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RESUMO

"PROCESSO DE PURIFICAQAO DE MACROLIDOS"

E proporcionadoc um método para a purificagdo de um
macrolido, especialmente tacrolimus, gque inclui alimentar o
macrolido a um leito de resina de sorcdo e elui-lc com um
eluente adequado tal como uma combinagdo de &agua e tetra-

hidrofurano.



DESCRIGAO

"PROCESSO DE PURIFICAQAO DE MACROLIDOS"

A presente 1nvengdo refere-se a um método para a
purificag¢do de macrolidos, especialmente tacrolimus, ascomicina,
sirolimus, everolimus, ou pimecrolimus, por um método de

separacac que utiliza resinas de sorcgao.

PEDIDOS RELACIONADOS

Este pedido reivindica os beneficios do pedidc provisdrio
U.S. com o N° de Série 60/490070, apresentado em 24 de Julho de
2003 e do pedido provisério U.S. com o N° de Série 60/539363,
apresentado em 26 de Janeiro de 2004, sendo o contetdo de todos

eles aqui dado como incorporado por citacao.

ANTECENTES DA INVENQAO

Os macrolidos sdo anéis de lactonas com multiplos membros
que tém um ou mais desoxi agucares como substituintes. A
eritromicina, a azitromicina e a claritromicina sdo macrolidos

que tém actividade bacteriostdtica e/ou bactericida.

0O tacrolimus (FK 506) é também um antibidtico macrolido gue
também €& um agente imunossupressor. Mais potente do que a
ciclosporina, o tacrolimus tem, alegadamente, um efeito inibidor

selectivo sobre linfdécitos T.

O pimecrolimus ¢é uma macrolactama e ¢ um derivado de
ascomicina que alegadamente inibe a produgdo de citocinas pré-

inflamatdérias por células T e mastdcitos. The Merck Index 1331

1



(Maryadele J. O'Neil et al., eds., 132 ed. 2001). O pimecrolimus

¢ alegadamente utilizado como imunossupressor. Id.

Esta descrito que o sirclimus, outro macrolido, € um
imuncssupressor. O sirolimus foi administrado com ciclosporina e
corticosterdides apds transplante para evitar a rejeicdo de
enxertos. Martindale: The Complete Drug Reference 568 (Sean C.

Sweetman ed., Pharmaceutical Press 332 ed. 2002).

Estd descrito que o everolimus, um derivado do sirolimus, é
um imunossupressor utilizado no transplante de 0rgaos.
Martindale em 539.

Os macrolidos sao tipicamente obtidos por fermentagao,
embora sejam conhecidas vias sintéticas para alguns deles. Os
macrolidos, tal como obtidos, tipicamente contém varias
impurezas que podem ser detectadas por varios meios, por exemplo
cromatografia liquida de alta pressdao (HPLC). A presenca de
impurezas num composto farmacéutico é indesejdvel, e as
autoridades de saude em muitas jurisdigdes (e. g. a Food and
Drug Administration nos Estados Unidos) estabeleceram
directrizes relacionadas com os niveis aceitdveis de impurezas
em produtos farmacéuticos. A necessidade e a utilidade comercial
de métodos para a redugao do nivel de impurezas em qualquer

farmaco falam por si.

Song, %Z. et al. (J. Org. Chem., 1999, 64, 1859-1867)
descrevem um processo utilizando resina HP-20S e eluente de
acetonitrilo-agua para a separagdo do macrolido sintético,
L733,735 de ascomicina, sendo este ultimo um material de partida

para a sintese de L733,735.



SUMARIO DA INVENCAO

Num aspecto, a presente invencdo refere-se a um processo
para a separagdo de impurezas (i. e. redugdo do nivel de
impurezas) de um macrolido, especialmente tacrolimus,
ascomicina, sirolimus (rapamicina), everolimus e pimecrolimus. O

método compreende os passos de:

a) alimentacdo de uma carga do macrolido com um nivel de

impurezas inicial,

b) colocacdo da carga alimentada sobre um leito de resina

de sorcgao,

¢) eluicdo do leito de resina de sorgao alimentada com um
eluente compreendendo agua e tetra-hidrofurano, e
adicionalmente, quando o macrolido é tacrolimus, © eluente pode
compreender agua, acetonitrilo e Aacido fosfdérico, para se obter

um efluente, e

d) recolha de, pelo menos, uma frac¢ao de efluente

compreendendo o macrolido.

DESCRICAO PORMENORIZADA DA INVENCAO

Tal como aqui wutilizado, o termo temperatura ambiente
refere-se a uma temperatura de 0 °C a 40 °C, de um modo
preferido 10 °C a 35 °C.

Tal como aqui utilizado, o termo pressao reduzida refere-se

a uma pressdo inferior a 760 mm Hg.

Tal como agui utilizado, o termo anti-solvente refere-se a
uma substéncia, normalmente liquida a temperatura ambiente, em

que o macrolido é gquando muito fracamente soluvel.



Tal como agui utilizado, o termo "impureza" refere-se a
qualquer composto com um tempo de retengdo diferente do do
macrolido desejado. O tempo de retencdo diferente pode ser
determinadc, por exemplo, pelo método de HPLC aqui descrito

adiante.

Tal como aqui utilizados, os termos RRT0.95 e RRT1.25
referem-se a ascomicina e di-hidrotacrolimus, respectivamente,
que sdao 1mpurezas em tacrolimus, com tempos de retengdo
relativos (ao tacrolimus) de cerca de 0,95 e 1,25 na andlise por

HPLC, tal como a aqui descrita adiante.

Tal como aqui utilizado em relagdo a misturas ou
combinag¢bes de liquidos, o termo percentagem em volume (% vol)
refere-se a fracgdo do volume calculada como se segue (ilustrada

para a espécie A):

%a vol = Wta x pa/ (Wta x pa + WLy X PB)

em que:

Wta e Wtp sdo as massas em gramas das espécies A e B,

respectivamente, e

po e pp sdo as densidades, em g/mL, da espécie A e B,

respectivamente.

Numa forma de realizacdo, a presente invencdo proporciona
um método cromatografico para separagao de macrolidos
seleccionados de tacrolimus, como ascomicina, sirolimus,
everolimus e pimecrolimus, de impurezas neles presentes (1. e.
para reducdao do nivel de impurezas no macrolido). A separagdo
(redugdo) ¢é efectuada por alimentacgao do macrolido a um leito de
resina de sorgdc e eluigdo com um solvente que contém THF e
dgua. Quando o macrolido ¢ tacrolimus, o eluente pode

compreender &gua, acetonitrilo e Acido fosférico. Quando



tacrolimus é o macrolido, as impurezas reduzidas incluem pelo
menos ascomicina e di-hidrotacrolimus, cuja quantificacdao por
HPLC estd aqui descrita adiante. Quando ascomicina ¢é o
macrolido, as impurezas reduzidas incluem pelo menos tacrolimus.

O macrolido utilizado pode ser proveniente de qualguer fonte.

