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“SAL  CITRATO CRISTALINO, COMPOSICAO FARMACEUTICA
COMPREENDENDO O REFERIDO SAL E USO DO MESMO”

CAMPO

[001]A presente invencéo relaciona-se ao sal citrato de 9E-15-(2-pirrolidin-1-
il-etoxi)-7,12,25, trioxa-tetraciclo[18.3.1.1(2,5).1(14.18)]hexacos1-
1(24),2,4,9,14,16,18(26),20,22-nonaeno. Em adicdo a presente invengao relaciona-
se a composi¢des farmacéuticas contendo o sal citrato e métodos de uso do sal no
tratamento de certas condigbes médicas.

ANTECEDENTES

[002]0 composto  9E-15-(2-pirrolidin-1-yl-etoxi)-7,12,25-trioxa-19,21,24-
triaza-tetraciclo [18.3.1.1(2,5).1(14,18)]hexacosa-1(24),2,4,9,14,16,18(26),20,22-
nonaeno (Composto ) foi primeiro descrito em PCT/SG2006/000352 e mostra signi-
ficante promessa como um agente farmaceuticamente ativo para o tratamento de um
nuamero de condicbes médicas. Desenvolvimento farmacéutico deste composto a

caminho baseado nos perfis de atividade demonstrados pelo composto.

Composto |

[003]No desenvolvimento de uma droga adequada para a produgdo em
massa e niveis essencialmente aceitaveis de uso comercial da atividade de droga
que contam o alvo de interesse € somente uma das importantes variaveis que de-
vem ser consideradas. Por exemplo, na formulagdo de composi¢cdes farmacéuticas €
imperativo que a substancia farmaceuticamente ativa esteja em uma forma que pos-
sa ser confiavelmente reproduzida em um processo de fabricacdo comercial e que
seja robusto o suficiente para resistir as condigdes em que a substancia farmaceuti-

camente ativa € exposta.
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[004]A partir de uma perspectiva de fabricagao, € importante que o processo
de fabricagdo comercial de uma substancia farmaceuticamente ativa € tal que o
mesmo material é produzido quando as mesmas condi¢cdes de fabricagdo sdo usa-
das. Em adicdo, é desejavel que a substancia farmaceuticamente ativa existe em
uma forma solida onde mudangas menores das condigdes de fabricagao nao levam
a mudancas principais na forma sdlida da substancia farmaceuticamente ativa pro-
duzida. Por exemplo, € importante que o processo de fabricagao produza material
tendo as mesmas propriedades cristalinas em uma base confiavel, e também que o
processo produza material tendo o mesmo nivel de hidratagao.

[005]Em adicao, é importante que a substancia farmaceuticamente ativa seja
estavel a degradacao, higroscopicidade e mudangas subsequentes a sua forma soli-
da. E importante facilitar a incorporacéo do ingrediente farmaceuticamente ativo nas
formulagdes farmacéuticas. Se a substancia farmaceuticamente ativa € higroscépica
(“adesiva”) no senso que ela absorve agua ao longo do tempo, e é quase impossivel
confiavelmente formular a substancia farmaceuticamente ativa em uma droga como
a quantidade de substancia a ser adicionada para prover a mesma dosagem variara
grandemente dependendo do grau de hidratagao. Além disso, variagdes em hidrata-
¢ao ou forma sélida (“polimorfismo”) podem levar a mudangas nas propriedades fisi-
co-quimicas, tal como solubilidade ou taxa de dissolugéo, que podem por sua vez
levar a absorgao oral inconsistente em um paciente.

[006]Consequentemente, estabilidade quimica, estabilidade de estado soli-
do, e “meia vida” do agente farmaceuticamente aceitavel sao fatores muito importan-
tes. Em uma situagao ideal o agente farmaceuticamente ativo e quaisquer composi-
¢bes contendo o mesmo devem ser capazes de ser efetivamente estocado por peri-
odos apreciaveis de tempo sem exibir uma mudanca significante em caracteristicas
fisico-quimicas do componente ativo tal como sua atividade, conteudo de umidade,
caracteristicas de solubilidade, forma soélida e semelhantes.

