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“METODOS ANALITICOS APRIMORADOS PARA ANALISAR
E DETERMINAR IMPUREZAS EM DIANIDROGALACTITOL”
REFERENCIAS CRUZADAS

[0001] Este pedido reivindica o beneficio do Pedido de Patente
Provisorio N® US 61/603.464, intitulado “Improved Analytical Methods for
Analyzing and Determining Impurities in Dianhydrogalactitol” de Xiaoyun Lu,
depositado no dia 27 de fevereiro de 2012, cujo conteudo é incorporado ao
presente documento em sua totalidade a titulo de referéncia.

CAMPO DA INVENGAO

[0002] Esta invencdo ¢é direcionada a meétodos analiticos
aprimorados para dianidrogalactitol, envolvendo especialmente a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

ANTECEDENTES DA INVENGAO

[0003] O dianidrogalactitol (1,2:5,6 dianidrogalactitol ou DAG) é
um dentre varios hexitdéis ou derivados de hexitol que tém atividade
farmacoldégica significante, incluindo atividade quimioterapica. Em particular, o
dianidrogalactitol foi sugerido para uso em quimioterapia, como na Patente N°
U.S. 7.157.079 para Nielsen et al., incorporado ao presente documento em
sua totalidade a titulo de referéncia.

[0004] O dianidrogalactitol tem atividade contra varios
neoplasmas. No entanto, se o dianidrogalactitol deve ser usado de modo bem
sucedido como um agente terapéutico, um grau extremamente alto de pureza
€ a remoc¢ao de impurezas € essencial. A presenca de impurezas pode levar
a efeitos colaterais indesejados. Um exemplo ocorreu varios anos atras,
quando as impurezas presentes em um lote do triptofano de acido amino, um
constituinte normal de proteina, foram responsaveis para uma deflagracao
significante de sindrome de eosinofilia-mialgia, que causou um grande
numero de casos de deficiéncia permanente e pelo menos 37 mortes. Isso é
particularmente importante se o agente terapéutico como dianidrogalactitol

deve ser empregado em pacientes com sistemas imunoldgicos
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comprometidos ou disfungédo hepatica ou renal ou em pacientes idosos. Tais
pacientes podem experimentar uma maior incidéncia dos efeitos colaterais
indesejados devido a sua sensibilidade a contaminantes.

[0005] Uma das impurezas encontradas nas preparagdes de
dianidrogalactitol € o dulcitol. Existem outras impurezas nas preparagdes de
dianidrogalactitol também, dependendo do método de preparagéo.

[0006] Portanto, existe uma necessidade de métodos analiticos
aprimorados detectem as impurezas e os produtos de degradagdo nas
preparacoes de dianidrogalactitol para fornecer preparagcdes de pureza maior
dos que sdo menos provaveis para induzir efeitos colaterais quando o
dianidrogalactitol € administrado para finalidades terapéuticas.

SUMARIO DA INVENGAO

[0007] Um método analitico aprimorado para determinar a
pureza de dianidrogalactitol e detectar as impurezas e os produtos de
degradacdo nas preparagdes de dianidrogalactitol que satisfazem essas
necessidades esta descrito no presente documento.

[0008] Em geral, esse método analitico emprega a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), em particular, a HPLC com deteccédo de
indice refrativo (RI).

[0009] Em uma alternativa, um método analitico para analisar a
presenca e quantidade de impurezas presentes em uma preparagao de
dianidrogalactitol compreende as etapas de:

(1) analisar uma preparagdo de  dianidrogalactitol
submetendo a preparacado a cromatografia liquida de alta eficiéncia com uso
de eluicdo com um gradiente de fase movel para separar o dianidrogalactitol
do dulcitol e outros contaminantes da preparacao e

(2) determinar a concentracao relativa de um ou mais picos
resolvidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia que representam
compostos diferentes do proprio dianidrogalactitol.

[0010] Os compostos diferentes do préprio dianidrogalactitol



3/21

podem ser pelo menos um de: (1) dulcitol; (2) uma impureza diferente do
dulcitol e (3) um produto de degradacé&o de dianidrogalactitol.

[0011] Em uma alternativa desse método, a eluicdo esta com um
gradiente de NaOH de cerca de 25 mM a cerca de 0,1 mM.
Preferencialmente, a eluicdo estd com um gradiente de NaOH de cerca de
1,5 mM a cerca de 0,1 mM. Mais preferencialmente, a eluicado esta com um
gradiente de NaOH de cerca de 1 mM a cerca de 0,1 mM.

[0012] Em outra alternativa desse método, a elui¢do esta com
um gradiente de uma combinagdo de hidroxido de aménio e um sal de
amodnio volatil selecionados a partir do grupo que consiste em formato de
amoénio e acetato de amoénio e a concentracio total do formato de aménio e
acetato de amobénio é de cerca de 2,5 mM a cerca de 0,1 mM.
Preferencialmente, a concentracéo total do hidroxido de amébnio e do sal de
amodnio volatil selecionados a partir do grupo que consiste em formato de
amonio e acetato de amoénio é de cerca de 1,5 mM a cerca de 0,1 mM. Mais
preferencialmente, a concentracado total do hidréxido de aménio e do sal de
amodnio volatil selecionados a partir do grupo que consiste em formato de
amoénio e acetato de amdnio é de cerca de 1 mM a cerca de 0,1 mM.
Tipicamente, a propor¢édo de hidroxido de aménio e de sal de aménio volatil
selecionados a partir do grupo que consiste em formato de aménio e acetato
de amoénio é variada de cerca de 100:1 no comego da eluicdo a cerca de
1:100 no fim de eluigao.

[0013] Tipicamente, nesse método, a etapa de determinacdo da
concentragao relativa de um ou mais picos resolvidos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia que representa compostos diferentes do proprio
dianidrogalactitol é realizada por detecgdo de difusdo de luz evaporativa.
Tipicamente, a deteccdo de difusdo de luz evaporativa € compativel com
LC/MS por eletroaspersdo. Tipicamente, a deteccdo de difusdo de luz
evaporativa compreende a adicdo de coluna posterior de um solvente volatil

para aumentar a evaporacao de 100% da fase movel aquosa. Tipicamente, o
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solvente volatil é selecionado a partir do grupo que consiste em metanol,
etanol, isopropanol e acetonitrila.

[0014] Em uma alternativa, um espectrdbmetro de massa em
tandem de eletroaspersdo € instalado e conectado em tempo real a um
sistema HPLC com ELSD. Tipicamente, nessa alternativa, os dados
espectrais de massa que fornecem informagdes quimicas para cada uma das
impurezas podem estar presentes em uma preparagao de dianidrogalactitol
sdo coletados. Além disso, tipicamente, nessa alternativa, os dados
espectrais de massa em tandem que fornecem informacdes estruturais para
cada umas das impurezas que podem estar presentes em uma preparagao
de dianidrogalactitol sdo coletados.