Na pratica da presente invengdo, a redugdo (separacdo) &
efectuada por eluicdo de uma resina de sorgdo, alimentada com
uma carga de macrolido, <com um eluente para se obter um
efluente. As resinas de sorcgdo Uteis na prdtica da presente
invencdo sao bem conhecidas na técnica e sao, de um modo
preferido reticuladas, materiais ndo idénicos de estireno-divinil
benzeno, mas podem ser modificadas quimicamente. Também s&0
conhecidas resinas de sorgdo de tipo acrilico. As resinas de
sorgac tém estruturas altamente porosas cujas superficies podem
absorver - e depols dessorver - varias espécies quimicas. A
absorgcédo e dessorcao sao influenciadas pelo ambiente, por
exemplo o solvente utilizado. Na presenca de solventes polares
(e. g. 4&gua) as resinas de sorgdo apresentam comportamento
hidréfobo. Quando se wutiliza solventes nac polares (e. g.
hidrocarbonetos), as resinas de sor¢gdao podem apresentar
comportamento polar. Tipicamente, &s resinas de sorg¢do tém uma
estrutura macrorreticulada e tém &reas superficiais de, pelo

menos, 300 m2/g.

As resinas de sorgdo Uteis na prética da presente invencéo
incluem as resinas Amberlite® XAD disponiveis de Rohm and Haas;
XAD 4, XAD 7 HP, XAD 16 HP, XAD 761 e XAD 1180, para mencionar
apenas algumas. Também sdo uteis as resinas de sor¢do Diaion
disponiveis de Mitsubishi; BP 10, HP 20, HP 21, HP 30, HP 40, HP
50, Sp 800, Sp 825, SP 850, SP 875, SP 205, Sp 206, Sp 207,
HPIMG e HP2MG, para mencionar apenas algumas. A Amberlite® xaD
1180 ¢ um exemplo de uma resina de sorcgao preferida para
utilizacdo na prédtica da presente invencgdo. A Amberlite XAD 1180
¢ um polimero aromdtico reticulado macrorreticulado. E um

polimero nao 1dénico, hidrdfobo, reticulado que deriva as suas



propriedades adsorventes da sua estrutura macrorreticulada
patenteada (contendc uma fase continua de polimero e uma fase
continua de poros), area superficial elevada e a natureza
aromatica da sua superficie. A Adrea superficial é 500 m2/g ou
superior. A porosidade é 0,60 mL/mL ou superior. A folha de
especificagbes do produto PDS 0205 A-Jan.98-1/2 d& mais

informacéo sobre esta resina.

Num primeiro passo do método da presente invengdo, a carga
do macrolido ¢é alimentada a um leito de resina de sorcdo. A
carga de alimentacdc pode ser proporciocnada como uma solucdo do

macrolido num solvente organico, combinado com um anti-solvente.

Alternativamente, a carga de alimentagdo do macrolido é
adsorvida (depositada) numa carga de alimentacdo de resina de
sorgao antes de ser alimentada ao leito de resina de sorgao. Uma
solugdo do macrolido num solvente organico, opcionalmente
contendo &gua, ¢ combinada com uma porcdo de resina de sorgdo e
um anti-solvente. A resina de sorgcao pode ser a mesma que a
utilizada para preparar o leito, ou pode ser uma resina de
sorgdo diferente. A porgao de alimentacao de resina de sorg¢do
pode ser 33% a 50% do volume do leito. A porcgado de alimentacgdo é
entdo colocada sobre um leito de sor¢do por via humida para

proporcicnar um leito carregado com a carga de alimentacao.

0 solvente orgdnico utilizado para preparar a solugdoc a
partir da qual a carga de alimentac¢do ¢ alimentada ou depositada
¢, de um modo preferido seleccionado do grupo gque consiste em
tetra-hidrofurano (THF), acetona, acetonitrilo (ACN), metanol,
etanocl, n-butanol, n-propanol, iso-propancl, ésteres (e. g.
acetato de etilo), e solventes aprdéticos dipolares como
dimetilformamida (DMF). De um modo mails preferido, o solvente
organico é THF, acetona ou ACN. Quando o macrolido é tacrolimus,
THF e ACN sdo solventes preferidos. De um modo preferido, o
anti-solvente ¢é 4dgua ou um alcanc linear ou ramificado ou

cicloalcano como hexano, heptano ou ciclo-hexano. A adicdo de um



anti-solvente reduz a solubilidade do macrolido na solucgdo e,
cré-se, facilita a adsorcdo da amostra a porcdo de alimentacédo
de resina de sorcdo. O anti-solvente ¢ adicionado lentamente
para evitar grandes gradientes de concentragdo que podem
resultar em precipita¢dao em bruto parcial do macrolido, que pode
levar a depdsitos e entupimento. De um modo preferido, a

proporgao de solvente:anti-solvente é 40% ou menos.

A combinacdc da solucgdo do macrolido, porcgdo de alimentacédo
de resina de sorgdo e anti-solvente pode ser realizada em
qualquer recipiente conveniente eguipado com um agitador (e. g.

um reactor em tanque com agitacgao).

Numa forma de realizag¢do particular, a porgao de
alimentagdc de resina de sorgdo estd contida numa coluna ¢é
faz-se contactar com um caudal de solucdao de macrolido através
da coluna num sistema de recirculacdoc. O anti-solvente ¢é
gradualmente introduzido no caudal da solugdc que flui através e
em torno da porcao de alimentacdo de resina de sorgao, com O que
a amostra do macrolido ¢é gradualmente adsorvida na porgao de

alimentac¢aoc de resina de sorg¢ao.

A titulo de exemplo, quando © macrolido é tacrolimus, a
solugdo pode ter cerca de 100 g/L e o volume de anti-solvente
pode ser, pelo menos, cinco vezes o volume de sclucdo. O volume
em massa da por¢do de alimentacdo de resina de sor¢do pode ser
aproximadamente igual ao volume de solugdo. O técnico experiente
saberd optimizar as proporgdes por experimentacdo em rotina para
obter adsorcdao do macrolido na porgao de alimentagdc da resina

de sorcgao.

Depois de a adscrgao estar substancialmente completa, o que
pode ser monitorizado por monitorizagao da concentragac de
macrolido remanescente na solugdo, a carga de alimentacdo ¢
separada da solu¢do remanescente. A separacdo pode sSer por

filtragdo. Quando se utiliza o método da coluna com recirculacao



para preparar a carga de alimentag¢do, a coluna ¢é simplesmente

desacoplada do sistema com recirculacgao.

Num passo subsequente desta forma de realizagdo, a porg¢ao
de alimentagdo agora carregada com macrolido € sobreposta num
leito preparado de resina de sorgao humida. O leito esta
confinado num recipiente adequado. De um modo preferido, o leito
estd confinado dentro de uma coluna, de um modo preferido com
secgéo transversal circular. Para preparar o leito, a quantidade
de resina de sorcgédo desejada € suspensa em Aagua ou numa mistura
de &gua e um solvente (e. g. THF ou ACN). A combinacdo de 4gua e
solvente é vantajosa quando o leito vail ter um didmetro grande.
L suspensdo é, entdo, transferida para o recipiente desejado, de
um modo preferido uma coluna cilindrica como a que é utilizada
para cromatografia em coluna, A agua {(ou combinagdo de agua e
solvente) ¢é esgotada para deixar um leito de resina de sorgdo
htimida. A prdtica de preparacdo e empacotamento de colunas de
cromatografia é bem conhecida tanto pelo técnico experiente como
por quem tem pratica corrente, e as praticas conhecidas sé&o

facilmente adaptadas a prdtica da presente invencdo.

A porgdo de alimentacdo pode ser sobreposta no leito de
resina de sor¢do humida, simplesmente como uma camada colocada
sobre ela. Quando a carga de alimentacao é preparada num sistema
com recirculagdo, o recipiente contendo a carga de alimentacdo
pode ser acoplado ac recipiente que contém o leito de resina de
sorgdo humida por quaisquer meios que estabelecam comunicacao

fluida entre eles.