[007]Em relacdo ao 9E-15-(2-pirrolidin-1-il-etoxi)-7,12,25,trioxa,19,21,24-
triaza-tetraciclo [18.3.1.1(2,5).1(14,18)hexacosa-1(24),2,4,9,14,16,18(26),20,22-
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nonaeno, estudos iniciais foram realizados no sal cloridrato e indicaram que polimor-
fismo foi prevalente, com o composto sendo encontrado por adotar mais que uma
forma cristalina dependendo das condi¢des de fabricagdo. Em adi¢ao, foi observado
que a proporgao dos polimorfos variou de lote para lote mesmo quando as condi-
¢bes de fabricacdo permaneceram constantes. Essas inconsisténcias de lote para
lote fizeram o sal cloridrato menos desejavel a partir da visdo comercial.

[008]Consequentemente pode ser desejavel desenvolver sais de 9E-15-(2-
pirrolidin-1-il-etoxi)-7,12,25,trioxa,19,21,24-triaza-
tetraciclo[18.3.1.1(2,5).1(14,18)hexacosa-1(24),2,4,9,14, 16,18(26),20,22-nonaeno
que supera ou melhora um ou mais dos problemas identificados.

RESUMO

[009]A presente invencao prové um sal citrato (sal de acido citrico) de 9E-15-
(2-pirrolidin-1-il-etoxi)-7,12,25,trioxa,19,21,24-triaza-
tetraciclo[18.3.1.1(2,5).1(14,18)hexacosa-1(24),2,4, 9,14,16,18(26),20,22-nonaeno.

[0010]Em algumas modalidades o sal € cristalino.

[0011]Em algumas modalidades o sal € o sal citrato 1:1. Em algumas moda-
lidades o sal citrato mostra na difracdo de raios-X um pico na escala 2theta a
22,4°+0,5°.

[0012]Em algumas modalidades o sal citrato também mostra nos picos de di-
fracao de raios-X na escala 2theta a 10,0°+0,5°, 15,6°+0,5° e 17,2°+0,5°.

[0013]Em algumas modalidades o sal citrato mostra na difracdo de raios-X
pelo menos quatro picos na escala 2theta a partir do grupo consistindo em 7,9°+0,5°,
10,0°£0,5°, 15,6°+0,5°, 15,9°+0,5°, 16,8°+0,5°, 17,2°+0,5°, 21,1°+0,5° e 22,4°+0,5°.

[0014]Em algumas modalidades o sal citrato mostra na difracdo de raios-X
pelo menos 6 picos na escala 2theta a partir do grupo consistindo em 7,9°+0,5°,
10,0°£0,5°, 15,6°+0,5°, 15,9°+0,5°, 16,8°+0,5°, 17,2°+0,5°, 21,1°+0,5° e 22,4°+0,5°.

[0015]Em algumas modalidades o sal citrato mostra nos picos da difragcao de
raios-X na escala 2theta a partir do grupo consistindo em 7,9°+0,5°, 10,0°+0,5°,

15,6°+0,5°, 15,9°+0,5°, 16,8°+0,5°, 17,2°+0,5°, 21,1°+0,5° e 22,4°+0,5°.
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[0016]Em algumas modalidades o sal citrato também mostra picos na difra-
¢ao de raios-X na escala 2theta em 11,1°+£0,5°, 18,1°+0,5°, 21,8°+0,5°, 23,2°+0,5° e
27,6°+0,5°.

[0017]Em algumas modalidades o sal citrato também mostra na difracdo de
raios-X picos na escala 2theta em 7,0°10,5°, 14,0°£0,5°, 19,0°£0,5°, 19,8°+0,5°,
23,6°+0,5°, 24,3°+0,5°, 25,2°+0,5°, 25,7°+0,5°, 26,1°+0,5°, 26,5°+0,5° e 32,1°+0,5°.

[0018]A presente invengao também prové uma composi¢cao farmacéutica
compreendendo um sal como descrito acima.

[0019]Em outra modalidade a presente invengao prové um método de tratar
ou prevenir um disturbio proliferativo compreendendo administragcdo de uma quanti-
dade terapeuticamente efetiva de um sal da invencdo a um paciente em necessida-
de do mesmo. Em algumas modalidades o disturbio proliferativo é cancer.

[0020]Em outra modalidade a presente invencao prové o uso de um sal da
invencao no tratamento de um disturbio proliferativo. Em algumas modalidades o
disturbio proliferativo é cancer.