[0015] O método pode compreender adicionalmente a etapa de
realizar a coleta de HPLC preparatdria de pelo menos um pico de substancia
especifica presente em uma preparagado de dianidrogalactitol. O pelo menos
um pico de substancia presente na preparacdo de dianidrogalactitol pode ser
uma impureza.

[0016] Em outra alternativa, ao invés do eluicdo de gradiente, a
eluicdo isocratica pode ser usada. Quando a elui¢cao isocratica é usada, em
geral, o método compreende as etapas de:

(1) analisar uma preparacdo de  dianidrogalactitol
submetendo a preparacado a cromatografia liquida de alta eficiéncia com uso
de eluicdo com uma fase movel isocratica para separar o dianidrogalactitol do
dulcitol e outros contaminantes da preparacao e

(2) determinar a concentragao relativa de um ou mais picos
resolvidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia que representam
compostos diferentes do proprio dianidrogalactitol.

[0017] Em uma alternativa, quando a elui¢ao isocratica é usada,
a fase mével isocratica € NaOH e a concentracdo de NaOH é de cerca de 5
mM a 0,1 mM. Preferencialmente, a concentragdo de NaOH é de cerca de 2,5

mM a cerca de 0,1 mM. Mais preferencialmente, a concentracdo de NaOH é
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cerca de 1 mM.

[0018] Em outra alternativa, quando a eluic&o isocratica € usada,
a fase movel isocratica € uma combinacao de hidréxido de ambnio e um sal
de amoénio volatil selecionados a partir do grupo que consiste em formato de
amonio e acetato de amoénio e a concentragao total do hidréxido de amoénio e
o sal de aménio volatil selecionados a partir do grupo que consiste em
formato de aménio e acetato de amoénio € de cerca de 5 mM a 0,1 mM.
Preferencialmente, a concentragao total do hidréxido de aménio e o acetato
de aménio volatii € de cerca de 2,5 mM a cerca de 0,1 mM. Mais
preferencialmente, a concentragdo total do hidroxido de aménio e do sal de
amonio volatil selecionados a partir do grupo que consiste em formato de
amonio e acetato de amoénio é cerca de 1 mM. Tipicamente, a proporgcao de
hidroxido de aménio e do sal de amdnio volatil selecionados a partir do grupo
que consiste em formato de amoénio e acetato de aménio é cerca de 50:50.

[0019] Tipicamente, nessa alternativa, a etapa de determinar a
concentragdo relativa de um ou mais picos resolvidos por cromatografia
liqguida de alta eficiéncia que representam compostos diferentes do proprio
dianidrogalactitol é realizada por deteccdo de difusdo de luz evaporativa
(ELSD), conforme descrito acima. Tipicamente, a detecgcéo de difusédo de luz
evaporativa € compativel com LC/MS por eletroaspersao. Tipicamente, a
deteccdo de difusdo de luz evaporativa compreende a adicdao de coluna
posterior de um solvente volatil para aumentar a evaporacio de 100% da fase
movel aquosa. Tipicamente, o solvente volatil é selecionado a partir do grupo
que consiste em metanol, etanol, isopropanol e acetonitrila.

[0020] Também nessa alternativa, um espectrémetro de massa
em tandem de eletroaspersdo pode ser instalado e conectado em tempo real
a um sistema HPLC com ELSD. Tipicamente, nessa alternativa, os dados
espectrais de massa que fornecem informagdes quimicas para cada uma das
impurezas que podem estar presentes em uma preparacao de

dianidrogalactitol sdo coletados. Além disso, tipicamente, nessa alternativa,
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os dados espectrais de massa em tandem que fornecem as informacdes
estruturais para cada uma das impurezas que podem estar presentes em
uma preparacao de dianidrogalactitol sdo coletados.

[0021] Essa alternativa de um método de acordo com a presente
invencdo pode compreender adicionalmente a etapa de realizar a coleta de
HPLC preparatéria de pelo menos um pico de substancia especifica presente
em uma preparagdo de dianidrogalactitol. O pelo menos um pico de
substancia presente na preparagdo de dianidrogalactitol pode ser uma
impureza.

BREVE DESCRIGAO DOS DESENHOS

[0022] Esses e outros recursos, aspectos e vantagens da
presente invencao se tornardao melhor entendidos em relagao a descricao
seguinte, reivindicagdes anexas e desenhos anexados em que:

[0023] A Figura 1 é um cromatograma de HPLC/RI
representativo de uma preparacao de dianidrogalactitol, que mostra resolugao
de dulcitol e uma substancia relativa desconhecida em RRT ~0,6 no farmaco
farmacéutica e produto farmacéutico.

[0024] A Figura 2 mostra cromatogramas de HPLC/RI
representativos que mostram resolugédo de dianidrogalactitol e dulcitol em um
padrao, e, para comparagado, um branco de agua; na Figura 2, o padrao de
dianidrogalactitol-dulcitol € mostrado no painel de topo e o branco de agua é
mostrado no painel inferior.

DESCRIGAO DETALHADA DA INVENCAO

[0025] Esta invengcdo é direcionada a métodos analiticos
aprimorados para determinar a pureza de dianidrogalactitol e determinar a
existéncia e concentracdo de impurezas presentes nas preparagdoes de
dianidrogalactitol.

[0026] A estrutura de dianidrogalactitol é mostrada abaixo na

Formula (1).



7/21

OH H

OH

(1
[0027] Uma das impurezas significantes presentes nas
preparagdes de dianidrogalactitol € o dulcitol. A estrutura de dulcitol é
mostrada abaixo na Férmula (Il). Outras impurezas s&o conhecidas para

existir nas preparagdes de dianidrogalactitol.
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[0028] Um método melhorado de analisar as preparagdes de
dianidrogalactitol € baseado em HPLC (cromatografia liquida de alta
eficiéncia) com detec¢do de difusdo de luz evaporativa (ELSD). Em uma
alternativa, para detectar e identificar todos os componentes significantes
presentes em tais preparagbes de dianidrogalactitol, o HPLC & combinado
com a espectroscopia de massa (MS).

[0029] A teoria e pratica de HPLC sao descritas em L.R. Snyder
et al., “Introduction to Modern Liquid Chromatography” (32 ed., John Wiley &
Sons, Nova York, 2009). A teoria e pratica de MS sao descritas em E. de
Hoffmann & V. Stroobant, “Mass Spectroscopy: Principles and Applications”
(32 ed., John Wiley & Sons, Nova York, 2007).

