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DESCRIPCION
Acido (6S)-N(5)-metil-5,6,7,8-tetrahidrofélico cristalino estable, su preparacién y uso

La presente invencion se refiere a acido (6S)-N(5)-metil-5,6,7,8-tetrahidrofélico cristalino estable de férmula IV y a un
procedimiento para su preparacion.

En la presente invencion se usa a veces la abreviatura THF para el acido 5,6,7,8-tetrahidrofélico.

En la introduccion de la descripcion del documento EP 0455013 A1 se encuentra un breve resumen de la
importancia farmacoldgica del acido N(5)-metil-5,6,7,8-tetrahidrofélico, abreviado en la presente memoria en parte
con N(5)-metil-THF, y sus derivados. En el mismo documento se sefiala también la importancia de los
diaestereoisdmeros individuales (6S) y (6R) del N(5)-metil-THF. Igualmente se describe el estado de la técnica
relativo a la preparacion de los diaestereoisomeros (6S) y (6R) puros del N(5)-metil-THF.

En el documento EP 1044975 A1 se describen sales cristalinas estables del N(5)-metil-THF. Asimismo se describen
sales calcicas cristalinas del (6S)-N(5)-metil-THF, presentando estas sales valores de 2-theta claramente definidos
en el correspondiente diagrama de difraccién de rayos X de polvo.

En el procedimiento de preparacion de estas sales se usan como materiales de partida o bien la mezcla de
diaestereoisdmeros (6RS) o bien los diaestereoisdémeros (6S) o (6R) ya separados. Este procedimiento incluye un
tratamiento térmico a mas de 60°C, preferentemente a mas de 85°C, mencionandose en los ejemplos de realizacion
temperaturas de 90°C a 100°C.

Obviamente, un tratamiento térmico de este tipo es poco apropiado para la preparacion industrial de estas sales.

En el documento EP 1044975 A1 no se indica como se han obtenido los diaestereocisémeros individuales (6S) o (6R)
del N(5)-metil-THF.

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar acido (6S)-N(5)-metil-5,6,7,8-tetrahidrofélico cristalino estable
de formula IV y un procedimiento para la preparacion de este compuesto.

Este objetivo se alcanza con la presente invencion.

El procedimiento de acuerdo con la invencién para la preparacion de acido (6S)-N(5)-metil-5,6,7,8-tetrahidrofélico
cristalino estable de férmula IV se caracteriza porque

- a una solucién acuosa de la sal calcica del acido (6S)-N(5)-metil-5,6,7,8-tetrahidrofélico de férmula Il con una
proporcion del diaestereoisémero (6R) correspondiente < 2% en peso se afiade o bien acido acético o bien un acido
sulfénico en tal cantidad que se obtenga un valor de pH de 5,5,

- la solucién asi obtenida se calienta a una temperatura comprendida en el intervalo de 44°C a 46°C,

- a esta solucion calentada se afiade o bien acido acético o bien un acido sulfénico en tal cantidad que se obtenga
un valor de pH comprendido en el intervalo de 4,3 a 4,4, comenzando la cristalizacion del acido (6S)-N(5)-metil(]
5,6,7,8-tetrahidrofélico de férmula IV y manteniéndose el valor de pH durante esta cristalizacion en el intervalo de 4,3
a 4,4 mediante la adicion continua de o bien acido acético o bien un acido sulfénico, y

- el sélido cristalino asi obtenido se filtra y aisla a una temperatura comprendida en el intervalo de 44°C a 46°C.

En las reivindicaciones dependientes se definen formas de realizaciéon preferidas de la presente invencion.
En la parte que sigue se describen formas de realizacion posibles de la presente invencion.
En ellas también se hace referencia a las figuras.

La figura 1 muestra un esquema de reaccidon que comienza con el compuesto de férmula | y termina con el
compuesto de formula IV.

La figura 2a muestra el perfil de la calorimetria diferencial de barrido (DSC) del compuesto de formula (IV). En la
abscisa se representa la temperatura en °C y en la ordenada se representa el flujo de calor endotérmico en mW.

