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Abreviaturas

ACTI Area cientifico-técnica de investigacion

APT Prueba de protones adjuntos (A#fached Proton Test)

ATR Reflectancia total atenuada (Attenuated Total Reflectance)

ca. Aproximadamente (circa)

CAD Detector de aerosol cargado (Charged Aerosol Detector)
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CEST Transferencia de saturacion por intercambio quimico (Chemical
Exchange Saturation Transfer)
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DMF Dimetilformamida
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Contrast Agent)
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dioxacicloheptan-5-ol

GDBI N-(1-hidroximetil-2,3-dihidroxi-propil)-1,4,7,10-tetraaza-
ciclododecano

HP-DO3A Acido 1 0-(2-hidroxipropil)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-
triacético

HPLC Cromatografia liquida de alta eficacia (High Performance Liquid
Chromatography)

I+D Investigacion y Desarrollo

ICIQ Instituto catalan de investigacion quimica

ICP Plasma con acoplamiento inductivo (/nductively coupled plasma)
Espectroscopia de emision atdbmica con plasma acoplado

ICP-AES inductivamente (Inductively coupled plasma atomic emission
spectroscopy)
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1. INTRODUCCION GENERAL



Introduccion general

1.1. Imagen por Resonancia Magnética

La imagen por resonancia magnética (IRM) es una técnica de diagndstico o
monitoreo de tratamientos que genera imagenes del interior del cuerpo humano sin el uso
de radiacion dafiina, hecho que la diferencia de la técnica de tomografia computarizada,
que emplea rayos X para generar las imagenes. Ademas, la IRM ofrece un mayor nivel
de detalle en las imagenes que se obtienen de los tejidos blandos del cuerpo. Por estos
motivos, es la técnica instrumental preferida cuando se requieren imagenes frecuentes
para el diagnostico o el tratamiento de una enfermedad y gracias a ella se han logrado
importantes avances en el diagnostico y tratamiento de una amplia variedad de
condiciones médicas."? El funcionamiento de los equipos de IRM consiste en utilizar un
iman muy potente para generar un campo magnético intenso que logre la alineacién con
el campo de los momentos magnéticos de espin nuclear de los protones presentes en la
zona del organismo que se desea observar. A continuacion, se aplica un pulso de
radiofrecuencia que desorganiza los momentos magnéticos y los fuerza a reorientarse
formando un angulo de 90° o 180° con respecto al campo magnético estatico. Una vez
que el pulso finaliza, éstos se vuelven a alinear con el campo magnético liberando energia
electromagnética en el proceso. Este proceso se denomina Relajacion y puede tardar mas
0 menos tiempo en funcion del entorno quimico de los protones en el medio en que se
encuentra. El equipo de IRM (Figura 1.1) es capaz de detectar la energia electromagnética
liberada y diferenciar los tejidos del organismo en funcién del tiempo de relajacion. La
imagen que se genera permite detectar anomalias en la anatomia o fisiologia del cuerpo

analizado que pueden ser indicativas de una patologia.
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Figura 1.1. Equipo de imagen por resonancia magnética.

La manipulacion del tiempo de relajacion permite incrementar la calidad de
imagen de resonancia. Esto puede lograrse introduciendo en el organismo sustancias
paramagnéticas capaces de interaccionar con las moléculas de agua presentes en el medio,
provocando una disminucién del tiempo de relajacion de los protones del agua. Dichas
sustancias se denominan agentes de contraste, y entre los mas utilizados destacan los
complejos de gadolinio. Estos agentes de contraste basados en gadolinio (GBCA por sus
siglas en inglés) se utilizan anualmente en 40 millones de escéneres de resonancia
magnética en todo el mundo y son los que actualmente acaparan el grueso del mercado
de este tipo de farmacos.” Los GBCA pretenden aprovechar las propiedades
paramagnéticas del gadolinio(III) para su uso en la técnica de IRM al mismo tiempo que
se evita la toxicidad de los iones Gd*". Esto se consigue formando complejos solubles en
agua con constantes de estabilidad muy elevadas, de tal manera que la concentracion de
Gd*>* se mantenga en valores por debajo de los umbrales de toxicidad hasta que el agente

sea excretado del cuerpo.

1.2. Evolucion historica

La historia de la imagen por resonancia magnética tiene sus origenes en el
descubrimiento del fendmeno de resonancia magnética nuclear (RMN) cuando Isaac
Isidor Rabi hizo pasar un haz de moléculas a través de un campo magnético en 1938.4°

Al exponer el haz a ondas de radio se observé que cambiaba la direccion de rotacion de
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los atomos. Cuando estos volvian a sus posiciones originales, emitian radiacion
electromagnética con caracteristicas Uinicas. Rabi recibid el premio Nobel de Fisica en
1944 por el descubrimiento del método de resonancia por el que se registran las
propiedades magnéticas de los atomos.® Un par de aflos mas tarde, en 1946, Félix Bloch
en Stanford y Edward Mills Purcell en Massachusetts descubrieron simultaneamente y en
2,7.8

equipos independientes la demostracion del fenomeno RMN en materia condensada.

Ambos investigadores fueron galardonados con el premio Nobel en 1952.°

318 LETTERS TO

A New Method of Measuring Nuclear Magnetic Moment*

It is the purpose of this note to describe an experiment
in which nuclear magnetic moment is measured very
directly. The method is capable of very high precision and
extension to a large number and varietv of nuclei.

Consider a beam of molecules, such as LiCl, traversing
a magnetic field which is sufficiently strong to decouple
completely the nuclear spins from one another and from
the molecular rotation, If a small oscillating magnetic
field is applied at right angles to a much larger constant
field, a re-orientation of the nuclear spin and magnetic
moment with respect to the constant field will occur when
the frequency of the oscillating field is close to the Larmor
frequency of precession of the particular angular mo-
mentum vector in question. This precession frequency is
given by

v=ull/hi=g(i)uoH/h. (1)

Figura 1.2. Comienzo del articulo de Rabi de 1938 sobre la mediciéon del momento
magnético nuclear.*

La utilidad practica de este método en el campo de la medicina y la biologia llego
en 1955 cuando Erik Odeblad y Gunnar Lindstrdm publicaron los primeros estudios de
RMN en tejidos animales.” Se constataron diferencias en los tiempos de relajacion de los
diferentes tejidos analizados. Odeblad dedico los siguientes diez afios a estudiar la RMN
en diferentes tejidos y secreciones de membranas mucosas humanas. Ademas, intento
emplear la técnica para detectar tejido canceroso, aunque no lo consiguié.'® No fue hasta
1971 que Raymond Damadian obtuvo tiempos de relajacion diferentes para tejidos sanos
y tejidos tumorales.>!! Aunque muchas de las conclusiones a las que llego en sus estudios

se demostraron erroneas, si logré motivar a la comunidad cientifica para considerar la
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técnica de RMN como una técnica de diagndstico. Mientras tanto, en 1973, Paul
Lauterbur llevo a cabo la idea de generar imagenes por RMN utilizando gradientes de
campo magnético.'? Gener6 asi las primeras imagenes por RMN de la historia siendo

estas de dos tubos de agua.

Fig.1 Relationship between a three-dimensional object, its two-

dimensional projection along the Y-axis, and four one-dimen-

sional projections at 45° intervals in the XZ-plane. The arrows
indicate the gradient directions.

Fig.2 Proton nuclear magnetic resonance zeugmatogram of the
object described in the text, using four relative orientations of
object and gradients as diagrammed in Fig. 1.

Figura 1.3. Primeras im4genes por RMN de la historia.'?

En los afios siguientes, hubo grandes avances en el uso de la imagen por
resonancia magnética en el campo de la medicina. Se lograron imagenes de cortes de
transversales de dedos, el abdomen o una cabeza humana.'>'> Se empez6 a evaluar
clinicamente el uso de esta técnica a principios de la década de 1980, pero el rapido
avance de la técnica dejaba obsoletos los estudios de evaluacion. Se obtuvieron
importantes resultados durante esta década, como el desarrollo de técnicas capaces de
medir la actividad cerebral al detectar cambios asociados al flujo de la sangre y compafiias

como General Electric o Siemens produjeron sus propios escaneres comerciales.!®!”
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Figura 1.4. Primer equipo comercial de IRM de Siemens en 1983.

En cuanto al uso de los agentes de contraste en IRM, la primera descripcion de su
uso para realzar patologias data del afio 1978 en un articulo de la revista Frontiers of
Biological Energetics,'® en el que usaron una sal de manganeso como agente de contraste

para resaltar los infartos de miocardio en varios perros.

Part 3 New Instrumental Approaches 753

the observed relaxation rates has been raised, but has never
been demonstrated (1)}. The potential for diagnostic applica-
tions of NMR relaxation times (or their reciprocals, the
relaxation rates) has been enhanced by the development of
zeugmatographic imaging techniques, which make possible the
measurement of relaxation effects in intact macroscopic living
organisms (3). The pronocunced relaxation effects of very
small concentrations of paramagnetic ions on water resonances
in biological systems (4) have led to the suggestion that the
deliberate introduction of such ions into living systems might
give rise to interesting and useful changes in relaxation
times (5,6).

Figura 1.5. Introduccién del articulo de Lauterbur en 1978.'® Primera descripcion del uso
de agentes de contraste en IRM.

Unos afios mas tarde se patentaron los primeros agentes de contraste como el
gadopentetato de dimeglumina, que se empezo6 a comercializar en 1988 con el nombre de
Magnevist o el gadoterato de meglumina, que se empezo6 a comercializar en 1989 con el

nombre Dotarem.
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Figura 1.6. Gadopentetato de dimeglumina (izquierda) y gadoterato de meglumina
(derecha). NMG = meglumina.

Desde principios de los afos ochenta, la imagen por resonancia magnética con
agentes de contraste ha demostrado ser una técnica superior a la tomografia
computarizada para detectar lesiones en el cerebro y en la médula espinal en pacientes de

. 1, 19’20 1 , , . . . l 1 . d
esclerosis multiple. Se empled como una técnica para monitorizar las lesiones de

dicha enfermedad y su tratamiento.?!

En 1984 se realizaron las primeras pruebas de la IRM con agentes de contraste en
el higado, y rapidamente se reveld su capacidad de distinguir anormalidades benignas y
malignas del propio 6rgano.?>?* Estas observaciones contribuyeron a la publicacién de
los primeros resultados de un agente de contraste especifico del higado, el manganeso

difosfato de dipirodoxal y, en el mismo aflo, el 4cido gadoxético.?**

A finales de la década de 1980, se realizaron los primeros ensayos de IRM con
agente de contraste en el pecho, demostrando producir imagenes mas precisas que las
conseguidas mediante mamografia de rayos X.?¢ Desde entonces, la IRM ha sido capaz
de detectar més carcinomas intraductales que la mamografia, sugiriendo asi su uso en el

diagnostico de tumores potencialmente invasivos.?’

En 1996, se utilizd6 gadopentetato de dimeglumina para diferenciar el tejido
dafiado del miocardio del tejido intacto en un corazén de conejo.”® Tiempo después, se
han utilizado diversos agentes de contraste para evaluar la viabilidad miocérdica, detectar
cicatrices miocardiales, fibrosis miocardial y miocarditis.?*° A dia de hoy, se puede
utilizar para monitorizar la funciéon cardiaca y su morfologia, ademds de como
herramienta de diagnostico para afecciones congénitas del corazon y evaluaciones de

enfermedades valvulares.?'*?

La IRM con agentes de contraste se ha convertido en una herramienta de
diagnostico o monitoreo de tratamientos segura, eficiente y no invasiva utilizada en todo
el mundo. Por ello, los retos actuales de este campo de investigacion consisten en la

estandarizacion y simplificacion de sus protocolos de uso para obtener datos mucho mas
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uniformes entre si y sencillos de interpretar. Ademas, el rapido ritmo al que avanza la
tecnologia en este campo no facilita la estandarizacion de sus protocolos, ni tampoco los
continuos estudios clinicos de seguridad que en los ultimos afios han removido el mercado
de todos los agentes de contraste.>>** A dia de hoy, el coste y el tiempo de esta técnica
son dos de sus mayores limitaciones, pero la cada vez mayor disponibilidad de los equipos
de IRM, que a su vez traen cada vez mas mejoras en la calidad de imagen y tiempos de
escaneado més cortos,?® y los avances en nuevos agentes de contraste de mucha mayor
eficiencia, como el gadopiclenol que fue aprobado por la Union Europea para uso médico
en diciembre del 2023,% permiten abrir nuevas posibilidades para que los quimicos,
bidlogos, fisicos, ingenieros y médicos investigadores continien haciendo evolucionar el

medio.

1.3.  Tipos de agentes de contraste y aplicaciones

Los agentes de contraste se pueden clasificar por su forma de administracion, que

puede ser por via oral, por inhalacioén o por via intravenosa.

Los agentes de contraste que se administran por via oral son adecuados para
obtener imagenes del tracto gastrointestinal. Algunos agentes de este tipo incluyen

suspensiones de sulfato de bario o zumo de fruta enriquecido con manganeso(II),*”-*8

pero
hasta el momento Unicamente se han aprobado tres agentes de contraste orales para
aplicaciones clinicas: nanoparticulas de hierro, citrato de amonio férrico y cloruro de

manganeso.>’

Los agentes de contraste administrados por inhalacion se utilizan para mejorar el
valor de diagndstico de la IRM en los pulmones, aunque presentan importantes
dificultades por la poca densidad del parénquima pulmonar lleno de aire, que da como
resultado una baja densidad de protones y una intensidad de sefial de RMN muy débil.
Ademas, se generan importantes artefactos en la sefial debido a desplazamientos
fisiologicos. El uso de agentes de contraste paramagnéticos, como aerosoles de quelatos
de gadolinio u oxigeno gas, permite realizar una imagen definida por resonancia

magnética y obtener asi una estimacién de la ventilacién de los pulmones.*
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Estas dos vias de administracion, aunque son técnicas disponibles y aceptadas para
varios agentes de contraste aprobados para aplicaciones clinicas, son mucho menos

utilizadas que la via intravenosa.

Los agentes de contraste intravenosos de resonancia magnética pueden
clasificarse en 3 tipos: a) fluido extracelular (ECF), b) blood pool (reserva de sangre) y

¢) agentes especificos de 6rganos.

a) Los agentes de fluido extracelular (ECF) se distribuyen entre el espacio
intravascular y el espacio celular, son quelatos de bajo peso molecular y se utilizan para
detectar anormalidades arteriales y del tejido endotelial. Dado que los iones metalicos
adecuados para actuar como agente de contraste suelen ser bastante toxicos, éstos deben
estar coordinados por una molécula organica que dé lugar a un complejo estable en
condiciones fisiologicas y cuya constante de formacion tenga un valor muy elevado, de
manera que pueda excretarse de forma segura sin resultar dafiino. Estos ligandos deben
formar complejos con constantes de formacion muy elevadas para contrarrestar su
labilidad y evitar la presencia de ion metalico (por ejemplo, Gd**) “libre” en el cuerpo
humano. Después de la inyeccidon intravenosa, estos agentes viajan por el torrente
sanguineo al corazon y luego a las arterias sistémicas. Finalmente, se eliminan

rapidamente del cuerpo por via renal.*!

Los agentes ECF son los mas utilizados y todos
los que se han aprobado para su uso en humanos consisten en complejos de gadolinio(III)

quelatados por un ligando poliaminocarboxilato octadentado.*

b) Los agentes de contraste sanguineo son compuestos que, después de la
inyeccion, se restringen exclusivamente al espacio intravascular y proporcionan un alto
contraste para obtener imagenes de las arterias y las venas. Se han empleado tres
estrategias principales para el desarrollo de estos agentes de contraste, que resultaron en

compuestos que se sometieron a ensayos clinicos en humanos:

1) Compuestos de bajo peso molecular que se unen de forma no covalente a la

albumina sérica humana, lo que restringe la distribucion al espacio intravascular,

como el gadofosveset trisddico 0 MS-325.4%4
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2) Macromoléculas que contengan iones Gd(III) complejados cuyo tamafo sea
demasiado grande para extravasarse rapidamente a través de la barrera endotelial
pero aun lo suficientemente pequefio como para ser filtradas por el rifion, como el

dendrimero gadomer-17.%

3) Nanoparticulas de 6xido de hierro. Estas tienen largos tiempos de circulacion
sanguinea, ya que no se excretan, sino que con el paso del tiempo se acumulan en
el higado y el bazo para, posteriormente, ser incorporados a la reserva de hierro

del cuerpo, como el ferumoxytol.*>*6

¢) Los agentes especificos de drganos son capaces de penetrar en 6rganos o tejidos
especificos. Por ejemplo, algunos agentes de contraste pueden ser captados por
hepatocitos, cardiomiocitos o células pancreéticas y permitir de esta forma realizar una

imagen del higado, el miocardio o el pancreas respectivamente.*’4%

1.4. Mecanismos de accion de los agentes de contraste

Los agentes de contraste utilizados en IRM pueden presentar diferentes
mecanismos de accion. Si se utiliza un agente de contraste con un metal paramagnético
como el gadolinio(Il), se genera una interaccion entre los dipolos magnéticos de los
electrones desapareados del mismo y los de los nucleos de los protones. Esta interaccion,
llamada interaccion dipolo proton-electron, se produce entre el proton a detectar y los
electrones desapareados del agente de contraste situados préximos en el espacio y acorta
significativamente el tiempo de relajacion. El gadolinio(IIl), al tener siete electrones
desapareados en los orbitales f, posee un momento magnético elevado y por tanto es un
agente de contraste altamente efectivo con este mecanismo de accion, pero no es el tnico
ion metalico que se puede emplear de esta manera. Los complejos de alto espin de
manganeso(Il) y hierro(Ill), con sus orbitales d semiocupados por cinco electrones,
presentan también una alta susceptibilidad magnética que los hace ideales para su uso

como agentes de contraste.***

Por otro lado, los llamados agentes de contraste superparamagnéticos presentan
un modo de accion diferente. Estos consisten en suspensiones coloidales de particulas

cristalinas ferro- o ferrimagnéticas, con una composicion general Fe,'0sM!"0, siendo
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M?2* un metal divalente como hierro, manganeso, niquel, cobalto o magnesio.’! Debido a
su tamafio nanométrico, cada una de estas particulas contiene un Unico dominio
magnético. En ausencia de un campo magnético, los momentos magnéticos de las
particulas se encuentran orientados aleatoriamente, pero en presencia de un campo
magnético externo se reorientan para alinearse con el campo, igual que los materiales
paramagnéticos (Figura 1.7). Sin embargo, el momento magnético que se obtiene de este

fendmeno es mayor que en las sustancias paramagnéticas.

a b
Single-domam
nanoparticle
. .
\ ‘\1\ Al .“
B B,

My
= Mgy

Figura 1.7. Representacion de los dominios y el comportamiento magnético de (a) un
cristal de 6xido de hierro ferromagnético, (b) una nanoparticula de 6xido de hierro con
un Unico dominio magnético.>!

Mientras que los agentes de contraste paramagnéticos se han usado
tradicionalmente para favorecer la relajacion longitudinal gracias a su interaccion dipolo
proton-electron, los agentes de contraste superparamagnéticos favorecen principalmente
la relajacion transversal de los protones gracias a su elevada susceptibilidad magnética.
Sin embargo, es mas habitual utilizar un agente de contraste para disminuir el tiempo de
relajacion longitudinal que para disminuir el tiempo de relajacion transversal puesto que
el efecto sobre este ultimo tipo de relajacion provoca que se oscurezcan las imagenes y
este efecto no suele ser deseado ya que el 0jo humano delimita peor las zonas oscuras que
las brillantes. Aun asi, las imagenes obtenidas de una u otra forma tienen sus respectivas

aplicaciones y son las indicadas segun el tipo de diagnostico que se esté buscando.’?

Los agentes de transferencia de saturacion por intercambio quimico o agentes
CEST por sus siglas en inglés, se han presentado como alternativa a los agentes de
contraste tradicionales. Estos consisten en moléculas que poseen grupos con protones
intercambiables (NH, OH), o moléculas de agua que resuenan a un desplazamiento

quimico diferente del agua presente en el cuerpo. Al ser irradiados por un pulso de

11
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radiofrecuencia, los protones labiles del agente CEST se pueden excitar y adquirir
magnetizacion. A través del intercambio quimico, esta magnetizacion puede transferirse
a los protones del agua presente en el cuerpo, provocando asi un cambio en la intensidad
de la senal del agua. Se trata de una técnica de analisis que surgid a principios de siglo
XXI, y tiene interesantes aplicaciones tanto en la deteccion de células tumorales como en
la caracterizacion de las mismas, puesto que éstas contienen un gran numero de protones
de intercambio rdpido. Ademads, esta técnica se ha demostrado capaz de detectar
diferencias entre protones de aminas o grupos alifaticos presentes en los bordes de las
células tumorales.’* Algunos de los agentes CEST que se estan usando actualmente en

pruebas clinicas en humanos son la glucosa y el iopamidol.>>>¢

Por ultimo, los agentes de deteccion directa se diferencian de los anteriores en que
no interaccionan con la senal de resonancia magnética del agua, sino que se busca detectar
directamente al propio agente. Sin embargo, debido a la baja sensibilidad de las técnicas

de IRM, se requiere administrar altas concentraciones del mismo.>"-8

1.5.  Estudios de la relajabilidad para la sintesis de nuevos GBCA

Como se ha explicado al comienzo del apartado anterior, los GBCA son sustancias
paramagnéticas cuyo movimiento Browniano en un medio acuoso genera fluctuaciones
en el campo magnético que aceleran los tiempos de relajacion de los protones
circundantes. Este fendmeno se conoce como mejora de la relajacion paramagnética (PRE

por sus siglas en inglés).

Al medir el tiempo de relajacion de los protones de un tejido y representarlo en
funcién de la concentracion de agente de contraste anadido, se obtiene una curva como la
que se observa en la Figura 1.8. El grafico muestra el efecto del agente de contraste sobre
el tiempo de relajacion (T) de tres tejidos diferentes con un tiempo de relajacion inicial
muy distinto.>® Se observa que todos los tejidos tienden a aproximarse a un valor similar
de tiempo de relajacion conforme aumenta la concentracion de agente de contraste, por
lo que dicho agente serd mas eficaz a concentraciones bajas cuanto mayor sea el tiempo

de relajacion natural de los tejidos.
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Figura 1.8. Grafico del tiempo de relajacion frente a la concentracion de agente de

contraste de tres tejidos diferentes cuyos tiempos de relajacion inicial (To) se han

encontrado en la bibliografia,*® suponiendo un valor de relajabilidad (r) de 4 mM! s71.3°

Al agrupar estos datos en términos de tasa de relajacion (//7) y realizar una
representacion grafica en funcion de la concentracion de agente de contraste se obtiene
una relacion lineal en la que la pendiente es la relajabilidad (). En la Figura 1.9 se observa
que, al aumentar la concentracion del agente de contraste, se incrementa la tasa de

relajacion en la misma proporcion lineal para los tres tejidos que se muestran.
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Figura 1.9. Grafico de la tasa de relajacion frente a la concentracion de agente de

contraste de tres tejidos diferentes cuyos tiempos de relajacion inicial (To) se ha

encontrado en la bibliografia, > suponiendo un valor de relajabilidad (r) de 4 mM™! 5713

Por ello, la eficiencia de un agente de contraste viene determinada por su valor de
relajabilidad, el cual se define como el grado al cual los GBCA hacen disminuir el tiempo

de relajacion de los protones del agua en funcién de la concentracion del GBCA.
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Matematicamente, este valor se obtiene despejando la pendiente de la ecuacion de la linea

recta de la Figura 1.9. De esta manera, se expresa como la diferencia de las tasas de

relajacion dividido por la concentracion (Figura 1.10).%°
_ AQ/T)
7 el

Figura 1.10. Ecuacion de la relajabilidad.

A la hora de sintetizar nuevos agentes de contraste de gadolinio(IIl) es importante
conocer los diferentes factores que afectan a su relajabilidad. A continuacion, se explican

brevemente algunos de estos factores.

La distancia metal-hidrogeno del agua (run). Este valor debe ser lo més corto
posible con el fin de transmitir el efecto de relajacion a los protones circundantes. La
distancia metal hidrégeno del agua mas corta que se puede conseguir es mediante la
coordinacion directa de la molécula de agua al metal. Por ello, todos los GBCA poseen
al menos una posicidon de coordinacion libre que pueda ser ocupada por las moléculas de
agua del medio. Esta distancia se ha podido medir en disoluciones congeladas con
espectrometria de doble resonancia nuclear de campo alto proton electron ('H

ENDOR).61-63

El numero de moléculas de agua coordinadas (q). Larelajabilidad es directamente
proporcional al nimero de moléculas que se pueden coordinar directamente al metal. Sin
embargo, al aumentar dicho niimero se corre el riesgo de disminuir drasticamente la

estabilidad termodinamica o cinética del complejo.**

Tasa de intercambio de las moléculas de agua (k..). El intercambio de las
moléculas de agua coordinadas por el resto de moléculas de agua del medio debe ser lo
mas rapido posible para favorecer la ampliacion del efecto de relajacion. Aunque, si el
intercambio es demasiado rapido, el agua puede no estar el tiempo suficiente coordinada
para que suceda la relajacion. Este valor depende a su vez del tiempo de residencia medio

de las moléculas de agua coordinadas (tm).5>%¢

Relajabilidad de esfera interna (¥**). La relajabilidad (r) se puede dividir
en relajabilidad de esfera interna y relajabilidad de esfera externa (#%°) segun la ecuacion
de la Figura 1.11. La relajabilidad de esfera externa viene de la mejora de la relajacion

paramagnética de los protones del agua que estan enlazados al GBCA mediante puentes
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de hidrégeno y de los que se encuentran todavia mas lejos. Atn no se entiende bien el
efecto de la esfera externa, aunque esta representa cerca del 40 % del valor de la
relajabilidad total.®”-%® En cuanto a la relajabilidad de esfera interna, esta se corresponde
a la relajacion paramagnética de los protones del agua que esta enlazada directamente al

metal, y se relaciona con los parametros mencionados anteriormente (kex, g, #um).%°
r=ro% +r's

Figura 1.11. Ecuacion de relajabilidad en funcion de sus relajabilidades de esfera externa
e interna.®’

Hay mas factores que afectan a la relajabilidad del agua y que aparecen descritas
en las ecuaciones de la teoria de relajacion paramagnética de Solomon-Bloembergen-

69-72

Morgan, como el giro de la molécula.

Gracias a los estudios capaces de definir estos factores para los GBCA existentes
y entender su efecto sobre la relajabilidad, se ha logrado desarrollar por primera vez en
mas de treinta afilos un GBCA con una relajabilidad lo suficientemente alta como para
disminuir la dosis administrada del farmaco,”>’* lo cual podria minimizar los riesgos
asociados al resto de GBCA. El gadopiclenol (o Elucirem) se empez6 a comercializar en
Europa en diciembre del afio 2023 y es, hasta la fecha, el GBCA aprobado para uso clinico

con mayor relajabilidad del mercado de los agentes de contraste ECF.”>7

1.6. Efectos adversos de los GBCA. Regulaciones de uso.

El disefio de un nuevo agente de contraste debe tener en cuenta la capacidad del
cuerpo humano para eliminarlo. Durante décadas, los GBCA se han considerado seguros
e inofensivos para los pacientes incluso después de multiples administraciones ya que
estos se eliminan casi exclusivamente por filtracion renal y aparentemente sin provocar
ningin dafio en el proceso. Sin embargo, en el afio 2006 se encontraron importantes
relaciones entre el uso de los GBCA y la enfermedad llamada fibrosis sistémica
nefrogénica (NFS).>** El mecanismo exacto por el cual ocurre esta enfermedad es
desconocido, si bien, se ha relacionado con la exposicion al gadolinio. Por ello, en 2010,
la agencia regulatoria de Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos (FDA) puso importantes restricciones al uso de los GBCA, contraindicé su uso
en pacientes con dificultades en la funcion renal y su uso al exceder la dosis recomendada

o al administrar multiples dosis. Ademas, prohibid el uso de los tres GBCA mas labiles
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cinéticamente (Gd-DTPA, Gd-DTPA-BMA y Gd-DTPA-BMEA) a pacientes con

dificultades renales.””’®

-00C 2= -00C 00¢
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Figura 1.12. Gd-DTPA (izquierda), Gd-DTPA-BMA (centro) y Gd-DTPA-BMEA
(derecha). NMG = meglumina.

La aparente relacion entre la exposicion a los GBCA con el desarrollo de NFS no
es la unica razon por la que su administracion pueda ser preocupante, puesto que se ha
observado que los quelatos de gadolinio(IIl) pueden reaccionar con iones competidores
como Zn*" para liberar iones Gd**.”#° Posteriormente, distintas sustancias bioldgicas
endogenas podrian actuar como quelatantes o ligandos competidores por los iones de
gadolinio liberados. Como ejemplo, se ha demostrado que la heparina, una estructura de
azucar endogena de la familia de los glicosaminoglicanos (GAG), es un candidato
adecuado como agente quelante de Gd**.3! Adicionalmente, en 2013 se publicaron los
primeros estudios que detectaron la acumulacion de gadolinio en el cerebro,®* ** aunque
ya se habian realizado estudios o se sospechaba de la deposicion de gadolinio en una
variedad de 6rganos, incluidos los pulmones,® el corazon,®® los ojos,®” el higado,®® los
rifiones,*® los huesos,**” la piel®*>*! y més tarde el higado. Baséndose en la diversidad de
tejidos descritos en los que se puede producir la acumulacion de gadolinio, se puede
concluir que los quelantes endogenos competidores deben encontrarse distribuidos por
casi todo el cuerpo humano y ser facilmente accesibles para el gadolinio(IIl) libre. Por
ello, en 2017, la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) suspendio la autorizacion de
comercializacion de los medicamentos previamente mencionados que habia suspendido
en 2010 la FDA. Ademas, limito6 el uso de Gd-DTPA-EOB y Gd-BOPTA tnicamente a

imagenes del higado.”?
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Figura 1.13. Gd-DTPA-EOB (izquierda), Gd-BOPTA (derecha).

No se han identificado los efectos a largo plazo de la presencia de gadolinio en el
cuerpo humano (mas alla de su relacion con el desarrollo de NFS), pero estos problemas
han provocado un considerable aumento de interés en la busqueda de agentes de contraste

93,94

alternativos o en la minimizacion de la toxicidad de los GBCA en el cuerpo

humano.”>

Hay que destacar que las evaluaciones de riesgo entre distintos GBCA deben
realizarse teniendo en cuenta la estabilidad, la farmacocinética y la dosis administrada y
no soélo si el farmaco contiene un ligando de naturaleza lineal o macrociclica ya que,
aunque la mayoria de datos de pacientes con NSF han sido relacionados con la
administracién de un GBCA lineal,”” esto es debido en parte a que este tipo de agentes de
contraste dominaban el mercado antes del 2006 y por entonces no existia la preocupacion
o las regulaciones que existen ahora y que han limitado su uso. Todos los GBCA cuya
comercializacion se ha prohibido o se ha limitado su uso son agentes de contraste lineales
debido a que estos se han identificado como los mas ladbiles cinética y
termodindmicamente.’®” Ademas, varios estudios en pacientes con insuficiencia renal

han confirmado el bajo riesgo de los GBCA macrociclicos.'%0-102

Por estas razones, de los ocho agentes de contraste de fluido extracelular que se
han utilizado en procesos clinicos, los macrociclicos son los que actualmente dominan el
mercado. Hoy en dia se tienen muchas mas precauciones en la administracion de los
GBCA que antes de la publicacion de los estudios de 2006, pero el principal cambio ha
sido el cese de la utilizacion de los GBCA lineales en favor de los macrociclicos (Tabla
1.1), lo que ha provocado un interés enorme en la sintesis y optimizaciéon a escalas

industriales de estos complejos.
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Tabla 1.1. Agentes de contraste de fluido extracelular utilizados en procesos clinicos.

Nombre comercial Nombre genérico Fecha de aprobacion | Tipo de GBCA

Dotarem Gadoterato de meglumina 1989 Macrociclico
ProHance Gadoteridol 1992 Macrociclico
Gadovist Gadobutrol 1998 Macrociclico
Elucirem Gadopiclenol 2023 Macrociclico

Magnevist* Gadopentetato de dimeglumina 1988 Lineal
Omniscan” Gadodiamida 1993 Lineal
Optimark” Gadoversetamida 1999 Lineal

Multihance” Gadobenato de dimeglumina 2004 Lineal

“Agentes prohibidos por la Agencia Europea del Medicamento en 2017. ®Agente disponible de forma
limitada para su uso en imagenes del higado.