A separag¢ao do macrolido (i. e. tacrolimus, ascomicina,
sirolimus, everolimus ou pimecrolimus) e impurezas, através da
qual é reduzido o nivel de impurezas no macrolido, ¢é realizada
por passagem de um eluente através da carga de alimentagdo e,
subsequentemente, através do leito de resina de sorcdoc nela

sobreposto e em comunicac¢do fluida com ela.



0O eluente inclui &gua e THF. Adicionalmente, quando ©
macrolido ¢é tacrolimus, © eluente ©pode compreender 4Agua,
acetonitrilo e acido fosférico. Um eluente preferido,
especialmente quando tacrolimus é o macrolido, é essencialmente
uma mistura de THF e agua, com 20% em volume a 50% em volume, de
um modo mais preferido 31% em volume a 40% em volume, de THF,
Quando se wutiliza um solvente organico, tais come metanol,
acetonitrilo, acetona ou n-butanocl, com © eluente THF-Agua, O©
teor de THF ¢é inferior a 38% em volume, de um modo preferido
entre 4 e 38% em volume. Outro eluente preferido para tacrolimus
¢ uma mistura de acetonitrilo e Agua com 30% em volume a 70% em
volume, de um modo mails preferido, 40% em volume a 65% em volume
de acetonitrilo, e &cido fosfdérico, de um modo preferido 0,0005

a 0,003 partes de Aacido fosférico para 1 parte de eluente.

0 eluente ¢ eluido através da porgédo de alimentacgao e leito
de resina de sorgdo nela sobreposto, com um caudal que depende
da drea da seccdao  transversal bruta do leito (medida
perpendicularmente ao fluxo do eluente). De um modo preferido, o
caudal (em relacdo a darea da seccdo transversal) é inferior a 25
cm/h, de um modo preferido inferior a 15 cm/h. As velocidades de
eluigdao menores aumentam o tempo, mas melhoram a eficiéncia da
separacao. Uma velocidade de eluicao para eficiénecia de

separagado aumentada ¢é cerca de 90 mL/hora.

0 eluente que sail da resina de sorcgédo (i. e. o efluente) é
recolhido em wuma ou mais fracgbes, como ¢€é habitual para o
técnico experiente que utiliza métodos de separagdo, como a
cromatografia, que dependem da retengdo preferencial de espécies
quimicas numa fase estaciondria (e. g. um leito estatico). Pode
adicionar-se um acido inorgédnico, tal como o Acido fosférico, ao

efluente.

De um modo preferido, apds a eluicdo do leito com uma
quantidade de eluente, o leito é posto em comunicagdo fluida com

um segundo leito, de modo que o efluente do primeiro leitc elua



através do segundo leito. Apds a eluicdao do primeiroc e segundo
leitos, o© segundo leito pode ser e, de um modo preferido é
desacoplado do primeiro leito (i. e. é quebrada a comunicagdo
fluida) e a eluigdo ¢ prosseguida s¢ através do segundo leito. O
eluente é uma mistura de THF e &gua com 33% em volume a 35% em

volume de THEF e o eluente preferido.

Opcionalmente, pode ligar-se colunas adicionais ac sistema.

A concentracdo e composicdo das fraccgdes podem  ser
monitorizadas por Jualsquer meios convenientes. A detecgao e
quantificacdo de impurezas num macrolido, em particular
ascomicina e di-hidrotacrolimus em tacrolimus, podem  ser

realizadas pelo método por HPLC aqui descrito adiante.

Dependendo, inter alia, da carga da coluna e da composigao
e caudal do eluente, é recolhida uma fracg¢do principal (corte
principal) de efluente incluindo mais de 60%, de um modo
preferido entre 60% em peso e 90% em peso do macrolido
originalmente presente na solucadao. Quando o tacrolimus € o
macrolido e THF-dgua (31 a 40% em volume de THF) é o eluente, a
fraccdo principal é recolhida de tal modo que o produto final
isolado tem 0,1% de A&rea ou menos (por HPLC descrito adiante) da

impureza RRT0.95.

Se desejado, © macrolido separado das impurezas e tendo,
portanto, um nivel reduzido de impurezas pode ser isolado do
efluente por quaisquer meios convencionais (e. g. extracgao,
licfilizacao, evaporagao, adicao de anti-solvente). Pode
mencionar-se 4agua, alcanos e cicloalcanos como anti-solventes
Uteis. 0Os métodos de isolamento podem ser combinados. Por

exemplo pode combinar-se anti-solvente com eluente concentrado.

Um método de isolamento preferido inclui a concentracgdc da
fracgcao principal a 70 °C ou menos, de um modo preferido a 60 °C

ou menos, de um modo preferido a uma pressdo de 760 mm Hg, a
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cerca de 50% do seu volume inicial, com o que se obtém cristais
de produto. De um modo preferido adiciona-se 4&cido, 1 a 10 mL
por litro de eluente, antes da concentragdo para estabilizar o

macrolido.

Opcionalmente, a fracgdo principal concentrada é mantida a
temperatura ambiente durante um tempo de espera. Quando se
utiliza um tempo de espera, um tempo de espera preferido é 1-4
dias. 0Os cristais de macrolido com teor de impurezas reduzido
sao recuperados por gqualisquer meios convencionais, por exemplo,

filtracdo (gravidade ou vacuo).

Pode conseguir-se uma redugdo adicional de impurezas
submetendo © produto recuperado a varios tratamentos adicionais

de acordo com o método da presente invengao.

A reducgdo de impurezas num macrolido realizada pelo método
da presente invengdo pode ser monitorizada pelo método por HPLC

aqui descrito adiante.

Noutra forma de realizacdo, o© macrolido é tacrolimus e,
pelo menos, sdo reduzidos os nivels das impurezas ascomicina e
di-hidrotacrolimus. Os niveis de outras impurezas também sao
reduzidos. O método inclui os passos de: preparagac de uma carga
de alimentagdo de tacrolimus compreendendo uma solucgdo de
tacrolimus com ou sem uma porc¢do de alimentacdo da resina de
sorcéo, especialmente uma resina macrorreticulada COomo
Amberlite® YAD 1180 e Diaion HP 20; alimentacdao da carga de
alimentagdc a resina de sorgdo humida, especialmente Amberlite®
XAD 1180 e Diaion HP 20 gue pode estar contida num recipiente,
especialmente uma coluna; eluig¢do da porgdo de alimentacdo e
resina de sorgdo com um eluente que ¢é uma mistura de tetra-
hidrofurano (THF) e Agua, 20% em volume a 50% em volume,
especialmente 31% em volume a 40% em volume de THF, ou uma
mistura de acetonitrilo (ACN), &gua e 4dcido fosférico, em que ©

acetonitrilo estd presente numa quantidade de 30% em volume a
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70% em volume e muito especialmente em 40% em volume a 65% em
volume; recolha de pelo menos uma fracc¢do principal (corte
principal) de eluente que contém mais do que 60%, de um modo
preferidc entre 60% e 90% do tacrolimus inicial (dependendo da
pureza inicial) e, opcionalmente, isolamento da  fracgao
principal do tacrolimus com teor de impurezas reduzido por, por
exemplo, concentracac da ou das fracgdes principais, por exemplo
a pressac reduzida na presenca de um acido, e opcionalmente

recuperacdc do produto assim obtido.

