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DESCRIPCION
Acido levofolinico cristalino y proceso para su preparacion
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al compuesto acido (6S)-N(5)-formil-5,6,7,8-tetrahidrofélico en forma cristalina
estable y a un proceso para su produccion.

Antecedentes de la invencion

El acido folinico se usa en la quimioterapia del cancer para contrarrestar los efectos secundarios de los tratamientos
que implican al farmaco metotrexato o en combinacion sinérgica con el agente quimioterapéutico 5-fluorouracilo. El
acido folinico generalmente se administra en forma de sus sales de calcio o de sodio.

El acido folinico existe en formas diastereoisoméricas, en funcién de la configuracién R o S en los atomos de
carbono identificados como quirales en la férmula estructural siguiente:
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El atomo quiral en el resto de acido glutamico conserva la estructura del aminoacido natural. El otro centro quiral es
el atomo de carbono identificado como 6 en la férmula anterior; al igual que con la mayoria de las moléculas
enantioméricas bioldgicas, solo la forma con la configuraciéon S en este carbono, es decir el compuesto acido (6S)-
N(5)-formil-5,6,7,8-tetrahidrofélico, es bioldgicamente activa. Esta forma del acido se suele denominar en el campo
acido levofolinico, y sus sales levofolinatos, términos que se adoptaran en la descripcion siguiente y en las
reivindicaciones.

Las formas diastereoméricamente enriquecidas o puras del acido levofolinico por lo general se producen
directamente en forma de sales farmacéuticamente aceptables mediante cristalizacion.

Un ejemplo de dichos procesos se facilita en la patente de EE.UU. N° 5.134.235, en donde se divulga la produccion
de sales de metales alcalino térreos de acido levofolinico en forma enriquecida en comparaciéon con la mezcla
racémica.

La solicitud de patente de EE.UU. 2008/0153849 A1 divulga un método por el cual es posible preparar la mezcla
racémica de acido dextrofolinico y acido levofolinico en forma cristalina, o acido levofolinico puro en forma amorfa.

En la actualidad, todavia no se conoce un método que de la preparacion de acido levofolinico esencialmente puro en
forma cristalina; la producciéon de este compuesto, en una forma diastereoméricamente pura, es deseable, ya que
proporcionaria un modo conveniente de producir sales farmacéuticas del acido en forma 6S pura y también se
podria usar directamente para una nueva formulacion farmacéutica sin la necesidad de la preparacion previa de una
sal.

Por tanto, es objeto de la presente invencién proporcionar el compuesto acido (6S)-N(5)-formil-5,6,7,8-
tetrahidrofdlico en forma cristalina diaestereoisoméricamente pura y estable, asi como un proceso para su
preparacion.

Sumario de la invenciéon

Estos objetos se consiguen mediante la presente invencion que, en un aspecto de la misma, proporciona un proceso
para la preparacién de acido folinico cristalino en forma 6S esencialmente pura, que comprende las etapas de:

e preparar una primera solucién acuosa o hidroalcohdlica, que tiene un valor de pH superior a 4,5, de una sal
levofolinato soluble;

e proporcionar un lote de agua, o de una mezcla hidroalcohdlica que contiene hasta un 60 % en v/v de alcohol,
precalentada a una temperatura entre 30 y 60 °C;
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e formar una segunda solucion afiadiendo dicha primera solucién y un segundo acido a dicho lote de agua o
mezcla hidroalcohdlica, funcionando de un modo tal que la concentracion de la sal de levofolinato en la
segunda solucién nunca supera el 4 % en peso/volumen, el valor de pH de la segunda solucién siempre
permanece en el intervalo entre 3,0 y 4,5. y la temperatura de la segunda solucién siempre permanece en el
intervalo entre 30 y 60 °C;

e tras finalizar la adicion de dicha primera solucion a dicho lote de agua o mezcla hidroalcohdlica, agitar la
segunda solucion formada de este modo mientras que se produce la precipitacion de acido levofolinico,
mantener la solucion a una temperatura ente 30 y 60 °C, supervisar el Ph y afadir de forma continua dicho
segundo acido para mantener el pH estable, hasta que se observa que el valor de pH se estabiliza sin
necesidad de seguir afadiendo dicho segundo acido, lo que indica el fin de la cristalizacion de acido
levofolinico;

e recuperar el acido levofolinico cristalino formado de este modo.
Breve descripcion de las figuras
- La FIG. 1 muestra el espectro de RMN de acido levofolinico preparado de acuerdo con la invencién;

- La FIG. 2 muestra un patrén de XRD obtenido con polvos de acido levofolinico preparado de acuerdo con la
invencion.