También conviene recordar que los GBCA son farmacos mucho mas fiables y
seguros que otros de los que todavia se tienen muy pocos datos como las nanoparticulas
de oxido de hierro, las cuales presentan altas incidencias de anafilaxia u otras reacciones
de hipersensibilidad.!%>!% Se sabe ademas que, entre los afios 2009 y 2014, se produjeron
incidencias serias con nanoparticulas de oxido de hierro entre 2 y 10 de cada mil
inyecciones. Mientras que, las incidencias serias registradas con los GBCA en las mismas
fechas, es de 0.04 cada mil inyecciones y el nimero total de muertes asociadas con los
GBCA fue de 41 muertes del total de 51 millones de dosis administradas de estos agentes

de contraste.!?

1.7.  Objetivos de la tesis

Los agentes de contraste macrociclicos han demostrado ser de los GBCA mas
seguros que existen actualmente en uso. Ademas, el desarrollo de nuevas estrategias
sintéticas puede resultar en procesos de produccion con mayor eficiencia y menor impacto
ambiental. Por ello, Los objetivos de la tesis se articulan en torno al desarrollo y

optimizacion de nuevos métodos de produccion a escala industrial de:

a) Distintos ligandos ciclicos nitrogenados con capacidad para coordinar metales de
transicion interna, de forma que originen complejos estables que puedan ser
utilizados como agentes de contraste en RMN.

b) Complejos entre estos ligandos y el ion gadolinio(III) para su posterior uso como

agentes de contraste en la obtencion de imagenes por resonancia magnética.
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Los ligandos que se pretenden sintetizar son tres derivados de 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano (cicleno) con distinto grado de sustitucion sobre los dtomos de
nitrégeno. Estos compuestos son el 10-(1-hidroximetil-2,3-dihidroxipropil)-1,4,7-
triscarboximetil-1,4,7,10-tetraazaciclododecano  (butrol); el acido 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano 1,4,7,10-tetraacético (DOTA); el acido 10-(2-hidroxipropil)-
1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-triacético (HP-DO3A). Como se ha comentado en
apartados anteriores, los complejos que el ion gadolinio(IIl) forma con estos ligandos se

encuentran entre los agentes de contraste mas eficientes y seguros utilizados actualmente.
Podemos, por tanto, estructurar los objetivos generales en los siguientes hitos:

Hito 1. Optimizacion de la sintesis del ligando butrol y su correspondiente

complejo de coordinacion a gadolinio(I1l), denominado gadobutrol.

Hito 2. Optimizacion de la sintesis del ligando DOTA y su correspondiente
complejo de coordinacién a gadolinio(Ill), el acido gadotérico, o su sal de interés

comercial denominada gadoterato de meglumina.

Hito 3. Optimizacion de la sintesis del ligando HP-DO3A y su correspondiente

complejo de coordinacion a gadolinio(IIl), denominado gadoteridol.

Hito 4. En funcion del desarrollo o del interés comercial de los anteriores se
considerara el desarrollo de una ruta de sintesis de complejos de Ca**, como por ejemplo

el calcobutrol, utilizado ampliamente como aditivo en tratamientos con gadobutrol.

En ambas etapas de cada hito (tanto en la sintesis de ligandos como de los
complejos de coordinacion) se buscara la utilizacién de materiales de partida sencillos y

la eficiencia de recursos en los procesos de obtencion y purificacion de estos compuestos.

Estos objetivos e hitos forman parte del proyecto de investigacion y desarrollo
experimental de la empresa Kinsy SL, enfocado en la optimizacion de los GBCA y con

aplicacion directa en el ambito de la produccion industrial.
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2.1. Introduccion

La empresa Kinsy S.L. identifico la sintesis y produccion del ligando nitrogenado
butrol y su correspondiente complejo de gadolinio (gadobutrol) como un objetivo

estratégico para ampliar su cartera de productos con aplicaciones en medicina.

Debido a su importancia como agente de diagnostico por Imagen por Resonancia
Magnética (IRM), el complejo formado por la coordinacion del ligando N-(1-
hidroximetil-2,3-dihidroxi-propil)-1,4,7-tris-carboximetil-1,4,7,10-tetraaza-
ciclododecano a gadolinio(III), también llamado gadobutrol, se ha estudiado ampliamente
y se ha intentado sintetizar por diferentes vias. Actualmente, este complejo se encuentra
disponible comercialmente con el nombre Gadovist o Gadavist. Sin embargo, sigue
subsistiendo una necesidad de una ruta de sintesis mas respetuosa para el medio ambiente

y mas barata, que ademads se pueda llevar a cabo a la escala de funcionamiento industrial.

Se han descrito varios métodos en la bibliografia para la preparacion de
gadobutrol. Generalmente se lleva a cabo la sintesis del ligando butrol en primer lugar y
posteriormente éste se hace reaccionar con un compuesto de gadolinio (normalmente

Gd>03) para obtener el gadobutrol.

Una ruta habitual para su sintesis es la descrita en un articulo de 1997 publicado
en la revista Inorganic Chemistry por Johannes Platzek y colaboradores,! donde la
preparacion de butrol utiliza como material de partida 1,4,7,10-tetraazaciclododecano,
conocido como cicleno, molécula que se somete a un proceso de proteccion con
dimetilformamida-dimetilacetal (DMF-DMA) para generar la alquilacion selectiva de
uno de los cuatro 4&tomos de nitrogeno con el resto 1,3,4-butanotriol, dando lugar al N-(1-
hidroximetil-2,3-dihidroxi-propil)-1,4,7,10-tetraaza-ciclododecano (GDBU1).
Seguidamente, los tres &tomos de nitrogeno restantes se funcionalizan mediante reaccion

con derivados del acido cloroacético para dar lugar al ligando butrol.

COOH .
NH HN CICH,CO,Na kN N~ COOH «N-‘ N/\COO
NH HN 2 ‘ -
. [ ] H,0, pH = 9-10 [ j Gd(Il) [ 3+
—_— Gd
[ > NH N 20 °C NN 54
NH HN H on ( o
l
OH COOH OH coc')
OH OH
GDB1 Butrol Gadobutrol

Esquema 2.1. Sintesis esquematica del gadobutrol.
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Otra ruta de sintesis implica la formacion del intermedio &acido 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-1,4,7-triacético (DO3A) o diferentes reemplazos del acido
cloroacético por el 4cido bromoacético,? 2-haloacetonitrilo,® 2-haloacetamida,* o el éster
terc-butilico del 4cido bromoacético.*>

COOH

S\
'\N |~ COOH

.

N HN
/
HOOC

Figura 2.1. Estructura del compuesto DO3A.

Uno de los principales problemas que plantea esta metodologia es la separacion
de las sales inorganicas y otras impurezas organicas generadas durante la alquilacion de
los atomos de nitrogeno de GDB1 en medio basico y la posterior neutralizacion. En las
referencias Inorganic Chemistry 1997, 36, 6086-6093! y WO 2012/143355% se utilizan
resinas de intercambio catidnico y anidnico, combinadas con cristalizaciones, para
eliminar las impurezas que se generan en el proceso de sintesis o productos derivados de
su coordinacion a Gd**. En el documento de la patente WO 2012/143355° se describen
con detalle las estructuras de las impurezas que pueden aparecer (Figura 2.2) vy,
basicamente, todas estan relacionadas con el paso de monoalquilacion del cicleno para
dar GDB1. En ninglin caso se describe la formacion de sales de amonio cuaternarias por
doble alquilacién sobre un mismo 4tomo de nitrogeno en el paso de reaccion con el acido

cloroacético.

o Lo
s s
/~ \
/~ \
HO [N HNj &N A
NH O NT T [ j
N HN
\—/Fg 0 \__/
0 A OH

o7§ o

Figura 2.2. Impurezas del proceso descritas en la bibliografia.®
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Uno de los objetivos planteados en esta tesis doctoral persigue lograr la sintesis
del gadobutrol puro y cristalino a escala industrial evitando costosos procesos de
purificacion y aislamiento como el uso de resinas de intercambio i0nico. Los resultados

de este estudio se exponen detalladamente en las siguientes secciones de esta memoria.

Dificultades asociadas a la deteccion del butrol y el gadobutrol por HPLC

La técnica mas conveniente para cuantificar la pureza del butrol y el gadobutrol
de manera rutinaria es la cromatografia liquida de alta resolucion, HPLC por sus siglas
en lengua inglesa. Sin embargo, el analisis de compuestos de este tipo presenta ciertas
dificultades. La primera es la ausencia de grupos cromoéforos en las moléculas, que
dificulta la deteccion mediante detectores de absorcion en el espectro UV-visible. La
segunda es la necesidad de cuantificar la cantidad de sales como NaCl, presentes
habitualmente en las muestras. Al inicio de los estudios recopilados en esta tesis se
empled un método analitico de HPLC con detecciéon UV-visible, desarrollado por el
departamento de [+D de Kinsy, habitualmente utilizado para analizar moléculas derivadas
del cicleno que denominaremos “Derivados del cicleno”. Este método utiliza un detector
visible-ultravioleta basado en la absorcion de luz por la muestra en el espectro UV que,
si bien proporciona un valor estimativo de la pureza de las muestras, no es el idoneo para
la deteccion del gadobutrol. Paralelamente, la empresa adquirié un nuevo sistema de
HPLC equipado con un detector de aerosol cargado (CAD), que es el recomendado en la
farmacopea para el andlisis del gadobutrol. Una vez se dispuso de este nuevo equipo, fue
necesario reoptimizar la sintesis tanto del butrol, como del gadobutrol con un nuevo
método analitico, que denominaremos "Gadobutrol". Adicionalmente, durante la
reoptimizacion de la sintesis del butrol se puso a punto un método analitico mejorado
denominado "Butrol", que permitié una mejor deteccion de impurezas en las muestras de
butrol. La descripcion de los métodos analiticos empleados se encuentra en la parte

experimental.
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2.2. Resultados y discusion (Contenido inhibido por la resolucion de la

Comision General de Doctorado de fecha 13/05/2025)

2.2.1. Sintesis de butrol por alquilacion del precursor GDB1-4HCI con
acido cloroacético en medio basico

En un primer momento, se abordaron tres estrategias preliminares para obtener el

ligando butrol a partir de GDB1-4HCI evitando el uso de resinas de intercambio i6nico.

2.2.1.1. Sintesis utilizando NaOH como base. Aislamiento de sales del butrol

protonado a pH dcido

El ligando butrol posee cuatro grupos amino y tres grupos CH>COOH en su
estructura. Presenta por tanto varias constantes de acidez y el grado de protonacion de los
distintos grupos dependera directamente del pH del medio en el que se aisle (Esquema
2.2).7 Adicionalmente al grado de protonacion, los contraiones presentes en el producto
pueden afectar a la solubilidad de la sal del butrol predominante en el medio a un valor
de pH determinado, de manera que podria ser posible separarla de otras sales inorganicas

e impurezas generadas en el proceso de sintesis mediante precipitacion o cristalizacion.

COOM
CICH,CO,M

H,0, pH = 9-10 < / v TCcooM
NH N N
70°C
rvl K, Na
N N
(\_/
OH OH
COOM
OH OH

HO HO

|
' ! :

COOH COO~

GOOH

ax- X M

) S\ _ Yo )
(NH" +HN§COOH [N +H|\|i\Coo [N +HNi\COO

NH* “HN segun pH NH* N segln pH NH N
a L/ o

OH OH oH
COOH GOOH Co0-
OH oH OH
HO HO HO

Esquema 2.2. Sintesis del butrol y especies i6nicas que pueden encontrarse en equilibrio
segun el pH de la mezcla de reaccion.
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Para abordar esta hipdtesis se intentd sintetizar el butrol por alquilacion de
GDB1-4HCI con CICH2COOH utilizando NaOH como base (Esquema 2.3). La ventaja
de este método es el uso de una base muy comun y econémica. Una vez producida la
alquilacion a un pH entre 9 y 9.5, se acidifico el pH del medio con el objeto de protonar
el butrol y lograr la cristalizacion de una sal que contenga el butrol protonado como catién
y el anion del 4cido. Para modular el pH de la mezcla de reaccidon se emplearon los

siguientes acidos: H2SO4, HNO3, H3PO4 y HCL

Cuando la mezcla de reaccion se acidificd con

12 frac:

22 frac:
.

GDB1-4HCI

.
12 frac:

<

\2*‘ frac:

Esquema 2.3. Acidificacion con

La pureza de las muestras de sales del butrol protonado aisladas se determin6 por
comparacion de las integrales relativas de las sefiales de butrol con las de un patron
interno en los espectros de RMN de 'H (detallado en la parte experimental). Dado que el
espectro de RMN de 'H del butrol muestra sefiales anchas y solapadas, resulta dificil
identificar sefiales que correspondan a protones conocidos que permitan su
cuantificaciéon. Sin embargo, su sal trisddica, generada en medio basico, muestra dos

sefales claramente separadas del resto, a desplazamientos quimicos entre 3.4 y 3.7 ppm,

(98]
(9]
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correspondiente a los 5 protones adyacentes a los grupos hidroxilo, cuya integral puede

determinarse con fiabilidad.

En los experimentos realizados con
En el ensayo con |

El 4cido que mejor resultado dio en estos ensayos preliminares fue

GDB1-4HCI

Esquema 2.4. Acidificacion con || | |GG

2.2.1.2. Intento de sintesis de calcobutrol utilizando Ca(OH): como base

Este método se planted de forma anéloga a los anteriores, pero utilizando Ca(OH)>
0 CaCOs3 como base (Esquema 2.5.). La reaccion originaria el complejo del butrol con un

ion Ca?*, llamado calcobutrol y CaCl> como subproducto, una sal muy soluble en mezclas

3
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agua/etanol. Tras precipitar el calcobutrol, se podria liberar el ligando butrol desplazando
el calcio por acidificacion con H>SO4, puesto que el CaSO4 generado es muy poco soluble.

Alternativamente, se podria hacer reaccionar el calcobutrol con una sal de Gd(III) para

dar el gadobutro!. |

CaCO,
(0]

Ca(OH),
GDB1-4HCI » Calcobutrol + CacCl, (soluble EtOH/agua)
CICH,COOH

65°C,5h

H,S0, || Gd*"
Butrol-H,SO, *+ CaSO, = » Gadobutrol

Esquema 2.5. Utilizacion de Ca(OH); en la sintesis de gadobutrol.

2.2.1.3. Sintesis utilizando _ Estudio de diferentes agentes

precipitantes

Paralelamente a las pruebas con NaOH, se intent6 un método de sintesis que

empleaba

. y, una vez finalizada, se acidifico para que precipite el producto

Por ello, el objetivo del método es

Se probaron diferentes

agentes precipitantes. De esta manera,

|
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I s czuramente debido al elevado

contenido en humedad de la muestra.

GDB1-4HCI

Esquema 2.6. Intentos de sintesis y precipitacion _

Es posible que la formacion de sistemas bifasicos (observada al afiadir el

precipitante en algunas de las pruebas realizadas) esté¢ favorecida por la elevada

concentracién de sales del medio de reaccion, | N N N

2.2.1.4. Neutralizacion previa del GDBI1-4HCI con NaOH y posterior alquilacion de
GDBI utilizando LiOH-H>0 como base

Con el objeto de reducir la concentracion de sales en la mezcla de reaccion, se
intentd realizar un paso previo de neutralizacion del GDB1-4HCI de partida (Esquema
2.7). Para ello, se trato de generar sales de cloruro sddico y provocar la precipitacion de

las mismas en dos ensayos diferentes, usando etanol o isopropanol como agente

precipitante de las sales. | NN
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NaOH
GDB$4HCI—??6——)'GDB1

2
-NaCl

Esquema 2.7. Sintesis de butrol con un paso previo de neutralizacion del GDB1-4HCIL.

2.2.1.5. Optimizacion de un método de sintesis de
2.2.1.5.1. Ensayos previos

Tras la realizacion de los ensayos preliminares, se continud con las pruebas del

método que utiliza -, ya que por precipitacion con
Y s c rcpiti el

paso de neutralizacion del GDB1:4HCI para eliminar la maxima cantidad de sales antes

de empezar la reaccion y se volvid a intentar afiadiendo

NaOH CGPB1 oy
GDB1-4HCl ——> + ——"» GDB1
HO  Nac) -NaCl

Esquema 2.8. Ensayo de sintesis de _, neutralizando el GDB1-4HCI.

(8]

9



Gadobutrol

A continuacion, se ensay6 un procedimiento similar sin neutralizar previamente

el GDB1-4HCI (Esquema 2.9). |

GDB1-4HCI

Esiuema 2.9. Ensayo de sintesis d. [IENENEEEE

Los analisis por RMN de 'H de las dos muestras de _
N 2 qluc la

integral de la sefal entre 3.4-3.7 ppm, al utilizar un estandar de 4cido fumaérico, tenia un

valor de 4.9 sobre el valor tedrico de 5 protones en caso de tener una pureza del 100 %

(Figuras 2.3 y 2.4).

Precipitado en EtOH
F70
T 165
< L60
Acido 7 / 55
;s fumarico T p 50
|
| L45
‘ +40
‘ ‘ r35
i 30
|\
| L
| ] g
‘L IR 120
\‘ V mH ‘ \ /
\ ‘ 'l \/ \ L15
ﬂ | | - Il | \
\ ' \‘ ‘} \ \ [
| i ) E
| | N / \
1 M/“ ‘\M‘)‘, NJA) o’ L/'/ W*O
L T &
g 8 5 -5
o <+ o
6.5 6.0 5.5 5.0 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

Figura 2.3. Espectro de '"H-RMN del

. Las senales del acido fumarico afiadido como

estandar aparecen sobre 6.5 ppm.
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Preciditado en EtOH sin neutralizar

Acido 4
- fumarico a—

{
s
—

o

<

H [V \ 10
Jl | I\ | l5
| . Juu/ v u o

o <
6.66.46.26.0585.6545.25.04.84.64.44.24.03.83.63.43.23.02.82.62.42.22.01.81.61.41.21.0
f1 (ppm)

—

89 —
R2.314
w

Figura 2.4. Espectro de |H-RMN del
. Las senales del acido fumarico afiadido

como estandar aparecen sobre 6.5 ppm.

Dado que este procedimiento dio resultados preliminares satisfactorios, se

procedio a realizar pruebas de escalado a 10 gramos de la sintesis de

2.2.1.5.2. Optimizacion de los parametros de reaccion
Se realizaron numerosas variaciones de diferentes pardmetros con respecto al

método descrito por la patente (manteniendo constantes las siguientes variables: 1 gramo

de GDB1-4HCI en 2 mL de H-0 v [N
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GDB1-4HCI (1 g)

Esauema 2.10. Procedimiento estandar de sintesis de

En particular, se estudio la influencia de los siguientes pardmetros (Esquema 2.10;

Tabla 2.1):

e Temperatura de reaccion (Treac)

e Tiempo de reaccion (treac)

e pH de la mezcla de reaccion antes de precipitar

Se observo que los cambios realizados

>
(oW
(@]
=
o
Z

en estas reacciones se empezo a usar

[\9)



Gadobutrol

Tabla 2.1. Optimizacion de la sintesis de butrol-LiCl. Los valores indicados reflejan
cambios respecto de las condiciones estandar:

E I

Entrada Parametro e *—*
! || || ||
2 Treac (°C) B [ ] e
J || [ [
- H || ||
- treac (h) __ | |
D H [ [ |
7° [ ] Il e
i || [ [
9 ] || || |

10° [ ] ] e
11 l - -
12 pH I - -
H [ | [ |

| [ [
|| [ | [ |
|| || |

“El elevado valor se debe a que la muestra no se secé. "Para las entradas 7 y 10 se utilizd

2.2.1.5.3. Sintesis de la sal _

Se evaluo una alternativa a la produccion de

B~
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GDB1-4HCI (1 g)

Esquema 2.11. Sintesis de [ i [ R AANRRREREEEEE

2.2.1.54. Optimizacion de la cristalizacion de _
También se estudiaron las condiciones de recristalizacion del _

Entrada

| ]
2 H i
3 | ]

Los productos obtenidos de las recristalizaciones mostraron purezas muy elevadas
cuando se afiadia NaOH. En estos casos el derivado aislado era la sal trisédica del butrol

(Esquema 2.12, Tabla 2.3).

COONa
/\
[N/ \Nj COONa
_ N N
-/ OH

COONa ~ “on
OH

Esquema 2.12. Purificacion del butrol mediante la sintesis de la sal trisddica de butrol.
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Tabla 2.3. Resultados de la recristalizacion del _

Entrada | NN I
! I I I
2 I I I

Dado que la sal trisoédica del butrol se obtenia con elevada pureza (mayor al 99

%), se intent6 obtener butrol neutro a partir de ésta ||| G

VWD1 A, Wavelength=195 nm (DERIVADOSDELCICLENO 2021-02-11 21-14-46\005-4-AJG128A.D)
mAU

1400 :
Butrol /
1200+ /
1000 — /
800

600 ’ /
|

400

+243

,,
FtH2

v \
200 & & \
B © \
o Tin A
[ e \
=<2) vv@
0 m— ——
T T T T T T
10 20 30 40 50 60 min

B~
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2.2.1.5.5. Escalado de la sintesis de _

Se llevaron a cabo reacciones a distinta escala cuyas condiciones Optimas
aparecen en el Esquema 2.13. Los resultados de rendimiento y pureza (determinada por

HPLC) se muestran en la Tabla 2.4.

Esquema 2.13. Condiciones optimizadas de reaccion para la sintesis _

Tabla 2.4. Escalado de la sintesis de butrol-LiCl.

Entrada GD(];T-];i}(IiZ(ll (@ -
1 1 [ ]
2 10 [ ]
3 20 [ ]
4 50 N

* El elevado valor se interpreté como que la muestra no estaba suficientemente seca.

Cuando se realizo la sintesis de _ en una escala de 10 gramos se
observo que el tiempo de secado no fue suficiente y por ello, en posteriores muestras, se
mantuvo un tiempo de, al menos, 2 dias en la estufa a 70 °C y se utilizé un mortero para

moler el producto.

Se realizaron andlisis mediante la técnica de Karl-Fischer para determinar el

porcentaje de agua en el complejo. Los resultados obtenidos presentaban _
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KFT Ipol.1 - KFT Ipol
31 ]
1,9

1,7
1,5
1,3
1.1 )
0,9 ]
0,7

0,5
0,3
0,1

W [ml]

R W L B e b L L T R e S L
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

t[s]
Figura 2.6. Grafica de la valoracion Karl-Fischer _

Un valor elevado del analisis Karl-Fischer es otro indicativo de que algunas de las
muestras no estaban lo suficientemente secas y por ello sus rendimientos son mayores de
lo esperado. Se observo que la muestra de _ obtenida después de dejar varios
dias agitando a temperatura ambiente la suspension generada por adicion de disvil era

mucho mas higroscopica que aquellas en las que _ se filtraba

al poco tiempo de cristalizacion. Adicionalmente, se observd que el HPLC de una muestra

de _ que filtr6 mas lentamente (debido a la limitada capacidad de la

placa de vidrio poroso utilizado para filtrar) dio un porcentaje de cloruros mayor que en
muestras analogas de menor escala. Es posible que las muestras que permanezcan mas
tiempo agitando a temperatura ambiente presenten mas sales, sean mas higroscopicas y

por tanto tengan un analisis Karl-Fischer con mayor contenido de agua.

2.2.2. Sintesis de gadobutrol

Optimizacion de los parametros de la reaccion de || G-
vez obtenido _ (acorde a los analisis por HPLC con

el método “Derivados del cicleno™), se procedio a estudiar la sintesis de gadobutrol -

I (Esquema 2.14). El precedente

bibliografico mas relevante en nuestro caso es la patente WO 02/48119,* en la que -

I ' G203 segn

las siguientes condiciones:
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Esquema 2.14. Sintesis de gadobutrol.

Se llevé a cabo la reaccion de [ NNEEEE con I

siguiendo el procedimiento de la patente WO 02/48119,* pero

Esquema 2.15. Intento de sintesis de gadobutrol a partir de

Se intent6 entonces el mismo procedimiento partiendo de

En los primeros ensayos, la mezcla de reaccion se calentd

(Tabla 2.5, entrada 2). Por otra parte,

al aumentar la cantidad de agua que se adiciona inicialmente a la mezcla,

(Tabla 2.5, entrada 3).

4
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Esquema 2.16. Modificacion de condiciones en los primeros ensayos de la sintesis de
gadobutrol.

Tabla 2.5. Optimizacion de las condiciones de la sintesis del gadobutrol.

treac. | trer. | [ NN
Entrada = | o i =
1 | 3 ] 3 ] N
2 | 3|5 N [ ]
3 | 1 |5 ] [ ]

Tras el analisis Karl-Fischer de! |EEEEE_—

I -

importante que todo el gadolinio presente en la reaccion se encuentre coordinado al
complejo, ya que el gadolinio(III) libre podria precipitar como 6xido o cloruro junto con
el complejo, algo que contaminaria el producto obtenido. En algunas ocasiones en las que

no se tuvo en cuenta

Y  E:5t0 puede deberse

a que habia un exceso de gadolinio en la mezcla de reaccion.

Todas las medidas de pH de las mezclas de reaccidon se hicieron con papel

indicador, que tiene una precision baja y su valor es cualitativo. Se observo que -

O
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I (:squcma 2.17, Tabla 2.6). En este
caso se produjo la disolucion completa de los reactivos_

Esquema 2.17. Sintesis de gadobutrol ajustando _

Tabla 2.6. Rendimientos y pureza del gadobutrol obtenido _
I

Cantidad de

I
Entrad
RS - o i
I
I

1 10
2 10

Teniendo en cuenta las observaciones que acabamos de describir, se llego a la

conclusion de que |

_ son muy importantes para que la reaccion transcurra correctamente.

Segun el analisis por HPLC de las muestras de gadobutrol obtenidas, la principal

impureza se puede atribuir a la presencia de sales del anion cloruro. Esto significa que el

solido presentari |
I (rigura 2.7). Se repitio la sintesis
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I :ste hecho se ha comprobado

experimentalmente, midiendo a dos tiempos distintos la misma muestra de gadobutrol

disuelto en el medio de preparacion para el andlisis de HPLC, observandose -

VWD1 A, Wavelength=195 nm (DERIVADOSDELCICLENOADRIAN 2021-02-24 13-59-35\009-P1-A7-AJG135A.D)
mAU
;/.“w\
| \
1200 v ‘.‘
Butrol
1000
800 J
Gadobutrol i ~ \
A
\
600 - . \
\
\
l"‘.
400 \!_
@ \
o~
3 \
\
I 4 | - ._
o N \
';, w0 L@r‘]’ 8 : \
o w g N \
L ot = N
0 L1
———————————— ——
10 20 30 40 50 60 min

Figura 2.7. Cromatograma de una de las muestras de gadobutrol.

La respuesta de la molécula de gadobutrol en el detector UV del aparato de HPLC
empleado hasta ahora es relativamente baja. Ello puede hacer que se magnifiquen las
intensidades relativas de las impurezas, por lo que estos andlisis tuvieron que ser repetidos
utilizando un detector adecuado (detector de aerosol cargado o CAD) que, fue adquirido
por la empresa y puesto a punto con posterioridad a la realizacion de los experimentos

descritos. No obstante, los datos disponibles hasta este momento indicaron que las

recristalizaciones |
I (Tabla 2.7, entradas 1,2, 5). N
I (Figura 2.8; Tabla 2.7, entrada 3).
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Tabla 2.7. Resultados de los ensayos de purificacion del gadobutrol por reprecipitacion
en distintas condiciones.

: H

s | e | W | Em
1 2 H I I
2 2 H I I
3 2 HE I I
4 5 H - -
5 5 HE I I

DAD1 A, Sig=195,4 Ref=off (2021-01-14DERIVADOSDELCICLENOADRIAN10-54-49\OnlineEdited76.D)

mAU
1200 /
1000 / /
800 Gadobutrol /
600 -
o
o
o &
400 - g 5
- @
oo
| \
200 - |
Q“.;]'h ‘ \
g | \
v ‘| . !
o4 L

T T T r T T T T T T T T T T T T T T T r T — T
10 20 30 40 50 60 min

IFigura 2.8. Cromatograma de la muestra recristalizada _

2.2.2.1. Sintesis del gadobutrol a partir de las sales trisodica o _

Se llevo a cabo la sintesis de gadobutrol a partir de la sal trisodica (Esquema 2.18)

0 _ (Esquema 2.19) y se obtuvieron resultados similares a
los obtenidos a partir _ (Tabla 2.8), aunque el gadobutrol obtenido a partir
de la sal trisédica del butrol presentaba _ Esto es
atribuible = |
. Sin embargo, a diferencia del gadobutrol obtenido con ||| G
|
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COONa coor
/ \/~COONa k /"_\ /~Co0"
C ) o]
/I \
N N i
\_/ OH 'I_/ OH
COONa OH COO' OH

OH

Esquema 2.18. Sintesis de gadobutrol a partir de la sal trisddica de butrol.

Esquema 2.19. Sintesis de gadobutrol a partir de _

Tabla 2.8. Resultados de los ensayos de sintesis de gadobutrol a partir de las sales
trisddica o

Entrada Producto de partida Rendimiento (%) Pureza (HPLC, %)

1 Sal trisddica de butrol B N
2 | I I I

2.2.2.2. Intento de sintesis "one-pot" de gadobutrol a partir de GDBI1-4HCI usando

También se intento sintetizar gadobutrol por el procedimiento one-pot, es decir,
partiendo de GDB1-4HCI sin aislar el intermedio _ Se realizé un ensayo

tentativo en las condiciones que se muestran en el Esquema 2.20. Se obtuvo gadobutrol

con un rendimiento |
B - 0 scoundo ensayo, el producto obtenido no se pudo
disolver completamente, posiblemente por || GGczENIGIGEEEEEEEEEEEEE
En estos ensayos se asumié que, en las condiciones de reaccion, ||| GcIEEEING
|
|
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Esquema 2.20. Sintesis "one-pot" de gadobutrol.

2.2.2.3. Reoptimizacion y escalado de la sintesis de gadobutrol usando un método
analitico mejorado

Se prepararon muestras de gadobutrol en cantidades de 15-20 gramos para

estudiar su pureza por HPLC utilizando el método de analisis descrito por farmacopea.

Segun este procedimiento, el producto se inyecta a una concentracion de 10 mg/mL y las

impurezas se cuantifican respecto a una disolucion al 0.05 % de gadobutrol. Aquellas que

integran menos de un 0.03 % no se consideran.

Segun el método de andlisis utilizado inicialmente (“Derivados del cicleno”) las

muestras de gadobutrol que

I S cinbargo, tras aplicar el nuevo método analitico

“Gadobutrol”, se ha comprobado que esta recristalizacion no presenta ninguna mejora

respecto a su analoga sin modificar el pH. Por el contrario,

I st masa parece pertenecer a una molécula de

gadobutrol con un grupo acetato adicional, probablemente derivado de la alquilacion de
uno de los grupos OH del butrol, que se convertiria en un grupo OCH,COOH (Figura
2.9).

5
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OH

Figura 2.9. Una de las posibles estructuras de la impureza derivada de la alquilacion de
un grupo alcohol del ligando butrol.

El que las dos impurezas tengan la misma masa puede indicar la presencia de un

isomero estructural, lo cual no es extrafio, ya que la cadena hidroxilada del butrol posee

3 grupos OH distintos.

Desde Kinsy SL se analizaron (siguiendo el método de analisis “Gadobutrol”)

muestras recristalizadas de gadobutrol y se compararon con un estandar de farmacopea.

Los lotes analizados tenian un contenido total en impurezas entre _

_ mientras que la muestra estandar de farmacopea presenta un 0.19

% de impurezas (Tabla 2.9, entrada 4).

Tabla 2.9. Resultados de la sintesis de gadobutrol con un detector Corona o CAD.

_ Imp. t. 13.58
Entrada _ - .

(Imp. C)

I 1R I I

el IR R i Nl —
1 11 N N E N .
> I I NN N E N .
3 11 I .

4 - - - - -

- 76.6 0.19

Las especificaciones de farmacopea indican un maximo de 0.05 % de impureza C
y un maximo de 0.05 % de cualquier otra impureza desconocida. En total, se permite un

maximo de 0.3 % de impurezas.