Ainda noutra forma de realizacgao, o macrolido é ascomicina
e, pelo menos, sao reduzidos os niveis da impureza tacrolimus.
Também sao reduzidos os niveis de outras impurezas. O método
inclui os passos de: preparac¢do de uma carga de alimentacgdo de
ascomicina compreendendo uma solugao de ascomicina com ou sem
uma porgao de alimentagao de uma resina de sorgao, especialmente
uma resina macrorreticulada como Amberlite® XAD 1180 e Diaion HP
20; alimentacdo da carga de alimentacdo & resina de sorcgédo
htmida, especialmente amberlite® XaAD 1180 e Diaion HP 20, que
pode estar contida num recipiente, especialmente uma coluna;
eluigao da porgac de alimentagao e resina de sor¢ao com um
eluente que é uma mistura de tetra-hidrofurano (THF) e agua, 20%
em volume a 50% em volume, especialmente 31% em volume a 40% em
volume de THF; recolha de, pelo menos, uma fracgdo principal
(corte principal) de eluente que contém mais do que 60%, de um
modo preferido entre 60% e 90% da ascomicina inicial (dependendo
da pureza inicial) e, opcionalmente, isoclamento de ascomicina
com um teor de impurezas reduzido da frac¢ao principal por, por
exemplo, concentragcdo da fracgdo ou Ifracgdes principais, por
exemplo a pressdo reduzida na presenga de um d4dcido, e

opcionalmente recuperac¢do do produto assim obtido.

Ainda noutra forma de realizagao, o macrolido é sirolimus,
0 método para a separacdc de impurezas de sirolimus inclui os
passos de: preparacdo de uma carga de alimentacdo de sirolimus

compreendendo uma solucdo de sirolimus com ou sem uma porcgadc de
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alimentacdo de uma resina de sorcao, especialmente  uma
macrorreticulada como Amberlite® XAD 1180 e Diaion HP 20;
alimentacdao da carga de alimentacdo a resina de sorcdo humida,
especialmente Amberlite® XAD 1180 e Diaion HP 20 que pode estar
contida num recipiente, especialmente uma c¢oluna; eluigdo da
porcdo de alimentacao e resina de sorcac com um eluente que ¢é
uma mistura de tetra-hidrofurano (THF) e &gua, 20% em volume a
50% em volume, especialmente 31% em volume a 40% em volume de
THF; recolha de, pelo mencs, uma fracgdo principal (corte
principal) de eluente que contém mais do que 60%, de um modo
preferido entre 60% e 90% do sirolimus inicial (dependendo da
pureza inicial) e, opcionalmente, isolamento da fraccéao
principal do sirolimus com um teor de impurezas reduzido por,
por exemplo, concentragdo da fracgdo ou fracgdes principais, por
exemplo a pressao reduzida na presenga de um Aacido, e

opclonalmente recuperagao do produto assim obtido.

Ainda noutra forma de realizacdo, o macrolido é everolimus.
O método para a separacao de impurezas do everolimus inclui os
passos de: preparacdo de uma carga de alimentacdo de everolimus
compreendendo uma solugdoc de everolimus com Ou sem uma porgac de
alimentagdo de uma resina de sorgao, especialmente uma
macrorreticulada como Amberlite® XAD 1180 e Diaion HP 20;
alimentacdoc da carga de alimentagdo a resina de sorg¢ao humida,
especialmente Amberlite® XAD 1180 e Diaion HP 20 que pode estar
contida num recipiente, especialmente uma coluna; eluicdo da
porgéo de alimentacdo e resina de sorgdo com um eluente que ¢é
uma mistura de tetra-hidrofurano (THF) e 4gua, 20% em volume a
50% em volume, especialmente 31% em volume a 40% em volume de
THF; recolha de, pelo mencs, uma fracg¢édo principal (corte
principal) de eluente que contém mais do que 60%, de um modo
preferido entre 60% e 90% do evercolimus inicial (dependendo da
pureza inicial) e, opcionalmente, isolamento da  fraccgao
principal do everolimus com teor reduzido de impurezas por, Ppor
exemplo, concentracdo da fraccdo ou fracgdes principails, por

exemplo a pressao reduzida na presenga de um Adcido, e
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opcionalmente recuperac¢adao do produto assim obtido.

Ainda noutra forma de realizacao, 0 macrolido é
pimecrolimus. O método para a separagdao de impurezas do
pimecrolimus inclui o©s passos de: preparagdo de uma carga de
alimentagao de pimecrolimus compreendendo uma solugao de
pimecrolimus com ou sem uma porgao de alimentacdo de uma resina
de sorcdc, especialmente uma macrorreticulada como Amberlite®
XAD 1180 e Diaion HP 20; alimentacdo da carga de alimentacdo a
resina de sorcadao humida, especialmente Amberlite® XAD 1180 e
Diaion HP 20 que  pode estar contida num recipiente,
especialmente uma coluna; elui¢do da porgao de alimentagdo e
resina de sorgdao com um eluente que ¢é uma mistura de tetra-
hidrofurano (THF) e Agua, 20% em volume a 50% em volume,
especialmente 31% em volume a 40% em volume de THF; recolha de,
pelo menos, uma fracg¢ao principal (corte principal) de eluente
que contém mais do que 60%, de um modo preferido entre 60% e 90%
do pimecrolimus inicial (dependendo da pureza inicial) e,
opcionalmente, isolamento da fracgdo principal do pimecrolimus
com teor reduzido de impurezas por, por exemplo, concentracdo da
fracgao ou fracg¢gdes principails, por exemplo a pressdao reduzida
na presencga de um &cido, e opcionalmente recuperagdo do produto

assim obtido.

Condigbes cromatograficas:

Coluna: ZORBAX SB-C1l8 75 x 4,6 mm; 3,5 pum

Pré-coluna: SymmetryShield RP18 3,9 x 20 mm; 5 pm

Eluente:

A: Medir 200 mL de acetonitrilo para um baldo volumétrico
de 2000 mL, depois diluir para o volume com agua destilada até
ao volume total de 2000 mL. Em seguida adicionar 100 uL de &acido
acético a 50%.

B: Adicicnar 100 puL de &cido acético a 50% a 2000 mL de

acetonitrilo.
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Tabela de gradientes

Tempo Eluente Eluente Caudal
(min) "An "B" (mL/min)
(5 p/p) (5 p/p)
0 60 40 2,3
15 55 45 2,3
25 30 70 1,8
25,1 60 40 1,8
27 60 40 1,8
Caudal: 2,3 mL/min

Comprimento de onda de detecgdo:

Volume injectado: 20 pL

Solvente
Temp. da
Tempo de
Tempo de

Os tempos de retencdo das impurezas ascomicina

di-hidrotacrolimus

exXpressos

todos os picos no cromatograma.

O tempo de retencdo do tacrolimus

da amostra:

andlise:

(RRT1.2D)

27 min

unidade da coluna:

retencdo do tacrolimus:

sa

acetonitrilo

60 °C

0 relativos ao

210 nm

aproximadamente 14 min.

(RRT0.95) e

tacrolimus e

como uma percentagem da Area em relagdo & Area de

(RRT1.00)

é relativo a

ascomicina e expresso comc uma percentagem da drea em relacdo a

drea de todos o0s picos no cromatograma.