Descripcion detallada de la invencién

Con la expresion “esencialmente puro” como se usa en la presente invencion y en las reivindicaciones adjuntas, se
quiere decir acido levofolinico que tiene una pureza diaestereocisomérica de al menos 98 %. Los valores de
concentracion notificados como los porcentajes en peso/volumen indican los gramos de soluto por 100 cc de
solucion.

La primera etapa del proceso de la invencién consiste en preparar una primera solucién acuosa o hidroalcohdlica de
una sal levofolinato soluble y controlar su pH a un valor superior a 4,5. En caso de uso de una solucion
hidroalcohdlica, los alcoholes preferidos son alcohol metilico, alcohol etilico, alcohol isopropilico y sus mezclas.

La primera solucion se puede obtener mediante solubilizacion directa en agua o en una mezcla de agua-alcohol de
una sal soluble del acido. Las sales mas solubles son las sales de metales alcalinos y, preferentemente, la sal de
sodio; una sal de metal alcalino de acido levofolinico se puede disolver en agua a temperatura ambiente hasta una
concentracion de aproximadamente 30 % en peso/volumen. La primera solucidon también se puede preparar a partir
de una sal de metal alcalino térreo, normalmente la sal de calcio; dado que estas sales tienen una solubilidad
reducida en agua o mezclas hidroalcohdlicas, en este caso es preferible trabajar a temperaturas relativamente altas,
de hasta aproximadamente 80 °C, en atmdsfera protectora (por ejemplo, nitrégeno. Por ultimo, es posible formar una
suspension acuosa o hidroalcohdlica de una sal de metal alcalino térreo a una temperatura a la cual la sal es
escasamente soluble (por ejemplo, temperatura ambiente); después, la sal se solubiliza mediante intercambio del
catién, por ejemplo mediante la adicion de carbonato sddico; en estas condiciones, se forma el carbonato del metal
alcalino térreo que precipita y se separa mediante, por ejemplo, centrifugacion o ultrafiltracion fina; el resultado es
una solucion de levofolinato sédico.

Aparte, se fabrica faciimente un lote de agua o de una mezcla hidroalcohdlica, precalentada a una temperatura de al
menos 30 °C y no superior a 60 °C; preferentemente, la temperatura del lote es de aproximadamente 45 °C. En el
caso del uso de la mezcla hidroalcohdlica, esta puede contener hasta 60 % en v/v de alcohol, dependiendo del
alcohol (o alcoholes), preferentemente, el contenido en alcohol es 5 - 10 %. De nuevo, para la preparacion de la
mezcla hidroalcohdlica se prefieren alcohol metilico, alcohol etilico, alcohol isopropilico sus mezclas.

Después, la primera solucion se afiade lentamente al lote de agua o de la mezcla hidroalcohdlica, de modo que se
forma una segunda solucién. En esta etapa, el acido levofolinico cristaliza en la solucién formada. De este modo se
constituye la segunda solucién mediante el licor madre en el cual cristaliza el producto. Las caracteristicas dinamicas
de este licor madre son de interés para el control del proceso. La adicién de la primera solucién a dicho lote debe
realizarse de un modo tal que la concentracion de acido levofolinico en la segunda solucién nunca supera la
concentracion del 4 % en peso/volumen y permanece idealmente entre 1y 2,5 % en peso/volumen mientras el acido
levofolinico cristaliza en la solucién. Esta operacion tiene lugar con control de pH de la segunda solucion que debe
mantenerse constantemente en el intervalo entre 3,0 y 4,5. Durante esta fase, los aniones de levofolinato se
recombinan con los iones de H* presentes en la segunda solucion, formando acido levofolinico cristalino, que es
escasamente soluble en agua o en mezclas hidroalcohdlicas en el intervalo de pH propuesto.

La recombinacién con iones H' da lugar a un incremento del pH que debe compensarse mediante la adicién de un
segundo acido adecuado, por ejemplo acido clorhidrico diluido, con el fin de mantener el pH en el intervalo indicado.
Otra forma de controlar esta etapa del proceso es observar la segunda solucién durante la adicion de la primera
solucion. De hecho, si la concentracion de acido levofolinico supera el limite superior del 4 % en peso/volumen,
debido a la adicion demasiado rapida de la primera solucién, la segunda solucién se enturbia y la forma amorfa del
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acido levofolinico precipita.