Los valores obtenidos fueron prometedores teniendo en cuenta que todo el
desarrollo se ha basado en un método provisional de andlisis, puesto que hasta este

momento no se habia establecido el método analitico adecuado.
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2.2.2.4. Mejora de la pureza del gadobutrol mediante la utilizacion de butrol-LiCl mas

puro

2.2.24.1. Reevaluacion de la sintesis de _
Comparando los cromatogramas de muestras de gadobutrol vy || Gz

I o cllo, se decidio mejorar la
sintesis del _

x108 -ESI Scan (rt: 13.303 min) Frag=150.0V AJG201Ad

2.1

562

24

w
L
*507.2

621.2096

5291979

"
0.2 c

Y !

T T T T T T T T
480 500 520 540 560 580 600 620 640

Figura 2.10. Espectro de masas de una muestra de _

Adicionalmente, la puesta a punto de un método analitico 6ptimo para el -

01.6072
L 5451648

6051872

| 567.1513

=

- permitio la identificacion de otras impurezas. Este nuevo método "Butrol" ha sido
desarrollado por el departamento de 1+D de la empresa Kinsy. Durante el desarrollo de
este método, se incluyeron las impurezas DO3A, DOTA, GDBI1 y cicleno ya que pueden

ser impurezas potenciales del proceso (Figura 2.11).

Con este método disponible, se profundizo seguidamente la preparacion de -
B (o mis puro posible.

5
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VWD1 A, Wavelength=197 nm (GADOBUTROL 2021-08-24 14-36-09\008-P1-D2-AJG200A+IMP 1%.0)
mAU | @ H
200 2
- "
g o 8
175 ‘\2—‘(:‘\ :?-3
0 ©
150 %
2 0
125 8
=
i
Q <
100 - 5 o
4 a 5 2
] : 3 Q u
° g 8 T2
75 o 2 Q o> ~ Q
Q - ' o Q@
Q b P 2 -
z 3 4 85
50 ’ > o 1~
~ ™
& 9 @
Ny g \
25 & P T ‘
| [f"""&{\ @ | b
~ Le? o |
e o E ‘
. T A A
— — — — — —
10 20 30 40 50 60 mir

Figura 2.11. Cromatograma ampliado de una muestra de _ con potenciales
impurezas incluidas.

En primer lugar, se prepar6 _ por el método estandar _
e
se intentaron recristalizaciones de las muestras obtenidas, en condiciones estandar -

Tabla 2.10. Resultados de los ensayos de purificacion de || GczczNzNzGGEGEGEGE

Pureza Pureza de partida
(%, HPLC) (%, HPLC)

Entrada Rto. (%)

—_—

Visto que los ensayos de recristalizacion no producian la suficiente mejora de la

pureza del producto, se procedi6 a volver a estudiar algunos parametros del proceso de

preparacion de butrol. Se realizaron sintesis de _
I (5squcma 2.21), ya que la generacion de la impureza del
butrol alquilado podria estar favorecida por _
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GDB1-4HCI
19

Esquema 2.21. Sintesis de

Tabla 2.11. Resultados de la sintesis de

COOH

(/" "\ ~COOH

N
Jo. I

N N
HOOC— \_/

OH

bnrace | . . Forenbuia | e
1 — HE = | = =
. . = ==
; I HE = | = =
" = = ==
" = = ==
c S m =E = =
T "H wm = ==
; NS @  Em = =
s = = = =
10 - [ I I I
1 - I | I I
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DAD1 A, Sig=197 .4 Ref=off (GADOBUTROL 2021-07-02 08-03-55\004-P1-A2-AJG228A D)
mAU | | @ 2 e
- o« T~
1004 |® e w.‘
o b
80— ‘ Butrol
P —
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—— ——— —
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Figura 2.12. Cromatograma ampliado de una muestra de _
IR (- oco “ourol)

Los gadobutroles sintetizados a partir de estas tltimas muestras de

no tenian la impureza asignable al compuesto alquilado adicionalmente, comentada con

anterioridad, aunque

con el método analitico “Gadobutrol", pero utilizando el detector

UV-Vis en lugar del Corona).

Se intento llevar a cabo la sintesis de

_ dado que este parametro parece afectar de manera relevante

a la pureza del producto obtenido. Sin embargo,

W
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I S obtuvieron asi las muestras de

butrol con las purezas mas elevadas _ hasta la fecha (Figura 2.13), teniendo en
cuenta que los valores de pureza de las primeras muestras analizadas se obtuvieron con

métodos analiticos no optimizados.

— | DAD1A, Sig=197 4 Ref=off (2021-09-08BUTROL10-10-23\OnlineEdited3.D)
11 2]
mAU | @ Cg\(v_}
~ 5
| ™ b\g
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1 oS <
5 ™
|
80~ |
| |
1
‘ i
491 & |
40+ | e
11 2 \"’b‘ :Q,‘#’
1 | © P AL
\:r\é@ - ;SQ.\'?Q%}Q\ o n
=4 | LA A Q@f\ |
20 . q.a\qrr- v.\\d\ o ?ﬁ%ﬁ/"‘ rf’éb
1 g & o | |8 SeEt o 49
| §48 g/ g g R
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. —— N o - —_—— =
20— T T
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Utilizando estos productos de mayor pureza, se probaron nuevos métodos de

recristalizacion con el objetivo de mejorar todavia mas los resultados del analisis

mediante HPLC. Se realizaron varios ensayos de recristalizacion, incluyendo:

(=)
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Tabla 2.12. Resultados de los ensayos de purificacion de

Rto. Pureza Pureza de partida

Entrada Condiciones
(%) | (%, HPLC) (%, HPLC)

N | | D B W

Debido a medidas de seguridad en escala industrial, se consider6 conveniente

. Aun asi, solamente se ha logrado la precipitacion bajo estas condiciones en una ocasion

y con valores de pureza y rendimiento global del proceso

El hecho de que <1 [IEEERE-

- Para evitar este problema, es necesario aumentar

6
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|
I (Tabla 2.13).

Tabla 2.13. Sintesis de

K.F. | Rto. Pureza
(%) | (%) | (%, HPLC)

Entrada Condiciones

2 I I
I

3 I I N

4 I l

Se ha definido, como volumen 6ptimo de la mezcla, _

al

menos a escalas inferiores a 50 gramos.

2.2.24.2. El problema de la bifase

En la etapa de precipitacion de! [N

Se ha realizado un estudio de termogravimetria del compuesto _ y se
ha observado que presenta una gran estabilidad térmica. Debido a los similares valores
de Karl-Fischer del compuesto con la primera pérdida de peso que ocurre en el
termograma, esta primera degradacion parece ser debida a la pérdida de moléculas de
H>0O que quedan ocluidas en la estructura del so6lido (Figura 2.14). Estos resultados

parecen indicar que el producto seria capaz de soportar las altas temperaturas de las

6
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paredes del reactor sin degradarse, aunque no se puede garantizar que no se formen

mpurezas.
Sample: AJG175A File: C:.. \FENIX\Escritorio\AJG175A
Size: 8.1817 mg TGA-DTA Operator: SUIC
Method: rampa10-800 Run Date: 17-May-21 16:19
1.0
100 | }-9.259% 0.9
(0.7576mg) ’
| 0.8
80
0.7
&)
F06 %
= 64.81% 2
ES 80 (5.302mg) =
= 279.78°C 372.84°C Fos5 .2
[} 3]
§ 305.60°C g
Lo4 2
40+ 252.34°C a
13.07% 03
(1.069mg),
0.2
20 150.14°C
736.54°C idue:
88% 0.1
(1.054mg) |
0 . : : - ; . T T 0.0
0 200 400 600 800
Temperamre (”C) Universal V3.0G TA Instruments

Figura 2.14. Analisis termogravimétrico de una muestra de _

Sin embargo, sigue siendo interesante buscar un proceso de precipitacion que evite

la formacion | | os rcsultados de los ensayos

realizados indican que la adicion de

(98]
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2.2.2.4.3. Sintesis de gadobutrol a partir del _
A partir de las muestras de _ (Tabla 2.13, entradas 1,2, 3y

4) se han sintetizado muestras de gadobutrol siguiendo el método estandar (Esquema

2.17) y se han analizado para comprobar la mejoria de los resultados analiticos (Figura

2.15). Al ser analisis de gadobutroles crudos, es de esperar _

SiALCAD 1

Fry | 3 E -

” e 'l

Py 53 g ?

161 i Gadobutrol 5 |

-+
14 h < b ||
L - a 4
i " @
= = W

10 E o ﬁ”

& I 4 {'Q |

o3

L in | ]

4 ‘“l |[

2 A . 'l'] | i

5 |_ L_J R A U - _LJ_J_H L A A —

-2

T _r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
01 2 3 4 5 6 T 8 9 109142 131415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27T 2B 39 30 31 32 33 34 35 38 37 38 3@ 40

Time [rmin]

Fiﬁura 2.15. Cromatograma ampliado de gadobutrol crudo con _

Tabla 2.14. Resultados de la sintesis de gadobutrol con ||| GGG

Rto. Pureza butrol > Imp. > Imp. Gadobutrol
Entrada de partida Gadobutrol t: > 20 min
(%) (%, HPLC) | (%, HPLC) (%, HPLC)
! I I I I
2 I I I I
3 | Il I I I
4+ | 1N I I I
s Il . I I
6 I I I I
7 I I I I
8 I I I I
9 I I I I
o | 1l I I I
no | il I I I
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* Los rendimientos superiores al 100 % indican la presencia de _

Se procedid a realizar una recristalizacion en diferentes condiciones a los

gadobutroles obtenidos para mejorar la pureza hasta el punto de cumplir las

especificaciones de farmacopea, [ N NS
N (riura 2.16). E
cromatograma que muestra mayor pureza corresponde ||| GcINEGEGIGIGIGEG
Y (1zbla 2.15).

SACAD 1
x2 T T =
20 B o
164 3 !l
16 Gadobutrol .
N i < B .
1] =t
2 @ | &
] B g
B | i & |
s : ?c:i | |
11 | L
| O UYL SO A W S S SN b RS —_——
24 i
T 1T Tr—Tr—Tr—Tr—rr T T T T T T TT

Thmi frnin]

Fiﬁura 2.16. Cromatoirama ampliado de gadobutrol recristalizado con _

Tabla 2.15. Pruebas de purificacion del gadobutrol. Todas las recristalizaciones se
hicieron con un gramo de gadobutrol.

> Imp.
Entrada - = Roto. ((;ladObltl,t;()l Gazdtfll)nuli.rol
1 | (;, ,p:1;>lL g) (%, HPLC)
! i H I I
2 |l H I I
3 i B I I
4 i H I I
5 i H I I
6 i B I I
7 i B I B
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Las impurezas que aparecen en el producto final pueden originarse _
N | o resultados obtenidos

muestran, de forma reproducible, las purezas mas altas obtenidas hasta la fecha (Tabla
2.16).

Tabla 2.16. Sintesis de butrol-LiCl ampliando el tiempo de reaccion a 24 horas.

Entrada | Rto. (%) | Pureza (%, HPLC)
! I I

2 [ I

3 I I

4 I I

Estos butroles fueron empleados como material de partida para la sintesis de

gadobutroles, los cuales mostraron _
I o obstante, el
contenido total de impurezas seguia siendo bastante elevado (Tabla 2.17), pero esto era
debido a la presencia de sales, las cuales deberian ser facilmente separadas del producto

por un proceso de recristalizacion.

229 ry =
204 et T—s‘

164 ‘

Shi1a,CAD_ 1

11247

27.288

| | N

S W o - e e ———————t

Tr#24.182
.——;:-:-z-L Be3

O

T T T T T T T 55 rrrrrre T T T T T T T T T T T L] L) T T T
09 5 3 4 B b 7 B B 101112 13 14 15 16 17 10 19 20 21 22 73 24 ¥5 6 2F 28 20 a0 31 42 33 34 35 36 37 36 30 40
Time |min]

Figura 2.17. Cromatograma de gadobutrol crudo a partir de los butroles mas puros.
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Tabla 2.17. Sintesis de gadobutrol a partir de los butroles mas puros.

2> Imp. Rto.

entrada | R | [
B @ N (%) (%)
I - I
I - I
I I I

E N LS B B \S)

Debido al bajo porcentaje de impurezas con tiempos de retencion elevados que
presentan las ultimas preparaciones de gadobutrol, se han logrado obtener los primeros
lotes de gadobutrol que cumplen las especificaciones de pureza por HPLC (Figura 2.18;

Tabla 2.18).

SIMACAD_"
22 1y
204 =
184 c
16
147 |
124
é_ 10
B-
6 5
;‘_ Ll
o4 - L — I L R _—-—x-"‘--—"‘—‘ T T e —
o
T T T T T T T

T T T L) T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
D1 2 3 4 6 6 7T 8 & 1017 1213 1415 16 17 18 10 20 21 22 23 24 20 26 27 28 20 30 31 32 33 34 35 35 37 38 30 4D
Time | i)

Figura 2.18. Ejemplo de cromatograma de gadobutrol recristalizado que muestra un
porcentaje muy pequefio de impureza.

Tabla 2.18. Resultados de la recristalizacion de distintos lotes de gadobutrol.

Rto. > Imp. Gadobutrol
(%) (%, HPLC)

1|1l
I
|
I

Entrada

A W[ DN

Se logro, por tanto, determinar las condiciones de sintesis de un _ que

permite sintetizar gadobutrol con la pureza deseada, sin embargo, la sintesis de gadobutrol
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aun tenia unas condiciones muy agresivas y poco optimizadas. Las siguientes reacciones

se llevaron a cabo para estudiar la optimizacion de la sintesis del gadobutrol a partir de

I -1 primer lugar, se comprobd que

9

~
=
o
Pk
)
N
f—
\O
o
=
=
=
o3
[oN
1Y)
173
—
<
[\
\../
—
o
72}
-
o
172}
o
=
o
[eN
o
17}
o
172}
«z
s
o
=
o
=
o)
[
o
&
17}
5.
h=]
o
=
(¢}
N
()
w2

6

oo



Gadobutrol

Tabla 2.19. Estudio de optimizacion de la sintesis de gadobutrol.

]
I I B | N 2 L.
Entrada : Gadobutrol
I -. I . | |
| — ] | Brg
|
1 1 1 I ] B . I
> I I I ] B I
3 I 1 E B I
4 I 1 ] lE . I
5 I 1 | lE N I
6 I I I ] B I
I
7 1 1 — ] lE . I
I
8 1 1 — ] lE . I
I
9 1 1 — ] lE . I
I
10 1 ] —— ] lE . I

Para comprobar la eficacia de la recristalizacion segun los resultados comentados

anteriormente, se realiz6 la recristalizacion de todas las muestras obtenidas (Tabla 2.20).

Estos resultados indican |
I (1:bia2.20, entradas 8, 9 y 10).
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Tabla 2.20. Resultados de la recristalizacion del gadobutrol.

> Imp. Gadobutrol
(%, HPLC)

Entrada Rto.
(%)
1|l
2 'IN
3 Il
4 'R
s (Il
¢ |IH
7 |1l
s Il
o (1IN
10 |1IR

2.2.2.5. Escalado de la sintesis de gadobutrol. Estudio de diferentes precursores de

Gd(IIl) en la reaccion con a _

2.2.25.1. Reacciones a escala de 5—60 g de _

En este punto del proyecto, se decidid subir la escala de las reacciones para

estudiar la reproducibilidad de los resultados con cantidades mayores. Los resultados de

_ no variaron demasiado con respecto a sus reacciones homoélogas de menor

escala. Sin embargo, los resultados de gadobutrol || GczNzNzGEEEEEEEEEE
I (Tabla 2.21).
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Tabla 2.21. Rendimiento

Rto. > Imp. Gadobutrol

]
Entrada) -, I (%, HPLC)
|
|
|
|
|

DN D B W

Se modificaron las condiciones de sintesis de gadobutrol a escala de 20 gramos

para mejorar la pureza del gadobutrol crudo (Tabla 2.22). Se observo que _

N 1 reemplazo del I
I (Tabla 2.22, entrada 7). Los
resultados de pureza obtenidos, con excepcion _
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Tabla 2.22.

Entrada _ . e Rto. = GaZ(:l;:lupt.rol
el )| Nl | % 8P

| g H B E E | =

) g H E (m m | .

D  plE R E Em =

V ey H HE Em | =

S gy H H (Em W

¢ g E | R E E =

NN NI B I B

A la vista de estos ultimos resultados se enfocd el estudio en encontrar unas

condiciones de reaccion mas suaves. Para ello _

I squcma 2.22).

Esquema 2.22. Sintesis de gadobutrol preparando _

Las fuentes de gadolinio estudiadas fueron
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I (bl 223, entradas 6y 7). Sin embargo, no se encontraron

distribuidores de

I U/niicamente se realizO una
prueba con _ (Tabla 2.23, entrada 5), pero se observo que, -

I . demas, e

(Tabla 2.23, entradas 1, 2, 3 y 4). Esto puede ser debido a
B (1:bi: 223, entrada 8).

Tabla 2.23. Uso de distintos precursores de Gd(III

reviamente disueltos. Efecto de

Fuente Rto > Imp.
Entrada | de o Gadobutrol
gadolinio (%) (%, HPLC)

0| || DN B W
()]

Como se ha visto anteriormente, la pureza del gadobutrol puede

I ; para minimizar los errores accidentales
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que se puedan cometer en el manejo de cantidades pequefias de reactivo, se decidio

aumentar la escala de las reacciones. En las siguientes pruebas realizadas, se observo un

(Tabla 2.24). Los ensayos no presentaron

. También se realiz6 un ensayo utilizando sesenta gramos de _

>

la mayor cantidad de material de partida utilizado hasta la fecha, y se obtuvieron

resultados |

Tabla 2.24. Ensayos de obtencion de gadobutrol a mayor escala. En todos los casos se
SO *

> Imp.
Gadobutrol

c

Rto.

Entrada -

I
A B | ..orlo
H |
2 | I
3 2 H I
4 H I
5 H |
6 H I
7 60 ] ] ]

En la sintesis del _ se observd que

I sin cmbargo, varios ensayos demostraron que
N R calizar estos ensayos era

interesante puesto que la precipitacion de

_. Los resultados obtenidos indicaron

7
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I (Tabla 2.25). Para el calculo del

rendimiento que se expone aqui no se tiene en cuenta la humedad del producto, lo que
explica los elevados valores observados, ya que los gadobutroles crudos suelen tener una

humedad cercana al 9 % por la presencia de sales higroscopicas.

Tabla 2.25. Ensayos de obtencidén de gadobutrol a mayor escala.

Rto.
(%)

1 [

> Imp. Gadobutrol
(%, HPLC)

Entrada

3|l

Se realizaron varios experimentos utilizando _

-. Aunque el rendimiento obtenido se mantiene como en los ensayos analogos con

-, los resultados mostraron un incremento considerable _ (Tabla 2.26).

Tabla 2.26. Ensayos de obtencidon de gadobutrol a mayor escala con diferentes agentes
precipitantes.

Entrada = = Roto. = Gazcll({glulrrol
I (%) (%, HPLC)

1 I H I I |

2 I H I I I

3 I H I I I

Los resultados de las recristalizaciones de los gadobutroles con || G

I o <o, sc intento la recristalizacion del producto
con | S observo que el producto s [N
I 1 - intento hacer una recristalizacion con |G

B (T:bla 2.27). Para estos ensayos, se utilizo un gadobutrol con un total de
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impurezas de

Tabla 2.27. Recristalizaciones de una muestra de gadobutrol con

Rto.
(%)

Entrada

> Imp.
Gadobutrol

(%, HPLC)

-
I
I
1 Il
-
I

Hasta este punto, la sintesis del _ se estaba realizando manteniendo
un _ durante la adicion de los equivalentes necesarios de base y comprobando,

mediante IPC, la conversion de la reaccion. Segln los IPC obtenidos, la reaccion tardaba

_ (Figura 2.19) pero se comprobo que al adicionar -

B Figura 2.20).
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[ DADI A, Sig=197,4 Rei=olf (2022-05-05BUTROL11-12-12\022-0201.0)
mALl >
b

800 -

700+
] <—1 Butrol

600
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100 -] . |
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Figura 2.19. IPC despues d. [N

[ 1 DAD1 A, Sig=197 4 Ref=off (BOTROL 2022-05-25 16-37-50'008-P2-A4-AJG430 1=6h.0)
mAll -
1200
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800
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| | o
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16 20 ) R 50 B0 min

Figura 2.20. IPC después de

2.2.2.5.2. Reacciones a escala de 100—1000 g de _

Debido a los buenos resultados obtenidos en la sintesis de gadobutrol, se decidio

escalar las reacciones a un reactor de 20 litros (Figura 2.21). En un primer paso, la
reaccion de sintesis de _ se llevé a cabo utilizando 1 kilogramo de

GDBI1-4HCIl y las cantidades correspondientes del resto de reactivos segin las
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condiciones del Esquema 2.23. Se realizaron cuatro reacciones en el reactor de 20 litros
que involucraron varios cambios con respecto a las reacciones a menor escala. Uno de

ellos fue el aumento del volumen adicionado de HCIl debido a que se utiliz6 éacido

clorhidrico industrial, que tiene una concentracion del 30-32 %, en lugar del clorhidrico

al 37 % utilizado en el laboratorio. Otro cambio relevante fue _

Figura 2.21. Reactor de 20 litros.

COOH
[NH HN kN/ \N/—COOH
J ot e ( m
NH N N OH
/ h HOOC—~"\__/
OH
oH OH

OH

GDB1-4HCI

Esquema 2.23. Sintesis del _ durante el escalado.
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Tabla 2.28. Sintesis de butrol-LiCl partiendo de 1000 g de GDB1-4HCI.

Entrada | Butrol-LiCl (g) | Rto. (%) | Pureza (%, HPLC)
1 790 61.5 -
2 988 76.7 -
3 1128 88.4 97.7
4 1137 89.8 97.9

Se realizaron dos sintesis de gadobutrol en el reactor de 20 litros partiendo de 816
gramos de! || preparado y utilizando las cantidades correspondientes del resto
de reactivos. Como se observo en la sintesis del _, era necesario adicionar un

mayor volumen de acido clorhidrico debido a la menor concentracion del industrial con

respecto al de laboratorio. Ademas, se incremento

(Tabla 2.29).

Tabla 2.29. Sintesis de gadobutrol partiendo de 816 g de _

Entrada Gadobutrol | Rto. Pureza
(g (%) | (%, HPLC)
1 1028 | ]
2 1021 I N

Se recristalizaron los productos obtenidos para eliminar completamente

(Tablas 2.30 y 2.31). Ademas, se observo

-
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Tabla 2.30. Primera recristalizacion de gadobutrol.

Gadobutrol - Rto. > Imp. > Imp. del material de
Entrada (@ ? = B %) | (%,HPLC) | partida (%, HPLC)
1 oo |HHN/IN H H W I
2 450 H Il B I B |
3 400 H I I ||
4 100 H B B EH = |
Tabla 2.31. Segunda recristalizacion de gadobutrol.
Gadobutrol - Rto. | > Imp. (%, | Y. Imp. del material de
Entrada () ? = B ) | HPLO) partida (%, HPLC)
I 375 H I B B ||
2 375 H Il N I B |
3 340 H Il B I N ||
4 300 H I N N B |
Tabla 2.32. Tercera recristalizacion de gadobutrol.
> Imp. .
Gadobutrol - Rto. > Imp. del material de
Entrada ) ? = B %) | . | partida (% HPLO
1 100 H EH EH I |
2 100 H B N N N |
3 200 H Il N I N |
4 200 H I B H = ||

2.2.2.6. Lotes técnicos del proceso de sintesis del gadobutrol

Una vez realizado un nimero suficiente de ensayos y consolidada la optimizacion

de cada una de las etapas, se redactd una hoja de fabricacion y se hicieron dos lotes

técnicos de todo el proceso. Los resultados de pureza y rendimiento fueron aceptables y

los lotes de gadobutrol cumplian con los requerimientos de pureza exigidos en la

8
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farmacopea utilizando Uinicamente una recristalizacion (Tablas 2.33, 2.34 y 2.35). El
rendimiento se obtuvo considerando la humedad del producto y la humedad del material
de partida. Los rendimientos superiores al 100 % indican la presencia de _
_ Aunque el producto final obtenido cumple
con todos los ensayos requeridos por la farmacopea, se le realizd un analisis en un
laboratorio externo para determinar la presencia de _
|
|
I

Tabla 2.33. Sintesis de _

Lote GDBI1 (2) | I | Rto. (%) | Pureza (%, HPLC)
KP-146C.01/23 | 1000 1258 | | ]
KP-146C.02/23 | 1000 1312 [ ] | ]

Tabla 2.34. Sintesis de gadobutrol.

Rto. Pureza
Lote B | Gadobutrol crudo (g) %) | (%, HPLC)
KP-146D.01/23 816 N | ]
KP-146D.02/23 816 ] I | ]

Tabla 2.35. Recristalizacion de gadobutrol.

Rto. P
Lote Gadobutrol crudo (g) | Gadobutrol puro (g) ((;0) (% li_;;z]ilc)
(1] 0,
KP-146E.01/23 900 | [ ] | ]
KP-146E.02/23 900 H I | ]

2.2.2.7. Lotes de validacion prospectiva del proceso de sintesis del gadobutrol

Se redactaron y revisaron hojas de fabricacion para la validacion del proceso de
sintesis del gadobutrol, que se aprobaron por el departamento de aseguramiento de calidad
dentro del protocolo de validacién exigido por la normativa GMP. Se trata de una
validacion prospectiva, es decir, previa a la comercializacion del producto. En este caso,
se trata de una validacion a escala pequena a fin de documentar un “technical package”
que sirva a nivel comercial para ofrecer el producto a potenciales clientes. Habria que

revalidar el proceso en el caso de que llegara a escala industrial.
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2.2.2.7.1 Validacion prospectiva de la etapa de sintesis del GDB0

La validacion de la primera etapa ha consistido en la fabricacion de 4 lotes de

GDBO codificados como:

- KP-146A.03/23
- KP-146A.04/23
- KP-146A.05/23
- KP-146A.06/23

El rendimiento global esperado de esta etapa es de - (Esquema 2.24).

(" Vo

R N
[ j \_/
NH HN 0] °
- ™~
Cicleno GDBO

Esquema 2.24. Sintesis del GDBO.

Se realiz6 un diagrama de flujo industrial para facilitar la transferencia del proceso

desde el departamento de I+D a la seccion de produccion (Figura 2.22).

Figura 2.22. Diagrama de flujo de la sintesis del GDBO.

Los IPC que se realizaron en los cuatro lotes estaban dentro de la especificacion

definida (Tabla 2.36).
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Tabla 2.36. IPC realizados en la sintesis del GDBO.

IPC | Especificacion | KP-146A.03/23 | KP-146A.04/23 | KP-146A.05/23 | KP-146A.06/23
1.9 % 1.9 % 23 % 1.0 %
IPC1| Cicleno<3.0°
¢ [eieno & (P1-23/783) (P1-23/797) (P1-23/819) (P1-23/837)
v v v o
IPC 2 | Cicleno-prot <2.0 % 09 % 0.9 % 1.0% 0-6%

(P1-23/791)

(P1-23/807)

(P1-23/834)

(P1-23/845)

Todos los controles de secado se encuentran dentro de la especificacion definida (Tabla

2.37).

Tabla 2.37. Resultados de los controles de secado de la sintesis del GDBO.

KP-146A.03/23

KP-146A.04/23

KP-146A.05/23

KP-146A.06/23

Especificacion

PPS 80 °C < 1.0 %

0.60 %

0.20 %

0.28 %

0.28 %

83




Gadobutrol

El cicleno es un intermedio farmacéutico fabricado por Kinsy. A continuacion, se

muestran los resultados del lote utilizado para la fabricacion del GDBO, sujeto a

especificacion técnica de producto final ETP-43A, con resultados conforme a

especificacion:

Tabla 2.38. Especificaciones del material de partida de la sintesis del GDBO.

Parametro Especificacion PF-23/186
Pol istalino bl li t
Descripcion Vo cristatino .a neo o figeramente Polvo cristalino blanco
amarillento
Identificacion (IR) Conforme a std. Conforme a std.
st Metanol £ 0.3 % Metanol N.D.
Residuales (CG) Tolueno < 0.2 % Tolueno N.D.
% area Monobencilcicleno NMT 0.1 % % area Monobencilcicleno N.D.
% area Dibencilcicleno NMT 0.1 % % area Dibencilcicleno 0.04 %
Sustancias
Relacionadas (CG) | /o area max. Impureza desconocida NMT % area max. Impureza

0.1 %

% area total impurezas NMT 0.5 %

desconocida 0.01 %

% area total impurezas 0.07 %

Cenizas Sulfuricas <0.2% <0.01 %
Humedad (KF) <0.5% 0.13%
quuez? . 98.0 — 102.0 %, calculada sobre base seca 98.55%
(Potenciométrica)
Aspecto en disolucion Maximo A5 <AS
Hierro NMT 10 ppm 5.5£1.1 mg/kg
Paladio NMT 0.6 ppm 0.032+0.006 mg/kg

El producto obtenido en esta etapa del proceso de fabricacion de Gabobutrol es el

GDBO, el cual se encuentra sujeto a especificaciones técnicas de producto intermedio

codificadas como ETP-231, rev 1. Los resultados obtenidos en los lotes de validacion son

bastante homogéneos y conformes a especificaciones (Tabla 2.39).
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Tabla 2.39. Resultados de los lotes de validacion de la sintesis del GDBO.

Parimetro Especificacion KP146A.03/23 | KP146A.04/23 | KP146A.05/23 | KP146A.06/23
(P1-23/802) (PI-23/818) (P1-23/835) (PI-23/852)
Aspecto POlV(_) blanco a Polvo beige Polvo beige Polvo beige Polvo beige
amarillo oscuro
Pureza (GC) >90.0 % area 95.5 % 97.8 % 97.5 % 97.1 %
CICIGI’I;; 0.125 Cicleno: 0.030 % Clclen;; 0.014 Clclen;(; 0.034
Cicleno: informativo Cicleno
Cicleno protegido: Cicleno . Cicleno Cicleno
informativo protegido: proteglcoi/o: 0.073 protegido: 0.072 protegido:
SSRR (GC) Formil Cicleno: 0.024 % L % 0.006 %
. ) . Formil Cicleno: . o
informativo Formil Cicleno: 0379 % Formil Cicleno: | Formil Cicleno:
GDBO hidrolizado: 0.50 % GDBO 0.452 % 0.309 %
informativo GDBO0 hidrolizado: GDBO0 GDBO0
hidrolizado: 1,049 % hidrolizado: hidrolizado:
2.595 % 1.229 % 2.203 %
PPS (80 °C) <1.0% 0.6 % 0.20 % 0.3% 0.3 %

Aunque en el protocolo de validacion del GDBO se definid llevar a cabo un estudio

de estabilidad a 90 dias en camara de 25 °C, finalmente se consider6 interesante llevarlo

a cabo también en camara de 2—8 °C para obtener mas informacion con respecto al futuro.

El estudio de estabilidad interno ha finalizado concluyendo que el GDBO se conserva

mejor entre 2-8 °C debido a que en la muestra conservada en cdmara de 25 °C el

pardmetro humedad aumenta mucho con respecto al tiempo cero y la pureza disminuye

considerablemente, no cumpliendo a partir de los 30 dias.

Todos los lotes cumplen con el rendimiento esperado - no observando

diferencias significativas entre ellos (Tabla 2.40).
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Tabla 2.40. Resultados de rendimiento y pureza de la sintesis de GDBO.

N° Lote Cicleno (g) | GDBO (g) | Rto. (%) | Pureza (%)
KP-146A.03/23 1000 1468 [ [ ]
KP-146A.04/23 1000 1409 [ [ ]
KP-146A.05/23 1000 1386 ] ]
KP-146A.06/23 1000 1439 N [ ]
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2.2.2.7.2. Validacion prospectiva de la etapa de sintesis del GDBI1-4HCI

La validacion de la segunda etapa ha consistido en la fabricacion de 4 lotes de

GDBI1 codificados como:

- KP-146B.03/23
- KP-146B.04/23
- KP-146B.05/23
- KP-146B.06/23

El rendimiento global esperado de esta etapa es de - (Esquema 2.25).

GDBO GDB1

Esquema 2.25. Sintesis del GDB1-4HCI.

Se realiz6 un diagrama de flujo industrial para facilitar la transferencia del proceso

desde el departamento de I+D a la seccion de produccion (Figura 2.23).
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Figura 2.23. Diagrama de flujo de la sintesis del GDB1-4HCI.
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Todos los controles de secado se encuentran dentro de la especificacion definida (Tabla

2.41).