[0030] O método HPLC demonstrou a resolugdo de um
intermediario sintético, dulcitol, nas prepara¢des de dianidrogalacitol, em
adicao a resolugcao de uma substancia relativa desconhecida observada em
RRT 0,6 (Figura 1). A Figura 1 € um cromatograma HPLC/RI representativo

de uma preparagao de dianidrogalactitol, que mostra a resolugéo de dulcitol e
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uma substancia relativa desconhecida em RRT ~0,6 do farmaco farmacéutica
e produto farmacéutico. Os cromatogramas de HLPC representativos que
mostram resolucdo de dianidrogalactitol e dulcitol em um padrdo, e, para
comparagao, um branco de agua, sdo mostrados na Figura 2. Na Figura 2, o
padrao de dianidrogalactitol-dulcitol € mostrado no painel de topo e o branco
de agua é mostrado no painel inferior.

[0031] A aplicagdo presente descreve a cromatografia de HPLC
melhorada para resolugdo de substancias de coeluicdo de modo potencial.
Uma amostra de produto de dianidrogalactitol estressado tipicamente €
avaliado para fornecer confirmagdo das condigbes cromatograficas
apropriadas para a resolugdo de dulcitol e outras impurezas e produtos de
degradacéao relacionados. De modo subsequente, o LC/MS e o LC/MS/MS
sdo realizados para caracterizar a substancia de DAG relacionado
desconhecida em RRT ~ 0,6 para fornecer caracterizagdo e determinacgao
espectral de massa da estrutura quimica desse componente nao identificado.

[0032] O dianidrogalactitol e as substancias relacionadas ao
mesmo podem ser analisados por condigdes de HPLC que envolvem a
eluicdo isocratica com uma fase moével de NaOH de 50 mM. Em um
aprimoramento nessas condi¢des, empregadas como do método revelado no
presente documento, uma fase movel de gradiente € empregada. Uma
alternativa é o uso de NaOH em um gradiente de concentragdo. Se o NaOH é
empregado em um gradiente de concentragdo, a elui¢cdo tipicamente esta
com um gradiente de NaOH de cerca de 2,5 mM a cerca de 0,1 mM.
Preferencialmente, a eluicdo estd com um gradiente de NaOH de cerca de
1,5 mM a cerca de 0,1 mM. Mais preferencialmente, a eluicdo esta com um
gradiente de NaOH de cerca de 1 mM a cerca de 0,1 mM.

[0033] Em outra alternativa, uma combinag¢ao de hidroxido de
aménio e um sal de aménio volatil selecionados a partir do grupo que
consiste em formato de amoénio e acetato de aménio pode ser usada como

eluente. Nessa alternativa, a concentracao total do formato de amoénio e
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acetato de amoénio é de cerca de 2,5 mM a cerca de 0,1 mM.
Preferencialmente, a concentracéo total do hidréxido de amdnio e do sal de
amodnio volatil selecionados a partir do grupo que consiste em formato de
amonio e acetato de amonio é de cerca de 1,5 mM a cerca de 0,1 mM. Mais
preferencialmente, a concentragao total do hidroxido de aménio e o sal de
amodnio volatil selecionados a partir do grupo que consiste em formato de
amonio e acetato de amonio € de cerca de 1 mM a cerca de 0,1 mM.
Tipicamente, a propor¢cédo de hidroxido de amdnio e do sal de aménio volatil
selecionados a partir do grupo que consiste em formato de aménio e acetato
de amdnio é variada de cerca de 100:1 no comeg¢o da eluicdo a cerca de
1:100 no fim da elui¢do.

[0034] Outros esquemas de eluicdo de gradiente sao
conhecidos na técnica.

[0035] Tipicamente, nos métodos analiticos de HPLC de acordo
com a presente invencdo, a deteccdo € por meio de difusdo de luz
evaporativa (ELSD). Um detector de difusdo de luz evaporativa (ELSD)
atomiza o eluente de coluna, iluminar a luz nos componentes particulados
resultantes e detectar a luz espalhada resultante. Teoricamente, um ELSD
pode detectar qualquer componente nao volatil. A detec¢ao de difusédo de luz
evaporativa de um componente ndo cromatogénico € baseada na
nebulizagdo do eluente de HPLC e evaporagcao de solventes de fase mével
para produzir particulas de soluto de atomizacao para detecgao de difusdo de
luz. Esse processo de nebulizagdo e de evaporagao de solvente para produzir
particulas de soluto de analito de atomizagdo é comparavel ao procedimento
de LC/MS por eletroaspersao. Tipicamente, a deteccdo de ELSD é
compativel com o LC/MS por eletroaspersao.

[0036] Implantacdo de um método HPC com a detecgao de
ELSD que é compativel com a aplicacdo de LC/MS por eletroaspersao
envolve a adi¢cdo de coluna posterior de um solvente volatil para aumentar a

evaporacao de 100% da fase mével aquosa. O solvente volatil € tipicamente
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selecionado a partir do grupo que consiste em metanol, etanol, isopropanol e
acetonitrila.

[0037] Consequentemente, nos métodos de acordo com a
presente invengdo, um espectrOmetro de massa em tandem de
eletroasperséo € instalado e conectado em tempo real a um sistema HPLC
com ELSD. Os dados espectrais de massa que fornecem informacoes
moleculares e dados espectrais de massa em tandem que fornecem
informacdes estruturais quimicas para cada uma das impurezas que podem
estar presentes em uma preparagao de dianidrogalactitol podem ser
controlados. A espectroscopia de massa em tandem com HPLC ira fornecer
informacgdes de ion molecular e possiveis estruturas quimicas que tém um
consistente peso molecular com as informagdes de ion molecular para cada
uma das impurezas e produtos de degradagao observados.

[0038] Em outra alternativa, a coleta de HPLC preparatéria de
picos de substancia de DAG relacionado especifico, que inclui impurezas
presentes em uma preparacao de DAG, pode ser realizada.

[0039] Consequentemente, um método analitico para analisar a
presenca e a quantidade de impurezas presentes em uma preparagao de
dianidrogalactitol compreende as etapas de:

(1) analisar uma preparagdo de  dianidrogalactitol
submetendo a preparacédo a cromatografia liquida de alta eficiéncia com uso
de eluicdo com um gradiente de fase modvel para separar o dianidrogalactitol
do dulcitol e outros contaminantes da preparacao e

(2) determinar a concentragao relativa de um ou mais picos
resolvidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia que representa
compostos diferentes do proprio dianidrogalactitol.

[0040] Os compostos diferentes do préprio dianidrogalactitol
pode ser pelo menos um de: (1) dulcitol; (2) uma impureza diferente do
dulcitol e (3) um produto de degradacéo de dianidrogalactitol.

[0041] Tipicamente, em uma alternativa, nesse método, o
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gradiente de fase mével é um gradiente de hidroxido de sodio.

[0042] Em outra alternativa, nesse método, o gradiente de fase
movel € um gradiente de uma combinacg&o de hidroxido de aménio e um sal
de amoénio volatil selecionados a partir do grupo que consiste em formato de
amonio e acetato de amonio.