Trabajando de un modo tal que la segunda solucion siempre permanezca transparente garantiza que se cumpla la
condicion de permanecer por debajo de dicho limite de 4 %.

Esta etapa se puede llevar a cabo afiadiendo tanto la primera solucién como el segundo acido necesario para
mantener el valor de pH en el intervalo indicado al lote de agua o hidroalcohdlico lenta y continuamente o en
pequefias cantidades posteriores. Los acidos que se pueden usar son los acidos no oxidantes y los acidos que no
reaccionan con acido levofolinico o sus sales; se prefieren los acidos minerales tales como H,SO4, H3PO4 |y
particularmente preferido, HCI.

En caso de la adicion de la primera solucion en cantidades pequefias al lote de agua o mezcla hidroalcohdlica, tras
cada adicion, el incremento de pH se detiene cuando el anién levofolinato se ha convertido esencialmente por
completo en el acido cristalino y se puede producir la siguiente adicion de una cantidad de la primera solucion.

Esta etapa también se puede llevar a cabo y con control de temperatura, que se debe llevar al intervalo de 30 —
60 °C o mantener en el mismo.

El control de la concentracion de levofolinato, el pH y la T son necesarios porque el acido levofolinico es un
compuesto inestable, como se trata en, por ejemplo, la patente de EE.UU. N° 6.441.168 B1, y se convierte
facilmente en subproductos si el P.D. disminuye por debajo de 3,0 o si durante la disminucion del pH la temperatura
alcanza 60 °C o valores incluso mas altos.

Cuando la primera soluciéon se ha afiadido por completo al lote de agua o hidroalcohdlico, continuamente o en
pequefias cantidades adicionales, la segunda solucion obtenida de este modo se mantiene en agitaciéon a la
temperatura en el intervalo de 30 - 60 °C, al tiempo que se supervisa la tendencia del pH y se controla mediante la
adicion del segundo acido; cuando el valor de pH se estabiliza sin necesidad de la adicion posterior del segundo
acido, la formacién de acido levofolinico cristalino es completa.

Por ultimo, el solido cristalino se puede recuperar por medios conocidos, tales como centrifugacion y/o ultrafiltracion,
seguidos de secado del producto, por ejemplo mediante eliminacion de los restos de disolvente a presion reducida.

El compuesto acido (6S)—N(5)-formil-5,6,7,8-tetrahidrofélico en forma cristalina estable no se ha notificado en la
técnica anterior. La forma cristalina del compuesto se caracteriza por picos n los siguientes valores del angulo 26 en
el diagrama del XRD (los valores 26 se proporcionan con una aproximacion de + 0,2°):

14,4

17,3

17,7

18,3

19,7

20,0

22,1

23,3

27,3
La invencion se ilustrara adicionalmente mediante los ejemplos siguientes.
Ejemplo 1
Produccion de acido levofolinico cristalino

100 kg de levofolinato calcico pentahidrato (166 mol) se suspenden en 500 litros (I) de agua purificada. La
suspension se calienta a 40 ° y después se descalcifica mediante la adicién de 25 kg de carbonato sédico (236 mol);
se afiade acido acético para mantener el pH del sistema en un valor de aproximadamente 8,0. El carbonato calcico
formado se elimina mediante centrifugacion y la solucion de levofolinato sddico obtenida se aclara mediante filtracion
fina. La solucion filtrada se diluye con agua hasta un volumen de 850 | y a la misma se afadieron 51 | de
isopropanol, de modo que se forma una primera solucion. La primera solucion se afiade progresivamente durante 1
hora en agitacion a un lote hidroalcohdlico formado mediante 350 | de agua y 35 | de isopropanol previamente
calentado a 45 °C. Durante esta adicion, el pH se supervisa y se mantiene en el intervalo entre 3,5 y 4,0 mediante la
adicién progresiva de 50 | de una solucién al 25 % de p.c. de HCI; la temperatura a su vez se reduce lentamente
hasta 35 °C. Al final de la fase de adicion (es decir la operacion de afiadir la primera solucién al lote hidroalcohdlico),
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la solucién obtenida se mantiene a 35 °C en agitacion, al tiempo que controla el pH con adiciones posteriores de la
misma solucion de HCI usada antes, hasta alcanzar un valor estable de 4,0; se afiade un total de 50 litros de la
solucion de HCI en dos fases. El acido levofolinico cristaliza en la solucion obtenida durante la fase de adicién y el
posterior periodo de agitacion. Después, el acido levofolinico cristalizado se aisla mediante centrifugacion, se lava
con agua y se seca a presion reducida. Se obtienen 80 kg del producto.