Tabla 2.41. Resultados de los controles de secado de la sintesis del GDB1-4HCI.

Especificacion

KP-146B.03/23

KP-146B.04/23

KP-146B.05/23

KP-146B.06/23

PPS 130 °C <1.0 %

0.43 %

0.51 %

0.51 %

0.85 %

El producto obtenido en esta etapa del proceso de fabricacion de Gabobutrol es el

GDB1-4HCI, el cual se encuentra sujeto a especificaciones técnicas de producto

intermedio codificadas como ETP-234, rev 0. Los resultados obtenidos en los lotes de

validacion son bastante homogéneos y conformes a especificaciones (Tabla 2.42).

Tabla 2.42. Resultados de los lotes de validacion de la sintesis del GDB1-4HCI.

Parimetro Especificacion KP146B.03/23 | KP146B.04/23 | KP146B.05/23 | KP146B.06/23
s (PI-23/898) (PI-23/934) (PI-23/946) (PI-23/978)
Polvo bl
Aspecto oo b ancoa Polvo beige Polvo beige Polvo beige Polvo beige
amarillento
PPS (130 °C) <1.0% 0.4 % 0.5% 0.5% 0.9 %

Pureza
(HPLC)

GDB1 NLT 95.0 %
Cicleno NMT 1.0 %
Max. imp. Desc. NMT
1.0 %

Total Imp. NMT 5.0 %

GDB1:99.7 %
Cicleno: 0.3 %
Max. imp. Desc:
N.D
Total Imp: 0.3 %

GDB1: 99.9 %
Cicleno: 0.1 %
Max. imp. Desc:
N.D
Total Imp: 0.1 %

GDB1: 99.8 %
Cicleno: 0.2 %
Max. imp. Desc:
N.D.

Total Imp: 0.2 %

GDB1: 99.8 %
Cicleno: 0.2 %
Max. imp. Desc:
N.D.

Total Imp: 0.2 %

El estudio de estabilidad interno se ha llevado a cabo segin lo previsto en el

protocolo de validacion en camara de 25 °C, 6 meses. Los resultados obtenidos muestran

que el intermedio GDB1-4HCI es estable durante los 6 meses de almacenamiento.

Todos los lotes cumplen con el rendimiento esperado |JJlJ no observando

diferencias significativas entre ellos (Tabla 2.43).

Tabla 2.43. Resultados de rendimiento y pureza de la sintesis de GDB1-4HCI.

N° Lote GDBO (g) GDBI1 (g) | Rto. (%) | Pureza (%)
KP-146B.03/23 1250 1316 [ ]
KP-146B.04/23 1250 1373 N [ ]
KP-146B.05/23 1250 1361 ] ]
KP-146B.06/23 1250 1335 N [ ]
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2.2.2.7.3. Validacion prospectiva de la etapa de sintesis del _

La validacion de la tercera etapa ha consistido en la fabricacion de 4 lotes de

_ codificados como:

- KP-155A.01/23
- KP-155A.02/23
- KP-155A.03/23
- KP-155A.04/23

El rendimiento global esperado de esta etapa es de _ (Esquema 2.26).

COOH
[NH HN. 4HC /—COOH
NH _ [ jOH -
Hooc—"" Z/S
OH
OH oH

GDB1 I
Esquema 2.26. Sintesis del _

Se realiz6 un diagrama de flujo industrial para facilitar la transferencia del proceso

desde el departamento de I+D a la seccion de produccion (Figura 2.24).
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Figura 2.24. Diagrama de flujo de la sintesis del _

Los IPC que se realizaron en los cuatro lotes estaban dentro de la especificacion

definida (Tabla 2.44).
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Tabla 2.44. IPC realizados en la sintesis del _

IPC | Especificacion | KP-155A.01/23 | KP-155A.02/23 | KP-155A.03/23 | KP-155A.04/23
95.4 % 98.6 % 97.8 % 96.5 %
IPC 1 | Butrol > 90.0 ¢
HHo % (p123/993) (P1-23/1015) (P1-23/1041) (P1-23/1058)

Todos los controles de secado se encuentran dentro de la especificacion definida (Tabla

2.45).

Tabla 2.45. Resultados de los controles de secado de la sintesis del butrol-LiCl.

Especificacion

KP-155A.01/23

KP-155A.02/23

KP-155A.03/23

KP-155A.04/23

PPS 195°C <10 %

6.70 %

7.85 %

7.63 %

6.63 %

El producto obtenido en esta etapa del proceso de fabricacion de Gabobutrol es el

_, el cual se encuentra sujeto a especificaciones técnicas de producto

intermedio codificadas como ETP-235, rev 0. Los resultados obtenidos en los lotes de

validacion son bastante homogéneos y conformes a especificaciones (Tabla 2.46).

Tabla 2.46. Resultados de los lotes de validacion de la sintesis del _

Parimetro Especificacion KP155A.01/23 | KP155A.02/23 | KP155A.03/23 | KP155A.04/23
(PI1-23/1021) | (PI-23/1039) | (PI-23/1057) | (PI-23/1079)
Aspecto Polvo blanco a beige | Polvo blanco | Polvo blanco Polvo blanco | Polvo blanco
PPS (195 °C) <10 % 6.70 % 7.90 % 7.60 % 6.63 %
Identificacion RT como std RT como std RT como std RT como std RT como std
(HPLC)
Pureza (HPLC) >94.0 % area 98.0 % 98.4 % 98.0 % 97.7 %

El estudio de estabilidad interno se ha llevado a cabo segiin lo previsto en el
protocolo de validacion en camara de 25 °C, 6 meses. Los resultados obtenidos muestran

que el intermedio _ es estable durante los 6 meses.

Todos los lotes cumplen con el rendimiento esperado ||  l no observando
diferencias significativas entre ellos (Tabla 2.47). Los valores de rendimiento que superan
el 100 % se deben a la precipitacion de _ que no influyen en la siguiente

reaccion.
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Tabla 2.47. Resultados de rendimiento y pureza de la sintesis de _

N° Lote GDB1-4HCI (2) | I | Rto. (%) | Pureza (%)
KP-155A.01/23 1200 1480 B N
KP-155A.02/23 1200 1423 B [ ]
KP-155A.03/23 1200 1554 [ ] [ ]
KP-155A.04/23 1200 1516 [ ] [ ]

2.2.2.74. Validacion prospectiva de la etapa de sintesis del gadobutrol crudo

La validacion de la cuarta etapa ha consistido en la fabricacion de 4 lotes de

gadobutrol crudo codificados como:

- KP-155B.01/23
- KP-155B.02/23
- KP-155B.03/23
- KP-155B.04/23

El rendimiento global esperado de esta etapa es de _ (Esquema 2.27).

COOH coor
T CooH N /':_\N/\coo
N 0
VAIEN
N N N7 N
( \__/ OH N OH
COOH OH COoO OH
OH OH

_ Gadobutrol

Esquema 2.27. Sintesis del gadobutrol crudo.

Se realiz6 un diagrama de flujo industrial para facilitar la transferencia del proceso

desde I+D a produccion (Figura 2.25).
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Figura 2.25. Diagrama de flujo de la sintesis del gadobutrol crudo.

Los IPC que se realizaron en los cuatro lotes estaban dentro de la especificacion

definida (Tabla 2.48).

Tabla 2.48. IPC realizados en la sintesis del gadobutrol crudo.

IPC | Especificacion | KP-155A.01/23 | KP-155A.02/23 | KP-155A.03/23 | KP-155A.04/23
0.7 % N.D. 25 % 0.38 %
IPC 1 | Butrol < 5.0 %
utro odrea | b 3/1397) (P1-23/1423) (P1-23/1437) (P1-23/1453)

Todos los controles de secado se encuentran dentro de la especificacion definida (Tabla

2.49).
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Tabla 2.49. Resultados de los controles de secado de la sintesis del gadobutrol crudo.

Especificacion

KP-155A.01/23

KP-155A.02/23

KP-155A.03/23

KP-155A.04/23

PPS195°C<12 %

2.29 %

8.40 %

8.08 %

6.70 %

El producto obtenido en esta etapa del proceso de fabricacion de gadobutrol es el

gadobutrol crudo, el cual, aunque no se encuentra sujeto a especificaciones técnicas de

producto, se ha analizado a modo informativo. Los resultados obtenidos en los lotes de

validacion son bastante homogéneos y conformes a especificaciones (Tabla 2.50).

Tabla 2.50. Resultados de los lotes de validacion de la sintesis del gadobutrol crudo.

KP-155B.01/23

KP-155B.02/23

KP-155B.03/23

KP-155B.04/23

Pardmetro | - Especificacion | =y h314010) | (PL-23/1447) | (PL23/1464) | (P1-23/1468)
PPS (195°C) <12 % 2.29% 8.40 % 8.08 % 6.70 %
Imp.C Infi i
mp.C Informativo |y o N p, Imp.C: N.D. Imp.C: N.D. Imp.C: N.D.
Max.imp.desc . . . (o
SSRR Informativo Max.imp.desc: Max.imp.desc: Max.imp.desc: Max.imp.desc:
Total im 5.1% 55% 52% 4.5%
o .p. Total imp: 5.1 % | Total imp: 5.6 % | Total imp: 5.4% | Total imp: 5.3 %
Informativo

En esta etapa no se pone en marcha un estudio de estabilidad.

Todos los lotes cumplen con el rendimiento esperado || Il no observando

diferencias significativas entre ellos (Tabla 2.51).

2.2.2.7.5.

Tabla 2.51. Resultados de la sintesis de gadobutrol crudo.

Rto. | Pureza

N° Lote Butrol Gadobutrol
equivalente (g) crudo (g) (%) (%)
KP-155B.01/23 1090 1313 B e
KP-155B.02/23 1090 1402 B e
KP-155B.03/23 1090 1370 . I
KP-155B.04/23 1090 1349 N e

Validacion prospectiva de la primera etapa de purificacion del gadobutrol

La validacion de la primera etapa de purificacion del gadobutrol ha consistido en

la fabricacion de 4 lotes de gadobutrol puro codificados como:

KP-155C.01/23
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- KP-155C.02/23
- KP-155C.03/23
- KP-155C.04/23

El rendimiento global esperado de esta etapa es de _ (Esquema 2.28).
coor COO'

N/_\ /\COO / _\ /\COO
N 1
( \,’J \J
COoO° OH
OH

Gadobutrol Gadobutrol

Esquema 2.28. Primera etapa de purificacion del gadobutrol.

Se realiz6 un diagrama de flujo industrial para facilitar la transferencia del proceso
desde I+D a produccion (Figura 2.26).
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Figura 2.26. Diagrama de flujo de la primera etapa de purificacion del gadobutrol.

El producto obtenido en esta etapa del proceso de fabricacion de gadobutrol es el

gadobutrol puro, el cual, aunque no se encuentra sujeto a especificaciones técnicas de

producto, se ha analizado a modo informativo. Los resultados obtenidos en los lotes de

validacion son bastante homogéneos y conformes a especificaciones (Tabla 2.52).

Tabla 2.52. Resultados de los lotes de validacion de la primera etapa de purificacion del

gadobutrol.
Parimetro | Especificacién KP-155C.01/23 KP-155C.02/23 KP-155C.03/23 KP-155C.04/23
P (PI1-23/1484) (PI1-23/1495) (PI-23/1505) (PI-23/1525)
PPS (195°C) <8% 291 % 2.88 % 2.85 % 4.85 %
Im&gxlﬁflor?;tévo Imp.C: N.D. Imp.C: N.D. Imp.C: N.D. Imp.C: N.D.
SSRR In fo‘rmz‘tivo Max.imp.desc: Max.imp.desc: Max.imp.desc: Max.imp.desc:
Total im 0.00 % 0.01 % 0.01 % 1.66 %
.p. Total imp: 0.00 % | Total imp: 0.01 % | Total imp: 0.01 % | Total imp: 1.66 %
Informativo
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En esta etapa no se pone en marcha un estudio de estabilidad.

Todos los lotes cumplen con el rendimiento esperado _ no observando

diferencias significativas entre ellos (Tabla 2.53).

Tabla 2.53. Resultados de rendimiento y pureza de la primera etapa de purificacion del
gadobutrol.

N° Lote Gadobutrol | Gadobutrol | Rto. | Pureza
crudo (g) puro(g) | (%) | (%)
KP-155C.01/23 1200 759 . I
KP-155C.02/23 1200 868 . I
KP-155C.03/23 1200 826 . I
KP-155C.04/23 1200 850 . I

2.2.2.7.6. Validacion prospectiva de la segunda etapa de purificacion del gadobutrol

La validacioén de la segunda etapa de purificacion del gadobutrol ha consistido en

la fabricacion de 4 lotes de gadobutrol codificados como:

- KP-155D.01/23
- KP-155D.02/23
- KP-155D.03/23
- KP-155D.04/23

El rendimiento global esperado de esta etapa es de _ (Esquema 2.29).

COQ COQ
k /.I‘ \N/\, 00" kN/I"- \ /\_COO
N4 i V> -
G <
/TN VAN
i N N/
N/ OH ( N OH
COO° OH COO OH
OH OH
Gadobutrol Gadobutrol

Esquema 2.29. Segunda etapa de purificacion del gadobutrol.
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El producto obtenido en esta etapa del proceso de fabricacion de Gabobutrol es el

gadobutrol producto final, el cual, aunque no se encuentra sujeto a especificaciones

técnicas de producto, se ha analizado a modo informativo. Los resultados obtenidos en

los lotes de validacion son bastante homogéneos y conformes a especificaciones (Tabla

2.54).
Tabla 2.54. Resultados de los lotes de validacion de la segunda etapa de purificacion del
gadobutrol.
Parimetro Especificacién KP-155D.01/23 | KP-155D.02/23 | KP-155D.03/23 | KP-155D.04/23
P (PI-23/1484) (PI-23/1495) (P1-23/1505) (P1-23/1525)
PPS (195 °C) <7% 3.24 % 2.96 % 2.89% 3.01 %
Max.imp.desc: Max.imp.desc: Max.imp.desc: Max.imp.desc: Maéx.imp.desc:
SSRR <0.05% 0.00 % 0.00 % 0.00 % 0.00 %

Total imp. < 0.3 %

Total imp: 0.00 %

Total imp: 0.00 %

Total imp: 0.00 %

Total imp: 0.00 %

Todos los lotes cumplen con el rendimiento esperado _ no observando

diferencias significativas entre ellos (Tabla 2.55).

Tabla 2.55. Resultados de la segunda recristalizacion de gadobutrol.

Gadobutrol | Gadobutrol | Rto. | Pureza
N° Lote o o
puro (g) (® (%) | (%)
KP-
155D.01/23 726 655 - -
KP-
155D.02/23 826 782 - -
KP-
155D.03/23 782 746 - -
KP-
155D.04/23 812 750 - -

Los cromatogramas obtenidos del gadobutrol crudo mostraron |Gz

I (Figura 2.27, superior). Las impurezas a tiempo de retencion bajo se relacionan con
Y 75

las dos etapas de purificacion del producto, se obtuvo un producto final con una pureza
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idonea medida con el método analitico provisto por la farmacopea europea (Figura 2.27,

inferior).
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Figura 2.27. Cromatogramas de gadobutrol crudo (suieriori con una pureza _

y gadobutrol producto final (inferior) con una pureza

2.2.2.8. Pruebas de recristalizacion y andlisis de difraccion de rayos X en polvo
(PXRD)
Previo a la comercializacién del API Gadobutrol, nos hemos visto obligados a

resolver ciertos problemas analiticos o de calidad del producto final.

Es un dato conocido que el gadobutrol es un compuesto que presenta
polimorfismo. Usando la ruta sintética optimizada en Kinsy, ya descrita con anterioridad,
se obtiene un unico polimorfo, tal y como demuestran los andlisis de difraccion de rayos
X en polvo. Sin embargo, el polimorfo obtenido, el mas habitual, estd actualmente
protegido por patentes en vigor en varios paises del mundo.® Por ello, de cara a la
industrializacion del proceso, es interesante desarrollar la sintesis del gadobutrol
obteniendo una estructura cristalina diferente. Esta estructura, segun las busquedas

bibliograficas llevadas a cabo, podria ser otro polimorfo puro o una mezcla de polimorfos.
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De las diferentes opciones planteadas para evitar la obtencion del polimorfo
protegido por patentes, también llamado polimorfo I, la que se vio mas interesante fue
intentar conseguir el solido amorfo, que se caracteriza por la falta total de sefiales en la

técnica de difraccion de rayos X en polvo (PXRD).

Con este objetivo, se probaron diferentes métodos de cristalizacion de gadobutrol

y se analizaron los productos obtenidos por analisis de difraccion de rayos X en polvo.

Esta bateria de pruebas de cristalizacion consistid en variaciones de la receta

original, la cual consiste <n | I

Las pruebas para evitar el polimorfo I se realizaron || i}

Tabla 2.56. Resultados de las recristalizaciones de gadobutrol.

Material

Entrada | de partida

(€9)
1 5

'llllll T

I
I
|
|
|
|
|
|
L1

W
----I

=N | | | W DN
()]

Las muestras se enviaron a analizar su estructura cristalina en el Instituto Catalan

de Investigacion Quimica (ICIQ) mediante la técnica de PXRD. Los resultados de los

analisis de rayos X mostraron que los productos obtenidos _

(Figuras 2.28 y 2.29).
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Figura 2.28. Comparacion de varios difractogramas de diferentes muestras de gadobutrol
obtenicos con N
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Figura 2.29. Difractogramas en polvo de diferentes muestras de gadobutrol con cristal
amorfo.

Como se puede comprobar en los resultados mostrados, se ha conseguido
desarrollar un método de cristalizaciéon de gadobutrol donde se obtiene la estructura

amorfa con el rendimiento adecuado para incluirlo en el proceso industrial.
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2.2.2.9. Opalescencia o claridad de gadobutrol
El test de claridad es un método para medir la turbidez u opalescencia de una
disolucion de una sustancia. Es una técnica visual comparativa donde se usa una

disolucion de referencia con la calidad especificada.

Se hicieron test de claridad a diferentes lotes de producto final de gadobutrol, pero

ninguno de ellos cumplia con los requerimientos de las farmacopeas china ni europea.

Tras establecer la hipotesis de que esta turbidez se debe, sobre todo,

Por este motivo, se realiz6 una recristalizacion del gadobutrol _

_ Con este trabajo experimental se obtuvo gadobutrol que pudo cumplir las

especificaciones de ambas farmacopeas.

el impacto en el rendimiento es despreciable.

2.2.3. Sintesis de calcobutrol

Este complejo de calcio del ligando butrol es un excipiente habitual de las
formulaciones de gadobutrol y del cual se ha abordado su sintesis por el interés comercial
de este agente de contraste. Tiene la funcidon de prevenir la liberacion de gadolinio libre
en las disoluciones de gadobutrol, aportando mayor seguridad contra la fibrosis sistémica

nefrogénica.

"00C /\N/ \N/\COO'

Lo
OH
OH

N

HO

Figura 2.30. Estructura molecular de calcobutrol.
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En colaboracion con el equipo de desarrollo analitico de Kinsy se implement6 un
método de HPLC llamado “Calcobutrol”, en el que se separaban correctamente el
producto deseado y potenciales impurezas como butrol o gadobutrol. Se realiz6 una serie
de experimentos para obtener calcobutrol que se enfocaron en dos rutas de sintesis
diferenciadas por el material de partida empleado, que puede ser _ o butrol,
aunque los procedimientos que estan descritos en algunas patentes parten de butrol.!%!°
Adicionalmente, existe la ruta sintética que parte de gadobutrol para obtener el butrol in

situ por descoordinacion del gadolinio en medio 4cido,!"!

aunque esta via es mas larga
y menos rentable. En ambos casos, se utiliza una fuente de calcio como hidréxido de

calcio o carbonato de calcio para formar este complejo (Esquema 2.30).

HOOC/\ 7N /\COOH. 'OOC/\N/ \N/\COO'

‘) (o
HoOC "\ KZ/\/ Hooc "\ KZ/\/

Calcobutrol
'OOQ/\ / \N/\_COO' HOOC/\N/ \ /~COOH ‘00C—\ / \ /T—COO
L\G@J H,0, H3PO, [ j i) H,0, Ca(OH), [ Ca?t j
NN 85°C, 1h 80 °C.2h N N
( \l_/ HOOC\/ \ / ) Disvil HOOC— " \__/
I OH OH
COO”
OH OH
HO HO
Gadobutrol Butrol Calcobutrol

Esquema 2.30. Rutas sintéticas del calcobutrol.

Los primeros ensayos se realizaron empleando _
 Jeemrexyy |
Y o' c!lo, varias de las

muestras no fueron analizadas para conocer su pureza.
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Tabla 2.57. Ensayos iniciales de sintesis de calcobutrol a partir de _

HE N Pureza
Entrada - . . Peso (g) (%)
1 10.0 ]
2 10.0 . BN
3 10.0 . Nl |
4 80.0 | BN |
5 10.0 ]
6 10.0 ]

En cuanto a los ensayos de sintesis de calcobutrol partiendo de gadobutrol, se

comprobé que se necesita un minimo de |
I S realiz6 un
ensayo a mayor escala (50 ) y se obtuvo | IENEEG—_———

(Figura 2.31).

Tabla 2.58. Sintesis de butrol a partir de gadobutrol.

Gadobutrol - - - Peso obtenido | Pureza
Entrad
e @ = H B N @ (%)
! 10.37 H Bl 1 B || N
2 20.64 H B 1 BN | |
3 steo |HN [HIE (T | | N
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Figura 2.31. Espectro RMN de *'P de una muestra de butrol obtenido desde gadobutrol.

Se intentd purificar los sélidos de butrol disolviendo el producto en H>O y

adicionando

Al intentar sintetizar calcobutrol con estos productos, se observé

(Tabla 2.59). Sin embargo, al analizar el

contenido de calcio en estas muestras por ICP-MS se obtuvieron

[l (Figura 2.32). Esta estructura 2:3 butrol/calcio esta descrita en la literatura,'® y ademas

de ser comercial, los resultados parecen indicar que es el complejo més estable si no se
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proporciona otro cation metalico que ocupe esa vacante de coordinacion (el calcobutrol-

sodio es también una variante comercial habitual).

'OOC/\N/ \N/\COO'

coc NN
//Z/\OH
OH

Figura 2.32. Estructura molecular de calcobutrol con estequiometria 2:3 de butrol:calcio.

3ca?*

Tabla 2.59. Sintesis de calcobutrol utilizando

Cont. de
calcio (%)

Pureza
(%)

Producto

E
ntrada obtenido (g)

I
I
||
2 |
3 I

"l

Dado que el _ se descart6 como base, se realiz6 un estudio de

diferentes bases para conseguir completar la reaccion. Se ha realizado una sintesis de

calcobutrol partiendo de 100 gramos de gadobutrol y utilizando - como base

(Tabla 2.60). Se adiciona unicamente |IEEEEE—
I (Figura 2.33).

Tabla 2.60. Sintesis one-pot a mayor escala de calcobutrol a partir de gadobutrol.

Gadobutrol Producto Pureza Cont. de
Entrada . .
(2) obtenido (g) (%) calcio (%)
1 100 | Il
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VWD 1 A, Wavslenglh=155 nm (CALCOBUTROL 2025-01-03 07-36-42004-41-KL-183.45_24.0)
Al = -
mll @ 4‘}‘}
i ¢
7004 T
Il &
A
600 -] l
=00+ |
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400 + | |
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300 |
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Figura 2.33. Cromatograma de calcobutrol (método “Calcobutrol”).

La impureza a 2.9 minutos puede deberse a _

I  sin embargo, aminas como [
Y Pcro e analisis por HPLC

de estos productos mostré demasiada impureza correspondiente al material de partida.

Las recristalizaciones, probadas para reducir esta nueva impureza, mostraron

I <o parecian provocar

l (Tabla 2.61).
Tabla 2.61. Recristalizaciones de calcobutrol.
Calcobutrol Peso Pureza Pureza
Entrada (@ = = (2) | producto (%) | inicial (%)
1 5 i N I ]
2 4 I BN I I
3 10 H N N I I
4 10 H B N [ |
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Paralelamente, se trabajo en la reaccion entre

Se 1llevd a cabo una reaccion utilizando

En otra reaccion se probo a afadir

Finalmente, se aumento el uso de _ Dos horas

después de aislar un primer solido, la reacciéon mostraba un IPC completo. Este producto

se utilizo para sintetizar calcobutrol, pero se comprobo6 que

Otra cuestion a tener en cuenta es que existe la posibilidad, por confirmar tras un
estudio exhaustivo de patentes, de que la reaccion de descomplejacion de gadobutrol con
acido fosforico esta protegida por patentes. Para evitar el uso de acido fosforico y evitar

posibles problemas de infraccion de las patentes en vigor respecto a la descomplejacion,

se probo el uso de

Paralelamente, se intentaron hacer reacciones partiendo de DO3A-2HCI, en

reaccion con | ('iua 2.34), pero el

perfil cromatografico mostrd impurezas altas y sales de calcio. Al realizar un intento de

recristalizacion empleando _ no se pudo obtener un precipitado del producto

10
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mientras que con la mezcla - se formo un precipitado con un perfil cromatografico

dificil de interpretar ya que las sefales obtenidas son anormalmente mal definidas.

COOH

kN/—\ /\COOH "O0C COoO”
(o)
-2 HCI
N HN HOOC\/ _/
N KZA
HOOC
DO;A-2HCI Calcobutrol

Figura 2.34. Ruta de sintesis de calcobutrol a partir de DO3A-2HCI.

Otras pruebas con no

llevaron a resultados satisfactorios y las reacciones fueron desechadas.

En este momento del desarrollo no se han podido definir unas condiciones de
sintesis adecuadas para la preparacion de calcobutrol y es necesario continuar con las

pruebas de laboratorio.

2.2.4. Estudios analiticos y caracterizacion de los compuestos aislados

2.24.1. GDB0

El GDBO es un producto sujeto a especificaciones técnicas de producto intermedio

codificadas como ETP-231, rev 1. Estas especificaciones consisten en:

- Apariencia: polvo blanco a amarillo oscuro.

- Pureza (GC): superior al 90 % en area.

El espectro de RMN de 'H muestra menos sefales de lo esperado debido al rapido
intercambio conformacional. Debido a este comportamiento espectroscopico, los
espectros de los compuestos derivados del cicleno dan muy poca informacion y sus
sefiales solo pueden ser atribuidas sobre la base de espectros de correlacion
bidimensionales. RMN de 'H (300 MHz, CD;0D): § 3.7-3.3 (m, 6 H), 3.2-2.3 (m, 16
H), 1.2 (s, 6 H) (Figura 2.35).
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Figura 2.35. Espectro RMN de 'H del GDBO.

En el espectro RMN de !°C se observan mds sefales debido al mismo
comportamiento conformacional, esto provoca que algunas sefiales, como las del carbono
quiral unido a nitrégeno aparezcan por duplicado en el espectro y con una importante
diferencia en el desplazamiento quimico. Ademads, algunas de las sefales obtenidas son
mas anchas de lo habitual. RMN de *C{'H} APT (300 MHz, CD;0D): § 102.4 (C), 102.3
(©), 71.4 (CH), 70.8 (CH), 70.5 (CH), 66.0 (CH), 64.8 (CH»), 64.4 (CH»), 57.5 (CH»),
58.6 (CH>), 53.0 (br s, CH2), 51.4 (br s, CHz), 50.7 (CH), 48.0 (CH), 47.9 (CH>), 47.8
(CH2), 47.6 (CH2), 47.4 (CH>), 44.9 (CH2), 25.0 (CH3), 24.9 (CHs) (Figura 2.36).
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Figura 2.36. Espectro RMN de *C{'H} del GDBO.

2.2.4.2. GDBI-4HCI

E1 GDBI es un producto sujeto a especificaciones técnicas de producto intermedio

codificadas como ETP-234, rev 0. Estas especificaciones consisten en:

- Apariencia: polvo blanco a amarillento.
- Pureza (HPLC): superior al 95 % en area para el GDBI, inferior al 1 % de impureza

de cicleno, inferior al 1 % de impureza desconocida.

De nuevo, el espectro RMN de 'H muestra sefiales muy complejas por el rapido
intercambio conformacional de los compuestos derivados del cicleno. RMN de 'H (300

MHz, D,0): & 3.85-3.50 (m, 5 H), 3.45-2.70 (m, 17 H) (Figura 2.37).
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Figura 2.37. Espectro RMN de 'H del GDB1-4HCI.

En el espectro RMN de '3C se observan pocas sefiales y algunas de ellas bastante
anchas en la zona de los CH> unidos a nitrégeno. Este hecho puede deberse a que el
entorno electronico de los carbonos mas alejados de la cadena hidroximetilpropil es
bastante similar y a la existencia de un plano de simetria que interconvierte los carbonos
del ciclododecano. Ademas, como la rigidez de la molécula GDBI1 es menor a la de
GDBO, el rapido intercambio conformacional impide que aparezcan sefiales duplicadas
del mismo carbono. RMN de *C{'H} APT (300 MHz, D-0O): & 70.0 (CH), 63.4 (CH>),
59.4 (CH), 58.2 (CH>), 45.5 (br s, CH>), 44.5 (br s, CH>), 42.9 (br s, CH>) (Figura 2.38).
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Figura 2.38. Espectro RMN de *C {!H} del GDB1-4HCI.

2.24.3. R

El I s un producto sujeto a especificaciones técnicas de producto

intermedio codificadas como ETP-235, rev 0. Estas especificaciones consisten en:

- Apariencia: polvo blanco a beige.

- Pureza (HPLC): superior al 94 % en area.

Su espectro RMN de 'H muestra una Unica sefial multiplete correspondiente a
todos los protones del compuesto. RMN de 'H (300 MHz, D>0): & 3.9-3.0 (m, 28 H)
(Figura 2.39).
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Figura 2.39. Espectro RMN de 'H del _

El espectro de '*C muestra, al igual que en el GDB1, menos sefiales de las
esperadas y algunas de ellas anchas por la existencia de un plano de simetria y el rapido
intercambio conformacional del compuesto. RMN de *C{'H} APT (300 MHz, D,0): §
69.2 (brs, CH), 63.4 (CH>), 59.7 (br s, CH), 57.8 (br s, CHz), 56.0 (CH2), 50.9 (br s, CH2),
49.9 (br s, CH»), 45.2 (br s, CH>) (Figura 2.40).
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Figura 2.40. Espectro RMN de 3C{'H} del _

2.2.4.4. Gadobutrol

No se le realiz6 un andlisis por RMN al complejo debido a que es paramagnético.

- Propiedades fisicas y quimicas.

a)
b)

c)

d)

g)
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Apariencia: polvo blanco.

pH: 6.4 (agua, 0.6 g/mL).

Solubilidad: muy soluble en agua, practicamente insoluble en etanol anhidro
y heptano.

Punto de fusioén: descomposicion gradual por encima de 200 °C.
Higroscopicidad: la sustancia no es higroscopica.

Estereoisomeria: La molécula de gadobutrol presenta dos centros quirales en
las posiciones C1 y C2 de la cadena hidroximetilpropil. El complejo se obtiene
como mezcla racémica de dos enantiomeros (C1 R, C2 Sy C1 S, C2 R).
Polimorfismo: los resultados de difraccion de rayos X muestran que los lotes
obtenidos en la validacion prospectiva presentan el polimorfo protegido por
patentes, pero ya se ha propuesto otro proceso comentado anteriormente para

obtener el s6lido amorfo.
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h) Test de claridad: los lotes obtenidos en la validacidon prospectiva no superan
el test de claridad debido a particulas técnicas, pero ya se ha propuesto otro
proceso comentado anteriormente para obtener un solido que cumpla las
especificaciones de las farmacopeas china y estadounidense.

Caracterizacion analitica

a) Espectroscopia de absorcion infrarroja

El espectro infrarrojo confirma que el producto obtenido es el gadobutrol

polimorfo I al superponerlo con una muestra de referencia.