[0021]Em outra modalidade a presente invencao prové o uso de um sal da
invencao na fabricagcdo de um medicamento para o tratamento de um disturbio proli-
ferativo. Em algumas modalidades o disturbio é cancer.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0022]A Figura 1 mostra difratogramas de Difracdo de Raios-X de alta reso-
lugdo, em p6 (RXDP) para Lote 1, sal HCI preparado em THF.

[0023]A Figura 2 mostra difratogramas de Difracdo de Raios-X de alta reso-
lugdo, em po6 (RXDP) para Lote 2, sal HCI preparado em MeCN.

[0024]A Figura 3 mostra difratogramas de Difracdo de Raios-X de alta reso-
lugdo, em p6 (RXDP) para Lote 3, sal HCI preparado em acetona.

[0025]A Figura 4 mostra difratogramas de Difracdo de Raios-X de alta reso-
lugdo, em p6 (RXDP) para Lote 4, sal Citrato preparado em THF.

[0026]A Figura 5 mostra difratogramas de Difracdo de Raios-X de alta reso-

lugdo, em p6 (RXDP) para Lote 5, sal Citrato preparado em MeCN.
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[0027]A Figura 6 mostra difratogramas de Difracdo de Raios-X de alta reso-
lugdo, em p6 (RXDP) para Lote 6, sal Citrato preparado em Acetona.

[0028]A Figura 7 mostra difratogramas de Difracdo de Raios-X de alta reso-
lugdo, em po (RXDP) para Lote 7, sal Citrato preparado em Acetona (escala de 20
9)-

[0029]A Figura 8 mostra difratogramas de Difracdo de Raios-X de alta reso-
lugdo, em pd (RXDP) para Lote 8, sal Citrato preparado em Acetona (escala de 20
9)-

[0030]A Figura 9 mostra difratogramas de Difracdo de Raios-X de alta reso-
lugdo, em p6 (RXDP) para Lotes 4-6.

[0031]A Figura 10 mostra difratogramas de Difracao de Raios-X de alta reso-
lugdo, em p6 (RXDP) para Lotes 4-6.

[0032]A Figura 11 mostra uma sobreposi¢cao dos difratogramas de Difragcao
de Raios-X de alta resolugcao e baixa resolugcédo, em p6 (RXDP) para Lote 4.

[0033]A Figura 12 mostra tracos de Difracdo de Raios-X em P6 para o Lote 4
antes e depois da estocagem a 40°C e 75% de umidade relativa por 1 semana.

[0034]A Figura 13 mostra tragos de Difracdo de Raios-X em P6 para o Lote 5
antes e apos estocagem a 40°C e 75% de umidade relativa por 1 semana.

[0035]A Figura 14 mostra tracos de difracdo de Raios-X em P para o Lote 6
antes e apos a estocagem a 40°C e 75% de RH por 1 semana.

[0036]A Figura 15 mostra dados de um Escaneamento Diferencial por Calo-
rimetria (EDC, acima) e Analise Termogravimétrica (TGA) para Lote 4.

[0037]A Figura 16 mostra uma sobreposic¢ao de tracos EDC para Lotes 4-6.

[0038]A Figura 17 mostra uma sobreposi¢ao de tracos TGA para Lotes 4-6.

[0039]A Figura 18 mostra um grafico de cinética de Absor¢ao de Vapor Gra-
vimétrico para Lote 4.

[0040]A Figura 19 mostra um grafico isotérmico de Absorcao de Vapor Gra-
vimétrico para Lote 4.

[0041]A Figura 20 mostra tracos de difragcdo de Raios-X em P¢ para Lote 4

Peticao 870200153355, de 07/12/2020, pag. 17/40



6/22

antes e apos o experimento de Absorg¢ao de Vapor Gravimétrico ser conduzido.
[0042]A Figura 21 mostra tracos de difragdo de Raios-X em pd em amostras
a partir da selecao de solubilidade.
[0043]A Figura 22 mostra um espectro de '"H RMN para o Lote 4 em d6-
DMSO.
[0044]A Figura 23 mostra um espectro de '"H RMN para o Lote 4 em D20.
DESCRICAQO DETELHADA

[0045]Como atestado acima agora tem sido encontrado que certos sais de
9E-15-(2-pirrolidin-1-il-etdxi)-7,12,25-trioxa-19,21,24-triaza-
tetraciclo[18.3.1.1(2,5).1(14,18)]hexacosa-1(24),2,4,9,14,16,18(26),20,22-nonaeno
existem como polimorfos robustos unicos. Em particular o presente pedido tem en-
contrado que o sal citrato (sal de acido citrico) deste composto existe como um poli-
morfo unico.