O método da presente invencac pode ser exemplificado pelos

seguintes exemplos nado limitativos.
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Exemplo 1:

As Areas percentuais referem-se a percentagem da &rea de

cromatogramas de HPLC obtidos pelo método aqui descrito acima.

O processo descrito adiante foi realizado a 28 °C até
32 °C,

Preparou-se um leito de resina de sorcdo (Amberlite® XaD
1180) numa coluna (45 cm de didmetro) utilizando Aagua:THF para

alimentar a coluna (ca. de 100 L de resina de sorc¢ao humida).

Adicionou-se agua (86 L) lentamente, com agitagdo, & uma
solugdo de tacrolimus (1227 g) em acetonitrilo (10 L) em que foi
suspensa a resina de sorgao (Amberlite® XaD 1180; 9 L) com
agitagdo. O tacrolimus utilizado continha cerca de 2,6% da &rea
de RRT0.95 e cerca de 2,9% da drea de RRT1.25. Quando a adicédo
da 4dgua estava completa, a carga de alimentacdo de resina de

sorcédo fol recolhida por filtracéao.

A carga de alimentagdo recolhida foi alimentada
(sobreposta) como uma camada sobre o leito da resina de sorg¢éo

humida.

A coluna foil primeiro eluida com cerca de 1800 L de um
primeiro eluente constituido por THF/&dgua (33% em volume de
THF). A coluna fol entdo eluida com segundo eluente constituido
por THF/Agua (40% em volume de THF). A velocidade de eluigdo foi
cerca de 11 a 13 L/h (6,9 a 8,2 cm/h). Foi recolhida uma fraccao
principal de cerca de 460 L contendo cerca de 820 g de
tacrolimus (67% de rendimento). Também foi recolhida uma pré-

fracgao com cerca de 80 L, contendo 190 g de tacrolimus.

A fracgdo principal (460 L) foi combinada com Acido
fosférico a 85% (460 mL), e concentrada a pressdo reduzida até

um volume de cerca de 230 L. O concentrado foi mantido a
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temperatura ambiente durante um dia. (N.b., foram experimentados
tempos de espera mals longos em experiéncias subsequentes. Os
cristais foram filtrados mais facilmente do que os obtidos neste

caso). 0Os cristais foram lavados com hexano e secos a 40 °C.

O produto isolado da fracg¢ao principal tinha cerca de 0,1%
de drea de RRT0.95 e cerca de 1,7% de area de RRT1.25.

O produto isolado da pré-fracgdo tinha cerca de 3% de drea
de RRT(0.95 e cerca de 0,3% de area de RRT1.25.

Exemplo 2:

Repetiu-se o processo geral do exemplo 1 para investigar o

efeito da composigdo e do caudal do eluente.

Através destas experiéncias, fol possivel estabelecer que a
redugdo do caudal de eluicdo aumenta a eficiéncia de separacgdo
da cromatografia. O aumentoc do caudal de eluigdo reduziu a
eficiéncia da cromatografia. Um caudal de 25 cm/cmZ. hora (em
vez de 6,9-8,2 cm/cmz.hora) resultou numa redu¢do significativa
da eficiéncia, mas foil possivel recolher a fracgao principal com

a qualidade da descrita no Exemplo 1.

Estabeleceu-se ainda que 0o primeiro eluente de 34% em
volume de THF (em vez de 33% em volume) aumentou o rendimento da
cromatografia. O rendimento foli 69%. 0O nivel da impureza

RRT:0.95 da fraccgdo principal era 0,10% da &rea.

Quando se utilizou um eluente com 31% em volume de THF, o
tempo de eluigao do tacrolimus foi aumentado. Verificou-se que
as concentragdes de eluente mencionadas (31%, 33%, 34%, 40% em
volume de tetra-hidrofurano) eram utilizdvels para eluigdo do

tacrolimus, sem aumentar a concentracao de solvente.
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Estas experiéncias adicionais também estabeleceram que as
misturas eluentes de Agua:tetra-hidrofurano:solventes também
eram eficazes. Os solventes testados utilizados para eluentes de
dgua:tetra-hidrofurano:solvente foram metanol, acetonitrilo,
acetona, n-propanol e n-butanol. Em tcdos o©0S ¢asos se obteve

qualidade adequada.

Exemplo 3

As areas percentuais referem-se a area percentual dos

cromatogramas de HPLC obtidos pelc método aqui descrito acima.

O processo adiante foi realizado a 20 °C até 25 °C.

Preparou-se um leito de resina de sorc¢ac (Diaion SP 207)
numa coluna (3,2 cm de didmetro) utilizando Agua para carregar a

coluna (ca. 550 mL de resina de sor¢ao humida).

Dissolveu-se tacrolimus (7,2 g) numa mistura de
acetonitrilo (30 mL) e A&gua (20 mL). O tacrolimus continha cerca
de 2,6% da area de RRT0.95 (ascomicina) e cerca de 2,9% da drea
de RRT1.25 (di-hidrotacrolimus).

A solucao de tacrolimus foi alimentada como uma camada

sobre o leito de resina de sorgdo humida.

A coluna foil eluida com cerca de 8 L de eluente constituido
por acetonitrilo/dgua/dcido fosfdrico (600:400:1). O caudal de

eluicdo era de 90 mL/hora.

As fracgdes 32-45 foram combinadas. As fracgdes combinadas
continham 1,9 g de tacrolimus. O teor de impurezas das fracgbes
combinadas era cerca de 2,9% da drea de RRT0.95 (ascomicina) e

cerca de 1,2% da drea de RRT1.25 (di-hidrotacrolimus).
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O processo de purificacao descrito é adequado para redugdo
de di-hidrotacrolimus. De um modo preferido, o eluente tem um
teor de acetonitrilo de cerca de 30% a 70%, de um modo preferido

cerca de 40% a 65%.

O teor de 4cido inorgadnico ¢é wutilizado para impedir a
decomposicao do tacrolimus durante a cromatografia. De um modo
preferido, o acido inorganico ¢ 4cido fosférico. De um modo
preferido, o teor de acido fosférico estd entre cerca de 0,0005

a 0,003 partes de acido para 1 parte de eluente.

O método de purificacdo descrito aumenta a eficiéncia dos

métodos descritos nos exemplos 1 e 2.

Exemplo 4

Preparou-se duas colunas para cromatografia de acordo com o
exemplo 1. Antes da cromatografia, adsorveu-se 3000 g de
substancia activa contendo tacrolimus em resina de sorgdo XAD
1180 de acordo com o procedimento seguinte. O tacrolimus foi
dissolvido em 15 L de acetona. Adicionou-se resina de sorg¢do (33
L) & solugdo, e adicionou-se lentamente 90 L de Agua & mistura
de solucgdo/resina com agitacgac continua. A carga de alimentacgdo
de resina de sorgaoc foili colocada (sobreposta) como uma camada

por cima da resina de sorg¢ao contida na primeira coluna.

A  primeira coluna foi eluida com mistura de tetra-
hidrofurano:agua (34% em volume de THF). O caudal de eluigdo era
15 L/hora. Foram recolhidas fracgdes de 20 L cada. O volume de
cada fraccgdo era 20 L. Apds a eluigdo da 352 fracgdo, a segunda
coluna foi ligada (acoplada fluidamente) em série a primeira

coluna, e a eluicao foi continuada nas colunas em série.

Depois de eluida a 952 fracgdo, a primeira coluna foi

desligada e a eluigao foil prosseguida s na segunda coluna. As
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fracgdes purificadas adequadas foram combinadas.