100 — =3 — -

P‘vv\h\‘).’" o

R 14 |
80 :’wr. \\\ '// q‘ i] Al | n lﬂW’;
\ A f Liffa | L

o1 60 |\ N ‘
%T II",\ / \)I ' i ‘
L lb" L l J

40+ |’ U

| B
Jﬂﬁpm‘

1 ll
20 | \ | ‘Ll,,,l* — | -
4000 3000 2000 1000 650
Wavenumber [cm-1]
}[gom}?sfso" of data] ekt Graii . GADOBUTROL -KP_155D_01_23 M1-1
gorithm orrelation Coefficient 3
RangeThreshold 0.950 SOORBUIROL She 2
Sample GADOBUTROL CRS -2
Score 0.880
Evaluation PASS

Figura 2.41. Espectro infrarrojo del gadobutrol y una muestra de referencia.

b) Espectroscopia de masas

El espectro de masas obtenido se corresponde con la estructura propuesta.
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Figura 2.42. Distribucion isotdpica esperada para el gadobutrol.
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Figura 2.43. Distribucion isotopica obtenida en una muestra de gadobutrol.
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Figura 2.44. Espectro de masas del gadobutrol.
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Masa molecular Descripcion del fragmento

604.1120 M (anio6n resultante de la desprotonacion
de uno de los grupos OH del complejo

neutro)

¢) Determinacion del contenido de agua

El contenido de agua determinado por el método Karl-Fischer para las muestras
de gadobutrol siempre se encuentra dentro del rango 2—7 % especificado por la
farmacopea europea y bastante cercano al contenido tedrico de agua del

gadobutrol monohidrato (2.89 %).
d) Analisis elemental

Los resultados del analisis de C, H y N por combustién estdn en conformidad
con los valores teoricos para la composicion del gadobutrol y teniendo en cuenta

el contenido de agua en la muestra.

Tabla 2.62. Analisis elemental del gadobutrol.

Elemento | Valor tedrico (%) | Valor encontrado (%) *

C 34.72 % 34.39 %
H 534 % 5.40 %
N 9.00 % 8.85 %

*valor promedio de dos resultados analiticos

e) Espectrometria Ultravioleta-Visible
El espectro de ultravioleta-visible no muestra ningin maximo de absorbancia

significativo (disolvente agua, 1 mg/mL).
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Figura 2.45. Espectro ultravioleta-visible del gadobutrol (1 mg/mL) y el blanco (agua).

2.3.
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Conclusiones

1. La estrategia de sintesis de butrol planteada inicialmente no dio lugar a los

resultados esperados. Esta estrategia se baso en la reaccion de alquilacion de
GDBI1:4HCI1 con CICH>COOH utilizando NaOH como base con posterior
neutralizacion a distintos valores de pH utilizando acidos inorganicos (H2SO4,
HNOs, H3PO4, HCI) para generar diferentes sales de amonio cristalizables, sin
embargo, no fue posible realizar la separacion del producto de interés de las

correspondientes sales inorganicas mediante cristalizacion fraccionada.

2. Laexploracion de la ruta sintética consistente en la preparacion de calcobutrol in

situ para después reemplazar Ca™ por Gd™ no condujo a resultados
satisfactorios. En esta ocasion, no se observo un buen progreso de la reaccion de
alquilacion de GDB1-4HCI con CICH2COOH al utilizar Ca(OH)2 o CaCO3 como

bases.

3. Tras numerosos ensayos se ha conseguido desarrollar un método de sintesis de

butrol-LiCl que atna las ventajas de otras rutas descritas previamente en la
bibliografia. Principalmente, se evita la necesidad de utilizar resinas de

intercambio, y a su vez se obtiene el derivado butrol-LiCl con composicion bien
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10.

11.

definida y evitando el paso de preparacion del intermedio N-(6-hidroxi-2,2-
dimetil-1,3-dioxepan-5-il)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-LiCl.

Se consiguid escalar el método de sintesis de butrol-LiCl de elevada pureza desde
1 gramo hasta 1 kilogramo, realizando varios lotes técnicos de validacion, y
demostrando que este intermedio puede usarse convenientemente como producto
de partida para la sintesis del agente de contraste gadobutrol. El proceso de
sintesis requiere de un control ajustado de varios parametros de reaccion
(volumen de disolvente, temperatura, pH, o volumen de precipitante entre otros),
de lo contrario se genera una cierta cantidad de intermedios de reaccion tales
como DO3A o DOTA, o bien de especies provenientes de sobrerreaccion de
alquilacion del ligando butrol que inhabilitan el posterior uso del producto
obtenido.

La preparacion de gadobutrol con un grado de pureza lo suficientemente alto
como para cumplir los estandares descritos en la farmacopea requiere del empleo
de butrol-LiCl de pureza muy elevada, de lo contrario no se obtienen resultados
aceptables en la purificacion de gadobutrol mediante recristalizacion.

Respecto a los métodos analiticos empleados para el control de calidad de la
sintesis de butrol o gadobutrol mediante HPLC, se ha comprobado que se
requiere forzosamente la utilizacion de un HPLC con un detector de aerosol
cargado (CAD), ya que los detectores UV no ofrecen resultados fiables en cuanto
a la determinacion del contenido de impurezas.

Remarcablemente, se han obtenido muestras de gadobutrol a escala de
laboratorio de hasta 100 gramos con una pureza por encima del valor exigido por
la farmacopea.

Se ha conseguido realizar el escalado del proceso completo de sintesis de
gadobutrol estudiado en el laboratorio partiendo de GDB1:-4HCI en un reactor de
20 litros.

Se ha realizado un proceso de validacion de la sintesis de gadobutrol en un reactor
de 20 litros con el cumplimiento de los protocolos de fabricacion estipulados por
el departamento de aseguramiento de calidad de Kinsy.

Se ha conseguido desarrollar un método sintético del producto final obteniéndose
un solido amorfo que evita infligir la patente actual del polimorfo I de gadobutrol.
Se han obtenido productos finales capaces de cumplir las especificaciones de las

farmacopeas china y americana respecto al test de claridad u opalescencia.
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12. El producto obtenido presenta la calidad adecuada para ser comercializado.

13.Se ha estudiado el proceso de sintesis de calcobutrol estudiando su
comportamiento con distintos acidos, bases, agentes precipitantes y variando
condiciones de concentracion y temperatura, obteniéndose muestras de
calcobutrol a escala de laboratorio con el contenido de calcio deseado y una
pureza superior al 95 %.

14. Se ha avanzado en la obtenciéon de un producto calcobutrol conforme, pero es

necesario continuar con el trabajo de desarrollo en el laboratorio.
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2.4. Parte experimental (Contenido inhibido por la resolucion de la Comision

General de Doctorado de fecha 13/05/2025)

2.4.1. Analisis elemental

Los andlisis de C, H, N y S se realizaron utilizando un microanalizador LECO

CHNS-932.

2.4.2. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

Los espectros de RMN 'H y '*C{'H} se registraron a temperatura ambiente en
espectrometros Bruker Avance 300, 400 o 600 MHz. Los desplazamientos quimicos
fueron referenciados a la sefial del disolvente no deuterado ('Hy *C {'H}). Abreviaturas:

s, singlete; d, doblete; t, triplete; q, cuadruplete; h, hexaplete; m, multiplete; br, ancho.

2.4.3. Espectroscopia de masas

Los espectros de masas de ionizacion por electrospray (ESI-MS) de alta
resolucion se registraron en un LC/MS Agilent 6220 Accurate-Mass time-of-flight
(TOF).

2.4.4. Espectroscopia infrarroja

Los espectros de infrarrojo se registraron entre 4000-250 cm™' utilizando un
espectrometro Jasco FT/IR-4600 equipado con un médulo de reflectancia total atenuada

(ATR).

2.4.5. Test de Claridad

Para preparar la disolucion problema se deben pesar 30 gramos de la muestra
problema de gadobutrol en un tubo de ensayo estandarizado de 50 mL y enrasar con H>O.
En cuanto a las suspensiones de referencia, se prepara en primer lugar un patron de
opalescencia diluyendo 1.5 mL de la suspension primaria de opalescencia estandar
(codigo interno KS-2304-E) hasta 100 mL con agua. Esta suspensién primaria de
opalescencia consiste en una mezcla de disoluciones previamente preparadas de sulfato
de hidracina y hexametilentetramina. Una vez preparado el patrén de opalescencia, se

preparan las disoluciones de referencia seglin se indica en la siguiente tabla.

Tabla 2.63. Preparacion de las disoluciones referencia de opalescencia.

‘ Disolucion ‘ 0.5 ‘ 1 ‘ 2 ‘
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Patron de opalescencia | 2.5mL | 5.0 mL | 10.0 mL
Agua 97.5mL | 95.0 mL | 90.0 mL

Se usan tubos de ensayo de vidrio neutro, incoloro y transparente, de un diametro
interior de 15 mm a 25 mm y de fondo plano (tubos Nessler). Se compara la disolucion
problema con la suspension de referencia 1, la suspension de referencia 0.5 y con agua
MilliQ. Los volumenes de muestra y referencia deben ser los mismos, tal que la longitud
en el tubo Nessler sea sobre 40 mm. Pasados 5 minutos se compara la muestra frente a la
referencia observandolo verticalmente en un fondo negro (Figura 2.46).

La absorbancia medida a 550 nm del patrén de opalescencia debe ser entre 0.12 y
0.15 u.a. La opalescencia debe ser tal que permita facilmente diferenciar la suspension de
referencia I del agua. Por otro lado, se debe diferenciar claramente entre la suspension de

referencia Il y la suspension de referencia 1.

Segun la Farmacopea China, la disolucion problema no debe ser maés
turbia/opalescente que la disolucion de referencia 0.5. Mientras que, seglin la Farmacopea
Europea, la disolucion problema no debe ser mas turbia/opalescente que la disolucion de

referencia 1.

. L 4 | | - " - 7
Disolucionde Disolucion de |Disolucion

Referencia0.5 Referencia 1 ide F‘nyes_tra

Figura 2.46. Test de claridad con tubos Nessler.
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2.4.6. Analisis por HPLC

2.4.6.1. Derivados del cicleno
columna: [

Fase Mévil:

Tiempo de ejecucion (min): .

Longitud de onda (nm): _

Flujo (mL/min): -

Temperatura Columna (°C): .

Vol. Inyeccion (uL): I

Blanco: [N
Disolucion de muestra problema: _

Tabla 2.64. Gradiente del método “Derivados del cicleno”.

Tiempo (min) | Fase mévil A (%) | Fase mévil B (%)

2.4.6.2. Butrol
columna: [

Fase Movil:
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Tiempo de ejecucion: -
Longitud de onda: _
Flujo: N

Temperatura columna: -

Vol. Inyeccion: -

Blanco: I
Disolucion de muestra problema: [

Tabla 2.65. Gradiente del método “Butrol”.

Tiempo (min) | Fase mévil A (% v/v) | Fase mévil B (% v/v)

2.4.6.3. Gadobutrol

Cotumna: |

Fase Movil:
Tiempo de ejecucion: -

Longitud de onda: _
Flujo: I
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Temperatura columna: -

Vol. Inyeccion: -

Las condiciones fijadas en el CAD (Detector Corona o Charged Aerosol Detector) son:

e Temperatura CAD: _

e Constante de filtro: -
e Adquisicion de datos (Data collection rate): -
e Intensidad de corriente (Gain): -

e Anchura de pico: -

Blanco: [N
Disolucion de muestra problema: |

Tabla 2.66. Gradiente del método “Gadobutrol”.

Tiempo (min) | Canal A (%) | Canal B (%)

2.4.6.4. Calcobutrol

Cotumna; |

Fase Movil:

|
.

Tiempo de ejecucion: -

Longitud de onda: _

Flujo: _

Temperatura columna: -

Vol. Inyeccion: -

Blanco: [
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Disolucién de muestra problem : |

Tabla 2.67. Gradiente del método “Calcobutrol”.

Tiempo (min) | Canal A (% v/v) | Canal B (% v/v)
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2.4.7. Procedimientos experimentales

2.4.7.1. Sintesis de butrol por alquilacion del precursor GDBI-4HCI con dcido
cloroacético en medio basico
2.4.7.1.1. Sintesis utilizando NaOH como base. Aislamiento de sales del butrol

protonado a pH acido
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GDB1-4HCI

Esquema 2.31. Sintesis de butrol y aislamiento mediante acidificacion con diferentes
acidos.

Determinacion de sales presentes en el butrol mediante la técnica de RMN

La determinacion se llevo a cabo pesando cantidades conocidas de la muestra a
determinar y del patréon (4cido fumarico) en un tubo de RMN. Seguidamente se afiade
D0 y NaOH y se mide el espectro de 'H de la disolucion. Se integra el espectro y se

determinan los moles de sal sodica del butrol respecto del patron.

24.7.1.2. Intento de sintesis de calcobutrol utilizando Ca(OH): como base

_ Se toma una alicuota para analizar por HPLC con

el método “Derivados del cicleno”.
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CaCO,
(0]

Ca(OH),
GDB1-4HCI » Calcobutrol + CacCl, (soluble EtOH/agua)
CICH,COOH

65°C,5h

H,S0, || Gd*"
Butrol-H,SO, *+ CaSO, = » Gadobutrol

Esquema 2.32. Sintesis de calcobutrol a partir de GDB1-4HCI.

2.4.7.1.3. Sintesis utilizando - como base. Estudio de diferentes agentes

precipitantes
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GDB1-4HCI

Esquema 2.33. Sintesis de _ y aislamiento mediante diferentes agentes
precipitantes.

2.4.7.2. Optimizacion de un método de sintesis de _ utilizando
como base y etanol como agente precipitante.

2.4.7.2.1. Sintesis de _ neutralizando el GDBI

NaoH CDPB1 oy
GDB1-4HCl ——> + ——"» GpB1

HO  Nac) -NaCl

Esquema 2.34. Sintesis de _ neutralizando el GDB1-4HCIl.
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2.4.7.2.2. Sintesis de _ usando 7 equivalentes de -

Esquema 2.35. Sintesis de

Sintesis de | ENEEEEE

N
haN
N
N
w

13
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COOH
(/7 \ ~COOH
N N
GDB1-4HClI [ jOH -
N
19 HoOC—~ \__/
OH
OH

Esquema 2.36. Sintesis de _ ajustando la reaccion a un pH de 10.

2.4.7.2.4. Sintesis de _ adicionando -
una siembra de _

Q
3
X
%)
S
~~
S
Q
S
3

<
S
X
Q
S
3
S
s,
S

N
PN
N
w
A
S

~—
~
o
8
3

L

—
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Esquema 2.37. Sintesis de la _ de butrol.

Esquema 2.38. Sintesis de la sal trisodica de butrol.

2.4.7.5. Recristalizacién || GcIR
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Tabla 2.68. Estudio de la recristalizacion del butrol-LiCl.

Rto. Pureza Pureza de partida

Entrada (%) | (%, HPLC) (%, HPLC)

(V)]

(@)}

g4

2.4.7.6. Primeros ensayos de sintesis de gadobutrol

Tabla 2.69. Condiciones de reaccion de los primeros ensayos de sintesis de gadobutrol.

.. Pureza
Entrada - Rendimiento | yypy ¢
(%) %)
| | |
| | |
| | |
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Esquema 2.39. Primeros ensayos de sintesis de gadobutrol.

2.4.7.7. Primeros ensayos de recristalizacion del gadobutrol

Tabla 2.70. Condiciones y resultados de las recristalizaciones de gadobutrol.

Pureza inicial
(HPLC, %)

Pureza final
(HPLC, %)

1
2
3
4
5

Entrada - B ?02))
|
i
|
|
|

2.4.7.8. Sintesis de gadobutrol a partir de butrol trisédico

13
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COONa qu
/N~ AT\~
N\ COONa NN C00
L) (5%
N N AN
( \_/ OH (N\'/_/ OH
COONa OH coo- OH
OH OH

Esquema 2.40. Sintesis de gadobutrol a partir de butrol trisddico.

2.4.7.9. Sintesis de gadobutrol a partir de _

Esquema 2.41. Sintesis de gadobutrol a partir de _

2.4.7.10. Sintesis one-pot de gadobutrol

p—
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Esquema 2.42. Sintesis one-pot de gadobutrol.
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Tabla 2.71. Estudio de optimizacion de la sintesis de gadobutrol.

Total Imp.

Entrada . * ' RO;O' Gadobutrol

(%) (%, HPLC)
! 2 I — E = ]
2 2 I - E = ]
3 2 1 | . I B W m
4 2 1 | . E = m
5 2 1 | . E = m
6 2 1 | . E = m
7 2 1 "N gy m = -
g 2 1 N g m = m
9 > ||| 3 m Em | =
10 5 : 9 O m = m

2.4.7.12.Sintesis de gadobutrol preparando cloruro de gadolinio in situ
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Esquema 2.43. Sintesis de gadobutrol con cloruro de gadolinio preparado in situ.

2.4.7.13.Sintesis de gadobutrol con -

2.4.7.14. Ensayos de recristalizacion de gadobutrol
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Tabla 2.72. Estudio de diferentes pardmetros en la recristalizacion del gadobutrol.

Total Imp.
Rto. | Gadobutrol | 1 °t3l Imp-.
Entrada . Gadobutrol
(%) | departida (%, HPLC)

(%, HPLC)

1 i

N (N |0 W N

2.4.7.15. Lotes de validacion prospectiva de gadobutrol (lotes definitivos)
Equipos utilizados

Los equipos involucrados en la validacion del proceso se distribuyen de acuerdo
con las operaciones realizadas (Tabla 2.73). Los equipos utilizados en los lotes de
validacion son equipos del laboratorio de I+D planificados en el protocolo de validacion.
Todos ellos han demostrado ser adecuados y no se han producido incidencias con respecto

a los mismos.

Tabla 2.73. Equipos utilizados en la validacion del proceso.

Posicion N° Operacion Equipo utilizado

Moo : .
| ezcla de materias primas/ Reactor 20 L

Destilacion/ Precipitacion

Embudo biichner, Kitasato 5 L,
filtro de papel

3 Secado Estufa I+D

2 Aislamiento

2.4.7.15.1. Sintesis del GDB0
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en la validacion del proceso vienen detallados en la siguiente tabla:

Tabla 2.74. Materiales utilizados.

Todos los materiales, incluyendo los numeros de lote y las cantidades, utilizados

| I ] I
Lote -I Lote - Lote - Lote -
KP-146A.03/24 | MP23/256 | [ | MP19/468 | | | Mr20/467 | T | Mr23300 | [N |
KP-146A.04/24 | MP23/256 | | | MP19/468 | [ | Mr20/467 | T | MP23/300 | [N
KP-146A.05/24 | MP23/256 | | | MP19/468 | [ | Mr20/467 | I | MP23/300 | [N |
KP-146A.06/24 | MP23/256 | [ | MP19/468 | | | Mr20467 | [ | MpP23/300 | |
] I
Lote ? Lote I-
KP146A.03/24 | PF23/186 | | | Mr20/40 | N |
KP146A.04/24 | PF23/186 | | | Mr20/40 | N |
KP146A.05/24 | PF23/136 | [ | Mr20/40 | [N |
KP146A.06/24 | PF23/136 | [ | Mr20/40 | [N |
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NH HN

(X

S

NH HN

7,‘3

Cicleno GDBO

Esquema 2.44. Sintesis del GDBO.

2.4.7.15.2. Sintesis del GDBI1-4HCI

Todos los materiales, incluyendo los numeros de lote y las cantidades, utilizados

en la validacion del proceso vienen detallados en la siguiente tabla:

—
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Tabla 2.75. Materiales utilizados.

Lote Lote Lote
KP-146B.03/23 | KP146A.03/23 MP23/334 MP23/334
KP-146B.04/23 | KP146A.04/23 MP23/334 MP23/334
KP-146B.05/23 | KP146A.05/23 MP23/144 MP23/144
KP-146B.06/23 | KP146A.06/23 MP23/144 MP23/144
Lote - Lote - Lote Lote i
KP-146B.03/23 | P123/842 | R | Nr. | I | Mr23/303 r123/239 | R
KP-146B.04/23 | P123/842 | R | ~Np. | I | Mr23/303 r123/239 | R
KP-146B.05/23 | P123/842 | R | Np. | I | Mr23/303 r123/239 | N
KP-146B.06/23 | P123/842 | R | Nr. | I | Mr23/303 r23/910 | [N
N N NH HN
[ >/ jOH [ OH -4HCI
N N NH N
o7£ on "
GDBO GDB1

2.4.7.15.3.

Sintesis del _

Esquema 2.45. Sintesis del GDB1-4HCI.
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B B
Lote Lote -
KP-155A.01/23 | KP146B.03/23 MP23/409 | N |
KP-155A.02/23 | KP146B.04/23 MP23/409 | N |
KP-155A.03/23 | KP146B.05/23 MP23/409 | N |
KP-155A.04/23 | KP146B.06/23 MP23/409 | N |
I ] ]
Lote - Lote - Lote - Lote ‘
KP-155A.01/23 | NP. | N | vr23313 | | Mr22322 | N | 2310 | N |
KP-155A.02/23 | NP. | [N | Mr23313 | | Mr22322 | N | 23010 | N |
KP-155A.03/23 | NP. | | | Mr235313 | | | Mr22/386 | [ | 123910 |
KP-155A.0423 | NP. | | | ~Mr23:303 [ | Mr22/336¢ | I | pi23910 |

p—
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Esquema 2.46. Sintesis del _

2.4.7.15.4.  Sintesis del gadobutrol crudo

Todos los materiales, incluyendo los nimeros de lote y las cantidades, utilizados

en la validacion del proceso vienen detallados en la siguiente tabla:

14
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Tabla 2.77. Materiales utilizados.

Lote - Lote Lote ‘
KP-155B.01/23 | KP155A.01/23 | | | MP23/385 mP23/323 | [N |
KP-155B.02/23 | KP155A.02/23 | | | MP23/385 mP23/323 | N |
KP-155B.03/23 | KP155A.03/23 | | | MP23/385 mP23/323 | N |
KP-155B.04/23 | KP155A.04/23 | | | MP23/385 mP23/323 | N |
N
Lote - Lote Lote Lote
kP-155B.01/23 | NP. | | | Mp23/313 MP23/323 PI123/910
KkP-155B.0223 | NP. | | | MP23/313 MP23/323 PI123/910
KP-155B.03/23 | NP. | | | Mp23/313 MP23/323 PI123/910
KP-155B.04/23 | NP. | | | MP23/313 MP23/323 PI123/910
COOH oleley
T cooH N /i"._\N/\,COO
G 1
(N\_/N OH N\'," N OH
COOH OH CO(%‘ OH
OH OH
- Gadobutrol

2.4.7.15.5.

Esquema 2.47. Sintesis del gadobutrol.

Primera etapa de purificacion del gadobutrol

147



Todos los materiales, incluyendo los nimeros de lote y las cantidades, utilizados

en la validacion del proceso vienen detallados en la siguiente tabla:

Tabla 2.78. Materiales utilizados.

Lote - Lote - Lote - Lote
KP-155C.01/23 | KP155B.0123 | | | Mpr23330 | N | ~nr. | T | r123/910
KkP-155C.02/23 | KP155B.02/23 | N | Mr233390 | I | Np. | I | r23910
KP-155C.03/23 | KP155B.03/23 | N | Mr23339 | N | Np. | I | r23910
KP-155C.04/23 | KP155B.04/23 | | | Mr23339 | | | Np. | I | p23910
elele} elele}
kN/'.‘_\N/\’COO_ kN/":_\N/\’COO
N AT
N/ °N N/ °N
( N/ OH ( N/ OH
COO- OH COO- OH
OH OH
Gadobutrol Gadobutrol

Esquema 2.48. Primera etapa de purificacion del gadobutrol.

2.4.7.15.6.

Segunda etapa de purificacion del gadobutrol
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Todos los materiales, incluyendo los numeros de lote y las cantidades, utilizados

en la validacion del proceso vienen detallados en la siguiente tabla:

Tabla 2.79. Materiales utilizados.

- T e e
Lote - Lote - Lote -_
KP-155D.01/23 | KP155C.0123 | N | ~p. | N | r23o0 | N
KP-155D.02/23 | KP155C.0223 | N | ~p. | TN | r23o0 | N
KP-155D.03/23 | KP155C.03/23 | N | ~p. | TN | r23o0 | N
KP-155D.04/23 | KP155C.0423 | N | ~p. | TN | r23o0 | N
CO(? CO(?
k /“;_\N/\_COO QN/_\ " coo

Gadobutrol Gadobutrol

Esquema 2.49. Segunda etapa de purificacion del gadobutrol.

2.4.7.16.Sintesis de calcobutrol a partir de _
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Tabla 2.80. Ensayos iniciales de sintesis de calcobutrol a partir de _

Entrada f} Peso (g)
I 1
2 1
3 1
4 1IN
5 1
6 1

HOOC—/\ / /\COOH.

Esquema 2.50. Sintesis de calcobutrol a partir de _

2.4.7.17.Sintesis de butrol partiendo de gadobutrol

H

- /\ /_\ /\ -
N N oocC N N CcOO
() [ oo ]
HOOC\/N\ /N HOOC\/N\ /N
//Z/\OH 0]
OH OH
L HO HO
_ Calcobutrol

Tabla 2.81. Resultados de la sintesis de butrol a partir de gadobutrol.

Gadobutrol - - Peso obtenido | Pureza
Entrad
e © = H B © (%)
1 10.37 H ] |
2 20.64 H 1 ]
3 steo [N [N [ 1 I
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‘OOHQ/\/ \N/\QOO' HOOC/\N/ \N/\COOH
\\(\\\ ,:*/
) o
NN N N
‘00C— \ [/ HOOC— \ /
OH //Z/\OH
OH OH
HO HO
Gadobutrol Butrol

Esquema 2.51. Sintesis de butrol a partir de gadobutrol.

Sintesis de calcobutrol utilizando _

Tabla 2.82. Sintesis de calcobutrol utilizando _

- Producto Pureza Cont. de
Entrada - .
obtenido (g) (%) calcio (%)

BN
I
I i H B N
|
i
i

[ ] Bl B B
[ | B (I | B

HOOC/\N/ \N/\COOH 'OOC/\N/ \N/\COO'
] [ o ]
HOOC\/N\ /N HOOC\/N\ /N
//Z/\OH OH
OH OH
HO HO
Butrol Calcobutrol

Esquema 2.52. Sintesis de calcobutrol a partir de butrol.
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Tabla 2.83. Sintesis one-pot a mayor escala de calcobutrol a partir de gadobutrol.

Entrada Gadobutrol Producto Pureza Cont. de
® obtenido (g) | (%) | calcio (%)

[ 100 || B |

‘00C M\ / \N/\goo- Hooc—\ / \ /~COOH 00c/\,/ \ /~COO
[\G(ﬁj H,0, H3PO, [ ] i) H,0, Ca(OH), [ Cat ]
NI ON 85°C,2h N N 80°C,2h N N
( \'_/ HOOC— \__/ i) Disvil HOOC— "\ /
Yo (,') : OH //Z/\OH //Z/\OH
OH OH OH
HO HO HO
Gadobutrol Butrol Calcobutrol

Esquema 2.53. Sintesis one-pot a mayor escala de calcobutrol a partir de gadobutrol.

2.4.7.19. Recristalizaciones de calcobutrol
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Tabla 2.84. Resultados de las recristalizaciones de calcobutrol.

Calcobutrol Peso Pureza Pureza
Entrada (2 = = (g) | producto (%) | inicial (%)
1 5 1 BN | |
2 4 R Bl | | ]
3 10 H H B | | ]
4 10 H B | [




(1

2)

3)

4

)

(6)

(7

®)

©)

(10)

(11)

(12)

(13)

Gadobutrol
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3.1. Introduccion

El gadoterato de megluminio, comunmente llamado gadoterato de meglumina es
la sal que contiene el catidn resultante de protonar la meglumina (N-metil-D-glucamina)
y, como anion, el complejo de gadolinio(IIl) con el ligando tetraanionico resultante de
desprotonar los cuatro grupos COOH del 4cido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-
tetraacético (DOTA). Es el tnico GBCA que es a la misma vez macrociclico e idnico y,
consecuentemente, tiene la mayor estabilidad cinética y termodinamica. Esto es debido a
que la rigidez de los complejos de gadolinio macrociclicos provoca grados de disociacion
considerablemente menores a los encontrados en los complejos lineales. Ademas, la
basicidad del ligando es mayor que la de cualquier otro GBCA, lo que favorece la
estabilidad termodindmica porque el gadolinio(III) es un acido duro y tiene afinidad por
los ligandos con atomos dadores que actiien como bases de Lewis duras.!™ Ademas,
aunque las diferencias entre el nimero de reacciones adversas en humanos de los distintos
GBCA son muy dificiles de medir por la baja frecuencia de estos sucesos, un estudio de
mas de medio millon de dosis de GBCA administradas ha concluido que el gadoterato de
meglumina produce menos reacciones inmediatas adversas que el gadobutrol o el
gadoteridol.’ Por estos motivos, cada vez hay mas hospitales y clinicas de radiologia que
deciden cambiar su GBCA de uso habitual por el gadoterato de meglumina y su interés

en el mercado crece anualmente.®

El proceso sintético para obtener gadoterato de meglumina a menudo requiere
procesos de purificacion muy caros como el uso de resinas de intercambio 16nico o el uso
de disolventes organicos toxicos como el metanol, que pueden encontrarse en el producto
final.”” La ruta sintética habitual para el gadoterato de meglumina parte del 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano, que se hace reaccionar con un acido haloacético y una base
inorganica para obtener el acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético,
comunmente llamado DOTA. El 4cido cloroacético es el agente de alquilacion mas
habitual y el hidroxido sodico es la base méas comtn. El DOTA actlia como ligando frente
al ion gadolinio(III) para formar el acido gadotérico, que reacciona con meglumina para
formar la sal de gadoterato de meglumina. El 6xido de gadolinio suele ser la fuente de

gadolinio(III) mas utilizada (Esquema 3.1).
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Gadoterato de meglumina

Esquema 3.1. Sintesis general del gadoterato de meglumina.

Uno de los principales problemas de esta sintesis es la purificacion del ligando
DOTA, que siempre requiere de la utilizacion de resinas de intercambio idnico o de
equipos de nanofiltracion.!®!! Ademas, la purificacion del producto final también genera
problemas debido a la elevada solubilidad del mismo, por ello, algunos procedimientos
encontrados en la bibliografia utilizan equipos de secado por pulverizaciéon o
directamente mantienen el producto en estado liquido.'*'® Por tanto, hay un interés por
sintetizar gadoterato de meglumina en una escala industrial y en reducir a la misma vez

los pasos para obtener un producto de elevada pureza.

3.2. Resultados y discusion (Contenido inhibido por la resolucion de la
Comision General de Doctorado de fecha 13/05/2025)

3.2.1. Sintesis de DOTA-2HCI

Las rutas sintéticas que se han estudiado para el gadoterato de meglumina
conllevan la preparacion del intermedio acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-

1."* Sumétodo de sintesis

tetraacético (DOTA) que actiia como ligando en el producto fina
mas extendido consiste en la reaccion de cicleno con acido cloroacético en condiciones
béasicas'® Para este trabajo se decidié sintetizar DOTA-2HCI, cuya preparaciéon no
requiere de equipos o técnicas costosas (Esquema 3.2). Este producto no suele tener

demasiado interés comercial puesto que las patentes descritas para la sintesis del
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conjugada como material de partida. Ademas, dado que para la purificacion del DOTA
siempre se emplean resinas de intercambio idnico o procesos de nanofiltracion,'®!! seria
interesante demostrar si un procedimiento sintético que parta de DOTA-2HCI evita el uso

de resinas i6nicas para lograr la preparacion del GBCA.

COOH
K / \ —COOH

e () =

NH HN
HOOC— \ / \/COOH

Cicleno DOTA:-2HCI

Esquema 3.2. Sintesis de DOTA-2HCI.

La sintesis de DOTA-2HCI se llevd a cabo haciendo reaccionar cicleno disuelto

en agua con acido cloroacético. Se necesita un medio basico para que la reaccion
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de la reaccion es el de “Derivados del cicleno” que es capaz de identificar el material de
partida, el producto obtenido y alguno de los intermedios de reaccion, como el intermedio
final DO3A que indica cudndo se ha completado la reaccion. En la Figura 3.1 se muestra

el cromatograma tipico de la mezcla de reaccion.

—
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YWD1 A, Wavelength=195 nm (DERIVADOS DEL CICLENC 2023-09-19 06-18-37002-P1-A3-AJGE51 IPC 18 h.D)
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Figura 3.1. Cromatograma de un IPC de la sintesis del DOTA-2HCI tras _
(método “Derivados del cicleno”).