[0043] Tipicamente, nesse método, a detecgao € por difusao de
luz evaporativa. Tipicamente, quando a difusdo de luz evaporativa é
empregada, o método compreende adicionalmente a etapa de adicdo de
coluna posterior de um solvente volatil para aumentar a evaporagcdo de
componentes da fase movel.

[0044] Tipicamente, a presente invengdo compreende
adicionalmente a etapa de analisar uma ou mais eluicdo de picos a partir da
cromatografia liquida de alta eficiéncia por espectroscopia de massas tandem
por electrospray.

[0045] Em uma alternativa, a presente invencdo compreende
adicionalmente a etapa de coleta de HPLC preparatéria de pelo menos um
pico de substancia de DAG relacionado especifico.

[0046] Se uma impureza ou produto de degradacéo (diferente do
dulcitol) existe, a impureza ou produto de degradagdo desconhecidos podem
ser identificados por separagao por cromatografia de coluna seguida por pelo
menos um procedimento de purificagdo para render uma amostra
desconhecida de solido que pode, entdo, ser caracterizada para identificacéo
por pelo menos um procedimento analitico padréo selecionado a partir do
grupo que consiste em ressonancia magnética nuclear (NMR),
espectroscopia de massa (MS), espectroscopia infravermelho transformada
de Fourier (FT-IR), analise elementar, determinacdo de pureza por HPLC e
determinacao do teor de agua pelo método de titulagdo Karl Fisher. Esses
métodos s&o bem conhecidos na técnica.

[0047] Em outra alternativa, o método compreende:

(1) analisar uma preparagdgo de  dianidrogalactitol
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submetendo a preparagédo a cromatografia liquida de alta eficiéncia com uso
de eluicdo com uma fase movel isocratica para separar o dianidrogalactitol do
dulcitol e outros contaminantes da preparacéao e

(2) determinar a concentracdo relativa de um ou mais picos
resolvidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia que representa
compostos diferentes do préprio dianidrogalactitol.

[0048] Como no método que emprega a eluicdo de gradiente, os
compostos diferentes do proprio dianidrogalactitol pode ser pelo menos um
de: (1) dulcitol; (2) uma impureza diferente do dulcitol e (3) um produto de
degradacgao de dianidrogalactitol.

[0049] Nessa alternativa, a eluicdo com a fase mdvel isocratica
pode também ser eluicdo com hidroxido de sédio ou eluicdo com uma
combinagao de hidroxido de amdnio e um sal de amdnio volatil selecionados
a partir do grupo que consiste em formato de amoénio e acetato de aménio. Se
a fase movel isocratica é o hidroxido de sddio, tipicamente, a concentragao de
NaOH é de cerca de 5 mM a 0,1 mM. Preferencialmente, a concentragao de
NaOH é de cerca de 2,5 mM a cerca de 0,1 mM. Mais preferencialmente, a
concentragdao de NaOH é cerca de 1 mM. Se a fase modvel isocratica € uma
combinagado de hidroxido de amdnio e um sal de amdnio volatil selecionados
a partir do grupo que consiste em formato de amdnio e acetato de aménio, a
concentragdao total do hidréxido de aménio e o sal de aménio volatil
selecionados a partir do grupo que consiste em formato de aménio e acetato
de aménio é de cerca de 5 mM a 0,1 mM. Preferencialmente, a concentragao
total do hidroxido de aménio e o acetato de amdnio volatil € de cerca de 2,5
mM a cerca de 0,1 mM. Mais preferencialmente, a concentracdo total do
hidroxido de aménio e do sal de aménio volatil selecionados a partir do grupo
que consiste em formato de amoénio e acetato de amdnio € cerca de 1 mM.
Tipicamente, a proporcédo de hidroxido de amédnio e do sal de aménio volatil
selecionados a partir do grupo que consiste em formato de aménio e acetato

de amoénio é cerca de 50:50.
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[0050] A invencdo é ilustrada pelo exemplo seguinte. Esse
exemplo € para somente finalidade ilustrativa e ndo é destinado a limitar a
invencao.

EXEMPLO
ANALISE DE HPLC DE PREPARAGOES DE DIANIDROGALACTITOL QUE
EMPREGAM A ELUIGAO DE HIDROXIDO DE SODIO ISOCRATICO

[0051] O procedimento descrito nesse exemplo € usado para
determinar o dulcitol e as impurezas relacionadas em uma preparagao de
farmaco de dianidrogalactitol por cromatografia liquida de alta eficiéncia de
permuta de ion com deteccao de indice refrativo.

[0052] Nesse procedimento, as amostras s&o preparadas com
dianidrogalactitol em uma concentracdo alvo de 5 mg/ml. O Dulcitol, o
dianidrogalactitol e as impurezas relacionadas sdo separadas com uso de
uma coluna de permuta de anion (Hamilton RCX-10, 250 x 4,1 mm, 7 ym),
com 50 mM NaOH como a fase modvel isocratica com detecgao de indice
refrativo. A concentragdo de dulcitol é determinada com um padrdo de
referéncia externa e os teores de substancias relacionadas s&o estimado com
uso de um padrao de referéncia DAG.

[0053] Um sistema HPLC adequado e sistema de aquisicao de
dados é um sistema HPLC Agilent Technologies 1200 Series ou equivalente
equipado com o seguinte: bomba Quat, Modelo G1311A ou equivalente;
autoamostrador, Modelo 1329A ou equivalente; detector RID, Modelo 1362A
ou equivalente, controlador de temperatura de coluna com capacidade de 30
+ 3 °C e desgaseificador, Modelo G1322 ou equivalente. A coluna é uma
coluna de permuta de anion Hamilton RCX 250 x 4,1 mm, 7 um, P/N 79440
ou equivalente. A aquisicido de dados é realizada por um sistema de
Cliente/Servidor ChemStation e ChemStore ou um sistema de dados
equivalente.

[0054] As substancias quimicas seguintes sdo usadas. A agua é

agua Milli-Q ou agua desionizada. O hidréoxido de sédio é grau purificado
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padrao. O padrao de referéncia de Dulcitol é de pureza 99,95%. O padrao de
referéncia DAG é de pureza 98,72%.

[0055] Para a fase movel (50 mM NaOH), 2,0 g NaOH séo
dissolvidos em 1 litro de agua. A solugéo é filtrada através de um filtro de 0,45
pm. A fase mével pode ser armazenada até 1 més em temperatura ambiente.
Para a solucéo de estoque de referéncia de dulcitol (nominal 500 pg/ml), 25
mg de padrdo de referéncia de Dulcitol sdo exatamente pesados em um
frasco volumétrico de 50 ml. O dulcitol é diluido para o volume com a agua
desionizada e bem misturado. A solucdo de estoque preparada pode ser
armazenada até 3 dias a 2 a 8 °C. Para a solugédo de estoque de referéncia
DAG (nominal 500 pg/ml), 25 mg de padrdao de referéncia DAG sé&o
exatamente pesados em um frasco volumétrico de 50 ml. O DAG é diluido
para o volume com agua desionizada e bem misturado. A solugédo de estoque
preparada pode ser armazenada até 3 dias a 2 a 8 °C. Para a solugao padrao
dulcitol-DAG (dulcitol 50 pg/ml + DAG 50 pg/ml; cada um em 1% de 5 mg/ml
de DAG), 1,0 ml de estoque de dulcitol e 1,0 ml de estoque de DAG séo, cada
um, transferidos quantitativamente em um frasco volumétrico de 10 ml,
diluidos para o volume com agua e bem misturados.