A maior parte do THF foil removido das fracc¢des combinadas
por evaporagdc a pressao reduzida. O concentrado fol extraido
com acetato de etilo e as fases foram separadas. A fase de
acetato de etilo separada foil concentrada a pressao reduzida
(aproximadamente 1 parte de tacrolimus e 1 parte de acetato de
etilo). Adicionou-se lentamente ciclo-hexano e 4gua ao extracto
de acetato de etilc concentrado. O tacrolimus precipitado foil
recuperado da mistura a 0-30 °C. Os cristais foram filtrados e

3eCos.

A substéncia de partida continha, aproximadamente, 0,5% da
drea de ascomicina (RRT0.95) e, aproximadamente, 1,3% de di-
hidrotacrolimus (RRT1.25). Os cristais produzidos continham
menos do que 0,1% da 4rea de ascomicina e aproximadamente 0,4%

da 4rea de di-hidrotacrolimus.

Exemplo 5

Dissolveu-se © tacrolimus numa mistura de Agua:tetra-
hidrofuranc (67:33 em volume). A concentragao obtida no solvente
era de, aproximadamente, 30 g/litro. A solucgdo foi passada em
resina de sorcdo XAD 1180. A resina de sorgdo adsorveu o

tacrolimus.

Ap6s a adsorcgao, a eluigcac do tacrolimus fol prosseguida

como no exemplo 1.

Exemplo 6

Dissolveu-se © tacrolimus numa mistura de Agua:tetra-
hidrofurano (67:33 em volume). A concentracdc obtida no solvente

era de, aproximadamente, 30 g/litro. A solugdo foi passada em
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resina de sorc¢do HP20. A resina de sorc¢ao adsorve o tacrolimus.

Apés a adsorcgao, a eluigdo do tacrolimus € prosseguida como

no exemplo 1.

Exemplo 7
O processoc a seguir é realizado a 28 °C até 32 °C.

Prepara-se um leito de resina de sorc¢ao (Amberlite® XxaD
1180) numa coluna (45 cm de didmetro), utilizando Aagua:THF para

carregar a coluna (ca. 100 L de resina de sorg¢do humida).

Adiciona-se 4gua (86 L) lentamente, com agitagdo, a uma
solucao de ascomicina (1227 g) em acetonitrileo (10 L) em que ¢
suspensa resina de sorcgao (Amberlite® xaAD 1180; 9 L) com
agitagdo. A ascomicina utilizada contém RRT1.00 (tacrolimus).
Quando a adicdo de Agua estd completa, a carga de alimentacdo de

resina de sorcgdo é recolhida por filtracao.

A carga de alimentac¢do recolhida é colocada (sobreposta)

como uma camada sobre o leito de resina de sorgdc humida.

A coluna é primeiro eluida com cerca de 1800 L de um
primeiro eluente constituido por THF/&dgua (33% em volume de
THF). A coluna ¢é depols eluida com um segundo eluente
constituidc por THF/agua (40% em volume de THF). O caudal de
eluicdo é cerca de 11 a 13 L/h (6,9 a 8,2 cm/h). Recolhe-se uma
fracgcdo principal, cerca de 460 L, contendo ascomicina. Também

se recolhe uma pré-fraccdo de cerca de 80 L contendo ascomicina.

A  fracgao principal (460 L) & combinada com acido
fosférico, 85% (460 mL), e concentrada a pressdo reduzida até um
volume de cerca de 230 L. O concentrado é mantido a temperatura

ambiente durante um dia. Os cristais sado lavados com hexano e
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secos a 40 °C.

Exemplo 8

Prepara-se duas colunas para cromatografia de acordo com ©
exemplo 1. Antes da cromatografia, adsorve-se 3000 g de
substancia activa contendo ascomicina em resina de sorgdc XAD
1180 de acordo <com © ©processo seguinte. A ascomicina ¢é
dissolvida em 15 L de acetona. Adiciona-se resina de sorcao (33
L) a solucdo, e adiciona-se lentamente 90 L de Agua a mistura de
solugdo/resina com agitagdo continua. A carga de alimentacgdo de
resina de sorg¢do é colocada (sobreposta) como uma camada sobre a

resina de sorc¢do contida na primeira coluna.

A  primeira coluna ¢ eluida com mistura de tetra-
hidrofuranc:agua (34% em volume de THF). A taxa de eluigdo é 15
L/hora. Recolhe-se fraccgdes de 20 L cada uma. O volume de cada
fracgdo era 20 L. Apds a eluicdo da 352 fraccdo, a segunda
coluna ¢ ligada (acoplamento de fluido) em série a primeira

coluna, e a eluigdo é continuada nas colunas em série.

Depois de eluida a 958 fracgcao, a primeira coluna ¢
desligada e a eluigcaoc ¢ prosseguida sé na segunda coluna. As

fracgbes purificadas adequadas sdao combinadas.

A maior parte do THF é removido das fracgdes combinadas por
evaporagdo a pressadao reduzida. O concentrado ¢é extraido com
acetato de etilo e as fases sao separadas. A fase de acetato de
etilo separada é concentrada a pressao reduzida (aproximadamente
1 parte de ascomicina e 1 parte de acetato de etilo). Adiciona-
se lentamente ciclo-hexano e 4agua ao extracto de acetato de
etilo concentrado. A ascomicina precipitada ¢ recuperada da

mistura a 0-30 °C. Os cristais sdoc filtrados e secos.
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Exemplo 9
O procedimento a seguir é realizado a 28°C a 32°C.

Prepara-se um leito de resina de sorcdo (Amberlite® XAD
1180) numa coluna (45 cm de didmetro) utilizando Aagua:THF para

carregar a coluna (ca. 100 L de resina de sorg¢do humida).

Adicicna-se 4gua (86 L) lentamente, com agitagdo, a uma
solugcac de sirolimus (1227 g) em acetonitrilo (10 L) em que ¢é
suspensa resina de sorgao (Amberlite® XaD 1180; 9 L) com
agitag¢do. O sirolimus wutilizade contém impurezas. Quando a
adigdo de Agua esta completa, a carga de alimentagdo de resina

de sorgdo é recolhida por filtracao.

A carga de alimentag¢do recolhida é colocada (sobreposta)

como uma camada sobre o leito de resina de sorcdc humida.

A coluna é primeiro eluida com cerca de 1800 L de um
primeiro eluente constituido por THF/dgua (33% em volume de
THF). A coluna ¢é depois eluida com um segundo eluente
constituidc por THF/&dgua (40% em volume de THF). O caudal de
eluicdo é cerca de 11 a 13 L/h (6,9 a 8,2 cm/h). Recolhe-se uma
fracgao principal, cerca de 460 L, contendo sirolimus. Também se

recolhe uma pré-fracg¢do de cerca de 80 L contendo sirolimus.

A  fracg¢do principal (460 L) ¢ combinada com Acido
fosférico, 85% (460 mL), e concentrada a pressdoc reduzida até um
volume de cerca de 230 L. O concentrado é mantido a temperatura
ambiente durante um dia. Os c¢ristais sao lavados com hexano e

secos a 40 °C.