La figura 2b muestra el perfil termogravimétrico (TGA) del compuesto de formula IV. En la abscisa se representa la
temperatura en °C. En la ordenada izquierda se representan porcentajes en peso y en la ordenada derecha, la
derivada de estos porcentajes en peso frente al tiempo t (minutos). La linea continua se refiere a la ordenada
izquierda y la linea discontinua se refiere a la ordenada derecha.

La figura 3a muestra el diagrama de difraccion de rayos X de polvo del compuesto de férmula IV. En la abscisa se
representan los valores de 2-theta y en la ordenada se representa la intensidad (cuentas).
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La figura 3b muestra los valores de 2-theta con un error de aproximadamente + 0,2 grados del diagrama de
difraccién de rayos X de polvo mostrado en la figura 3a.

Se preparé acido (6S)-5,6,7,8-tetrahidrofolico de férmula Il con una proporcién del diaestereoisomero (6R)
correspondiente comprendida en el intervalo de 4% en peso a 8% en peso conforme al documento EP 0600460.

Resulté sorprendente que se pudiera obtener una solucién acuosa de la sal calcica del &cido (6S)-N(5)-metil-5,6,7,801
tetrahidrofdlico de féormula Il con un mayor contenido en el isémero (6S), a saber, por cristalizacion selectiva de la
mezcla 1:1 de las sales diaestereoisoméricas en la solucion.

De forma rutinaria se pudo aislar una solucién que presentaba un contenido del isémero (6S) de al menos 98%.
También fue sorprendente que se obtuviera el acido libre cristalino estable correspondiente de férmula IV a partir de
la solucidon antes descrita: durante este paso se logrd, ademas, aumentar adicionalmente la pureza
diaestereoisomérica a al menos 99%.

El acido (6S)-N(5)-metil-5,6,7,8-tetrahidrofélico cristalino estable de formula IV se puede aislar con una pureza
diaestereoisomérica tal que este acido se puede usar como al menos un componente activo en un complemento
alimenticio o en un medicamento.

La presente invencion se ilustra mediante los ejemplos siguientes.

Ejemplo 1 (preparacion de la solucion acuosa de la sal calcica del acido (6S)-N(5)-metil-5,6,7,8-tetrahidrofélico de
férmula Il1)

Se suspendieron bajo una atmésfera de nitrégeno 100 g de acido (6S)-5,6,7,8-tetrahidrofélico de férmula Il con una
pureza diaestereocisomérica de (6S):(6R) de 92:8 (preparado conforme al documento EP 0600460) en agua que
presentaba una temperatura de 7°C.

El compuesto de féormula Il se disolvié mediante la adicion de 65 ml de una solucién acuosa de NaOH al 20% (p/p).
El pH ascendié a 9,05.

A esta solucion se afiadieron bajo agitacion 23,7 g de una solucidon acuosa de formaldehido al 36% (p/p) en un plazo
de 5 minutos y a una temperatura de 8°C.

Al cabo de 15 minutos se afiadié bajo agitacion una solucién acuosa de NaBH., preparada por disolucion de 21,3 g
de NaBH4 en 50 ml de agua y 1 ml de una solucion acuosa de NaOH al 20% (p/p), en un plazo de 1 hora a una
temperatura de 8°C.

Esta mezcla se agité durante 30 minutos a una temperatura de 8°C y a continuaciéon durante 20 minutos a una
temperatura de 61°C.

La temperatura de reaccion se redujo después a 20°C en un plazo de 2 horas.
A continuacion se afiadieron gota a gota 79 ml de una solucién acuosa de HCI al 18% (p/p). El pH ascendio a 8,03.

La mezcla se enfrié a una temperatura de 4°C para permitir la precipitacion de boratos. Después de 2 horas se
eliminaron los boratos por filtracién.

El pH de la solucion resultante se ajusté a un valor de 7,03 mediante la adicién de 10 ml de una solucién acuosa de
HCl al 18% (p/p).