[0056] Para a preparacao de amostra de DAG a partir de uma
amostra de API (nominal 1 mg/ml), cerca de 25 mg de amostra de API de
DAG sao exatamente pesadas em um frasco volumétrico de 25 ml puro. A
amostra de APl de DAG é dissolvida em aproximadamente 5 ml de agua
desionizada, diluida para o volume com agua desionizada e misturada. Uma
aliquota de 1 a 2 ml da amostra teste é transferida em uma ampola de HPLC.
As amostras preparadas podem ser armazenadas por até 2 dias a 2 a 8 °C.

[0057] Para a preparagao de amostra DAG (nominal 5 mg/ml)
para uma amostra API, cerca de 50 mg da amostra APl sdo exatamente
medidas em um frasco volumétrico de 10 ml puro. A amostra de APl de DAG
€ dissolvida em aproximadamente 5 ml de agua, diluida para o volume com

agua e misturada.
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[0058] Para a preparagao de amostra de DAG a partir de uma
amostra liofilizada (40 mg/ampola), a amostra é removida do refrigerador no
qual a amostra é armazenada e a vedacgao removida. Um volume de agua de
5,0 ml é quantitativamente transferido e a solugdo é misturada para dissolver
o DAG, rendendo uma solug¢do de 8 mg/ml. Uma aliquota de 1,0 g da solugdo
reconstituida é diluida para 8,0 g com agua desionizada e misturada. Uma
aliquota adicional de 1 a 2 ml da amostra teste é transferida em uma ampola
de HPLC. As amostras preparadas podem ser armazenadas por até 2 dias a
2a8°C.

[0059] Para a preparagao de amostra de DAG (nominal 5 mg/ml)
para o produto farmacéutico com uso de pé liofilizado (40 mg/ampola), o
fechamento da ampola é limpo e removido. A ampola liofilizada é
reconstituida com 8,0 ml de agua para render uma solugdo de 5 mg/ml. Uma
aliquota de 1 a 2 ml é transferida para uma ampola HPLC. As amostras sao
preparadas em duplicatas (com uso de duas ampolas). As amostras
preparadas podem ser armazenadas a 2 a 8 °C por até 24 horas.

[0060] Para analise HPLC, o sistema HPLC é ligado e o detector
€ autorizado a aquecer por pelo menos 20 minutos. Se necessario, colocar a
fase movel HPLC preparada conforme descrito acima na entrada de solvente
apropriada. A linha de solvente é preparada com a fase mével. O sistema e a
coluna séao equilibrados com a fase mével HPLC em uma taxa de fluxo de 1,5
ml/min por pelo menos 30 minutos. Uma sequéncia de analise de amostra é
criada. Uma vez que a adequacgao de sistema foi confirmada, um branco de
agua é injetado seguido por inje¢cdes dos padroes e, entdo, as amostras. Um
padrdo dulcitol-DAG ¢é inserido apds todas as 10 injegdes de amostras e,
entdo, um ultimo padrdo de escalonamento no fim da execucdo. Uma
sequéncia de analise de amostra adequada é mostrada na Tabela 1.

TABELA 1
SEQUENCIA DE ANALISE DE AMOSTRA

Descrigéo N® de injegbes
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Branco (100% de agua)

Teste de Adequacdo de Sistema, Padrao Dul-DAG (50 | 6
Mg/ml cada)

Branco (100% de agua) 1

Amostras Teste (substancia de farmaco de DAG e/ou | 2(n < 20)
produto farmacéutico)
ensaio (preparagdes de duplicata)

Padrao de escalonamento, Padrdo de Dul-DAG (50 pg/ml | 2
cada)

Branco (agua) 1

[0061] As amostras sdo analisadas com uso de RID. Conforme
indicado acima, uma coluna adequada € uma coluna de permuta de ion de
Hamilton RCX (250 x 4,1 mm, 7 um), P/N 79440 ou equivalente. A fase movel
€ 50 mM de NaOH em agua desionizada (eluigao isocratica). A taxa de fluxo
e de 1,5 ml/min. A temperatura de coluna é de 30 °C. O volume de inje¢ao é
de 50,0 pl. A deteccao é por RID a 35 °C. O tempo de execugao € de 8
minutos.

[0062] Para analise e integragdo das cromatografias, o software
de HPLC é usado. As cromatografias para o branco, as amostras e os
padrées de teste sdo examinadas e comparadas. A atribuicdo e integragéo
manual de alguns picos pode ser necessaria. Os parametros de integragao
como sensibilidade de declive, largura de pico, valor limiar de altura de pico
para rejei¢ao, tipo de integragéo de pico secundario, linha de referéncia e pico
de divisdo, bem como outros pardmetros, sdo ajustados para obter valores e
integracao apropriada para esses parametros, que sao anotados e aplicados
a todas as amostras e padrodes.

[0063] A adequagao do sistema é avaliada conforma a seguir.
As seis inje¢cdes replicadas da solugdo padrao dulcitol-DAG sado avaliadas
com uso de requisitos de desempenho cromatografico da Tabela 2.

TABELA 2
REQUISITOS DE DESEMPENHO CROMATOGRAFICO

Tempo de retengao de dulcitol (RT): ~ 2 min.
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Tempo de retengao de DAG (RT): ~ 6 min.
Variacao de resposta de area %RSD: <10,0 %
Variagao de tempo de retencédo %RSD: <2,0%

[0064] A area de pico de dulcitol e DAG nas inje¢des de solugao
de padrao de escalonamento deve ser de 80% a 120% da area de pico média
de cada uma das injecbes SST anteriores. No caso de um padrao de
escalonamento ndo cumprir o critério, as amostras analisadas apds o padrao
de escalonamento de passagem final devem ser reanalisadas.

[0065] Na analise dos dados, a area de pico relativa = (area de
pico/ area de pico total) x 100, em que a “area de pico” € a area de pico
individual e a “area de pico total” € a soma das areas de pico de todos os
picos.

[0066] A concentracdo de dulcitol € calculada conforme
indicado: Dulcitol (Cu, pg/ml) = Cs x area de pico de amostra média / area de
pico de dulcitol médio das inje¢cbes padrdao Dul-DAG, em que Cs é a
concentracao de dulcitol in pg/ml.