[0046]Por outro lado é considerado que a estrutura do acido citrico pode ser
clara a um versado na técnica a fim de evitar qualquer incerteza da estrutura € mos-

trado abaixo.
O OH O

|
HOWOH
O~ "OH

Acido Citrico
[0047]Estudos comparativos descritos aqui para sais cloridrato e citrato fo-

ram realizados nos lotes descritos na Tabela 1.

Tabela 1- Lista de lotes de sal cloridrato e citrato utilizados para estudos

comparativos
Numero do Sal Solvente de Comentario da Forma Solida
Lote Cristalizacao
1 HCI THF Cristalina
MeCN Cristalina mais sinais diferentes
2 HCl a partir do Lote 1
Acetona Cristalina mais sinais diferentes
° Hel a partir dos Lotes 1 e 2
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Numero do Solvente de Comentario da Forma Sdlida
Lote sal Cristalizagao
4 Citrato THF Forma Cristalina 1
5 Citrato MeCN Forma Cristalina 1
6 Citrato Acetona Forma Cristalina 1
7 Citrato Acetona Forma Cristalina 1
8 Citrato Acetona Forma Cristalina 1

[0048]Estudos iniciais no composto 1 envolveram ao sal cloridrato. Ele foi
encontrado como resumido abaixo, que o sal cloridrato inicialmente preparado pro-
duz uma forma sélida inconsistente com significante variabilidade nos dados de Rai-
os-X de Difracdo Em P6 (RXDP).

[0049]Composto 1 como o sal cloridrato foi preparado em 3 diferentes sol-
ventes dando Lote 1 (preparado em THF), Lote 2 (preparado em acetonitrila) e Lote
3 (preparado em acetona) como materiais cristalinos. Figuras 1, 2 e 3 mostram vari-
abilidade significante nos difratrogramas RXDP entre esses lotes indicando que exis-
te inconsisténcia geral na estrutura cristalina desses sais HClI mesmo quando prepa-
rado sobre condi¢des similares em solventes diferentes.

[0050]Com um resultado da variabilidade inaceitavel observada com o sal
cloridrato como discutido acima, uma alternativa robusta de forma sdélida foi requeri-
da. Esfor¢o adicional de descoberta identificou o sal citrato como sendo tal forma
solida.

[0051]Cinco lotes de citrato de 9E-15-(2-pirrolidin-1-il-etoxi)-7,12,25-trioxa-
19,21,24-triaza-tetraciclo[18.3.1.1(2,5).1(14,18)]hexacosa-
1(24),2,4,9,14,16,18(26),20,22-nonaeno foram caracterizados. Os resultados das
analises sdo mostrados nos seguintes Exemplos.

[0052]Raios-X de Difragdo Em P6 (RXDF) foi usado para caracterizar os sais
citratos do composto 1. Uma lista de picos de difragdo de Raios-X significantes para
os sais citratos da invencgao, coletados sobre condi¢des de alta resolucéao, € incluida

na Tabela 2.

Peticao 870200153355, de 07/12/2020, pag. 19/40



8/22

Tabela 2- Lista de picos de difracao de raios-X significantes para o sal citrato

Posicao do Pico (2-theta®, £0,5°) Intensidade Relativa
7,0 fraca
7,9 forte
10,0 forte
11,1 média
14,0 média
15,6 forte
15,9 forte
16,8 forte
17,2 forte
18,1 forte
19,0 média
19,8 média
21,1 forte
21,8 média
22,4 forte
23,2 média
23,6 média
24,3 média
25,2 fraca
25,7 média
26,1 média
26,5 fraca
27,6 forte
32,1 fraca

[0053]Como pode ser visto, o sal citrato pode ser caracterizado como mos-
trando na difracdo de raios-X um pico na escala 2theta em 22,4°+£0,5°.

[0054]0 sal citrato pode também ser caracterizado como mostrando na di-
fragao de raios-X picos na escala 2theta em 10,0°+0,5°, 15,6°+£0,5° e 17,2°£0,5°.