Esta solucién se calenté a una temperatura de 20°C, y después se afiadieron primero 1,62 g de EDTA disddico y
después 0,82 equivalentes (25,44 g) de CaCl,2H,0.

A continuacién se ajusto el pH a un valor de 6,9 mediante la adicién de 2 ml de una solucién acuosa de NaOH al
20% (p/p).

La cristalizacion selectiva de la sal calcica del acido (6RS)-N(5)-metil-5,6,7,8-tetrahidrofélico se llevd a cabo
inoculando la solucion con 100 mg de cristales previamente preparados de la sal calcica del acido (6RS)-N(5)-metill]
5,6,7,8-tetrahidrofélico y reduciendo seguidamente la temperatura de temperatura ambiente a una temperatura de
4°C en un plazo de 40 minutos.

La suspension resultante se mantuvo durante 18 horas bajo agitacion a una temperatura de 4°C.

Los cristales obtenidos se eliminaron por filtracion.
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La solucién acuosa asi obtenida de la sal calcica del acido (6S)-N(5)-metil-5,6,7,8-tetrahidrofélico de formula 1l
presentaba una proporcion del diaestereoisdomero (6R) correspondiente < 2% en peso segun se determiné mediante
HPLC en una columna quiral.

Ejemplo 2 (preparacion de acido (6S)-N(5)-metil-5,6,7,8-tetrahidrofélico cristalino de férmula 1V)

A la solucion acuosa de la sal célcica del acido (6S)-N(5)-metil-5,6,7,8-tetrahidrofélico de férmula 1l con una
proporcion del diaestereoisémero (6R) correspondiente < 2% en peso, preparada segun el ejemplo 1 anterior, se
afadieron en un plazo de 20 minutos 6 ml de acido acético al 100% hasta obtener un valor de pH de 5,5.

Después se aumento la temperatura a 45°C.

A esta temperatura se afiadieron sucesivamente 1,35 g de ditionito sédico y 1,9 g de EDTA disédico.

A esta solucién se afnadieron 25 ml de 4cido acético al 100% en un plazo de 15 minutos.

A un pH de 4,5 comenz¢ la cristalizacion del acido (6S)-N(5)-metil-5,6,7,8-tetrahidrofélico de férmula IV.

El pH se mantuvo en el intervalo de 4,3 a 4,4 mediante la adicion continua de acido acético al 100% (10 ml).

Esta suspension se agitd durante 30 minutos y a continuacion se filtro.

El sélido cristalino asi obtenido se lavd con agua que presentaba una temperatura de 40°C.

Se obtuvieron 106,9 g de sdlido cristalino humedo.

Para determinar la pureza y la relacion de los diaesterecisomeros se lavé una muestra del compuesto de formula IV
con etanol acuoso al 94% (v/v) y después se seco a presion reducida. Se obtuvieron los resultados siguientes:

Pureza por HPLC: 96,45%
Relacion (6S)/(6R) = 99,1:0,9 (determinada mediante HPLC quiral).

El producto de férmula IV asi obtenido presentaba los siguientes datos de estabilidad (almacenado a una

temperatura de 4°C):
Tiempo (meses) Pureza por HPLC (%)
0 96,45
6 96,66
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REIVINDICACIONES

1. Acido (6S)-N(5)-metil-5,6,7,8-tetrahidrofdlico cristalino estable con una pureza diaestereoisomérica de
al menos 99%.

2. Acido (6S)-N(5)-metil-5,6,7,8-tetrahidrofélico cristalino estable segun la reivindicacion 1, caracterizado
porque presenta

- el perfil de calorimetria diferencial de barrido (DSC) mostrado en la figura 2a,

- el perfil termogravimétrico (TGA) mostrado en la figura 2b,

- el diagrama de difraccion de rayos X de polvo mostrado en la figura 3a y

- los valores de 2-theta con un error de aproximadamente + 0,2 grados mostrados en la figura 3b.