La sintesis del DOTA-2HCI genera - cuya cantidad se puede determinar por
un ensayo analitico de determinacion de cenizas, el cual consiste en la calcinacion de una
muestra de producto final y la determinaciéon gravimétrica del residuo en porcentaje
respecto al material inicial. En dicho residuo, toda la materia orgénica se ha volatilizado
y Unicamente permanecen las cenizas inorgéanicas. Se hicieron reacciones de sintesis de

DOTA -2HCI a diferentes concentraciones para comprobar como afectaba este parametro

a la cantidad de _ presente en la muestra (Tabla 3.1). _
|
I o por la que se ha optado por las
condiciones utilizadas en la entrada 1 de la Tabla 3.1 como la concentracion ideal, dado
qu |
_. El porcentaje de cenizas obtenido se considera
aceptable debido a que |IEEGcE_—_———
- [grd
3.2).
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Tabla 3.1. Influencia del volumen de disolvente empleado

Entrada | Disolvente (mL) | Cenizas (%) | K.F. (%) | Rto. (%) | Pureza (%)
I |
2 I
3 I
4 |

DAD1 A, Sig=195.4 Ref=off (2023-09-22DERIVADOSDELCICLENOACETONITRILOO7-58-300nlineEdited97.D)
mAll _| b
it
800
600 +
400
200 ‘|
’ g J | o
: | — | —
04 B — e~ —
T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60

Figura 3.2. Cromatograma de DOTA-2HCI (método “Derivados del cicleno” con -
ﬁ).

Se ha observado que el tiempo necesario para completar la reaccion _

(Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Sintesis de DOTA-2HC 1. |

Entrada -- Cenizas (%) | K.F. (%) | Rto. (%) | Pureza (%)
I | | | Il I
2 | | | | || Il I
3 || || | Il |
4 H H | I B |
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Se logro sintetizar DOTA-2HCI utilizando cantidades de doscientos gramos de

material de partida con buen rendimiento y sin diferencias significativas en los datos de

Karl-Fischer y cenizas (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Sintesis de DOTA-2HCI.

Entrada | Cenizas (%) | K.F. (%) | Rto. (%) | Pureza (%)
I || Il
2 || Il ||

Se explor6 la sintesis de DOTA-2HCI utilizando _
_. Se observé que, mientras que a una escala de 20 g de cicleno el

porcentaje de cenizas era adecuado, al aumentar la escala se el contenido de sales del

producto aumentaba considerablemente y la determinacion de su pureza por HPLC no

fue fiable por dar un cromatograma demasiado sucio (Tabla 3.4). El _

Tabla 3.4. Sintesis de DOTA-2HCI

Entrada Cicleno Disolvente Cenizas K.F. Rto. Pureza
(g) (mL) (%) (%) (%) (%)

! || | | | Il B ]
2 __| || || I | |

Finalmente, se logro convertir el clorhidrato obtenido en DOTA sin moléculas de
HCl utilizando trietilamina como base e incluso se realiz6 un pequefio escalado hasta 100
gramos (Tabla 3.5). Ninguna muestra presentd residuos inorgénicos en la determinacion
de cenizas y, segun los cromatogramas de HPLC, las muestras obtenidas no contienen

cloruros.
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Tabla 3.5. Sintesis de DOTA. |

DOTA-2HC1 - Karl-Fischer | Rto. Pureza
Entrada © il (%) (%) | HPLC, %)
1 10 - I I I I
|
2 50 - - - - -
; o (B | MmO

3.2.2. Desarrollo de un método de obtencion de dcido gadotérico a partir de

DOTA-2HCI

Para analizar los productos obtenidos de la sintesis de acido gadotérico, se decidid
continuar con el método “Derivados del cicleno” porque se pueden diferenciar claramente
los picos del material de partida y el producto final. Sin embargo, se sospechaba que este
método no era el ideal para el acido gadotérico al igual que no lo era para el gadobutrol,
pero el acido gadotérico aun no presenta un método analitico publicado por la farmacopea
europea que pueda servir como referente. Se debe tener en cuenta que las muestras a

analizar no deben prepararse en acido fosforico, como indica el método, ya que este acido

descompleja el gadolinio. Por ello, se decidio utilizar ||| G

_. Se comprob6 que el método de farmacopea para el gadobutrol no

era util para analizar el 4cido gadotérico ni el gadoterato de meglumina. Por consiguiente,

ara este estudio se continud utilizando el método “Derivados del cicleno”.
te estud t til do el método “D dos del cicleno”

El estudio de la sintesis del 4acido gadotérico (1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1-
acético-4,7,10-triacetato gadolinio(IIl)) se abordé siguiendo un procedimiento basado en

1.1 Este método consiste en

el método descrito en 2012 por Chuburu, Roullin et a
adicionar Gd20O3 a una disolucion de DOTA en agua, calentar a 95 °C para completar la
reaccion y precipitar el compuesto en acetona (Esquema 3.3). Sin embargo, al realizar las

pruebas utilizando el DOTA-2HCI, los cromatogramas de los solidos obtenidos

mostraban |
N (Tabla 3.6, entrada 1; Figura

3.3).
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Esquema 3.3. Sintesis de acido gadotérico siguiendo un procedimiento encontrado en la
bibliografia.!®

VWD1 A, Wavelength=195 nm (DERIVADOSDELCICLENO 2021-02-10 21-00-321008-P1-A5-AJG130A.D)
Norm. =
]
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Figura 3.3. Cromatograma de una muestra de acido gadotérico obtenida por un
procedimiento analogo al descrito en la bibliografia (método “Derivados del cicleno™).

Se realizo otro experimento utilizando |

¥
COOH /\ ~CO0O"
N ~COOH o Nt
N N [ 53 J
[ j -2HCI NEN
N N ( \i__/ ~~COOH
COOH
HOOC— \__/ ~ tod-
DOTA-2HCI Acido gadotérico

Esquema 3.4. Sintesis de acido gadotérico, utilizando disvil como precipitante.
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Se realizo un experimento similar |
Y (:sjucma
3.5). El cromatograma de HPLC de esta muestra _
I (Tl 3.6, entrada 3).

COO0;
L4\ ~coo

N1 ONC
(55

VAN
"\i_M\-coon
CoO"

DOTA-2HCI Acido gadotérico

Esquema 3.5. Sintesis de acido gadotérico _

Tabla 3.6. Resultados de las primeras sintesis de 4cido gadotérico.

COOH
 / \N/—COOH

[N Y 2

Hooc—/N\ /N\/COOH

Entrada | Agente precipitante _ Rto. (%) | Pureza (%, HPLC)

1 I i H -

2 I i I -
I BN I

En la bibliografia hay descritas reacciones de complejacion de gadolinio con
reactivos andlogos en las que se utilizan bases para mantener el pH de la mezcla dentro

de unos valores concretos a lo largo del transcurso de la reaccién.!” Por ello, -

I (i=squema 3.6). De esta manera [N
I (Tabla 3.7). Ademis, se observé que
I (Tabla 3.7, entrada 6).
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Esquema 3.6. Sintesis de acido gadotérico _

Tabla 3.7. Resultados de la sintesis de acido gadotérico _

COOH
KN/ \ —COOH

( Nj 2HC

Hooc—/N\ /N\/COOH

Entrada | [ | G | Rendimiento (%) ( ‘VZ l;;zlilc)
: ) I I |
N I e e
3 | I o —
4 | I I -
s [l I e e
c |H | I . -

Adicionalmente se realiz6 un ensayo _
I (:squcma 3.7). Sin embargo, segin su
cromatograma (Figura 3.4), | N RSN

coOo-

L/ \ ~coo
LN
(45
/'I N

N

COOH
KN/ \ —COOH

( “j HOl

N |
N N ( \__/ ~~COOH
— COOH
HOOC— \__/ ~ tod
DOTA-2HCI Acido gadotérico

Esquema 3.7. Sintesis de acido gadotérico _
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VWD1 A, Wavelength=195 nm (DERIVADOSDELCICLENOADRIAN 2021-02-24 13-59-35\011-P1-A8-AJG145A.D)
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Figura 3.4. Cromatograma del acido gadotérico sintetizado _

3.2.3. Optimizacion de la sintesis de acido gadotérico.

Se estudi6 la sintesis de acido gadotérico

Y (15 quema 3.8). Durante los

de HPLC mostraba

analisis de los solidos obtenidos, se observo que el cromatograma
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COoO-

COOH L /A\ ~=Ccoo

kN/ \ ~COOH

( Nj 2HCl
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DOTA-2HCI Acido gadotérico

Esquema 3.8. Sintesis de acido gadotérico _

Tabla 3.8. Resultados de la sintesis de acido gadotérico

Imp. | Imp. | Contenido
KF Rto. | Pureza
Entrada | ||| sal | DOTA | de Gd***
(%) | (0)* | (Y%)**
(%) | (%) (%)
[l |
| |
3 I ||
4+ | |
S | I
6 || ||
7 | |

*Considerando la humedad; ** Pureza determinada por el método "Derivados del cicleno", usando MeCN
en el canal B. *** 9% de Gd respecto del esperado para el 4cido gadotérico puro.

En los cromatogramas del acido gadotérico obtenido se observo _
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Figura 3.5. Cromatogramas de acido gadotérico con impureza de DOTA. El resto de

icos del cromatograma corresponden al blanco (método “Derivados del cicleno” -
H).

Se han repetido los ultimos andlisis usando el mismo método para todo el proceso

y asegurandonos de que la reaccion se completaba mediante un seguimiento IPC (Tabla

3.9). Se observo que
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Tabla 3.9. Resultados de la sintesis de acido iadotérico _

Imp. | Imp. | Contenido
Entrada | [J|§ KF | Rto. | Pureza sarl) DO;)A de Gd***
(%) | (%0)* | (%)**
(%) | (%) (%)
Il il i R B R Bl
: I E I B " =
;3 /I E BB B =
+ I I B =
s I N IE B E .
c I I I H H B
7 I E I B E B
s /I I I B B N
o /I I I B B =
o I BB B EE BB
TNl I I R BE BB Bl |
2 B I B B B
3 I N I B E =
4 I B B BB
*Considerando Humedad; ** Pureza método derivados del cicleno, | *¥** 04 de Gd

respecto del esperado para el acido gadotérico puro.
Se han realizado pruebas incrementando el volumen de la mezcla de reaccion con
el objetivo de que el descenso de la concentracion provocara una disminucién de la

cantidad de sales en el producto aislado (Tabla 3.10). Sin embargo, aunque _

Tabla 3.10. Sintesis de acido gadotérico

Imp. | Imp. | Contenido
Entrada | [ | DN | BT | Rt [ Purer ) DOTA | de Gares
E Ir(/O) (%)* | (%) (°-A>) (°-A>) %)
1 Bl I
2 H H HEHE BE B B B
3 H H HEHEBE BE B B B
4 H H HEHEBEH BEH B B B
5 H H HEHEH BE B B B
6 H B EE B E e |

*Considerando Humedad; ** Pureza método derivados del cicleno_m Gd

respecto del esperado para el acido gadotérico puro.
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También se hicieron pruebas a temperaturas de reaccion mas bajas para

comprobar el efecto de la misma sobre la reaccion (Tabla 3.11). Se observo que -

Imp. | Imp. | Contenido

Entrada | [ | BF | Rt | Puremal o I DOTA | de Garss
Y Y e | w |

1 H Il B B B B B

2 H I EH BEH B B BB
3 H I E B BN |

4 H IlH B B B B B

*Considerando Humedad; ** Pureza método derivados del cicleno, _m % de Gd
respecto del esperado para el acido gadotérico puro.

Después de que se ajustaran todos los parametros discutidos anteriormente con
resultados de rendimiento y pureza aceptables, se procedid a realizar un pequefio escalado
de la reaccion partiendo de cien gramos de DOTA-2HCI. La sintesis a mayor escala
permitio obtener 4acido gadotérico con un rendimiento y una pureza similares a las

obtenidas en las reacciones a menor escala (Tabla 3.12, entrada 1). Se llevaron a cabo dos

recristalizaciones consecutivas del producto obtenido, _
N (Tabla 3.12, entrada
2), I
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Tabla 3.12. Resultados de la sintesis y purificacion del 4cido gadotérico a mayor escala.

. Imp. Imp.
Material de | KF Rto. Pureza
tnrada | W | o6 | o0 | @ o0 | o
(1] (1)
I ] || _ Il BN Nl Il B
I
2 — H Il I B B B
]
; - I M E = E .

*Considerando Humedad; ** Pureza método derivados del cicleno, _

3.2.4. Sintesis de gadoterato de meglumina

Para preparar el gadoterato de meglumina se intento realizar un procedimiento de

tipo one-pot utilizando |
I (:squema 3.9). De esta forma, |
_ (de acuerdo con su cromatograma de HPLC realizado
con el método “Derivados del cicleno”), | GcIERING 1-v- 3.13.

entradas 1y 2).

¥R
COOH /) ~COO"
N ~COOH NG Noc”
g (e
[ j -2HCl NN
N N cooH ( N/ -CooH
[}
HOOC— \__/ ~ oo
DOTA-2HCI Acido gadotérico

coo;
N /E_\ ~—COO”
NP2 HH OH OH
Gd*3 N*
/1 N\ /N
1 HsC OH
i+ N_coo | 7
( \N— OH OH
L coor J

Gadoterato de meglumina
Esquema 3.9. Sintesis one-pot de gadoterato de meglumina.
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El rendimiento del producto | EEEG—__||———
B (12012 3.13, entrada 3).

Tabla 3.13. Resultados de la sintesis one-pot de gadoterato de meglumina.

Entrada

DOTA-2HCI (g)

Precipitante

Rto. (%)

Pureza
(%, HPLC)

También se intent6 sintetizar el gadoterato de meglumina _
I (-squcima 3.10). La pureza del producto
obtenido segun los cromatogramas era _
(Tabla 3.14). Se modificaron algunos parametros, como _

N ONGS
[ \édffj

VARRN

1
(N\: N cooH
Coo"

Acido gadotérico

H,C

HH OH OH
N

IO

OH OH

Gadoterato de meglumina

Esauema 3.10. Sintesis de gadoterato de meglumina, _
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Tabla 3.14. Optimizacion de la sintesis de gadoterato de meglumina.

Entrada ? = ?02)) ("/ilgi’zlilC)
1 | HE I B
2 | HE I N
3 | HE I N
4 | H I =B

Se modificaron las condiciones de precipitacion variando la naturaleza del

disolvente y la temperatura (Esquema 3.11). _
_ (Tabla 3.15). Con la combinacién de ambos
métodos |

Los datos de pureza de las entradas 4 y 5 de la tabla 3.15 son claramente peores
que los del resto de la tabla, pero se atribuye a que esas muestras se analizaron por HPLC
utilizando un método menos adecuado para este tipo de muestras que el método

“Derivados del cicleno”, por lo que esos resultados no son representativos de las muestras.

COO- COoO- -
L/ \ ~Cco0 L/t N\ ~Ccoo

NP NG Neer HH OH OH
[ Gd+3j [ Gd+3j N*

(N COOH B coo | ¢ o
(N (N~ OH OH
COO COO _

Acido gadotérico Gadoterato de meglumina

Esquema 3.11. Sintesis optimizada de gadoterato de meglumina.
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Tabla 3.15. Optimizacion de la sintesis de gadoterato de meglumina.

R Acido gadotérico | || S, B | R Pureza
i u I (%) | (%, HPLC)*

! ! i Il B B

2 ! i I H B B

3 ! | I B B B

4 5 | I B =

> 5 | I B B

* Determinada por el método “Derivados del cicleno” excepto la pureza de las entradas 4 y 5, en las que
se utiliz6 un método menos apropiado.

Debido a que el método de HPLC utilizado para el andlisis de las muestras de
gadotérico y gadoterato de meglumina no es el Optimo para alcanzar los estandares
requeridos por la farmacopea para su comercializacion, y dado que se han alcanzado
valores de rendimiento y pureza preliminares elevados (segtn el andlisis por los métodos
analiticos disponibles), se decidi6 detener esta parte de la investigacion mientras se

desarrolla un nuevo método analitico adecuado.

Por otra parte, los analisis de contenido de gadolinio por ICP, realizados con el

mismo método empleado en las muestras de gadobutrol, _
I (-2 3.16).

Tabla 3.16. Resultados del analisis de contenido de gadolinio.

Entrada Producto Gd (%) | Entrada Producto Gd (%)
1 | +
| 5
3 | 6

3.2.4.1. Contenido de meglumina en el producto final

Tras varios ajustes se llego a implementar un método analitico capaz de distinguir

claramente las sefales del gadoterato y la meglumina (Figura 3.6). _
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RID1 A, Refractive Index Signal (GADOTERATO. -01-31 11-07-25\005-P1-AZ-GADOTERATO DE MEGLUMINA STD 10.D)
nRIU 7 3]
oo | § &
20000 ] >):\q.,
] ‘kﬁ'
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Figura 3.6. Cromatograma del estandar de gadoterato de meglumina.

El andlisis por HPLC de las muestras de gadoterato de meglumina aisladas,

I (Tabla 3.17,
entradas 1 v 2). |

B (1202 3.17, entradas 3,4, 5,6y 7).

17

(o)



Gadoterato de meglumina

Tabla 3.17. Resultados de la sintesis de iadoterato de meilumina. _

Contenido Contenido

Entrada = = ?02)) gadotérico meglumina

(HPLC, %) | (HPLC, %)
STD || || || || ||
1 || | || ||
2 || | || i
3 - Il || ||
4 || Il | || ||
5 || Il | || ||
6 - Il || ||
7 || N || ||

Las muestras con exceso de meglumina se recristalizaron para reducir su

contenido.

(Tabla 3.18).

Tabla 3.18. Resultados de las recristalizaciones de iadoterato de meglumina. -

Producto Contenido | Contenido
Entrada - = = obtenido R(;o. gadotérico | meglumina
i @ |7 @ (%)
sto | W | | | | H B | |
I || | B I B N | |
2 || || B B B N i
3 i | | B I B B | |
4 i | | B I B N i
5 1 N B N i

Se han realizado experimentos de sintesis de gadoterato de meglumina partiendo

de un acido gadotérico puro, adicionando

(Tabla 3.19) y sdlo
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estarian fuera del rango (98.0-102.0 %) _ (Tabla 3.19,

entradas 3 y 5).

Tabla 3.19. Resultados de las sintesis de iadoterato de meglumina _

Material Contenido | Contenido
Entrada | de partida - = ?0;0)' gadotérico | meglumina (Ej(l)
(1} (1)
) | (%) (%)

STD || || | N | || || ||
! i || Il B || |
2 i || N BN H [
3 i | Il B H N
4 || || N BN H [H
5 | | Il B | I

3.2.5. Estudios analiticos y caracterizacidon de los compuestos aislados

3.2.5.1. DOTA-2HCI

El compuesto DOTA-2HCI no esta ain sujeto a especificaciones técnicas de

producto. Sin embargo, se ha hecho una propuesta de especificaciones que se muestra a

continuacion:

Apariencia: polvo blanco cristalino

Pureza e identificacion (HPLC): las muestras suelen tener una pureza superior al

99.0 % con el método “Derivados del cicleno”.

Cenizas totales (gravimetria): las muestras suelen presentar un valor de 0.25 %

con una desviacion estandar inferior al 0.2 % por cada tres medidas de muestra

problema.

Cloruros (potenciometria): se espera que el valor observado sea cercano al tedrico

14.9 %.

Identificacion (Espectroscopia de absorcion infrarroja): debido a que no se cuenta

con un estandar comercial con el que comparar, se realizan dos medidas para

comprobar la similitud entre ambas.
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Figura 3.7. Espectro de infrarrojo de DOTA-2HCI.

3.2.5.2. Acido gadotérico

El 4cido gadotérico no esta atin sujeto a especificaciones técnicas de producto. Sin

embargo, se le hacen varios analisis a modo informativo:

- Apariencia: polvo blanco.

- Pureza e identificaciéon (HPLC): las muestras suelen tener una pureza superior al
98 % con el método “Derivados del cicleno”.

- Contenido de gadolinio (ICP-AES): Se asumen las especificaciones definidas para
el gadobutrol (98-102 % de gadolinio respecto al esperado en el producto puro) y

las medidas se realizan en un laboratorio externo.

3.2.5.3. Gadoterato de meglumina

El compuesto gadoterato de meglumina no estd ain sujeto a especificaciones

técnicas de producto. Sin embargo, se le hacen varios analisis a modo informativo:

- Apariencia: polvo blanco.
- Pureza (HPLC): las muestras suelen tener una pureza superior al 98 % con el

método “Derivados del cicleno”.
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3.3.

Contenido de gadolinio (ICP): Se asumen las especificaciones definidas para el
gadobutrol (98-102 % de gadolinio respecto al esperado en el producto puro) y
las medidas se realizan en un laboratorio externo.

Contenido de meglumina (HPLC-RID): Las muestras deben tener una proporcion
en area de gadoterato/meglumina similar al encontrado en el estandar (74 % en

gadoterato y 26 % en meglumina).

Conclusiones

Se ha estudiado un desarrollo sintético del acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-
1,4,7,10-tetraacético (DOTA) con elevado grado de pureza variando las
condiciones de concentracion, temperatura, equivalentes de reactivos y utilizando
un proceso mucho mas simple que el encontrado en la bibliografia. El método
sintético utiliza el DOTA-2HCI como intermedio y no requiere purificacion
mediante resinas de intercambio i6nico, un aspecto muy relevante para la sintesis
a escala industrial de este derivado.

Es posible utilizar el DOTA-2HCI sintetizado como material de partida para
preparar 4acido gadotérico mediante el control del pH durante el transcurso de la
reaccion, llegdndose a obtener en una escala de cien gramos con valores de
rendimiento y pureza altos (determinados utilizando el método de analisis HPLC
desarrollado especificamente en Kinsy, asi como ICP de gadolinio, al no haberse
descrito un método concreto en la farmacopea).

La preparacion de gadoterato de meglumina se vio dificultada dado el posible
equilibrio en disolucién entre esta especie y una mezcla de acido gadotérico y
meglumina. Este equilibrio puede desplazarse utilizando un exceso de meglumina
en la reaccion, si bien no fue posible obtener muestras con la proporcion adecuada
de meglumina/gadoterato mediante recristalizaciones. Por esta razéon la
preparacion de este derivado se realiza mezclando una cantidad equimolecular de
los reactivos y llevando la mezcla a sequedad tras el tiempo adecuado. De esta
forma se han obtenido muestras de gadoterato de meglumina con diferentes
valores de contenido en meglumina, algunos conformes al estandar.

Los controles analiticos mediante HPLC de la cantidad de meglumina presente en
el gadoterato de meglumina requieren el uso de un detector de indice de refraccion

(RID) capaz de detectar esta amina alifatica.

180



Gadoterato de meglumina

181

Se ha terminado de definir una ruta de sintesis adecuada a las especificaciones
conocidas para el gadoterato de meglumina que seran el punto de partida de una
futura etapa de escalado.

Se ha estudiado un desarrollo sintético del acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-
1,4,7,10-tetraacético DOTA variando las condiciones de concentracion,
temperatura, equivalentes de reactivos y utilizando un proceso mucho mas simple
que el encontrado en la bibliografia. EI método sintético utiliza el DOTA-2HCI
como intermedio y no requiere purificacion mediante resinas de intercambio
16nico.

Utilizando el DOTA sintetizado, se ha logrado la sintesis del 4cido gadotérico en
una escala de cien gramos con valores de pureza y rendimiento altos.

Se han obtenido muestras de gadoterato de meglumina con diferentes valores de
contenido en meglumina, algunos conformes al estandar.

Se ha terminado de definir una ruta de sintesis adecuada a las especificaciones
conocidas del producto y que seran el punto de partida de una futura etapa de

escalado.
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3.4. Parte experimental (Contenido inhibido por la resolucion de la Comision

General de Doctorado de fecha 13/05/2025)

3.4.1. Determinacion de la humedad

La determinacion del contenido en agua se realiz6 por valoracion con el reactivo

Karl-Fischer utilizando un equipo 890 KF titrino.

3.4.2. Espectroscopia infrarroja

Los espectros de infrarrojo se registraron entre 4000—250 cm-1 utilizando un
espectrometro Jasco FT/IR-4600 equipado con un modulo de reflectancia total atenuada

(ATR).

3.4.3. Analisis por HPLC

3.4.3.1. Derivados del cicleno

Las condiciones fijadas en el HPLC-UV/Vis deben ser las siguientes:

Cotumna: |

Fase Movil:

Run time (min): .

Longitud de onda (nm): _
Flujo (mL/min): -

Temperatura Columna (°C): .

Vol. inyeccién (uL): ||

Blanco: [
Disolucion de muestra problema: [N
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Tabla 3.20. Gradiente del método “Derivados del cicleno”.

Tiempo (min) | Fase mévil A (%) | Fase mévil B (%)

3.4.3.2. Meglumina en gadoterato

Las condiciones fijadas en el HPLC-RID deben ser las siguientes:

Cotumna: |

Fase movil: |

Run time (min): .

Flujo (mL/min): -

Temp. Columna (°C): .
Temp. RID (°C): .

Vol. Inyeccion (uL): I
Modo de elucion: _
Blanco: _

Disolucién de muestra problema: |
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COOH
/~\ (/7 \ ~CcooH
NH HN N N
N
N\H H,N HOOC_/ \ /N\/COOH
Cicleno DOTA-2HCI

Esquema 3.12. Sintesis de DOTA-2HCI.

3.4.4.2. Procedimiento de sintesis de DOTA

18
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COOH COOH
kN/ \ /—COOH k / \ /—COOH
[ -2HCI
Hooc—"\ \/COOH HOOC—’ NG \/COOH
DOTA-2HCI DOTA

Esquema 3.13. Sintesis de DOTA.

3.4.4.3. Primeros ensayos de sintesis de dcido gadotérico

Tabla 3.21. Primeros ensayos de sintesis de 4cido gadotérico.

Entrada | Agente precipitante _ Rto. (%) | Pureza (%, HPLC)
1 | | | |
2 I | | |
]
3 I B | |

185



Gadoterato de meglumina

Tabla 3.22. Efecto del pH en el rendimiento y pureza del acido gadotérico.

Pureza

Entrad
niraca (%, HPLC)

Agente precipitante | Rendimiento (%)

—_

N | B W
HgEREN :
=

3.4.4.5. Sintesis de dacido gadotérico con -

COOH
kN/ \ ~COOH

( Nj P

HOOC_/N\ /N\/COOH

DOTA-2HCI Acido gadotérico

Esquema 3.14. Sintesis de 4cido gadotérico utilizando -

3.4.4.6. Sintesis de dacido gadotérico a distintos valores de pH

—_
(o8]
(@)
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Tabla 3.23. Efecto del pH de la mezcla de reaccion en el rendimiento y pureza del acido
gadotérico.

KF | Rto. |Pureza| P | 1P | Ggues
Entrada | pH @) | (%) | (%) (T/lol) D((Z/OT)A %)
Nl i 51 BN BN BN BE B
Al il 51 5N BN BN BE B
Sl i 50 6N B BN NE B
Al I 5 5N B BN BE B
Sl il i N BE BN BE B
c I I Il B B B
Al i i 5N NN BN W 1
s I I I E B BN
o IHIN I I H = =
Nl i B BN BN BN N 1}
IEEl i i N BE BN BE B
Nl il B 6N BN BN BE B
ENEl Il B BN BN BN N 1}
el il i BN BN BN BE B
il i B BN BN BN BE B
ol i 61 BN BN BN N 1}
Al i 51 6N BN BN BE B
Nl I N BN BE BN BE B
CEEl i B I BN BN N 1}
20 I I B B = N
JEl I8 B B0 B BN BE |
*Considerando Humedad; ** Pureza método derivados del cicleno, _*** % de Gd
respecto del esperado para el 4cido gadotérico puro.
COCl)'
PR ~coom Wi WEEo0
N N [ \(|3d+3 J
[ j -2HCI N/,'I \N coon
hooc—"\__MN\-cooH go\é__/ he
DOTA-2HCI Acido gadotérico

Esquema 3.15. Sintesis de acido gadotérico a distintos pH.
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3.4.4.7. Optimizacion de la sintesis de dcido gadotérico

3.4.4.7.1.

Tabla 3.24. Efecto del volumen de disolvente en el rendimiento y pureza del 4cido

Efecto del volumen de disolvente

gadotérico.
Imp. | Imp. | Contenido
Entrada | [ | H If/F l:/to; P;re*z : sal | DOTA | de Gd***
P om W
1
2 H N . |
3 H N |
4 H N |
5 H N |
c I N N N I |

*Considerando Humedad; ** Pureza método derivados del cicleno,

respecto del esperado para el acido gadotérico puro.

“
|
A
N
]

Efecto de la temperatura

I - % de Gd

—_
o0
oo
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Tabla 3.25. Efecto de la temperatura de reaccion en el rendimiento y la pureza del acido
gadotérico.

Imp. | Imp. | Contenido
Entrada = (If/oF) (l}/?)’; 1;;:;;: sal | DOTA | de Gd***
(%) | (%) (%)
1 H I N |
2 H I B
3 H B ||
4 H I N |

*Considerando Humedad; ** Pureza método derivados del cicleno, w % de Gd
respecto del esperado para el 4cido gadotérico puro.

3.4.4.8. Sintesis de gadoterato de meglumina one-pot

Tabla 3.26. Rendimientos y purezas de las muestras de gadoterato de meglumina
sintetizadas por el método one-pot.

Pureza

189

Entrada

DOTA-2HCI (g)

Precipitante

Rto. (%)

(%, HPLC)
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COOH

kN/ \ —COOH

(

N
j -2HCI

Hooc—/N\ /N\/COOH

DOTA-2HCI

COO-
N /':_\

N\ _N_--
[ \c';d{fJ
VARRN
N/ N
("\i_/ ~COOH

COO°

Acido gadotérico

N
H3C
OH

Gadoterato de meglumina

Esquema 3.16. Sintesis one-pot del gadoterato de meglumina.

3.4.4.9. Sintesis de gadoterato de meglumina partiendo de dcido gadotérico

3.4.4.9.1.

precipitante

HH OH OH

OH
OH

Efectos de las temperaturas de reaccion y precipitacion y del volumen de

Tabla 3.27. Efecto de distintos parametros en el rendimiento y pureza del gadoterato de

meglumina.

Entrada

Rto.
(%)

Pureza
(%, HPLC)

B W N

190



Gadoterato de meglumina

COoO”
KN/':_\ ~—COO

LN
NI
()
AN
(N\:' N cooH
COO-

Acido gadotérico

Esauema 3.17. Sintesis de gadoterato de meglumina

3.4.4.9.2.

CoO”

N~
[ G+
/1 N\

L COOr

kN/‘.|_\ ~COo0

}
(\_Ncoor
)

HaC

N

HH OH OH
\ o

IO

OH OH

Gadoterato de meglumina

Efectos del volumen de disolvente y la temperatura de cristalizacion

Tabla 3.28. Efecto de distintos parametros en el rendimiento y pureza del gadoterato de

meglumina.

. Pureza

Entrada Acido g(ag()lotérico ? Precipitante = ?(:) (%,
HPLC)*

1 1 i1 Il B = B

2 I i N H B B

3 ! 1 I E B B

4 5 i1 Il B = B

5 5 i1 Il B = B

* Determinada por el método “Derivados del cicleno” excepto la pureza de las entradas 4 y 5, en las que

se utiliz6 un método menos apropiado.

3.4.4.9.3.

Efectos de la cantidad de meglumina
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Tabla 3.29. Efecto de la cantidad inicial de meglumina en el rendimiento y la pureza del
gadoterato de meglumina.

) Contenido Contenido
Entrada Meglumina - Roto gadotérico meglumina
(eq.) B O | e v | @pLc, %)

STD || H B || ||

I || Il || ||

2 H Il || i

3 H Il || ||

4 H Il || ||

5 || Il || ||

6 H Il || ||

7 | Il || ||

3.4.4.9.4. Sintesis de gadoterato de meglumina utilizando un solo equivalente de
meglumina
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Tabla 3.30. Resultados de las sintesis de iadoterato de meglumina ||| | |G
Material Contenido | Contenido
Entrada | de partida - - = 1(10;0) gadotérico | meglumina (S;d)
(1] (1]
@ i (%) (%)
STD || || || H N || || ||

I i H I Bl N || 1

2 i H B B B H N
I

3 | H i Il B H N

1 || H B B B H N
I

5 H H i Il B H I

3.4.4.10. Recristalizaciones de gadoterato de meglumina

Tabla 3.31. Efecto de distintos parametros de cristalizacion en el rendimiento y la pureza
de la recristalizacion del gadoterato de meglumina.