Exemplo 10

Prepara-se duas colunas para cromatografia de acordo com o
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exemplo 1. Antes da cromatografia, adsorve-se 3000 g de
substancia activa contendo sirolimus em resina de sorgdo XAD
1180 de acordo com o processo seguinte. O sirolimus € dissolvido
em 15 L de acetona. Adiciona-se resina de sorgdo (33 L) a
solugdo, e adiciona-se lentamente 90 L de 4&gua a mistura de
solugdo/resina com agitagdo continua. A carga de alimentacdo de
resina de sorgdo é colocada (sobreposta) como uma camada sobre a

resina de sorcdo contida na primeira coluna.

A  primeira coluna ¢é eluida com mistura de tetra-
hidrofurano:agua (34% em volume de THF). A taxa de eluigdo & 15
L/hora. Recolhe-se fracgdes de 20 L cada uma. O volume de cada
fraccdo era 20 L. Apds a eluigédo da 352 fracgdo, a segunda
coluna ¢é ligada (acoplamento de fluido) em série a primeira

coluna, e a eluigdo é continuada nas colunas em série,

Depois de eluida a 952 fraccdo, a primeira coluna ¢
desligada e a eluicdo ¢é prosseguida sé na segunda coluna. AsS

fracgdes purificadas adequadas sao combinadas.

A maior parte do THF é removido das fracg¢bes combinadas por
evaporagdo a pressao reduzida. O concentrado é extraido com
acetato de etilo e as fases sao separadas. A fase de acetato de
etilo separada ¢é concentrada a pressao reduzida (aproximadamente
1 parte de sirolimus e 1 parte de acetato de etilo). Adiciona-se
lentamente ciclohexano e dgua ao extracto de acetato de etilo
concentrado. O sirolimus precipitado ¢ recuperado da mistura a

0-30 °C. Os cristails sadao filtrados e secos.

Exemplo 11

O processc a seguir é realizado a 28 °C até 32 °C.

Prepara-se um leito de resina de sorc¢ao (Amberlite® XaD

1180) numa coluna (45 cm de diadmetro) utilizando Agua:THF para
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carregar a coluna (ca. 100 L de resina de sorc¢do humida).

Adiciona-se 4dgua (86 L) lentamente, com agitacdo, a uma
solucao de everolimus (1227 g) em acetonitrilo (10 L) em que ¢é
suspensa resina de s0rgao (Amberlite® XaAD 1180; 9 L) com
agitagao. O everolimus utilizado contém impurezas. Quando a
adigdo de Agua estd completa, a carga de alimentacdo de resina

de sorgdo é recolhida por filtracéo.

A carga de alimentac¢do recolhida ¢ colocada (sobreposta)

como uma camada sobre o leito de resina de sorgao humida.

A coluna é primeiro eluida com cerca de 1800 L de um
primeiro eluente constituido por THF/dgua (33% em volume de
THF)., A <coluna ¢é depois eluida com um segundo eluente
constituido por THF/4dgua (40% em volume de THF). O caudal de
eluicdo é cerca de 11 a 13 L/h (6,9 a 8,2 cm/h). Recolhe-se uma
fracgdo principal, cerca de 460 L, contendo everolimus. Também

se recolhe uma pré-fraccgdo de cerca de 80 L contendo everolimus.

A  fracgdo principal (460 L) €& combinada com acido
fosfdérico, 85% (460 mL), e concentrada a pressao reduzida até um
volume de cerca de 230 L. O concentrado é mantido a temperatura
ambiente durante um dia. Os cristais sao lavados com hexano e

secos a 40 °C.

Exemplo 12

Prepara-se duas colunas para cromatografia de acordo com ©
exemplo 1. Antes da cromatografia, adsorve-se 3000 g de
substancia activa contendo everolimus em resina de sorgdo XAD
1180 de acordo <com © ©processo seguinte. O everolimus ¢&
dissolvido em 15 L de acetona. Adiciona-se resina de sorcgdo (33
L) a solucdo, e adiciona-se lentamente 90 L de &gua a mistura de

solucédo/resina com agitacdo continua. A carga de alimentacdo de
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resina de sorcaoc é colocada (sobreposta) como uma camada sobre a

resina de sorc¢do contida na primeira coluna.

A  primeira coluna ¢é eluida com mistura de tetra-
hidrofurano:agua (34% em volume de THF). A taxa de eluigdo & 15
L/hora. Recolhe-se fracgdes de 20 L cada uma. O volume de cada
fraccao era 20 L. Apds a eluigédo da 352 fracgdo, a segunda
coluna ¢ ligada (acoplamento de fluido) em série a primeira

coluna, e a eluicdo é continuada nas colunas em série,

Depois de eluida a 952 fracgdo, a primeira coluna ¢&
desligada e a eluicdo ¢é prosseguida s6 na segunda coluna. As

fracgdes purificadas adequadas sao combinadas.

A maior parte do THF é removido das fracgdes combinadas por
evaporagao a pressao reduzida. O concentrado ¢ extraido com
acetato de etilo e as fases sdo separadas. A fase de acetato de
etilo separada ¢é concentrada a pressdo reduzida (aproximadamente
1 parte de everolimus e 1 parte de acetato de etilo). Adiciona-
se lentamente ciclo-hexano e 4gua ao extracto de acetato de
etilo concentrado. O everolimus precipitado € recuperado da

mistura a 0-30 °C. Os cristais sdo filtrados e secos.

Exemplo 13

O processo a seguir é realizado a 28 °C até 32 °C.

Prepara-se um leito de resina de sorcdo (Amberlite® XAD
1180) numa coluna (45 cm de didmetro) utilizando A4gua:THF para

carregar a coluna (ca. 100 L de resina de sor¢do humida).

Adiciona-se 4gua (86 L) lentamente, com agitagdo, a uma
solucédo de pimecrolimus (1227 g) em acetonitrilo (10 L) em gque ¢é
suspensa resina de sorgao (Amberlite® XAD 1180; 9 L) com

agitacdo. O pimecrolimus utilizado contém impurezas. Quando a
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adicdo de Agua estd completa, a carga de alimentagdo de resina

de sorcgaoc € recolhida por filtracao.

A carga de alimentag¢do recolhida é colocada (sobreposta)

como uma camada sobre o leito de resina de sorgac humida.

A coluna é primeiro eluida com cerca de 1800 L de um
primeiro eluente constituido por THF/agua (33% em volume de
THF). A coluna ¢ depois eluida com um segundo eluente
constituidc por THF/dgua (40% em volume de THF). O caudal de
eluicdo é cerca de 11 a 13 L/h (6,9 a 8,2 cm/h). Recolhe-se uma
fraccdo principal, cerca de 460 L, contendo pimecrolimus. Também
se recolhe uma pré-fracgdo de cerca de 80 L contendo

pimecrolimus.

A  fracgao principal (460 L) & combinada com acido
fosférico, 85% (460 mL), e concentrada a pressido reduzida até um
volume de cerca de 230 L. O concentrado é mantido a temperatura
ambiente durante um dia. Os cristais sao lavados com hexano e

secos a 40 °C.

Exemplo 14

Prepara-se duas colunas para cromatografia de acordo com ©
exemplo 1.

Antes da cromatografia, adsorve-se 3000 g de substéancia
activa contendo pimecrolimus em resina de sorgdao XAD 1180 de
acordo com O processo seguinte. O pimecrolimus ¢ dissolvido em
15 L de acetona. Adiciona-se resina de sorcdo (33 L) a solugdo,
e adicicona-se lentamente 90 L de Adgua a mistura de
solugdo/resina com agitacdo continua. A carga de alimentacdo de
resina de sorcdo é colocada (sobreposta) como uma camada sobre a

resina de sorc¢do contida na primeira coluna.
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A  primeira coluna ¢é eluida com mistura de tetra-
hidrofurano:agua (34% em volume de THF). A taxa de eluigdo & 15
L/hora. Recolhe-se fracgdes de 20 L cada uma. O volume de cada
fracgcdo era 20 L. Apds a eluigdo da 352 fracgdo, a segunda
coluna ¢é 1ligada (acoplamento de fluido) em série a primeira

coluna, e a eluigdo é continuada nas colunas em série.