[0055]Em algumas modalidades o sal citrato pode ser ainda caracterizado

como mostrado na difracdo de raios-X pelo menos quatro picos na escala 2theta se-
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lecionados a partir do grupo consistindo em 7,9°+0,5°, 10,0°1£0,5°, 15,6°+0,5°,
15,9°+0,5°, 16,8°+0,5°, 17,2°+0,5°,21,1°+0,5° e 22,4°+0,5°.

[0056]Em algumas modalidades, o sal citrato pode ser ainda caracterizado
como mostrado na difragao de raios-X pelo menos 6 picos na escala 2theta selecio-
nados a partir do grupo consistindo em 7,9°+0,5°, 10,0°+0,5°, 15,6°+£0,5°, 15,9°+0,5°,
16,8°+0,5°, 17,2°+0,5°,21,1°+0,5° e 22,4°+0,5°.

[0057]Em algumas modalidades o sal citrato pode ser ainda caracterizado
como mostrado na difragdo de raios-X picos na escala 2theta em 7,9°t0,5°,
10,0°£0,5°, 15,6°+0,5°, 15,9°+0,5°, 16,8°+0,5°, 17,2°+0,5°, 21,1°+0,5° e 22,4°+0,5°.

[0058]Em algumas modalidades o sal citrato também mostra um pico de di-
fracdo de raios-X na escala 2theta em 11,1°+0,5°, 18,1°£0,5°, 21,8°+0,5°, 23,2°+0,5°
e 27,6°10,5°.

[0059]Em algumas modalidades o sal citrato pode ser ainda caracterizado
como mostrado nos picos de difragao de raios-X na escala 2theta em 7,9°+0,5°,
10,0°£0,5°, 11,1°+0,5°, 15,6°+0,5°, 15,9°+0,5°, 16,8°+0,5°, 17,2°+0,5°, 18,1°+0,5°,
21,8°+0,5°, 21,1°4+0,5°, 22,4°+0,5°, 23,2°+0,5° e 27,6°+0,5°.

[0060]Enquanto que os picos discutidos acima s&o os picos caracteristicos,
o sal citrato pode também mostrar picos de difracao de raios-X na escala 2theta em
7,0°£0,5°, 14,0°+0,5°, 19,0°+0,5°, 19,8°+0,5°, 23,6°+0,5°, 24,3°+0,5°, 25,2°+0,5°,
25,7°+0,5°, 26,1°10,5°, 26,5°+0,5° e 32,1°+0,5°.

[0061]Como sera apreciado pelo versado na técnica, as intensidades relati-
vas das difragcdes podem variar dependendo de um numero de fatores tal como o
meétodo de preparacdo de amostra e o tipo de instrumento utilizado. Em adi¢gdo, em
certos exemplos alguns dos picos referidos acima podem nao ser detectaveis.

[0062]0s sais da presente invengao podem ser produzidos por reagado de
base livre do composto 1 com acido citrico em um solvente apropriado e recuperan-
do da mistura reacional o sal resultante apds a cristalizagao, precipitagao e evapora-
¢ao.

[0063]A reacao para formar o sal pode ser realizada em qualquer solvente
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nao interferente, ou misturas dos solventes, em que a base livre tem solubilidade
apropriada. Exemplos de solventes adequados deste tipo incluem acetonitrila, tetra-
hidrofurano e acetona. O processo tipicamente envolve dissolugéo da base livre em
um solvente apropriado em temperatura elevada tal como mais que 20°C. Em algu-
mas modalidades, por exemplo, acetona, a base livre é dissolvida no solvente em
uma temperatura de cerca de 56°C. Em algumas modalidades, por exemplo, aceto-
nitrila, a base livre é dissolvida no solvente em uma temperatura de cerca de 82°C.

[0064]Uma vez a base livre tenha sido dissolvida no solvente apropriado, o
processo entdo envolve a adicdo de uma quantidade adequada do acido. O acido é
usualmente adicionado como uma solugdo em um solvente apropriado, usualmente
0 mesmo solvente usado para dissolver a base livre. A quantidade de acido pode
variar embora tipicamente a quantidade de acido usada € um equivalente estequio-
métrico ou um leve excesso estequiométrico. Seguindo a adigdo do acido o proces-
so entdo tipicamente envolve agitacdo da mistura reacional na temperatura de adi-
¢ao por um periodo de 1 hora, seguido por arrefecimento da mistura reacional a uma
temperatura antes da temperatura reacional para facilitar cristalizacdo. Uma vez o
nivel desejado da formacgao de cristal tenha ocorrido, os cristais podem ser isolados
por filtracdo e secos usando significados normais na técnica.