[0067] O teor de dulcitol (porcentagem em peso) em substancia
de farmaco DAG ou produto farmacéutico € calculado conforme indicado:
Dulcitol porcentagem em peso = Cu (ug/ml) /1000 / SC (mg/ml) x 100%, em
que o Cu é a concentragao de dulcitol (ug/ml) calculada conforme acima e SC
€ a concentragao de amostra (mg/ml) conforme preparada por substancia de
farmaco ou produto farmacéutico. Se o dulcitol esta presente, a porcentagem
em peso de dulcitol é relatada se igual a ou maior do que 0,05%; a mesma é
relatada para o mais préximo de 0,01%.

[0068] Se uma impureza nao identificada anteriormente ou
desconhecida diferente do dulcitol esta presente na preparacdo DAG, a
concentragdo € calculada conforme a seguir: Concentragdo de impureza
desconhecida (ug/ml) = Cs x area de pico de amostra média / area de pico de
DAG médio das inje¢cbes padrédo Dul-DAG. Se presente, a porcentagem em

peso de impureza desconhecida é calculada conforme a seguir: Cu (ug/ml)
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/1000 / SC (mg/ml) x 100%, em que Cu = concentragdo desconhecida (ug/ml)
calculada conforme acima e SC = concentragdo de amostra (mg/ml) conforme
preparado em 8.2.2 para a substancia de farmaco ou 8.2.3 para o produto
farmacéutico. Cada impureza desconhecida, se presente, é relatada se igual
a ou maior do que 0,05%; a mesma é relatada para o mais préximo de 0,01%.

[0069] Os resultados de ensaio na porcentagem em peso sao

calculados para cada amostra e para a média das amostras duplicadas.
VANTAGENS DA INVENGAO

[0070] A presente invencdo fornece um método analitico
aprimorado para a detecgcdo e quantificacdo das impurezas presentes nas
preparagdes de dianidrogalactitol, incluindo dulcitol e impurezas
desconhecidas, bem como métodos para isolacdo e identificacdo de
impurezas desconhecidas presentes nas preparagdes de dianidrogalactitol.
Os métodos da presente invencdo permitem a preparacdo de
dianidrogalactitol de grande escala da alta pureza adequada para uso
farmacéutico e reduzem a possibilidade de efeitos colaterais significativos
causados pela presenga de impurezas nas preparagdes de dianidrogalactitol
destinadas para uso farmacéutico.

[0071] Os métodos de acordo com a presente invencao
possuem aplicabilidade industrial para analise de preparacbes de
dianidrogalactitol e determinagcdo e quantificagdo de impurezas nas
preparagdes de dianidrogalactitol.

[0072] Com relagdo as faixas de valores, a invengdo abrange
cada valor de intervencgao entre os limites superiores e inferiores da faixa para
pelo menos um décimo da unidade do limite inferior, a menos que o contexto
indique claramente o contrario. Ademais, a invengdo abrange quaisquer
outros valores e faixas de intervencéo declarados incluindo qualquer um ou
ambos os limites superior e inferior da faixa, a menos que especificadamente
excluidos da faixa declarada.

[0073] A menos que definido de outro modo, os significados de
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todos os termos especificos e técnicos usados no presente documento séo
aqueles comumente entendidos por aqueles de habilidade comum na técnica
a qual esta invengao pertence. Um de habilidade comum na técnica também
ira verificar que quaisquer métodos e materiais similares ou equivalentes
aquele descrito no presente documento também podem ser usados para
praticar ou testar esta invengao.

[0074] As publicagdes e patentes discutidas no presente
documento sdo fornecidas somente para sua revelagido antes dos dados de
preenchimento da presente aplicacdo. Nada no presente documento é para
ser interpretado como uma admissdo de que a presente invengdo nao é
intitulada para antedatar tal publicacdo por virtude da invengao anterior. Além
disso, as datas da publicacdo fornecida podem ser diferentes das datas da
atual publicacdo que podem necessitar serem independentemente
confirmadas.

[0075] Todas as publicagdes citadas sao incorporadas no
presente documento em referéncia a sua totalidade, incluindo todas as
patentes publicadas, pedidos de patente e referéncias de literatura, bem
como aquelas publicagdes que foram incorporadas naqueles documentos
publicados. No entanto, na medida em que qualquer publicacido incorporada
no presente documento por referéncia se refere as informacdes a serem
publicadas, os requerentes nao admitem que quaisquer informacoes
publicadas apds a data de preenchimento dessa aplicagdo sejam da técnica
anterior.

[0076] Conforme usado neste relatério descritivo e nas
reivindicagbes anexas, as formas singulares incluem as formas plurais. Por
exemplo os termos “uma”, “um”, “a” a “o” incluem referéncias plurais a menos
que o contexto indique claramente o contrario. Adicionalmente, o termo “pelo
menos” que antecede uma série de elementos é para ser entendido como se
referindo a todo elemento na série. As invencdes descritas de modo ilustrativo

no presente documento podem ser adequadamente praticadas na auséncia
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de qualquer elemento ou elementos, limitagdo ou limitagdes, reveladas nao
especificadamente no presente documento. Assim, por exemplo, os termos
‘compreende”, “inclui”, “contém”, etc. devem ser lidos expansivamente e sem
limitagdo. Adicionalmente, os termos e expressées empregados no presente
documento foram usados como termos de descricdo e ndo de limitagcdo e
existe nenhuma intengdo no uso de tais termos e expressdes em excluir
quaisquer equivalentes do futuro mostrado e descrito ou qualquer por¢ao do
mesmo e é reconhecido que varias modificagbes s&o possiveis dentro do
escopo da invencgao reivindicada. Assim, deve ser entendido que embora a
presente invencdo tenha sido especificamente revelada por modalidades
preferenciais e recursos opcionais, modificacdo e variagdo das invengdes no
presente documento revelado podem ser utilizadas por aqueles versados na
técnica e aquelas tais modificagdes e variagdes sdo consideradas a estarem
dentro do escopo das invengdes reveladas no presente documento. As
invencbes foram descritas ampla e genericamente no presente documento.
Cada uma das espécies estreias e agrupamentos subgenéricos que estdo
dentro do escopo da revelagdo genérica também formam parte dessas
invencgdes. Isso inclui a descricao genérica de cada invengdo com uma
condigdo especial ou limitagdo negativa que remove qualquer assunto do
género, independentemente de haver ou ndo o0s materiais excisados
especificamente resididos no mesmo. Além disso, em que recursos ou
aspectos de uma invencdo sao descritos em termos do grupo Markush,
aqueles treinados na técnica reconhecerao que a invengao também é descrita
através da mesma em termos de qualquer membro ou subgrupo individuais
de membros do grupo de Markush. Também deve ser entendido que a
descricdo acima se destina a ser ilustrativa e nao restritiva. Muitas
modalidades serdo evidentes aqueles versados na técnica mediante a revisao
da descricdo acima. O escopo da invencao deve, portanto, ser determinado
nao em referéncia a descricdo acima, mas deve, antes, ser determinado em

referéncia as reivindicagdes anexas, ao longo de todo o escopo de
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equivalentes aos quais tais reivindicacdes sio intituladas. Aqueles versados
na técnica irdo reconhecer ou poderao certificar com o uso de ndo mais do
que a experimentagcdo de rotina, muitos equivalentes as modalidades
especificas da invengdo descrita. Tais equivalentes destinam-se a serem

abrangidos pelas reivindicagdes a seguir.
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REIVINDICAGCOES

