto monodesetilado, dificil de separar.

Tabla 3

Oxidante (comparativo) Tasa de conversion etapa 3 (*) |[Compuesto monodesetilado %
™)

KMnO4 95% 5%

NaMnO4 78% 7%

Nitrato de amonio y cerio(IV) 41% 4%

MnO» 38% 5%

FeCls - -

(*) medido de acuerdo con el método de HPLC descrito anteriormente

Se constata que solo algunos reactivos oxidantes distintos a las quinonas permiten transformar el compuesto
de féormula (V) en azul patente. Son pocos los que permiten obtener un contenido de desetilo inferior al 5 % o
con una tasa de conversidén poco elevada. Ademas, estos reactivos son a base de metales pesados, cuyo uso
es poco recomendado, tanto por razones ecolégicas como por el deseo de evitar una contaminacién del
producto final.

Difractograma de rayos X de polvo:

El perfil de difraccién de rayos X de polvo (dngulos de difraccién) del azul patente, sal de sodio, obtenido en el
ejemplo 3 viene dado por las lineas significativas dadas en la tabla 4 con su intensidad y su intensidad relativa
(expresada como porcentaje con respecto a la linea mas intensa). La medicién se llevé a cabo en tres lotes
distintos que presentan todos sustancialmente el mismo perfil que el representado en la figura 1. Los lotes Inv
1, Inv 2 e Inv 3 se prepararon a escala piloto (cantidad preparada de 3 a 6 kg). Esta medicién confirma que las
caracteristicas cristalinas del producto son constantes al final del procedimiento de preparacién. Igualmente
confirma la ausencia de NaCl (véanse los picos caracteristicos en la figura 2).

Angulo 2-theta (°) Distancia inter-reticular d (A) [l (cuentas) I rel (%)
56 15.80 500 61.5
6.2 14.29 375 46.2
9.4 9.39 187.5 231
10.9 8.12 62.5 7.7
1.5 7.71 125 15.4
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12.1 7.33 156.25 19.2
14.4 6.14 343.75 42.3
15.6 5.68 250 30.8
16.5 5.38 375 46.2
17.6 5.02 187.5 231
18.2 4.86 375 46.2
19.4 4.57 812.5 100.0
20.0 4.43 500 61.5
22.9 3.87 187.5 231
24.7 3.60 250 30.8
Tabla 4

Comparacién con productos azul patente, sal de sodio, comercializados:

Se analizaron los productos comerciales de los siguientes productores (Tabla 5) mediante el mismo método de
difraccién de rayos X:

Productor Referencia comercial Referencia en la figura 2
ACROS 339330050 C1
Santa Cruz Biotechnology|SC250653 Cc2
TCI A1242 C3
Combi Blocks HA8936 C4
Biosynth FC1571 C5
Colorey FG18191327 C6

Tabla 5: azul patente, sal de sodio, comercializado

Los resultados se dan en la figura 2. Se constata que la mayoria de los picos no se corresponden con los del
azul patente, sal de sodio, de la invencién que se dan en la tabla 4 y en la figura 1. Esta constatacién permite
concluir que el azul patente, sal de sodio, de la invencién es una forma cristalina nueva con respecto a las
formas cristalinas ya conocidas. En la figura 2 se observa igualmente la presencia de picos caracteristicos del
NaCl, especificamente los picos en los dngulos 2-theta = 32 y 45.5, lo que permite constatar la presencia de
NaCl en todas las muestras de azul patente comercializadas, pero no en el azul patente, sal de sodio, de
acuerdo con la invencién.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento de preparacién de un compuesto que responde a la férmula

(Quim. 1)

Sy

en la que

R1, R2, R3 representan, de manera independiente entre si, un grupo seleccionado entre: -H, -OH, -SO3H, -
8Os, al menos uno de R1, R2, R3 representa un grupo seleccionado entre (-SOsH, -SOx3),

R4, R5, idénticos o diferentes, representan un grupo seleccionado entre: alquilo C4-Cg, alquenilo C4-Cs, fenilo,
bencilo, entendiéndose que dos grupos R4, R5 en el mismo atomo de nitrégeno pueden formar juntos un anillo
que incluye este &tomo de nitrégeno,

Y representa un catién organico o inorganico seleccionado entre las sales farmacéuticamente aceptables;
t representa un numero t=0; 1/2; 1,

estando caracterizado este procedimiento por que comprende al menos una etapa de oxidacién del
trifenilmetano sulfonado de férmula (Quim. V) con una quinona seleccionada entre 1,4-benzoquinona, 1,2-
benzoquinona, dialquil(C4-C4) 1,4-benzoquinona, dialquil(C4-C4) 1,2-benzoquinona, monoalquil(C1-C4) 1,4-
benzoquinona, monoalquil(C4-C4) 1,2-benzoquinona:
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2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la quinona es 1,4-benzoquinona.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en el que el tratamiento se lleva a
cabo en un disolvente proético apolar.

4. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el tratamiento se lleva
a cabo a una temperatura que varia de 40 a 130 °C, de manera ventajosa a una temperatura que varia de 60
a 120 °C, de manera alin mas ventajosa a una temperatura que varia de 70 a 110 °C.

5. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que, al final de la etapa de
tratamiento con una quinona, el compuesto objetivo de férmula (Quim. I) se separa del medio de reaccion
mediante precipitacion.
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6. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende ademas una
etapa en la que el compuesto objetivo de férmula (Quim. 1) con t = 0 se transforma en la sal de formula (Quim.
Jecont=1o0t=1/2.

7. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el compuesto de
5 formula (Quim. I) responde a la formula (Quim. IA).
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8. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que el compuesto (Quim. IA) se obtiene mediante
un procedimiento que comprende al menos las etapas siguientes:

a) condensacion del compuesto benzaldehido de férmula (Quim. 11A) con la dialquilanilina de formula (Quim.

10 1) para dar el trifeniimetano de férmula (Quim. IVA),
M\W(ﬂas
Re  BS
o S e
i N i
uo il i . /E}
TR T S

O

[QUIRA HAG (QUIM.
‘ A (Quint. BEA}

b) tratamiento del trifenilmetano de formula (Quim. IVA) con é&cido sulfirico para formar el trifenilmetano
sulfonado de férmula (Quim. VA)
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9. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el compuesto que
responde a la férmula (Quim. I) se selecciona entre:

(Quim. VI)
LT
Hy
-
§‘.
i
H
HO
- o .
o ;:ﬁx : tfH:i
N ,fi’i*x - -‘M.«*’s
Nalx5 j
HC
5 azul patente, sal de sodio
(Quim. VII)
AN
"
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HO N -
I Gl N
e b«::'a. ,a':\\ ("’j
o ™ - =
“GL&
Ca 2

azul patente, sal de calcio.

10. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el compuesto que
10 responde a la férmula (Quim. I) responde a la formula (Quim. IB).

o

s ™ €Y}
HG\S ., o .»"E‘!- N
o, M N 1 R4
Rk:, ‘I’f\g\v\ggé \"—;:’j\_ o T Pg -~
153

11. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que el compuesto que responde a la férmula
(Quim. I) es el compuesto (Quim. VIII)
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azul de isosulfan (isosulfan blue).

12. Forma cristalina del compuesto azul patente, sal de sodio, que responde a la férmula (Quim. VI),
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N e

PPN
NaQs” YT s

caracterizada por el diagrama de difraccién de rayos X de polvo siguiente, medido en un difractémetro y
expresado en términos de las distancias inter-reticulares d, el angulo de Bragg 2-theta, la intensidad y la
intensidad relativa (expresada en porcentaje con respecto a la linea més intensa):

Angulo 2-theta (°) Distancia inter-reticular d (A) [l (cuentas) I rel (%)
56 15.80 500 61.5
6.2 14.29 375 46.2
9.4 9.39 187.5 231
10.9 8.12 62.5 7.7
1.5 7.71 125 15.4
12.1 7.33 156.25 19.2
14.4 6.14 343.75 42.3
15.6 5.68 250 30.8
16.5 5.38 375 46.2
17.6 5.02 187.5 231
18.2 4.86 375 46.2
19.4 4.57 812.5 100.0
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20.0 4.43 500 61.5
22.9 3.87 187.5 23.1
247 3.60 250 30.8

entendiéndose que los valores de la intensidad (1) y de la intensidad relativa (I rel) de los picos anteriores,
pueden variar en +/- un 15 %.

13. Composicién farmacéutica que comprende al menos la forma cristalina del compuesto azul patente, sal de
sodio, de acuerdo con la reivindicacién 12, en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

14. Composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicaciéon 13, para su uso como producto de
diagnéstico.

15. Composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 13 o 14, para su uso como agente de contraste
para la identificacién de vasos linfaticos y territorios arteriales o como agente de diagnéstico del cancer, en
particular en un procedimiento de mapeo de ganglios linfaticos centinela.
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