[0065]0Outra modalidade da presente invencao prové o uso de sais da inven-
¢ao no tratamento de disturbios proliferativos. As formulagdes e metodologia para o
uso de compostos deste tipo e os disturbios que podem ser tratados assim séo des-
critos como revelado em PCT/SG2006/000352.

[0066]A presente invengao sera agora descrita com referéncia nos seguintes
exemplos nao limitantes. Sais cloridratos foram preparados como discutido acima
para exemplos comparativos e analisados em uma forma analoga.

Exemplo 1- Formacgéao do sal HCI (Lote 1) em THF como solvente:

[0067]A base livre do Composto 1 (0,200 g, 0,432 mmol, 1 eq.) foi adiciona-
da a 15 mL de THF. A solugao foi aquecida em refluxo até completa dissolugédo ser

observada e mantida por 1 h. HClI 1 N (0,518 mL, 0,518 mmols, 1,2 eq.) foi entao
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adicionado lentamente em condig¢des de refluxo. A mistura foi deixada em refluxo por
um adicional de 15 min e entdo arrefecida. Cristalizacdo foi observada em arrefeci-
mento gradual. Os cristais foram agitados em temperatura ambiente por 12 h e filtra-
dos a vacuo. O produto foi seco sobre vacuo para fornecer 165 mg.

Exemplo 2- Formagao do sal HCI (Lote 2) em CH3CN como solvente:

[0068]A base livre do composto 1 (0,300 g, 0,648 mmols, 1 eq.) foi adiciona-
da a 70 mL de CHsCN. A solugéo foi aquecida em refluxo até completa dissolugao
foi observada e mantida por 1 h. HCI 1 N (0,778 mL, 0,778 mmols, 1,2 eq.) foi entao
adicionada lentamente em condig¢des de refluxo. A mistura foi deixada em refluxo por
um adicional de 15 min, entdo arrefecida. Cristalizacao foi observada em arrefeci-
mento gradual. Os cristais foram agitados em t.a. por 12 h e filtrados a vacuo. O
produto foi agitado sobre vacuo para fornecer 190 mg.

Exemplo 3- Formagao do sal HCI (Lote 3) em Acetona como solvente:

[0069]A base livre do composto 1 (0,200 g, 0,432 mmols, 1 eq.) foi adiciona-
da a 50 mL de acetona. A solugao foi aquecida em refluxo até dissolugdo completa
ser observada e mantida por 1 h. HCI 1N (0,518 mL, 0,518 mmoils, 1,2 eq.) foi entao
adicionado lentamente em condi¢des de refluxo. A mistura foi deixada em refluxo por
um adicional de 15 min e entdo arrefecida. Cristalizacdo foi observada em arrefeci-
mento gradual. Os cristais foram agitados em t.a. por 12 h e filtrados sobre vacuo. O
produto foi seco obre vacuo para fornecer 180 mg.

Exemplo 4- Formacgao do Sal Citrato (Lote 4) em THF como solvente:

[0070]A base livre do composto 1 (0,300 g, 0,648 mmols, 1 eq.) foi adiciona-
da a 12 mL de THF. A solugao foi aquecida em refluxo até dissolugdo completa ser
observada e mantida por 1h. Uma solugao de acido citrico (0,149 g, 0,778 mmols,
1,2 eq) dissolvida em 12 mL de THF foi entdo adicionada lentamente em condi¢des
de refluxo. A mistura foi deixada em refluxo por um adicional de 15 min e entao arre-
fecida. Cristalizagao foi observada em arrefecimento gradual. Os cristais foram agi-
tados em temperatura ambiente por 12 h e filtrados sobre vacuo. O produto foi seco

sobre vacuo para fornecer 250 mg.
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Exemplo 5- Formagao do Sal Citrato (Lote 5) em CH3CN como solvente:

[0071]A base livre de composto 1 (0,200 g, 0,432 mmols, 1 eq,)foi adiciona-
da a 45 mL de CH3CN. A solugéo foi aquecida em refluxo até dissolugdo completa
ser observada e mantida por 1 h. Uma solugcdo de acido citrico (0,099 g, 0,518
mmols, 1,2 eq.) dissolvida em 12 mL de CH3CN foi entdo adicionada lentamente em
condigdes de refluxo. A mistura foi deixada em refluxo por um adicional de 15 min e
entdo arrefecida. Cristalizagao foi observada em arrefecimento gradual. Os cristais
foram agitados em temperatura ambiente por 12 h e filtrados sobre vacuo. O produto
foi seco sobre vacuo para fornecer 220 mg.

Exemplo 6- Formacgao do sal Citrato (Lote 6) em Acetona como solvente:

[0072]A base livre do composto 1 (0,200 g, 0,432 mmols, 1 eq.) foi adiciona-
da a 50 mL de acetona. A solugao foi aquecida em refluxo até dissolugdo completa
ser observada e mantida por 1 h. Uma solugdo de acido citrico (0,099 g, 0,518
mmols, 1,2 eq.) dissolvida em 20 mL de acetona foi entdo adicionada lentamente em
condigdes de refluxo. A mistura foi deixada em refluxo por um adicional de 15 min e
entdo arrefecida. Cristalizagao foi observada em arrefecimento gradual. Os cristais
foram agitados em temperatura ambiente por 12 h e filtrados sobre vacuo. O produto
foi seco sobre vacuo para fornecer 198 mg.

Exemplo 7- Estudos de Raios-X de Difragdao Em P6

Condicao 1a (Alta Resolucio)

[0073]Padroes de Raios-X de Difragdo Em P6 (RXDP) foram coletados em
um difratdmetro aSIEMENS D5000 usando radiagéo Cu K (1,54 A), 40 kV, 30 modo
de escaneamento continuo com tamanho de passo de 0,03° e passo tempo-0,5 s, foi
6 - BmA. Uma variagao de 6 empregada com uma amostra- distancia detector que da
um efetivo 22°-50°. O tempo de analise da amostra (pode ser exposta a irradiagao
de raios-X) foi 13 minutos e 33 segundos. O programa usado para cole¢cao de dados
foi DIFFRACpIus-D5000 #1 e os dados foram analisados e apresentados usando
Diffrac Plus —D5000 #1.

[0074]Amostras correndo sobre condigcbes ambientes foram preparadas co-
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mo espécies de placa reta usando pdés como preparado sem trituragao. Aproxima-
damente 100-200 mg de amostra foi levemente prensada em uma lamina de vidro
para obter uma superficie reta.

Condicao 1b (Alta Resolucio)

[0075]Raios-X de Difragdo Em P6 (EXDP) foram coletados em um difratéme-
tro Bruker AXS C2 GADDS usando radiacdo Cu K (40 kV, 40 mA), estagio XYZ au-
tomatizado, microscopio a video laser para posicionamento de auto-amostra e uma
area detectora 2-dimensional HiStar. Raios-X 6ptico consistem em um espelho mul-
ticamada Gobel unico com um colimador com um furo de 0,3 mm. A divergéncia de
emissao, isto é, o tamanho efetivo dos raios-X efetivamente na amostra, foi aproxi-
madamente 4 mm. Um modo de escaneamento continuo 6 - 6 foi empregado com
uma amostra — distancia detectora de 20 cm que da uma variacao efetiva de 20 de
3,2° — 29,7°. Tipicamente a amostra pode ser exposta a emissao de raios-X por 120
segundos. O programa usado para coleta de dados foi GADDS for WNT 4.1.16 e os
dados foram analisados e apresentados usando Diffrac Plus EVA v 9.0.0.2 ou v
13.0.0.2. Amostras correm sobre condigcbes ambientes foram preparadas como es-
pécimes de placa reta usando pé como preparado sem trituragdo. Aproximadamente
1-2 mg da amostra foi lentamente pressionada em uma lamina de vidro em uma su-
perficie reta.