1. Método analitico para analisar a presenca e quantidade de
impurezas presentes em uma preparagdo de  dianidrogalactitol
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende as etapas de:

(a) analisar uma preparagao de dianidrogalactitol submetendo a
preparacao a cromatografia liquida de alta eficiéncia com uso de eluicdo com um
gradiente de fase mével para separar o dianidrogalactitol de dulcitol e outros
contaminantes da preparacéao; e

(b) determinar a concentragdo relativa de um ou mais picos
resolvidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia que representa os
compostos diferentes do préprio dianidrogalactitol.

2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO
pelo fato de que os compostos diferentes do proprio dianidrogalactitol séo pelo
menos um dentre: (1) dulcitol; (2) uma impureza diferente de dulcitol e (3) um
produto de degradacgao de dianidrogalactitol.

3. Método analitico, de acordo com a reivindicagdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que a eluigdo esta com um gradiente de NaOH
de cerca de 2,5 mM a cerca de 0,1 mM.

4. Método analitico, de acordo com a reivindicagdo 3,
CARACTERIZADO pelo fato de que a eluigdo estd com um gradiente de NaOH
de cerca de 1,5 mM a cerca de 0,1 mM.

5. Método analitico, de acordo com a reivindicagdo 4,
CARACTERIZADO pelo fato de que a eluigao esta com um gradiente de NaOH
de cerca de 1 mM a cerca de 0,1 mM.

6. Método analitico, de acordo com a reivindicagdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que a eluicao esta com um gradiente de uma
combinagéo de hidréxido de amdnio e um sal de amoénio volatil selecionado a

partir do grupo que consiste em formato de amdnio e acetato de aménio e a
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concentragao total do hidroxido de amdnio e do sal de amdnio volatil selecionado
a partir do grupo que consiste em formato de aménio e acetato de amdnio é de
cerca de 2,5 mM a cerca de 0,1 mM.

7. Método analitico, de acordo com a reivindicagdo 6,
CARACTERIZADO pelo fato de que a concentracdo total do hidroxido de
amonio e do sal de aménio volatil selecionado a partir do grupo que consiste em
formato de amédnio e acetato de amdnio é de cerca de 1,5 mM a cerca de 1,0
mM.

8. Método analitico, de acordo com a reivindicagdo 6,
CARACTERIZADO pelo fato de que a concentracdo total do hidroxido de
amonio e do sal de aménio volatil selecionado a partir do grupo que consiste em
formato de aménio e acetato de aménio € de cerca de 1,0 mM a cerca de 0,1
mM.

9. Método analitico, de acordo com a reivindicagdo 4,
CARACTERIZADO pelo fato de que a propor¢cado do hidroxido de amébnio e do
sal de amdnio volatil selecionado a partir do grupo que consiste em formato de
amonio e acetato de amoénio é variada de cerca de 100:1 no comego da eluigéo
a cerca de 1:100 no fim da eluigdo.

10. Método analitico, de acordo com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que a etapa de determinagcdo da concentragéo
relativa de um ou mais picos resolvidos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia que representa compostos diferentes do proprio dianidrogalactitol é
realizada pela deteccao de difusao de luz evaporativa.

11. Método analitico, de acordo com a reivindicacdo 10,
CARACTERIZADO pelo fato de que a deteccao de difusao de luz evaporativa é
compativel com o LC/MS por eletroasperséo.

12. Método analitico, de acordo com a reivindicacdo 10,

CARACTERIZADO pelo fato de que a deteccao de difusdo de luz evaporativa
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compreende a adigdo de coluna posterior de um solvente volatil para aumentar a
evaporagao de 100% da fase movel aquosa.

13. Método analitico, de acordo com a reivindicagdo 12,
CARACTERIZADO pelo fato de que o solvente volatil € selecionado a partir do
grupo que consiste em metanol, etanol, isopropanol e acetonitrila.

14. Método analitico, de acordo com a reivindicagdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que um espectrometro de massa em tandem de
eletroaspersao é instalado e conectado em linha direta a um sistema HPLC com
ELSD.

15. Método analitico, de acordo com a reivindicagdo 14,
CARACTERIZADO pelo fato de que os dados espectrais de massa em tandem
que fornecem informagdes quimicas para cada uma das impurezas e o0s
produtos de degradacdo que podem estar presentes em uma preparagéo de
dianidrogalactitol sédo coletados.

16. Método analitico, de acordo com a reivindicagédo 15,
CARACTERIZADO pelo fato de que a espectroscopia de massa em tandem com
o HLPC fornece informagdes de ion molecular e possiveis estruturas quimicas
que tém um consistente peso molecular com as informagdes de ion molecular
para cada uma das impurezas e produtos de degradagao observados.

17. Método analitico, de acordo com a reivindicagdo 15,
CARACTERIZADO pelo fato de que pelo menos uma impureza ou produto de
degradacéo é identificado pela separagao por cromatografia de coluna seguida
por pelo menos um procedimento de purificagdo para render uma amostra
desconhecida de solido.

18. Método analitico, de acordo com a reivindicagao 17,
CARACTERIZADO pelo fato de que a amostra desconhecida de sodlido é
caracterizada para identificacdo por pelo menos um procedimento analitico

padrdo selecionado a partir do grupo que consiste na ressonancia magnética
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nuclear (RMN), espectroscopia de massa (MS), espectroscopia infravermelho
transformada de Fourier (FT-IR), analise elementar, determinacao de pureza por
HPLC e determinagao de teor de agua pelo método de titulacdo Karl Fisher.

19. Método analitico, de acordo com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende adicionalmente a etapa de
realizacao da coleta de HPLC preparatdria de pelo menos um pico de substancia
especifica presente em uma preparagao de dianidrogalactitol.

20. Meétodo analitico, de acordo com a reivindicacao 19,
CARACTERIZADO pelo fato de que o pelo menos um pico de substancia
presente na preparagao de dianidrogalactitol € uma impureza.

21. Meétodo analitico, de acordo com a reivindicacao 19,
CARACTERIZADO pelo fato de que o pelo menos um pico de substancia
presente na preparagao de dianidrogalactitol € um produto de degradacgéo.