3. Acido (6S)-N(5)-metil-5,6,7,8-tetrahidrofélico cristalino estable segun cualquiera de las reivindicaciones
1 a 2, caracterizado porque el correspondiente diagrama de difraccion de rayos X de polvo presenta los siguientes
valores de 2-theta caracteristicos:

15,0

15,6

17,4

18,7

19,9

22,2

243y

29,5.

4. Procedimiento para la preparacion de acido (6S)-N(5)-metil-5,6,7,8-tetrahidrofélico cristalino estable,
caracterizado porque

- a una solucion acuosa de la sal calcica del acido (6S)-N(5)-metil-5,6,7,8-tetrahidrofélico con una proporcion del
diaestereoisémero (6R) correspondiente < 2% en peso se afade o bien acido acético o bien un acido sulfénico en tal
cantidad que se obtenga un valor de pH de 5,5,

- la solucién asi obtenida se calienta a una temperatura comprendida en el intervalo de 44°C a 46°C,

- a esta solucién calentada se afiade o bien acido acético o bien un acido sulfénico en tal cantidad que se obtenga
un valor de pH comprendido en el intervalo de 4,3 a 4,4, comenzando la cristalizacion del &cido (6S)-N(5)-metil(]
5,6,7,8-tetrahidrofdlico y manteniéndose el valor de pH durante esta cristalizacion en el intervalo de 4,3 a 4,4
mediante la adicidn continua de o bien acido acético o bien un acido sulfénico, y

- el solido cristalino asi obtenido se filtra y aisla a una temperatura comprendida en el intervalo de 44°C a 46°C.

5. Procedimiento segun la reivindicacion 4, caracterizado porque el sélido cristalino obtenido se lava con
agua que presenta una temperatura de aproximadamente 40°C.

6. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 5, caracterizado porque el acido sulfénico
es acido p-toluenosulfénico.

7. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, caracterizado porque la soluciéon acuosa
de la sal calcica del acido (6S)-N(5)-metil-5,6,7,8-tetrahidrofélico con una proporcion del diaestereoisémero (6R)
correspondiente < 2% en peso se prepara segun un procedimiento en el que se metila en agua acido (6S)-5,6,7,8(1
tetrahidrofélico con una proporcién del diaestereoisdmero (6R) correspondiente comprendida en el intervalo de 4%
en peso a 8% en peso, y en el que

- se afiaden a la mezcla de reaccidon metilada obtenida entre 0,70 y 0,82 equivalentes, respecto a la cantidad de THF
usada, de cloruro calcico,

- se cristaliza selectivamente y se separa la sal célcica del acido (6RS)-N(5)-metil-5,6,7,8-tetrahidrofélico a partir de
la solucion acuosa obtenida y

- se obtiene la solucion acuosa de la sal calcica del acido (6S)-N(5)-metil-5,6,7,8-tetrahidrofélico con una proporcion
del diaestereoisémero (6R) correspondiente < 2% en peso.

8. Procedimiento segun la reivindicaciéon 7, caracterizado porque el cloruro célcico se afiade en forma

5
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solida o en forma de una solucién acuosa.

9. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 8, caracterizado porque la cristalizacion
selectiva de la sal calcica del acido (6RS)-N(5)-metil-5,6,7,8-tetrahidrofélico se lleva a cabo inoculando con cristales
previamente preparados de la sal calcica del acido (6RS)-N(5)-metil-5,6,7,8-tetrahidrofélico y reduciendo
seguidamente la temperatura de temperatura ambiente a una temperatura comprendida en el intervalo de 3°C a 5°C,
y porque esta temperatura se mantiene durante 16 a 18 horas.

10. Uso del acido (6S)-N(5)-metil-5,6,7,8-tetrahidrofolico cristalino estable segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 para la preparacion de un complemento alimenticio o un medicamento

- para tratar y/o combatir tumores humanos y/o animales y/o
- para influir sinérgicamente en un compuesto anticanceroso y/o
- para reducir la toxicidad de un compuesto anticanceroso y/o

- para proteger células humanas y/o animales.
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