Una primera muestra del producto obtenido de este modo se somete a un analisis de RMN de 'H-D,0 a 400 MHz;
una segunda muestra del lote del producto se somete a analisis XRD. Los espectros resultantes se notifican en la
FIG. 1y enla FIG. 2, respectivamente, y la identificacion de sefiales en el espectro de RMN se indica en la Tabla 1
siguiente.

Tabla 1
Des'pI?zamiento Numero de Multiplicidad Atribucion
quimico (ppm) protones
1,8-2,1 2 multiplete —CH—CH,—CH,—COOH
2,3 2 triplete —CH—CH,—CH,—COOH
2,8-3,4 4 multiplete —CH,—CH*—CHy,—
4.3 1 multiplete —CH—CH,—CH,—COOH
4.8 1 multiplete —CH,—CH*—CHy—
6,2 2 singlete —NH:2
6,4 1 singlete —NH—CH,—CH—
6,6 2 multiplete —CH= (anillo aromatico)
7,0 1 singlete —CH—CH2—NH—
7,7 2 multiplete —CH= (anillo aromatico)
8,2 1 singlete —CO—NH—CH—
8,8 1 singlete —OH
10,3 1 singlete —CHO
11,8-12,8 2 ?;Z%ﬁ;? —COOH (2 x)

Ejemplo 2

Dos muestras del producto obtenido en el ejemplo 1 se someten a pruebas de estabilidad acelerada y pruebas de
estabilidad a largo plazo, respectivamente; las pruebas se realizan de acuerdo con las condiciones de la ICH.

Acelerada: 40 £ 2 °C, 75 + 5 % de humedad relativa
A largo plazo: 25 + 2 °C, 60 + 5 % de humedad relativa

Los métodos analiticos usados para los estudios de estabilidad se describen en la monografia del levofolinato
calcico de la Farmacopea Europea. Los resultados de la prueba acelerada se indican en la Tabla 2, mientras que los
resultados de la prueba a largo plazo se indican en la Tabla 3. Tanto en la Tabla 2 como en la tabla 3, “n.a.” quiere
decir no analizado; 1) indica que el % del area se ha calculado sobre la base de la absorcion de acido folinico a 280
nm; y 2) indica que el mismo ensayo de acido levofolinico se ha calculado sobre la base anhidra y sin disolvente.
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Tabla 2
Tiempo transcurrido (meses)
Parametro Especificacion
0 3 6
Aspecto Polvo de color blanco o amarillo Conforme | Conforme | Conforme
claro
Aspecto de una solucién al 1,0 % en
p/v en solucién de tampdn Tris
corregida a pH =8,1
- Claridad Transparente <N°1 <N°1 <N°1
- Absorbancia a 420 nm <0,25 0,06 0,05 0,06
Rotacién 6ptica de una solucién de -9,5°a -15,5° -12,8 n.a. n.a.
tampon Tris corregida a pH =8,1
Contenido en agua (%) <20 0,8 0,8 1,1
Sustancias relacionadas:
- PABG (A) (% érea) <0,80" <0,10 <0,10 0,13
- N°-N"-diformil-THF (B) (% area) <0,80" <0,10 <0,10 <0,10
- Acido félico (C) (% area) <80" <0,10 <0,10 <0,10
- Acido N™-CHO-félico (D) (% m/m) <0,80" <0,10 <0,10 <0,10
- Acido 5-CHO-4H-Pteroico (E) (% <0,80" 0,36 0,37 0,33
area)
- Acido N™-CHO-dihidrofélico (F) (% <0,80" <0,10 0,16 0,25
area)
- Acido dihidrofélico (G) (% éarea) <0,80" <0,10 <0,10 <0,10
- Cualquier impureza individual <0,25" <0,10 <0,10 <0,10
desconocida
- Suma de todas las sustancias <2,0" 0,57 0,63 0,84
relacionadas (% area)
Contenido en acido dextrofolinico (H) <0,50 % <0,10 n.a. <0,10
Ensayo de acido levofolinico (% m/m)? | 98,0 - 102,0 % 99,7 99,9 99,0
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Resumen de los resultados

El espectro de RMN indicado en la FIG. 1 y las atribuciones de las sefiales del mismo indicadas en la Tabla 1
confirman que el producto obtenido siguiendo el procedimiento del ejemplo 1 es acido levofolinico.