22. Método analitico CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende:

(a) analisar uma preparagao de dianidrogalactitol submetendo a
preparacdo a cromatografia liquida de alta eficiéncia com uso de eluicdo com
uma fase movel isocratica para separar o dianidrogalactitol do dulcitol e outros
contaminantes da preparacgao; e

(b) determinar a concentragdo relativa de um ou mais picos
resolvidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia que representa os
compostos diferentes do proprio dianidrogalactitol.

23. Método analitico, de acordo com a reivindicagdo 22,
CARACTERIZADO pelo fato de que os compostos diferentes do proprio
dianidrogalactitol sdo pelo menos um dentre: (1) dulcitol; (2) uma impureza
diferente de dulcitol e (3) um produto de degradacao de dianidrogalactitol.

24. Método analitico, de acordo com a reivindicagdo 22,

CARACTERIZADO pelo fato de que a fase moével isocratica € NaOH e a
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concentracao de NaOH é de cerca de 5 mM a cerca de 0,1 mM.

25. Método analitico, de acordo com a reivindicagdo 24,
CARACTERIZADO pelo fato de que a concentracdo de NaOH é de cerca de 2,5
mM a cerca de 0,1 mM.

26. Meétodo analitico, de acordo com a reivindicacdao 25,
CARACTERIZADO pelo fato de que a concentracao de NaOH é cerca de 1 mM.

27. Método analitico, de acordo com a reivindicagdo 22,
CARACTERIZADO pelo fato de que a fase mével isocratica € uma combinacao
de hidréxido de aménio e um sal de aménio volatil selecionado a partir do grupo
que consiste em formato de aménio e acetato de amdnio e a concentragao total
do hidroxido de aménio e do sal de amoénio volatil selecionado a partir do grupo
que consiste em formato de amoénio e acetato de amdnio é de cerca de 5 mM a
cerca de 0,1 mM.

28. Método analitico, de acordo com a reivindicagdo 27,
CARACTERIZADO pelo fato de que a concentragcdo total do hidroxido de
amonio e do sal de aménio volatil selecionado a partir do grupo que consiste em
formato de amoénio e acetato de aménio € de cerca de 2,5 mM a cerca de 0,1
mM.

29. Método analitico, de acordo com a reivindicacdo 28,
CARACTERIZADO pelo fato de que a concentracdo total do hidroxido de
amonio e do sal de aménio volatil selecionado a partir do grupo que consiste em
formato de amodnio e acetato de amoénio € cerca de 1 mM.

30. Método analitico, de acordo com a reivindicagao 27,
CARACTERIZADO pelo fato de que a propor¢ao de hidroxido de aménio e de
sal de amodnio volatil selecionado a partir do grupo que consiste em formato de
amonio e acetato de amoénio é cerca de 50:50.

31. Método analitico, de acordo com a reivindicagdo 22,

CARACTERIZADO pelo fato de que a etapa de determinagdo da concentracéo
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relativa de um ou mais picos resolvidos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia que representa compostos diferentes do proprio dianidrogalactitol &
realizada pela detecc¢ao de difusao de luz evaporativa.

32. Método analitico, de acordo com a reivindicacdo 31,
CARACTERIZADO pelo fato de que a deteccao de difusao de luz evaporativa é
compativel com o LC/MS por eletroasperséo.

33. Método analitico, de acordo com a reivindicagdao 32,
CARACTERIZADO pelo fato de que a deteccao de difusdo de luz evaporativa
compreende a adicdo de coluna posterior de um solvente volatil para aumentar a
evaporacao de 100% da fase movel aquosa.

34. Meétodo analitico, de acordo com a reivindicacao 33,
CARACTERIZADO pelo fato de que o solvente volatil € selecionado a partir do
grupo que consiste em metanol, etanol, isopropanol e acetonitrila.

35. Método analitico, de acordo com a reivindicagdo 22,
CARACTERIZADO pelo fato de que um espectrdmetro de massa em tandem de
eletroaspersao ¢ instalado e conectado em linha direta a um sistema HPLC com
ELSD.

36. Método analitico, de acordo com a reivindicagao 25,
CARACTERIZADO pelo fato de que os dados espectrais de massa em tandem
que fornecem informagdes estruturais para cada uma das impurezas que podem
estar presentes em uma preparacao de dianidrogalactitol sdo coletados.

37. Método analitico, de acordo com a reivindicacdo 36,
CARACTERIZADO pelo fato de que a espectroscopia de massa em tandem com
o HLPC fornece informacgdes de ion molecular e possiveis estruturas quimicas
que tém um consistente peso molecular com as informacgdes de ion molecular
para cada uma das impurezas e produtos de degradagao observados.

38. Método analitico, de acordo com a reivindicacdo 36,

CARACTERIZADO pelo fato de que pelo menos uma impureza ou produto de
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degradacéo ¢ identificado pela separagédo por cromatografia de coluna seguida
por pelo menos um procedimento de purificagdo para render uma amostra
desconhecida de solido.

39. Método analitico, de acordo com a reivindicacdo 38,
CARACTERIZADO pelo fato de que a amostra desconhecida de sdlido é
caracterizada para identificacdo por pelo menos um procedimento analitico
padrado selecionado a partir do grupo que consiste na ressonancia magnética
nuclear (RMN), espectroscopia de massa (MS), espectroscopia infravermelho
transformada de Fourier (FT-IR), analise elementar, determinagdo de pureza
pela HPLC e determinacao de teor de agua pelo método de titulagao Karl Fisher.

40. Método analitico, de acordo com a reivindicagdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende adicionalmente a etapa de
realizar a coleta de HPLC preparatéria de pelo menos um pico de substancia
especifica presente em uma preparagao de dianidrogalactitol.

41. Método analitico, de acordo com a reivindicacdo 40,
CARACTERIZADO pelo fato de que o pelo menos um pico de substancia
presente na preparagao de dianidrogalactitol € uma impureza.

42. Método analitico, de acordo com a reivindicacdo 40,
CARACTERIZADO pelo fato de que o pelo menos um pico de substancia

presente na preparacao de dianidrogalactitol € um produto de degradacao.
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RESUMO
“METODOS ANALITICOS APRIMORADOS PARA ANALISAR E
DETERMINAR IMPUREZAS EM DIANIDROGALACTITOL”

Trata-se de um método analitico aprimorado para analise de
preparagbes de dianidrogalactitol que fornece um método para determinar a
pureza de dianidrogalactitol e detectar impurezas em preparagées de
dianidrogalactitol, bem como identificar tais impurezas. O método emprega a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), em particular, a HPLC com
deteccdo de indice refrativo (RI); a HPLC pode ser seguida pela
espectroscopia de massa em tandem. O método pode compreender
adicionalmente a etapa de realizagao da coleta de HPLC preparatéria de pelo
menos um pico de substancia especifica presente em uma preparacao de

dianidrogalactitol.