Producto Contenido | Contenido
Entrada - = = obtenido 1(10;0) gadotérico | meglumina
i @ ’ (%) (%)
sto | M | | | | H N || ||
I | | || B B B N ||
2 | | || B I B B i
3 i || B I B N | |
- i | | B B B N i
5 i1 I N B B |
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4.0. Listado de compuestos
COOBu COOBu
AR k T\ CooBu kN/_\N/\coofBu
C ) Y e C )
NH HN N HN N HN
__/ t / _/
Cicleno BuOOC t ‘BuOOC
DO3A’Bu-HBr DO3ABu
COOH COOH COOH
k /\ ~COOH kN/_\N/\COOH kN/_\N/—COOH
[ j -2 HCI [ j [ j
OH
N HN N
N HOOC—" A\ /N\/kCH
HOOC HOOC 3
DO3A-2HC(CI DO3A HP-DO3A
o0
/TN~
N ONG coo
3+
E ’Gd N J OH
‘00C—~ \__/ CH,
Gadoteridol
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4.1. Introduccion

El gadoteridol es el complejo de gadolinio(IIl) del acido 10-(2-hidroxipropil)-
1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-triacético (HP-DO3A), desarrollado por Bracco
Diagnostics y comercializado bajo la marca ProHance. Este complejo paramagnético,
macrociclico y no i6nico es un agente de contraste para resonancia magnética por imagen
que ha demostrado su eficiencia y seguridad en diversos estudios comparandolo con otros

GBCA macrociclicos.'?

Analogamente a los casos de otros GBCA comentados en capitulos anteriores, la
sintesis de gadoteridol a escala industrial presenta desafios significativos debido a los
costosos procesos de purificacion que suelen requerirse. Entre ellos destacan el uso de
resinas de intercambio i6nico (catidnico y anidnico) y disolventes orgéanicos
potencialmente toxicos como el metanol y el tolueno, que pueden encontrarse en el
producto final.>> Por tanto, hay interés por la sintesis de gadoteridol en una escala
industrial, reduciendo dentro de lo posible los pasos para obtener un producto de elevada

pureza y con disolventes més econdmicos y menos dafiinos.

Numerosas publicaciones han abordado distintas rutas sintéticas para la obtencion
de gadoteridol o sus precursores (intermedios), aunque estas metodologias se pueden
resumir en dos rutas generales. La primera de ellas implica la proteccion de tres de los
cuatro grupos amino del cicleno con dimetilformamida-dimetilacetal (DMF-DMA),
seguida de la alquilacion con 6xido de propileno del grupo amino libre del intermedio
obtenido (Esquema 4.1). Posteriormente se procede a la desproteccion de los otros tres
grupos amino, seguida de la alquilacion con é4cido cloroacético en medio bésico para
obtener el intermedio HP-DO3A. La complejacion de este compuesto con una fuente de
gadolinio(IIl) conduce a la formacion de gadoteridol. Esta ruta genera sales en la etapa
de sintesis del ligando HP-DO3A que suelen eliminarse mediante resinas de intercambio

i6nico que encarecen todo el proceso.*
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o)
NH HN
NH HN
DMF-DMA _ >/ >/ NaOH
OH A OH
NH HN N HN NH N
-/
Cicleno
CICH,COOH
COoO- COOH
(i ~coo (7 ~CooH
( jédé;j Gd(ll) [ ]
/r’:l/ \N\/(ZH N OH
‘00C—~ \__/ CH, /
HOOC
Gadoteridol HP-DO3A

Esquema 4.1. Ruta 1 de sintesis general del gadoteridol.

Otra ruta habitual de sintesis del gadoteridol consiste en la alquilacion de tres de
los cuatro grupos amino del cicleno con bromoacetato de terc-butilo para obtener el
intermedio DO3A’Bu-HBr (Esquema 4.2).° Posteriormente, se lleva a cabo una reaccion
de hidrolisis para obtener el compuesto DO3A y éste se hace reaccionar con 6xido de
propileno para obtener el ligando HP-DO3A. Por ultimo, se sintetiza el agente de
contraste por complejacion con una fuente de gadolinio(III). Articulos como el publicado
el afio 2001 en la revista Dalton Transactions por Andrew Beeby y colaboradores detallan
un proceso sintético para el compuesto DO3A idéntico a este planteamiento,’ sin
embargo, se suelen utilizar disolventes toxicos como cloroformo o purificaciones por
cromatografia.>’ Una patente de 2020 describe un proceso con esta metodologia
habilitado a una escala industrial, pero continua empleando resinas de intercambio 16nico

para la purificacién del gadoteridol.?
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COOBu COOH
/—\ L/ "\ ~cooBu L\ CooH
[NH HN] BrCH,COO'Bu_ [ ] yg, Hidrolisis [ j
NH HN N_HN
—_/
‘BuOOC HOOC
Cicleno DO3ABu-HBr DO3A
A
CH,
coOo COOH
(W mcoo L\ CooH
r N o Gd(ll) [ ]
_Gd -
RN \N\J/(iH OH
“00C—~ \__/ CHy
HOOC
Gadoteridol HP-DO3A
Esquema 4.2. Ruta 2 de sintesis general del gadoteridol.
4.2. Resultados y discusion (Contenido inhibido por la resolucion de la

Comision General de Doctorado de fecha 13/05/2025)

4.2.1. Sintesis de DO3A-2HCI.

4.2.1.1. Sintesis del intermedio DO3A'Bu-HBr

El acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-triacético, llamado DO3A, es un
precursor clave del ligando 4cido 10-(2-hidroxipropil)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano-
1,4,7-triacético (HP-DO3A), empleado en la sintesis de agentes de contraste como el
gadoteridol. Ademads, este producto puede ser interesante como precursor de otros
derivados del cicleno incluyendo agentes de contraste como el gadobutrol. Para abordar
la sintesis de este derivado se optd por reproducir una ruta sintética descrita en una patente
de 1998 para una escala de hasta doscientos gramos y con buen rendimiento sin aislar los

intermedios, aunque se explica que son necesarios varios pasos de purificacion con

resinas de intercambio i6nico en el producto final. Por ello, _
I (s qucma 4.3).'°
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/A — ,CHO
NH HN i) Tolueno NH N/
52°C, 2 horas M0
+ DMF-DMA -
NH HN ii) Destilacion N 100 C NH HN
7/
COOH COOH
/~\ /—\ ,CHO
[N HNj [N Nj
N N N
\_/ \—~COOCH \_— \—COOH
COOH COOH

Esquema 4.3. Ruta de sintesis del DO3A utilizando _.10

Se decidio utilizar el método interno “Derivados del cicleno” para realizar los
controles de proceso por HPLC de la mezcla de reaccion puesto que el producto DO3A
estaba identificado previamente por su tiempo de retencion a 31 minutos, hecho que podia

ser de utilidad para realizar los analisis preliminares.

Los cromatogramas de los IPC realizados para monitorizar el avance de la
reaccion mostraron, ademds de la sefial correspondiente al DO3A, una sefial a ocho

minutos sin identificar que indicé que la reaccion no estaba transcurriendo como se
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deseaba (Figura 4.1). Las pruebas cambiando tiempos de reaccion y los reactivos

haloacéticos no mostraron diferencias significativas en sus cromatogramas.

AUUL L LWL Laaas

(] DAD1A, S}Q;\1‘9;‘:5.‘Aivl'\;ef;&f-(-ISE-é-IV;\DOSDAA.IéLENO 2092-07-06 07-03-54\007-P1-Ad-KL-147.80_22 100 °C IPC 2.D)

mAU
3000 -

2500 -

DO3A

2000

1500 -

. ! #
1 , /[L/ \

1000 -

500 -

J> 8.288

10 - 20 ‘ ' 3|0 40 50 60 mir

Figura 4.1. IPC de una muestra obtenida siguiendo la ruta de sintesis encontrada en la
bibliografia.!!

Unicamente se logro |

I (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Cromatograma del producto obtenido.

Debido a la baja pureza del producto obtenido, se planted trabajar con el
procedimiento descrito por Jagadish como ruta de sintesis alternativa (Esquema 4.4) e

intentar optimizarlo si fuera factible.

COOBu
t
NH HN i) DMA, NaOAc W \W(Coo
+ 3.6 BrCH,COOBu 24h RT > [ j - HBr
NH HN II) Hzo, K2CO3 N HN
__/
'BUOOC

i) CF3COOH o HCI, DCM o
H,0, RT, 24 h

ii) MeOH/MeOBu

iOOH
/\
N/ \N COOH
[ ] - HBr o HCI
N HN
7/
HOOC

Esquema 4.4. Ruta de sintesis del DO3A descrita en la bibliografia.®

Esta sintesis consiste en la alquilacion de tres de los cuatro grupos amino del
cicleno con bromoacetato de terc-butilo, aprovechando el impedimento estérico que

otorgan los grupos terc-butilo para dificultar la alquilacion del cuarto grupo amino.
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Después, se hidrolizan los ésteres para generar el acido final DO3A en forma de

clorhidrato o bromhidrato.

En los primeros ensayos de este método de sintesis el producto DO3A’Bu-HBr no
se podia analizar mediante los métodos analiticos por HPLC de los que se disponia en ese
momento ya que Unicamente se observaba el pico de bromuro al inicio del cromatograma
(Figura 4.3) y el producto quedaba retenido en la columna. Por ello, se continud la
investigacion tratando de optimizar las condiciones de reaccion mientras se desarrollaba

un método analitico adecuado.

DAD1 A, Sig=195,4 Ref=off (DERIVADOSDELCICLENO 2022-07-20 06-57-54\010-P1-A5-KL-147.86_22-C D)
AL < o e

2500

2000

1500

1000

500

Cl e b b e b
-
5

=]

T —— — —— T — T —— T — L e e —
10 20 30 40 50 60 miir

Figura 4.3. Cromatograma de un IPC de sintesis del intermedio éster (método “Derivados
del cicleno”).

El primero de los pardmetros que se busc6 mejorar fue el del _

B (Tabla 4.1).
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Tabla 4.1. Sintesis de DO3A con

Entrada - DO3A’BuHBr l‘otO.
i (8 (%)
1 I B
| B I
3 || B I

Otro parémetro que se estudi6 fuc |GGG
_ (Esquema 4.5). Sin embargo, los primeros ensayos
mostraron |
I (T:bla 4.2, entrada 1). |
N (T abla
4.2, entradas 2 y 3). Sin embargo, | INEEGEG————
Bl (Tabla 4.2, entradas 4 y 5). |
I (Tabla 4.2, entradas 6,7 y 8).

COOBu
\ L/ /~cooBuy
NH HN N
[ [ ] - HCl
NUN N \_H/N
'BuOOC
Cicleno DO3ABu-HCI

Esquema 4.5. Sintesis del DO3A’‘Bu-HCl.
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Tabla 4.2. Ensaios de oitimizaci()n de la sintesis del éster DO3A‘Bu-HCl. | GzGzNG

H0 Rto.
Entrad
ntrada (mL) (%)
1 N

~
m s muuinE-]

Los productos obtenidos se analizaron por un nuevo método analitico de HPLC

llamado “DO3A éster” desarrollado especificamente para la adecuada deteccion de este

compuesto. |
I (rigura 4.4).
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mAl
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0. P‘ <— DO3A'Bu

AT

3.207

7,608
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&
- T

500 | <: DO3A’Bu

500 -

19.024

400

2.380

300 |
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3
[=:]
100 4 T o & 83
e q7 @ 299 %
=t < o4 o
- o~ -
o S L b N
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Fiﬁura 4.4. Cromatogramas de DO3A'Bu |

Las pruebas a mayor escala de esta reaccion mostraron ||| G
I (7:ba 4.3, entradas 1,2 y 3). [
I (Tabla 4.3, entrada 4).
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Tabla 4.3. Resultados del escalado de la sintesis del éster DO3A’Bu-HBr.

Entrada Cicleno | Rto. | Pureza
(g) (%) (%)
1 H B B
2 H I I
3 H I I
4 H I I

4.2.1.2. Primeras sintesis de DO3A e intentos de purificacion

Las primeras reacciones de hidrolisis del DO3A’Bu-HBr con 4cido clorhidrico (37
%) se analizaron por HPLC usando el método “Derivados del cicleno” debido a que,
aunque el material de partida de la reaccion de hidrélisis no se detecte, el producto de

reaccion si se observa claramente. El cromatograma del producto obtenido mostraba
I ©o: cste motivo resulta muy dificil

cuantificar cuanto hay de cada halégeno en el producto obtenido, lo que podria

comprometer la evaluacion de la pureza de este producto y los que se obtengan en

posteriores etapas. Ante esta problematica, se considero

I (Figura 4.5).

N
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™1 DADI1A, Sig=195.4 Ref=off (DERIVADOSDELCICLENO 2022-07-15 07-08-29\016-P1-A6-KL-147.91_22-C HUMEDO.D)
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Se trat6é de purificar el DO3A utilizando

Figura 4.5. Cromatograma de DO3A (30.5 minutos).

(Tabla 4.4, entradas 1 y 2). También,

I (Tabla 4.4, entradas 3y 4).

Tabla 4.4. Resultados de las recristalizaciones de DO3A.

Area imp.
(AU)

Area imp.
Original (AU)

Entrada | Disolvente | Precipitante Ren(:i;n)iento
(1)
1 | | B
2 | 1 B B
> | | I
4 | [ ]

Se llevaron a cabo estudios experimentales del proceso de hidrolisis de los grupos

éster de DO3A'Bu-HBr. Asi, la hidrolisis en condiciones
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B Figura 4.6).
Tabla 4.5. Resultados de las reacciones de hidrolisis.
Tipo d Rendimient Area imp.
Entrada | Disolvente | Precipitante hiclll:':':lisis on (:)Zl)len 0 r(e:lljl;lp

1 |
) | ]

3 | ]

i

L |
I B
L |

[T DADTA, Sig=1954 Ref=off (DERIVADOSDEL(}ICLENO 2022-07-22 07-04-58\017-P1-F3-KL-147.101_22 A.D)
mAU T B

1400 A

DO3A i

1200

e
e

9.602
7
-

1000

\

800+

N\

600~ &

400

200 -

T T T T T T T T T T g ) T T T T | S | T T T T T
10 20 30 40 5[0 60

Figura 4.6. Cromatograma de DO3A (29.6 minutos) producto de hidrolisis _

Seguidamente, se llevo a cabo

[\
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Paralelamente, se testd la hidroélisis con

4.2.1.3. Sintesis del intermedio DO3A'Bu

Se intentd eliminar el HBr de la especie DO3A’Bu-HBr disolviendo el material de

partida

COOtBu COO'Bu
N\ cooBu K / N\ /\c:oofBu

e o,

tBuOOC

t
DO3A'Bu-HBr B“OOC

DO3ABu

Esquema 4.6. Sintesis del DO3A'Bu.

Tabla 4.6. Resultados de la sintesis del DO3ABu.
Entrada | DO3ABu-HBr (2) |G Rto. (%) Pureza (%)

1

2

3

De esta forma, se sintetizo6 DO3A’Bu neutro libre de HBr partiendo de 500 g de

DO3ABu-HBr en un reactor de 20 litros. Los resultados de la primera reaccion a esta

escala mostraron | (T b2
4.7, entrada 1 ), [

(Tabla 4.7, entrada 2).
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Tabla 4.7. Resultados de la sintesis de DO3A’Bu a mayor escala.

Entrada | DO3A'Bu-HBr (g) N Rto (%) | Pureza (%)

1 500 I I
2 420 I -

4.2.1.4. Sintesis de DO3A-2HCI

Una vez se dispuso del producto DO3A’Bu libre de HBr siguiendo la ruta descrita

en el apartado anterior, se procedi6 a realizar

CkootBu COOH

™\ /~coot

.\ coosu kN/_\N/\COOH
) [ Jewo
N HN N HN
[ [~

t

BUuOOC 1 53atBY HOOC 03a-2HCl

Esquema 4.7. Reaccion de hidrolisis para sintetizar DO3A-2HCI.

~

)]
[
=
oo

~

7).

[\
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VWDT A, Wavelengih=195 nm (Deerivados del cicleno 2023-02-22 06-29-35\005-P1-D4-KL-147.168_23.0)
mAL @
4 <
1 DO3A o
1200 > |
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200
1|,
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Figura 4.7. Cromatograma de DO3A-2HCI con una pureza del 99.8 % (método
“Derivados del cicleno™).

I (1:b- 48).

Tabla 4.8. Resultados de los analisis de cloruros de dos muestras de DO3A-2HCI.

Peso de muestra Volumen de Contenido CI Contenido
Entrada Media
problema (mg) AgNO; (mL) (%) tedrico (%)*
1 || ] [ -
|| ] H -
, || ] [ -
|| ] H

*Considerando que la muestra contiene un 7 % de agua (segun analisis Karl-Fischer)

Se ha escalado la reaccion de formacién de DO3A-2HCI a 700 g de producto de
partida en un reactor de 20 L, obteniéndose éste con una pureza elevada cuando se analiza

por el método “Derivados del cicleno” (Tabla 4.9, Figura 4.8).
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Tabla 4.9. Resultados de la sintesis del DO3A-2HCI a mayor escala.

Entrada | DO3A'Bu (g) | Rto (%) | Pureza (%)

1 I I I

DAD1 A, Sig=195,4 Ref=cff (DERIVADOSDELCICLENGO 2023-05-04 06-35-04\005-P1-B1-KL-147.189_23.0)
mALl 4
1400 /J
4 A |
1200 - .
] z
=
] | /
1000 /
800 |‘ /
1 ~
J | ,//
600 o 7
4 'D:\Q,
= &
] - !Q?"/ d
400+ A
200 & //
. g J/
i g & r \
04 _ _ N —
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Figura 4.8. Cromatograma de DO3A-2HCI sintetizado en un reactor de 20 L (método
“Derivados del cicleno”).

4.2.1.5. Sintesis de DO3A

Cuando la investigacion de la sintesis del DO3A-2HCI estaba bastante avanzada

se comprobo que,

(Figura 4.9).
COOH COOH
/S S
kN/ \”~COOH kN/ \”~COOH
[ j -2 HCI [ j
N HN N HN
N N
HOOC ho3a-2HCI HOOC  ho3a
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Esquema 4.8. Sintesis de DO3A neutro.

VWD1 A, Wavelength=195 nm (DERIVADOSDELCICLENO 2024-02-05 10-17-26\002-2KL-153.275_24.0)
mAU ] 2 W2
; L
J * .
1200 — | o
. ks
1000 —
800 -
600 - |
| |
400~
200 o
(n)
i RS |
ey
?@“"QI S | Y
ol e A
— : | |
10 20 a0 40 50 60 mir

%ura 4.9. Cromatograma de DO3A (método “Derivados del cicleno”
).

Se llevaron a cabo una serie de experimentos para optimizar la sintesis de DO3A

en forma de base libre

(Tabla 4.10).

Tabla 4.10. Sintesis de DO3A utilizando _

Pureza

Rto.
(%)

(HPLC, %)

Material de
Entrada .

partida (g)

1

2

3

4

5

6

7
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Cuando se cambi |
Y (Tabla 4.11).

Tabla 4.11. Sintesis de DO3A utilizando || GGG

Entrada Material de partida - - Rto. Pureza (HPLC,
(® I ] (%) %)
! 5 I B . ||
5 B B I H
3 [ BN = W .

Al utilizar |
I (Tabla 4.12).

Tabla 4.12. Sintesis de DO3A utilizando ||| GGG

Rto. (%)

Entrada | Material de partida (g)

5
10
10
70
100
50

s

NN B[ W N~

Se hicieron varios experimentos utilizando 2-propanol y se observo que el
rendimiento era considerablemente mejor a escala de diez gramos, pero este disminuy6
considerablemente al aumentar la escala atin mas (Tabla 4.13), lo que parece confirmar

la tendencia e indica la existencia de problemas de cristalizacidon asociados a la escala.

Tabla 4.13. Sintesis de DO3A utilizando trietilamina y 2-propanol.

Entrada | Material de partida (g) Et:N (mL) Rto. (%)

1 10 6.96 (2.1 equiv) | 82.2
10 6.61 (2equiv) | 85.6
3 85 65 (2.4 equiv) | 47.0

217



Gadoteridol

4.2.2. Sintesis de gadoteridol a partir de DO3A-2HC1

4.2.2.1. Sintesis y optimizacion del ligando HP-DO3A

En primer lugar, se abord¢ la sintesis de gadoteridol partiendo de DO3A-2HCl y

siguiendo el objetivo de no usar resinas de intercambio idnico. Para ello, se hizo

reaccionar el DO3A-2HC! con [

Y (E=squema 4.9). Los

analisis de estas muestras se realizaron con el método de HPLC “Gadoteridol” dado que
se pueden identificar facilmente los picos de DO3A, HP-DO3A y gadoteridol a tiempos
de retencion de 3.5, 4.0 y 15.6 respectivamente (Figura 4.10).

COOH COOH
L/ \~CooH N\ COOH

[: Y o [ - j o

HN
HOOC

s
DO3A -2HC! I

Esquema 4.9. Sintesis del HP-DO3A_

HOOC
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DAD1 A Sig=185.4 Ref=off (GADOTERIDOL 2023-07-11 09-33-300002-P1-D3-KL-153.213_23 B IPC OVERNIGHT D)
mAU % 1.
H o
b 33?
&
2000+
1500
1000+
500 1 «cg;"‘
K
s
| i P
0 I A _
T T T T T T
5 10 15 20 25 30 mir

Figura 4.10. Cromatograma de HP-DO3A (método “Gadoteridol”).

Inicialmente se utilizaban |

(Tabla
4.14). Se han realizado muchos intentos de obtener un producto sélido, manejable y puro,

pero no se ha encontrado un procedimiento reproducible y que ofrezca un material puro,

ya que generalmente, se obtuvieron

2
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Tabla 4.14. Tabla de conversidon de sintesis de HP-DO3A.

Entrada

Conversion

=2 horas

treacc.

Conversion

= 4 horas

treacc.

Conversion

= 24 horas

treacc.

Por la dificultad de cristalizar y aislar el HP-DO3A en forma solida, se intentd
continuar la reaccion hasta el gadoteridol por un método one-pot. De esta manera, tras

completar la formacion del ligando HP-DO3A segun los cromatogramas de la mezcla de

reaccion, se adiciona a la misma | NN
I (1:squema 4.10).

COOH COOH
k /"\/~COOH ( \~CooH
(o) 2w (o
f / \ / \/k
HOOC
HOOC h03a-2HCI HP-DO3A
COOH CO
/‘\
(|~ CooH k N OO
[ j OH JOH
N\/k ooc—/ H3
HOOC HP-DO3A Gadoteridol

Esquema 4.10. Sintesis de gadoteridol.

Durante esta sintesis, los [IPC mostraron cromatogramas con un pico a 3-
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mAl

t
{f

45,089

F5799

1

f'm 048

JE18 813

DAD1 A, Sig=185 4 Ref=off (GADOTERIDO...DOTERIDOL 2023-07-11 09-33-300009-P1-E3-KL-153.213_ 23 B Gd 3 h.0)

Gadoteridol

A

3

Figura 4.11. Cromatograma de un IPC de gadoteridol con

R - oclo *Gadoteridol”).

N
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DADT A, Sig=195 4 Ref=off (2023-08-31GADOTERIDOLOT-42-33\0OnlineEdited81.0)
mALl 4 3
] £
1000
1 Gadoteridol
T >
800 -
600
400
200 2
i Qs
9 w©o "'_’ L' = @ b
By 3 8 3
1 cd |l o - _]L_
04—l I . W
| —T T T " [ " " T 1 T " T T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 i

Figura 4.12. Cromatograma de una muestra sélida de gadoteridol con _
I (¢ odo “Gdoteridol”)

Se comprobo que, al adicionar | IEEEG—_—
I (rigura 4.13). sin

DAD1 A, Sig=195 4 Ref=off (GADOTERIDOL 2023-07-10 11-13-05\002-P1-F1-KL-153.213 INSOLUBLE 1PROPANOL.D)
@
o™

n

[=7]
(=]
=]

|
= S0

4061
tas20
15.804

Fiﬁura 4.13. Cromatograma del producto _

(método “Gadoteridol”).

222



Gadoteridol

4.2.2.2. Sintesis "one-pot" de gadoteridol y purificacion

Se ha intentado preparar gadoteridol por la via one-pot utilizando

B Figura 4.15), siendo la muestra de gadoteridol méas pura obtenida hasta el

momento. Sin embargo,

VWD1 A, Wavelength=195 nm (GADOTERADO...BAS 2023-09-28 10-14-03\009-P2-B2-KL-153.229_23 SOLIDO AISLADO.D)
mAU P
& qu"
$ 8
+ N
«
1200
1000 -
800
600
400
QB MO A, Aab DN G\ &£ &
) P o <
200 O A SIS S e g 2
SR S ¢ g
SBEE B O o BT ‘ 5
PR
-—Y——————————————
5 10 15 20 25 30 mn

Figura 4.14. Cromatograma de gadoteridol _
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VWD A, Wavelength=1385 nm (GADOTERADO MEGLUMINA PRUEBAS 2023-09-29 10-28-23\002-P1-A2-KL-153.231_23 A D)
mAl - & Wb
o™ .
F o
&
BOD
600
400 -
200 . &
r;;{b = » o
o EL] e = .?}. &
= o z & & oW
5 2 B fe
— T T R
0 —— —
T T T T T T
5 10 15 20 25 30 mirj

Figura 4.15. Cromatograma de gadoteridol _

Se han llevado a cabo reacciones de sintesis de gadoteridol en condiciones

alternativas, por ejemplo, partiendo de DO3A-2HC! y [ GcINEINIIINN

4.2.2.3. Sintesis de gadoteridol partiendo de DO3A

Utilizar DO3A en forma de base libre como material de partida en la sintesis de

gadoteridol ofrece ventajas, como disminuir la cantidad de base necesaria para que

transcurra la reaccion con _ o la presencia de menos sales en la

mezcla final de reaccion tras la adicion de la sal de gadolinio. Partiendo de DO3A puro,

se llevaron a cabo experimentos para la sintesis de gadoteridol utilizando

22
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I (rigura 4.16).

YVWD1 A, Wavelength=195 nm (DERIVADOS .. NO\DERIVADOSDELCICLENO 2024-03-15 09-30-05\002-7-KL-153.304_24 D)
mALl __ ] e
1 s 2°
] &
&
: ‘-AQ‘
250
200
150 .
100 >
{1 v o°
1 5 ;%
1 &
] |
504 ‘ ‘ A P
i J t o “a_nt N
1 l | .L| | (e SN S \\
bl | I\ N ___’/\,-—\J L —
0d— l*lj‘ e — o L — i
T T T — L— T L— — T T T T — L— — T L—
10 20 30 40 50 60 i

Figura 4.16. Cromatograma de gadoteridol con _ obtenido a partir
de D03 NN (oo “Derivados del cicleno”). Los

demas picos se corresponden a blancos del cromatograma.

Se explord una ruta sintética empleando

A
—_—
3
~
~
]
—_
[0}
[
-
[oS]

N
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VWD A, Wavelength=195 nm (DERIVADOSDELCICLENG 2024-03-12 09-37-50003-11-KL-153.201_24.D)

500

|
L
e

Js.078

——— T — —— T
10 20 30 40 50 60 mir

Figura 4.17. Cromatograma de gadoteridol con un pico de bromuro (método “Derivados
delcicleno” N

Otros experimentos utilizando

(Figuras 4.18 y 4.19).
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YWD A, Wavelength=195 nm (GADOTERIDOLGADOTERIDOL 2024-05-14 07-31-32\004-80-KL-153.341_24.D)
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Fiﬁura 4.18. Cromatoirama del iadoteridol crudo aislado utilizando '

YWD1 A, Wavelength=195 nm (GADOTERIDOLGADOTERIDOL 2024-05-16 08-44-32\006-8-KL-153.345_24 D)
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Figura 4.19. Cromatograma del gadoteridol de la Figura 4.18 recristalizado.

4.2.2.4. Reoptimizacion de la sintesis del gadoteridol partiendo de DO3A-2HCI

Al comprobar que los productos mostraban una pureza mucho mas elevada al
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Se obtuvieron de esta forma productos de idéntica pureza a los obtenidos partiendo

del DO3A como base libre v | NN

En este punto del proceso de optimizacion se decidio realizar una sintesis de

gadoteridol a una escala de 40 gramos y se recristalizd el producto dos veces para

purificarlo. Los rendimientos obtenidos son _
I (7l 415, entradas 1,2y 3). Se

escald la reaccion partiendo de cien gramos de DO3A-2HCI fecha y los resultados no

mostraron diferencias significativas (Tabla 4.15, entradas 4, 5y 6).

Tabla 4.15. Resultados de la sintesis y las purificaciones del gadoteridol a mayor escala.

Material de | Karl-Fischer Contenido Rto. | Pureza

E E
ntrada tapa partida (g) (%) de Gd (%) | (%) | (%)

1 || || B
2 || || B
3 || B I
4 || || B
5 || || B B
6 || B B N

La mayor impureza que se observa en el cromatograma es un hombro que aparece

detras de la sefal del gadoteridol. Se ha confirmado con un estandar que esta sefial

pertenece - |
I (Figcura 4.200).
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VWD1 A, Wavelength=195 nm (GADOTERIDOL\GADOTERIDOL 2024-06-17 10-37-17\004-13-KL-153.363_24.D)
— <
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Figura 4.20. Cromatograma de una muestra solida de gadoteridol tras dos purificaciones.

4.2.3. Estudios analiticos y caracterizacion de los compuestos aislados

4.2.3.1. DO3A'Bu-HBr

El compuesto DO3A’‘Bu-HBr no esta aun sujeto a especificaciones técnicas de

producto. Sin embargo, se le hacen varios analisis a modo informativo:

- Apariencia: polvo blanco
- Pureza e identificacion (HPLC): las muestras suelen tener una pureza

superior al 98 % con el método “DO3A éster”.

4.2.3.2. DO3A'Bu

El compuesto DO3A’Bu no estd aun sujeto a especificaciones técnicas de producto.

Sin embargo, se le hacen varios andlisis a modo informativo:

- Apariencia: polvo blanco
- Pureza e identificacion (HPLC): las muestras suelen tener una pureza
superior al 90 % con el método “DO3A éster” siempre que su impureza

mayoritaria se corresponda con bromuros.

4.2.3.3. DO3A-2HCI

El compuesto DO3A-2HCI no esta aun sujeto a especificaciones técnicas de

producto. Sin embargo, se le hacen varios andlisis a modo informativo:
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- Apariencia: polvo blanco
- Pureza e identificacion (HPLC): las muestras suelen tener una pureza

superior al 98 % con el método “Derivados del cicleno”.

4.2.3.4. Gadoteridol

El compuesto DO3A-2HCI no esta ain sujeto a especificaciones técnicas de

producto. Sin embargo, se le hacen varios analisis a modo informativo:

- Apariencia: polvo blanco

- Pureza e identificacion (HPLC): las muestras suelen tener una pureza
superior al 98 % con el método “Derivados del cicleno”.

- Identificacion (Espectroscopia de absorcion infrarroja): Se superpone la

muestra problema con un estandar para confirmar que el producto obtenido

es el gadoteridol.

| v

40" '
30 - | - S | S | _— __',—_.__I 1 S— | —

4000 3000 2000 1000 650
Wavenumber jem-1]

— — KL-153.362_24-.-1
— GADOTERIDOL STD-USP LOTE F-1

[Comparison of data] _

Algorithm Correlation Coefficient
RangeThreshold 0.950

Sample GADOTERIDOL STD-USP LOTE F-1
Score 0.998

Evaluation PASS

Figura 4.21. Espectro infrarrojo del gadoteridol y una muestra de referencia.
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4.3.

231

Conclusiones

Se han estudiado metodologias sintéticas del producto gadoteridol variando
condiciones de reaccion tales como la concentracion, el volumen, la temperatura,
la estequiometria de los reactivos. Se han desarrollado procesos de purificacion
mas econdmicos que los encontrados en la bibliografia.

Se ha estudiado el proceso de sintesis del DO3A en forma de base libre,
obteniéndose un producto de elevada pureza a escala de cien gramos.

Se han obtenido muestras de gadoteridol a escala de cien gramos con un contenido
de gadolinio acorde a las especificaciones de farmacopea para el gadobutrol y una

pureza por HPLC superior al 97 %.
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4.4. Parte experimental (Contenido inhibido por la resolucion de la Comision
General de Doctorado de fecha 13/05/2025)
4.4.1. Espectroscopia infrarroja

Los espectros de infrarrojo se registraron entre 4000-250 cm™ utilizando un
espectrometro Jasco FT/IR-4600 equipado con un modulo de reflectancia total atenuada
(ATR).