El diagrama de XRD indicado en la FIG. 2 confirma que el producto es completamente cristalino.

Las entradas en la fila “Ensayo de acido levofolinico” e las Tablas 2 y 3 confirman que el producto obtenido es, de
hecho, el deseado, mientras que algunos valores de “Especificaciones” en las mismas tablas confirman que el
producto se obtiene esencialmente puro y en forma 6S diastereoisomérica esencialmente pura (el acido
dextrofolinico solo esta presente en restos).

Por ultimo, los datos de estabilidad de las tablas 2 y 3 indican que, sorprendentemente, el acido levofolinico
cristalino puro obtenido de acuerdo con la invencién es estable y puede permanecer inalterado, durante una vida de
almacenamiento de hasta tres afos; a este respecto, el producto de la invencion tiene mejores propiedades que el
levofolinato calcico de la técnica conocida o que el acido levofolinico amorfo obtenido como se describe en la
patente de EE.UU. N° 5.134.235.
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REIVINDICACIONES

1. Proceso para la preparacion de acido (6S)-N(5)-formil-5,6,7,8-tetrahidrofélico cristalino estable en forma 6S
diastereoisoméricamente pura, que comprende las etapas de:

- preparar una primera solucién acuosa o hidroalcohdlica, que tiene un valor de pH superior a 4,5, de una sal
levofolinato soluble;

- proporcionar un lote de agua, o de una mezcla hidroalcohdlica que contiene hasta un 60 % en v/v de alcohol,
precalentada a una temperatura entre 30 y 60 °C;

- formar una segunda solucion afadiendo dicha primera solucién y un segundo acido a dicho lote de agua o
mezcla hidroalcohdlica, funcionando de un modo tal que la concentracién de la sal de levofolinato en la segunda
solucion nunca supera el 4 % en peso/volumen, el valor de pH de la segunda soluciéon siempre permanece en el
intervalo entre 3,0 y 4,5 y la temperatura de la segunda solucion siempre permanece en el intervalo entre 30 y 60 °C;

- tras finalizar la adicién de dicha primera solucion a dicho lote de agua o mezcla hidroalcohdlica, agitar la segunda
solucién formada de este modo mientras que se produce la cristalizacion de acido levofolinico, mantener la solucién
a una temperatura ente 30 y 60 °C, supervisar el Ph y afadir de forma continua dicho segundo acido para mantener
el pH estable, hasta que se observa que el valor de pH se estabiliza sin necesidad de seguir afiadiendo dicho
segundo acido, lo que indica el fin de la cristalizacion de acido levofolinico;

- recuperar el acido levofolinico cristalino formado de este modo.

2. Proceso segun la reivindicacion 1, en el que, cuando se usa un alcohol, este se selecciona entre alcohol metilico,
alcohol etilico, alcohol isopropilico o mezclas de los mismos.

3. Proceso segun la reivindicacion 1 o 2, en donde dicha mezcla hidroalcohdlica contiene entre 5y 10 % v/v de
alcohol.

4. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicha primera solucién se
prepara disolviendo en agua o en una mezcla hidroalcohdlica un levofolinato de metal alcalino a una concentracion
de hasta 30 % en peso/volumen.

5. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones a 1 a 3, en donde dicha primera solucién se
prepara con un levofolinato de metal alcalino térreo, solubiliza mediante calentamiento hasta 80 °C.

6. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicha primera solucién se prepara
mediante intercambio de cationes, mediante suspension de un levofolinato de metal alcalino térreo en un disolvente
acuoso o hidroalcohdlico en donde se disuelve una sal formada por un catiéon y un aniéon de metal alcalino, que da
lugar a una sal insoluble con dicho metal alcalino térreo; lo que permite que dicha sal insoluble precipite; y separar y
eliminar la sal precipitada de la solucién de levofolinato de metal alcalino obtenida de este modo.

7. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicha segunda solucién se
forma mediante la operacion de forma que la concentracion de la sal levofolinato en la segunda soluciéon siempre
esta comprendida entre 1y 2,5 % en peso/volumen.

8. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el segundo acido se
selecciona entre HCI, HoSO4, H3POs,.

9. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la recuperacién de acido
levofolinico se realiza mediante centrifugacion y/o filtracion.

10. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que ademas comprende secar el
producto mediante la eliminacién de los restos de disolvente a presién reducida.
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