Depois de eluida a 952 fracgdo, a primeira coluna ¢
desligada e a eluicdo ¢ prosseguida sé na segunda coluna. AsS

fracgdes purificadas adequadas sao combinadas.

A maior parte do THF é removido das fracgdes combinadas por
evaporagdo a pressao reduzida. O concentrado é extraido com
acetato de etilo e as fases sao separadas. A fase de acetato de
etilo separada é concentrada a pressao reduzida (aproximadamente
1 parte de pimecrolimus e 1 parte de acetato de etilo).
Adiciona-se lentamente ciclohexano e A&gua ao extracto de acetato
de etilo concentrado. O pimecrolimus precipitado é recuperado da

mistura a 0-30 °C. Os cristais sdao filtrados e secos.

Lisboa, 22 de Novembro de 2007
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REIVINDICACOES

Método para a separacdo de um macrolido seleccionado do
grupo consistindo de tacrolimus, ascomicina, sirolimus,
everolimus e pimecrolimus de impurezas nele contidas

compreendendo 0s passos de:

a) alimentacadao de uma carga do macrolido tendo um nivel

de impurezas inicial;

b) colocagcdo da carga alimentada sobre um leito de

resina de sorc¢ao,

c) eluicao do leito de resina de sorgdo alimentada com
um eluente compreendendo &gua e tetra-hidrofurano, e
adicionalmente, quando o macrolido ¢ tacrolimus, o
eluente pode compreender Agua, acetonitrilo e acido

fosférico, para se obter um efluente, e

d) recolha de, pelo menos, uma fraccao de efluente

compreendendo o macrolido.

Método da reivindicagdo 1, em que a carga de alimentacdo de
um macrolido contém ainda uma porcdo de alimentacgdo de uma

resina de sorcao.

Método da reivindicagdo 2, em gue a carga de alimentagdo é
depositada sobre a porcdo de alimentag¢do a partir da sua
solugdo num solvente orgadnico num passo gue inclui a

combinagao da solugao com um anti-solvente.

Processo da reivindicagdc 3, em que o solvente organico é
seleccionado do grupo consistindo de tetra-hidrofurano,
acetona, acetonitrilo, metanol, etanol, n-butanol, n-

propanol, iso-propanol, ésteres e solventes aproéticos



10.

11.

12,

13.

dipolares.

Processo da reivindicacdo 4, em que o solvente orgdnico é
seleccionado do grupo consistindo de tetra-hidrofurano,

acetona e acetonitrilo.

Processo de m qualquer das reivindicagbes 3 a 5, em que ©

anti-solvente é seleccionado do grupo consistindo de Aagua,

alcanos lineares ou ramificados, ou cicloalcanos.

Processo da reivindicacdo 6, em gue o anti-solvente é Agua.

Processo de qualquer das reivindicagbes 3 a 7, em que a
proporg¢ao de solugao combinada para anti-solvente combinado

é 40% ou menos.

Método de qualquer das reivindicagdes 1 a 8 compreendendo
ainda o passo de isolamento do macrolido da pelo menos uma
fraccdao, em que o macrolido tem um nivel final de impurezas

que é inferior ao nivel inicial de impurezas.

Método da reivindicagao 9, em que o isolamento compreende o
passo de concentracdo da pelo menos uma fracgdo a pressdo
atmosférica (cerca de 760 mm Hg) ou a pressao inferior a
760 mm Hg e uma temperatura de 70 °C ou menos, de um modo

preferido 60 °C ou menos.

Método da reivindicacdo 10 compreendendo ainda o passo de,
antes da concentrac¢ao, combinagdao da pelo menos, uma

fracgdo com um Acido inorganico.

Método da reivindicag¢do 11, em gue © &cido inorgédnico ¢é

acido fosférico.

Método da reivindicacadaoc 11 ou 12, em que a quantidade do

acido ¢ 1 a 10 mL por litro de eluente.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Método de qualguer das reivindicagBes 9 a 13, em que o
isolamento compreende o passo de combinagdo de um anti-

solvente com a pelo menos uma fracgdo de eluente.

Método da reivindicacdo 14, em que, antes da combinacgdo, a
pelo menos uma fracgao de efluente é concentrada a uma

pressdo inferior a 760 mm Hg.

Método de qualquer das reilvindicagBes 1 a 15, em que a

resina de sorgdc é uma resina macrorreticulada.

Método da reivindicagao 16, em que a resina
macrorreticulada é seleccionada do grupo consistindo em

resinas Amberlite® XAD e resinas de sorgao Diaion.

Método da reivindicacao 17, em que a resina
macrorreticulada ¢ Amberlite® XaD 1180.

Método de qualguer das reivindicagfes 1 a 18, em que o

leito de resina de sorgdo estd confinado numa coluna.

Método de qualguer das reivindicag¢des 1 a 19, em que o
volume de efluente recolhido em, pelo menos, uma fracgao,
compreende 60% a 90% em peso do macrolido inicialmente

presente na carga de alimentacdo.

Método de qualguer das reivindicagBes 1 a 20, em que o

caudal do eluente é inferior a 25 cm/h.

Método da reivindicagdo 21, em gue o caudal do eluente ¢é

inferior a 15 cm/h.

Método de qualguer das reivindicagdes 1 a 22, em que o©

macrolido ¢ tacrolimus.



24.

25.

26.

27,

28.

29.

30.

31.

Método de qualguer das reivindicagBes 1 a 23, em que o
eluente compreende uma mistura de tetra-hidrofurano e &gua

com 20% em volume a 50% em volume de tetra-hidrofurano.

Método da reivindicacdo 24, em que o eluente tem 31% em
volume a 40% em volume de tetra-hidrofurano, de um modo
preferido 33% em wvolume a 35% em volume de tetra-

hidrofurano.

Método de qualguer das reivindicagBes 1 a 23, em que o
eluente compreende uma mistura de acetonitrilo e &gua com
30% em volume a 70% em volume de acetonitrilo, de um modo

preferido 40% em volume a 65% em volume de acetonitrilo.

Método de qualgquer das reivindicagbes 1 a 26 em gue o©
eluente inclui até 0,003 partes em volume de 4&cido

fosférico por 1 parte em volume de eluente.

Método de acordo qualquer das reivindicagdes 1 a 27, em que
a carga de alimentacdo ¢é colocada sobre a porcao de
alimentagao de resina de 50r¢ao num sistema de

recirculagao.

Método de gqualquer das reivindicagdes anteriores, em que
pelo menos um leito de resina de sorg¢do adicional é ligado

ao leito de resina de sorg¢ado do passo b.

Método da reivindicagado 29, em que apds séries adicionais
de fracgdes de eluente © leito de resina do passo b é

desligado.
Método de gualquer das reivindicag¢des anteriores, em que ©
macrolido ¢ tacrolimus e as impurezas nele contidas séao

ascomicina e di-hidrotacrolimus.

Lisboa, 22 de Novembro de 2007
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