4.4.2. Analisis por HPLC

4.4.2.1. Derivados del cicleno

Las condiciones fijadas en el HPLC-UV/Vis deben ser las siguientes:

Cotumna: |

Fase Moévil:

«  canal A: [N
» Canal B: NN

Tiempo de ejecucion (min): .

Longitud de onda (nm): _

Flujo (mL/min): -

Temperatura Columna (°C): .

Vol. inyeccion (nL): I

Blanco: [
Disolucién de muestra problem : |
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Tabla 4.16. Gradiente del método “Derivados del cicleno”.

Tiempo (min) | Fase mévil A (%) | Fase mévil B (%)

4.4.2.2. DO3A éster
Column : |

Fase Moévil:

|
|
|
Y : 1 tirne: [

Longitud de onda: _
Flujo: [N
Temperatura columna: -

Vol. Inyeccion: -

Blanco: [N
Disolucién de muestra problema: |

Tabla 4.17. Gradiente del método “DO3A éster”.

Tiempo (min) | Fase mévil A (% v/v) | Fase mévil B (% v/v)

4.4.3. Procedimientos experimentales

4.4.3.1. Ensayos de sintesis de DO3A'Bu-HBr
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4.4.3.1.1. Estudio del volumen de agua en la reaccion

Tabla 4.18. Sintesis de DO3A’Bu-HBr con ||| G

Entrada | [JJJ | DO3ABu-HBr () | Rto. (%)
I | [
||

2

||
3 || ||

L

4.4.3.1.2. Estudio del uso del reactivo CICH,COO'Bu
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Tabla 4.19. Ensayos de optimizacion de la sintesis del éster DO3A’‘Bu-HCL.

- ] - Rto.
Entrada - _ -
] i N I B (%)
H
1 - H H
H |
2 - H H
— H |
: (B w2 E=
s (B n | mmm  E N
o B | NN
; (B o B E|E
; B | EEmm § N
4.4.3.1.3. Escalado de la sintesis del DO3A'Bu-HBr

[\

35

Tabla 4.20. Resultados del escalado de la sintesis del éster DO3A’‘Bu-HBr.

Entrada Cicleno | Rto. | Pureza
(® (%) (%)
1 113 || N |
2 113 [N
3 113 ||
4 4550 [N N
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Coo%u
4
NH HN /—COOBu
) E Joe
NH HN
fBuooc—/

Esquema 4.11. Sintesis del DO3A'Bu-HBr.

4.4.3.2. Sintesis del intermedio DO3A'Bu
4.4.3.2.1. Ensayos iniciales de la sintesis de DO3A'Bu

Tabla 4.21. Resultados de la sintesis del DO3ABu.

Entrada | DO3ABu-HBr () |G B | Rto. (%) Pureza (%)
1 10 H BN I Il B
2 20 H H Il
3 40 H B B Il

4.4.3.2.2. Escalado de la sintesis del DO3A'Bu

23
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Tabla 4.22. Resultados de la sintesis de DO3A’Bu a mayor escala.

Entrada | DO3A’Bu-HBr (g) I DO3A'Bu (g) | Rto (%) | Pureza (%)
1 500 I B ] ]
2 420 I H | |
COOBu COO'Bu

-

( / \ —~COOBu

) I C

‘BuOOC— \ /

k / \ /—COOtBu

tBuOOC—’

Esquema 4.12. Sintesis de DO3A'Bu.

4.4.3.3. Sintesis de DO3A-2HCI

Tabla 4.23. Resultados de la sintesis del DO3A-2HCI a mayor escala.

Entrada | DO3A'Bu (g) | Rto (%) | Pureza (%)
1 700 | |
( /_\ ~CO0'Bu \/ 7~ CooH
tBuOOC_/ HOOC_/

Esquema 4.13. Sintesis de DO3A-2HCI.

4.4.3.4. Sintesis de DO3A
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Pruebas con | NI

b
haN
“
RaN
=~

Tabla 4.24. Sintesis de DO3A utilizando _

Pureza
Material de - - Rto.

Entrada partida (g) e ? — i (HPLC, %)
1 5 - H B B B .
2 s - | mm =
; s - I mm =
! s (| mm
s s - I mm =
6 5 I 1 fFEE =
7 10 B I B EE =

COOH COOH
\/ "\ ~COOH ({/\ ~COOH
N N N N
[ j -2HClI [ j
N
Hooc—"\__ nooc—"\ N

Esquema 4.14. Sintesis de DO3A utilizando _

4.4.3.4.2. Pruebas con _
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Tabla 4.25. Sintesis de DO3A utilizando _

Entrada Material de partida | [ I Rto. Pureza (HPLC,
© || I (%) %)
: > - H I
2 5 | = | m
3 10 — I I [
|
COOH COOH
\/ \ ~COOH L/~ \ ,~CcooH

.

HOOC— \___/

N
j -2HCI

HN

.

)
HN

HOOC— \___/

Esquema 4.15. Sintesis de DO3A utilizando _

4.4.3.4.3. Pruebas con _

Tabla 4.26. Sintesis de DO3A utilizando ||| GGG

Entrada

Material de partida (g)

5

10

10

70

100

AN | B[ W|N|—

50

Rto. (%)

s

[\
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COOH COOH
(/ \ ~COOH (/ "\ ~COOH
N N N N
[ j -2HCI [ j
N  HN N  HN
HOOC— \__/ HOOC— \ _/

Esquema 4.16. Sintesis de DO3A utilizando ||| GGG

4.4.3.4.4. Pruebas con _

Tabla 4.27. Sintesis de DO3A utilizando ||| G

Entrada | Material de partida (g) _ Rto. (%)
1 10 B
2 10 B |
3 85 N
COOH COOH
\ /7\ ~COOH { /7 \ ~COOH
N N N N
[ j -2HCI E j
N HN N HN

HOOC— \__/ HOOC— \ _/

Esquema 4.17. Sintesis de DO3A utilizando _

4.4.3.5. Sintesis de gadoteridol

24
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Tabla 4.28. Sintesis de gadoteridol a partir de DO3A-2HCI.

Material de | Karl-Fischer | Rto. | Pureza
Entrada i
partida (g) (%) (%) (%)
1 40.00 | Il
2 100.00 [ | Il I
COOH
COO-
kN/ \N/\COOH kN/“_\N/_,COO_
[ j-sz r)é&;J
N HN . TN/ N OH
7/ ‘00C— , \/kCH
HOOC 3
DO3A-2HCI Gadoteridol

Esquema 4.18. Sintesis de gadoteridol a partir de DO3A-2HCI.

5
N
o
>
=
)
<)
3.
2
)
S~
&y
S
o
-~
=
S
S
1)
S
3
Q
]
S
~—

N
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Tabla 4.29. Resultados de las recristalizaciones de gadoteridol.

Entrada

BNl W[IN|—

Etapa

Material de | Karl-Fischer Contenido Rto. | Pureza
partida (g) (%) de Gd (%) (%) (%)
| | | I
| Il H
| | Il I
|| H B
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0. Abbreviations

DO3A 1,4,7,10-Tetraazacyclododecane-1,4,7-triacetic acid

DOTA 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid

ECF Extracellular fluid

Eq. Equivalent/s

Equiv. Equivalent/s

GBCA Gadolinium Based Contrast Agent

GDBI N-(1-hydroxymethyl-2,3-dihydroxypropyl)-1,4,7,10-tetraaza-
cyclododecane

HP-DO3A 10-(2-hydroxypropyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-
triacetic acid

HPLC High Performance Liquid Chromatography

ICP Inductively coupled plasma

ICP-MS Inductively coupled plasma mass spectroscopy

IPC In Process Control

KF Karl-Fischer

LS Limited Society

MRI Magnetic resonance imaging

NMR Nuclear magnetic resonance

R&D Research and Development

UV-Vis Ultraviolet-visible
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1. Introduction

Magnetic resonance imaging (MRI) is a diagnostic or treatment monitoring
technique that generates images of the interior of the human body without the use of
harmful radiation, which differentiates it from computed tomography (CT), which uses
X-rays to generate images. Furthermore, MRI offers a greater level of detail in the images
obtained from the body's soft tissues. MRI equipment works by using a very powerful
magnet to introduce a strong magnetic field that achieves the alignment of the nuclear
spin magnetic moments of the protons present in the body with the field. A radiofrequency
pulse is then introduced, disrupting the magnetic moments and forcing them to reorient
themselves at an angle of 90° or 180° with respect to the applied magnetic field. Once the
pulse ends, they realign with the magnetic field, releasing electromagnetic energy in the
process. This process is called relaxation and can take a longer or shorter time depending
on the chemical environment of the protons in the medium in which they are located. MRI
equipment (Figure 1.1) is capable of detecting the electromagnetic energy released and
differentiating the body's tissues based on the relaxation time. The resulting image can
detect anomalies in the anatomy or physiology of the body being analyzed that may be

indicative of a pathology. '

Figure 1.1. Magnetic Resonance Imaging equipment.

Manipulating relaxation time allows for improved MRI image quality. This can
be achieved by introducing paramagnetic substances into the body that are capable of
interacting with water molecules present in the medium. Among the various contrast

agents commonly used, those consisting of gadolinium complexes stand out.> GBCAs
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aim to exploit the paramagnetic properties of gadolinium(IIl) for use in MRI while
avoiding the toxicity of Gd*" ions. This is achieved by forming water-soluble complexes
with very high stability constants, such that the Gd** concentration remains below toxicity

thresholds until the agent is excreted from the body.

Extracellular fluid (ECF) agents distribute between the intravascular space and the
cellular space, are low molecular weight chelates, and are used to detect arterial and

endothelial tissue abnormalities.*

Contrast agents used in MRI can have different mechanisms of action. If a contrast
agent containing a paramagnetic metal, such as gadolinium(III), is used, an interaction is
generated between the magnetic dipoles of the metal's unpaired electrons and those of the
proton nuclei. This interaction, called the proton-electron dipole interaction, occurs
between the proton to be detected and the contrast agent's unpaired electrons, which are
located close together in space, and significantly shortens the relaxation time.
Gadolinium(III), having seven unpaired electrons in its f orbitals, has a high magnetic

moment and is therefore a highly effective contrast agent with this mechanism of action.>¢

The objectives of this thesis revolve around the development and optimization of

new industrial-scale production methods for:

a) Various nitrogen-containing cyclic ligands capable of coordinating internal transition

metals, creating stable complexes that can be used as contrast agents in MRI.

b) Complexes between these ligands and the gadolinium(III) ion for subsequent use as

contrast agents in magnetic resonance imaging.

We can therefore structure the general objectives into the following milestones:
Milestone 1. Optimization of the synthesis of the butrol ligand and its
corresponding gadolinium(III) coordination complex, called gadobutrol.
Milestone 2. Optimization of the synthesis of the DOTA ligand and its
corresponding gadolinium(IIl) coordination complex, gadoteric acid, or its
commercially interesting salt called meglumine gadoterate.

Milestone 3. Optimization of the synthesis of the HP-DO3A ligand and its

corresponding gadolinium(III) coordination complex, called gadoteridol.
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Milestone 4. Depending on the development or commercial interest of the above,
the development of a synthesis route for Ca?>" complexes, such as calcobutrol,

widely used as an additive in gadobutrol treatments, will be considered.

These objectives and milestones are part of the industrial research and

experimental development project of the company Kinsy LS.
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2. Gadobutrol

Due to its importance as a diagnostic agent in Magnetic Resonance Imaging
(MRI), the complex formed by the coordination of the ligand N-(1-hydroxymethyl-2,3-
dihydroxypropyl)-1,4,7-triscarboxymethyl-1,4,7,10-tetraazacyclododecane with
gadolinium(III), also known as gadobutrol, has been extensively studied and synthesized
by various routes. This complex is currently commercially available under the name
Gadovist or Gadavist. However, there is still a need for a more environmentally friendly

and cheaper synthesis route that can also be carried out on an industrial scale.

2.1. Study of different precipitating agents in the synthesis of butrol-LiCl

A synthesis method was attempted using different bases, based on patent WO
02/48119.” In this procedure, the alkylation reaction is carried out in a basic medium and,
once it is complete, the mixture is acidified so that the product precipitates as butrol-LiCl.
The use of different bases has the potential advantage of generating salts of different
solubilities that can be easily separated from the obtained product. Therefore, the
objective of the method is to separate the desired product from its impurities by solubility
differences. However, unlike the methods relying on the use of other inorganic bases,
here the attempt was made to precipitate butrol first, leaving the inorganic salts soluble.
Different precipitating agents were tested, but the results obtained cannot be commented

on due to the confidentiality conditions of this work.

2.2 Neutralization of GDB1-4HCI with NaOH and subsequent alkylation of
GDBI1 using different conditions

In order to reduce the salt concentration in the reaction mixture, a prior
neutralization step of the starting GDB1-4HCI was attempted. To achieve this, sodium
chloride salts were generated and precipitated in two different experiments, using
different precipitating agents. The obtained product was then alkylated using the optimal

conditions known until now.
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2.3. Optimization of a butrol-LiCl synthesis method using different conditions

2.3.1.  Smaller-scale tests
After conducting the preliminary tests, the optimal base for the process was
chosen and different precipitating agents were tested under different temperature and

reagent conditions until the product precipitated.

A similar procedure was then tested without prior neutralization of GDB1-4HCI.

2.3.2.  Scaling up of butrol-LiCl synthesis

Reactions were carried out at different scales, although the results cannot be

discussed in this section due to the confidentiality conditions of this work.

Analyses were performed using the Karl-Fischer technique to determine the

percentage of water in the complex. (Figure 2.1).
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Figure 2.1. Karl-Fischer titration graph of a butrol-LiCl sample.

A high Karl-Fischer analysis value is another indication that some of the samples
were not sufficiently dry, and therefore their yields are higher than expected. Furthermore,

it was shown that the amount of salts present in the product affects its hygroscopicity and,

therefore, its Karl-Fischer value.
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24. Gadobutrol synthesis

2.4.1. Optimization of the reaction parameters of butrol-LiCl with Gd203

Once butrol-LiCl was obtained with a high purity (according to HPLC analysis),
the synthesis of gadobutrol was studied using different sources of gadolinium (Scheme
2.1). The most relevant bibliographic precedent in our case is patent WO 02/48119,’
which describes the preparation of gadobutrol using butrol-LiCl and Gd>O3 under the

following conditions:

oleley
]

1) H,0, HCI, pH = 3.5 « /':_\ 7~Ccoo

_ Gd;05,90°C,1h  EtoH [ S d3;’J

Butrol-LiCl - . N/" N
2) LIOH - H,O, pH =7 Reflujo, 5 h ( \I,’_/ OH
CoOr OH
OH

Scheme 2.1. Synthesis of gadobutrol.

In this reaction, gadobutrol is formed, although the reaction mixture did not evolve
exactly as indicated in the patent, requiring different conditions for the completion of the
reaction. Ultimately, a product with acceptable yield but insufficient purity was obtained.
The results and discussion cannot be commented on in this section due to the

confidentiality of the work.

2.4.2. Reoptimization of starting material using an improved analytical method

In all gadobutrol samples two impurities were observed appearing at 24 and 25
minutes respectively and giving the same mass of 662.12. This mass appears to belong to
a gadobutrol molecule with an additional acetate group, probably derived from the
alkylation of one of the OH groups of butrol, which would become an OCH>COOH group
(Figure 2.2).
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OH

Figure 2.2. One of the possible structures of the impurity derived from the alkylation of
an alcohol group of the butrol ligand.

The fact that the two impurities have the same mass may indicate the presence of
a structural isomer, which is not unusual, since the hydroxylated chain of butyl has 3

different OH groups.

Comparing the chromatograms of gadobutrol and its starting material, it was
concluded that the purity of the butrol used in the synthesis of gadobutrol should be

improved.

Additionally, the development of an optimal analytical method for butrol-LiCl
allowed the identification of other impurities. This new "Butrol" method was developed
by Kinsy's R&D department. During the development of this method, the impurities
DO3A, DOTA, GDBI1 and cyclen were included as they may be potential process
impurities (Figure 2.4).

With this method available, the preparation of butrol as pure as possible has been

worked out.
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Figure 2.3. Chromatogram of a butrol sample with potential impurities included.
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Since recrystallization experiments did not produce sufficient improvement in
product purity, some parameters of the butrol preparation process were reconsidered.

Ultimately, much higher yield and purity results were obtained than those initially

obtained.

2.4.3. Synthesis of gadobutrol from the purest starting material

From the purest butrol samples, gadobutrol samples were synthesized following

the standard method and analyzed to verify the improvement in analytical results (Figure
2.5).
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Figure 2.5. Chromatogram of crude gadobutrol with high impurity content.

Recrystallization was carried out under different conditions on the gadobutrols
obtained to improve purity to the point of meeting pharmacopoeia specifications.

However, some impurities could not be removed. (Figure 2.6).
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Figure 2.6. Chromatogram of recrystallized gadobutrol with impurities at high retention
times.

257



Abbreviated version in english

The impurities present in the final product may originate during the synthesis of
gadobutrol itself or, again, during the synthesis of the intermediate. Reaction conditions

of the starting material synthesis process were modified again. The results obtained

reproducibly show the highest purities obtained to date.

These butrols were used as starting material for the synthesis of gadobutrols,

which showed better purities (Figure 2.7).
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Figure 2.7. Chromatogram of crude gadobutrol from the purest butrols.

Due to the low percentage of impurities with high retention times in the latest
gadobutrol preparations, the first batches of gadobutrol that meet HPLC purity

specifications have been obtained (Figure 2.8).
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Figure 2.8. Example of a chromatogram of recrystallized gadobutrol.

It was therefore possible to determine the synthesis conditions for a butrol that
allowed the synthesis of gadobutrol with the desired purity. However, the synthesis of

gadobutrol still had very aggressive and poorly optimized conditions. The reaction was
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studied under different conditions and optimized on a laboratory scale with good results

in purity and yield.

2.4.4. Scaling up the synthesis of gadobutrol

2.4.4.1. Reactions on a scale of 5—60 g of starting material

At this point in the project, it was decided to scale up the reactions to study the

reproducibility of the results with larger quantities.

In light of these latest results, the study focused on finding milder reaction

conditions until the reaction could be scaled up further.

2.4.4.2. Reactions on a scale of 100—1000 g of starting material

Due to the good results obtained in the synthesis of gadobutrol, it was decided to
scale up the reactions to a 20-liter reactor. Four butrol synthesis reactions were carried
out in the 20-liter reactor, which involved several changes compared to the smaller-scale

reactions.

Two gadobutrol syntheses were performed in the 20-liter reactor and acceptable

purity and yield results were obtained.

It was also necessary to modify the conditions of the purification stage to obtain
acceptable results of purity and yield, but, ultimately, the products obtained met the

conditions specified by the European Pharmacopoeia.

2.4.5. Prospective validation of gadobutrol synthesis

Based on the results obtained, product specifications were established for the
intermediates. Manufacturing sheets for the validation of the gadobutrol synthesis process
were also drafted and reviewed and approved by the quality assurance department within
the validation protocol required by GMP regulations. This is a prospective validation, i.e.,
prior to product commercialization. All products met the expected yields and purity

specifications.
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2.5. Synthesis of calcobutrol

This calcium complex of the butrol ligand is a common excipient in gadobutrol
formulations and its synthesis has been addressed due to the commercial interest of this

contrast agent (Figure 2.9).

'OOC/\N/ \N/\COO'

.
OH
OH

HOOC\/N\ /N
HO

Figure 2.9. Molecular structure of calcobutrol.

In attempting to synthesize calcobutrol, different reaction conditions were tested
until a solid of good purity and yields according to the analytical methods available was
obtained. However, when analyzing the calcium content in these samples by ICP-MS,
excessively high data were obtained and seem to correspond to a calcobutrol species with
three calcium molecules for every two of butrol, instead of being equimolar as desired
(Figure 2.10). This 2:3 butrol/calcium structure is described in the literature, and in
addition to being commercial, the results seem to indicate that it is the most stable
complex if it does not provide another metal cation to occupy that coordination vacancy
(calcobutrol-sodium is also a common commercial variant).

'OOC/\N/ \N/\COO'

ooc_ N
//Z/\OH
OH

Figure 2.10. Molecular structure of calcobutrol with 2:3 butrol:calcium stoichiometry.

3ca®

Following these results, a study was carried out using different bases to complete the
reaction and in different amounts of starting material. Good yield was obtained with a
calcium content analysis within specifications; however, its purity by HPLC was not

sufficient (Figure 2.11).
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Figure 2.11. Calcobutrol chromatogram (“Calcobutrol” method).

At this stage of development, suitable synthesis conditions for the preparation of

calcobutrol have not been defined, and further laboratory testing is required.

2.6. Conclusions regarding the synthesis of gadobutrol

1. Laboratory-scale gadobutrol samples were obtained with a purity above the

minimum required by the pharmacopoeia.

2. The complete gadobutrol synthesis process studied in the laboratory was scaled

up in a 20-liter reactor.

3. A validation process for the gadobutrol synthesis was carried out in a 20-liter

reactor, complying with the manufacturing protocols stipulated by Kinsy's Quality

Assurance Department.

4. A synthetic method for the final product was developed, obtaining an

amorphous solid that avoids infringing the current patent for polymorph 1.

5. Final products were obtained that meet the specifications of the Chinese and

American pharmacopoeias regarding the clarity or opalescence test.

6. The product obtained presents the appropriate quality for commercialization.
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7. The calcobutrol synthesis process has been studied, examining its behavior with
different acids, bases, precipitating agents, and varying concentration and temperature

conditions.

8. Laboratory-scale samples of calcobutrol have been obtained with the desired

calcium content and a purity greater than 95 %.

9. Progress has been made toward obtaining a compliant calcobutrol product, but

further development work in the laboratory is required.
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3. Meglumine gadoterate

Meglumine gadoterate is the salt containing the cation resulting from protonation
of meglumine (N-methyl-D-glucamine) and, as anion, the gadolinium(IIT) complex with
the tetraanionic ligand resulting from deprotonation of the four COOH groups of 1,4,7,10-
tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid (DOTA). The synthetic process to obtain
meglumine gadoterate often requires very expensive purification processes such as the
use of ion exchange resins or the use of toxic organic solvents such as methanol, which
can be found in the final product.® ! Therefore, there is an interest in synthesizing
meglumine gadoterate on an industrial scale and at the same time reducing the steps to

obtain a high purity product.

3.1. Synthesis of DOTA-2HCI

The synthetic routes that have been studied for meglumine gadoterate involve the
preparation of the intermediate 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid
(DOTA) that acts as a ligand in the final product.'! Its most widespread synthesis method
consists of the reaction of cyclen with chloroacetic acid under basic conditions.!? For this
work, it was decided to synthesize DOTA-2HCI, whose preparation does not require

expensive equipment or techniques.

The synthesis of DOTA-2HCI was carried out by reacting cyclen dissolved in
water with chloroacetic acid Different reaction conditions were tested until a solid

precipitated.

The synthesis of DOTA-2HCI generates salts, the quantity of which can be
determined by an analytical ash determination assay. DOTA-2HCI synthesis reactions
were performed at different concentrations to verify how this parameter affected the
quantity of salt present in the sample. The results obtained cannot be commented on

because this work is subject to confidentiality conditions (Figure 3.1).
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Figure 3.1. DOTA-2HCI chromatogram (“Derivados del cicleno” method).

It has been observed that the time required to complete the reaction decreases

considerably with the rise of temperature without affecting purity or yield.

DOTA-2HCI was synthesized using higher quantities of starting material with
good yield a purity results.

3.2 Development of a method for obtaining gadoteric acid from DOTA-2HC1

Gadolinium complexation reactions with analogous reagents are described in the
literature, in which bases are used to maintain the pH of the mixture within specific values
throughout the course of the reaction.'®> Therefore, the reaction between DOTA and
Gd>O3 was repeated by adding different bases and under different conditions of

temperature and reagents.

The synthesis of gadoteric acid was studied at different pH values to determine
the optimal pH for the reaction. Studies of other parameters such as reaction volume or

temperature were also carried out.

After adjusting all the parameters discussed above with acceptable yield and

purity results, a small scale-up of the reaction was carried out starting from one hundred
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grams of DOTA-2HCI and the obtained product was subjected to a purification stage to

improve the purity results.

3.3. Synthesis of meglumine gadoterate

An attempt was made to synthesize meglumine gadoterate by reacting previously
isolated gadoteric acid with meglumine. The reaction was studied under different reaction
and precipitation conditions, using different precipitating agents and varying conditions
such as temperature or reaction volume. This resulted in products with acceptable purity
and yields according to available HPLC analytical methods. However, ICP analyses of
gadolinium content performed using the same method used on the gadobutrol samples

showed that the purity values may not be adequate.

3.3.1. Meglumine content in the final product

After several adjustments, an analytical method capable of clearly distinguishing

the signals from gadoterate and meglumine was implemented (Figure 3.2).
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Figure 3.2. Chromatogram of the meglumine gadoterate standard.

Gadoterate meglumine synthesis reactions were carried out varying conditions to
improve purity, and different purification reactions of the obtained products were also
tested. The results cannot be discussed in this section due to the confidentiality conditions

of this work.
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34. Conclusions regarding the synthesis of gadoteric acid derivatives

- A synthetic development of DOTA has been studied by varying the conditions of
concentration, temperature, and reagent equivalents, using a much simpler process than
that found in the literature. The synthetic method uses DOTA-2HCI as an intermediate

and does not require purification using ion exchange resins.

- Using the synthesized DOTA, the synthesis of gadoteric acid has been achieved on a
100-gram scale with high purity and yield values.

- Samples of meglumine gadoterate have been obtained with different meglumine content

values, some conforming to the standard.

- A synthesis route appropriate to the known product specifications has been defined and

will be the starting point for a future scale-up stage.
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4. Gadoteridol

Gadoteridol is the gadolinium(IIl) complex of 10-(2-hydroxypropyl)-1,4,7,10-
tetraazacyclododecane-1,4,7-triacetic acid (HP-DO3A). This paramagnetic, macrocyclic,
non-ionic complex is an MRI contrast agent that has demonstrated its efficacy and safety

in several studies compared to other macrocyclic GBCAs.!*!°

The synthesis of gadoteridol on an industrial scale presents significant challenges
due to the costly purification processes typically required. These include the use of ion
exchange resins (cationic and anionic) and potentially toxic organic solvents such as
methanol and toluene, which can be present in the final product.®*!® Therefore, there is
interest in the synthesis of gadoteridol on an industrial scale, reducing the steps as much

as possible to obtain a high-purity product and using cheaper and less harmful solvents.

4.1. Synthesis of DO3A-2HCI

4.1.1.  Synthesis of the intermediate DO3A’'Bu-HBr

1,4,7,10-Tetraazacyclododecane-1,4,7-triacetic acid, known as DO3A, is a key
precursor to the ligand 10-(2-hydroxypropyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-
triacetic acid (HP-DO3A), which is used in the synthesis of contrast agents such as
gadoteridol. This product may also be of interest as a precursor to other cyclen
derivatives, including contrast agents such as gadobutrol. To address the synthesis of this
derivative, a modification of the procedure described by Jagadish was proposed as an

alternative synthesis route (Scheme 4.1).!”
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Scheme 4.1. DO3A synthesis route described in the literature.'”

This synthesis involves the alkylation of three of the four amino groups of cyclen
with tert-butyl bromoacetate, taking advantage of the steric hindrance provided by the
tert-butyl groups to hinder the alkylation of the fourth amino group. The esters are then
hydrolyzed to generate the final acid DO3A in the form of hydrochloride or
hydrobromide.

Synthesis reactions were carried out by varying the reaction conditions until the

purity and yield results were adequate.
Larger scale tests of this reaction showed similar purity and yield values.

4.1.2.  Synthesis of the intermediate DO3A’Bu

The next step in the synthesis was to eliminate the hydrobromide from the

compound using certain reagents and testing different conditions.

In this way, neutral HBr-free DO3A’Bu was synthesized starting from 500 g of
DO3ABu-HBr in a 20-liter reactor. The results of the first reaction at this scale cannot be

discussed due to the confidentiality of this work.

4.1.3.  Synthesis of DO3A-2HCI

Once the HBr-free DO3A'Bu product was available following the route described
in the previous section, hydrolysis was carried out to obtain DO3A-2HCI. The yields and
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purities were calculated taking into account that the DO3A species was obtained with two
hydrochloride molecules.

The DO3A-2HCI formation reaction has been scaled up to 700 g of starting

product in a 20 L reactor, although the results cannot be discussed in this section due to

the confidentiality conditions of this work (Figure 4.1).
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Figure 4.1. Chromatogram of DO3A-2HCI synthesized in a 20 L reactor (“Derivados del
cicleno” method).

4.2. Synthesis of gadoteridol from DO3A-2HCI

Due to the difficulty of crystallizing and isolating HP-DO3A in solid form, an
attempt was made to continue the reaction to gadoteridol using a one-pot method.
Different reaction conditions were tested, varying the parameters and nature of the
reagents and precipitants. This resulted in acceptable purity and yield results that allowed
for a small scale-up of the reaction. After a purification step, a product that met the

requirements of the US Pharmacopeia was finally obtained using Kinsy's analytical
methods (Figure 4.2).
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Figure 4.2. Chromatogram of a solid sample of gadoteridol after two purifications.

4.3. Conclusions regarding the synthesis of gadoteridol

- Synthetic methodologies to prepare the product gadoteridol have been studied, varying
reaction conditions such as concentration, volume, temperature, and stoichiometry of the
reactants. Purification processes that are more economical than those found in the

literature have been developed.

- The synthesis process for DO3A in the form of the free base has been studied, yielding
a highly pure product at a 100-gram scale.

- Gadoteridol samples have been obtained at a 100-gram scale with a gadolinium content
in accordance with the pharmacopoeial specifications for gadobutrol and an HPLC purity

greater than 97 %.
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General conclusions

The synthesis of the ligand butrol-LiCl, a potential precursor for the synthesis of
the contrast agent gadobutrol, has been achieved using simple starting materials,
environmentally friendly solvents, and without expensive purification
techniques. Furthermore, it has been scaled up to one kilogram by carefully
controlling several reaction parameters (solvent volume, temperature, pH, and
precipitant volume, among others).

Laboratory-scale samples of gadobutrol have been obtained from butrol-LiCl,
with a purity higher than that required by the pharmacopoeia, without performing
costly purification processes such as the use of ion exchange resins. The result is
an amorphous solid that avoids infringing the current patent for gadobutrol
polymorph I. These samples have also proven capable of meeting the
specifications of the Chinese and American pharmacopoeias regarding the clarity
or opalescence test. The complete gadobutrol synthesis process has been scaled
up in a twenty-litre reactor, along with a validation process, complying with the
manufacturing protocols stipulated by Kinsy's quality assurance department.
The optimization of a synthetic development of DOTA-2HCI and its subsequent
transformation into the DOTA product has been studied by varying different
reaction parameters (concentration, temperature, or reagent equivalents among
others) and without requiring purification by ion exchange resins.

. Using the DOTA ligand synthesised as described above, gadoteric acid has been
prepared on a 100-gram scale with high purity and yield values. The same
milestone has also been achieved using the precursor DOTA-2HCI, yielding a
final product with a gadolinium content in the range of 98—102 % relative to that
expected for pure gadoteric acid, which accomplishes the requirements
established for this parameter in the pharmacopoeia of the gadobutrol.

Samples of meglumine gadoterate with different meglumine content values have
been obtained, some conforming to the standard, and a synthesis route
appropriate to the known product specifications has been defined. The synthetic
procedure may be the starting point for a future scaling-up stage.

The synthesis of DO3A-2HCI has been achieved with high purity and yield, and
its usefulness as a precursor to the contrast agent gadoteridol has been proven.

Furthermore, it has been used to synthesize 100 grams of DO3A without
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hydrochloride molecules, which is also of commercial interest as a precursor to

gadoteridol or other contrast agents such as gadobutrol.

. Gadoteridol solids were obtained on a 100-gram scale with purities exceeding 97

%, analysed by HPLC with analytical methods developed by Kinsy. These
samples also showed a gadolinium content within the range of 98-102 %

compared to that expected for pure gadoteridol.



	Declaración_Autoría_2025 (COPIA).pdf
	DECLARACIÓN DE AUTORÍA Y ORIGINALIDAD DE LA TESIS PRESENTADA PARA OBTENER EL TITULO DE DOCTOR/A