Condicao 2 (baixa resolucio)

[0076]Padroes de Difracdo de Raios-X em P¢ foram também coletados em
um difratbmetro Bruker D8 usando radiagao Cu K (40 kK, 40 mA), 06 - 26 gonidémetro,
e divergéncia de V4 e recebendo fendas, um monocromador Ge e um detector Lyn-
xeye. O instrumento tem seu desempenho checado usando um padrdo Corundum
certificado (NIST 1976). O programa usado para coleta de dados foi Diffrac Plus
XRD Commander v2.5.0 e os dados foram analisados e apresentando usando
Diffrac Plus EVA v 11.0.0.2 ou v 13.0.0.2. Amostras foram corridas sobre condigdes
ambientes como espécimes de placa reta usando o pé como recebido. Aproxima-

damente 15 mg da amostra foi gentilmente embalado em uma cavidade reduzida
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polida, nenhum background (510) e pedacéao de silicone. A amostra foi rotacionada
em seu proprio plano durante a analise. Os detalhes da coleta de dados sao:
eVariacdo angular: 2 a 42 °20

eTamanho do passo: 0.05 °26

eTempo de coleta: 0.5 s.passo™

[0077]Tracos de RXDP de alta resolugao (Condigdo 1a) foram obtidos para
cada uma das amostras, e os resultados mostrados nas Figuras 4-8 mostram que as
cinco amostras de sal citrato sao todas da mesma fase cristalina. Dados para Lotes
4-6 foram também coletadas sobre Condigao 1b e Figura 9 mostram uma sobreposi-
¢ao indicando que os padrbes sao muito similares que mostram que eles sao todas
da mesma fase cristalina.

[0078]Tracos de RXDP de baixa resolu¢ao (Condi¢ao 2) foram também cole-
tados usando o difratdmetro Bruker GADDS, entdo padrdes de referéncia foram dis-
poniveis para a analise de selegao de polimorfismo. Uma sobreposi¢cao dos tragos
para Lotes 4-6 € mostrada na Figura 10 e uma comparagao de tragos de alta resolu-
¢ao e baixa resolugao para Lote 4 é mostrada na Figura 11.

[0079]As amostras que foram preparadas para a coleta de tragos de RXDP
de baixa resolugdo foram colocadas em uma cédmara mantida a 40° C e 75% de
umidade relativa. Apds uma semana as amostras foram realizadas por RXDP de
baixa resolucado (Condigao 2), para checar as mudangas de fase. Os resultados, em
comparagao com o traco RXDP inicial sdo mostrados nas Figuras 12 a Figura 14.
Pode ser visto que nenhuma mudancga de fase ocorreu, e que os sais citratos da in-
vengao sao estaveis por pelo menos uma semana sobre essas condigoes.

Exemplo 8- Estudos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

[0080]Espectros de 'H RMN foram coletados em um instrumento Bruker
400MHz equipado com uma auto-amostragem e controlado por um console
DRX400. Experimentos automatizados foram adquiridos usando ICON-RMN v4.0.4
(construcao 1) correndo com Topspin v 1.3 (sinal do nivel 8) usando os experimen-

tos carregados Bruker padrées. Amostras foram preparadas em d6-DMSO ou D20.
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Analises desconectadas foram realizadas usando ACD SpecManager v 9.09 (cons-
tricao 7703).

[0081]'"H RMN mostra que todas as trés amostras sdo do mesmo composto.
A determinacgao da estequiometria do citrato foi realizada por integracdo dos sinais
do contra ion. Entretanto, esses parecem sobre o sinal de DMSO no espectro (Lote
4, Figura 22), e como um resultado a integracao dos sinais do acido citrico ndo pode
ser feita. Figura 23 mostra o "H-RMN do Lote 4 em D20. Neste solvente, a integra-
¢ao do sinal do acido citrico mostrou a estequiometria ser 1:1 como esperado.

Exemplo 9- Escaneamento de Diferencial de Calorimetria (EDC) e Analise
Termo-Gravimétrica (ATG)

[0082]Dados de Escaneamento Diferencial de Calorimetria (EDC) coletados
em um Mettler DSC 823e equipado com uma posicdo de auto-amostragem 34. O
instrumento foi calibrado para energia e temperatura usando indio certificado. Tipi-
camente 0,5-3 mg de cada amostra, em um recipiente de aluminio com orificio, foi
aquecido a 10°C.min"" a partir de 25°C a 350°C.Uma purificagdo com nitrogénio a 50
mL.min-'foi mantida sobre a amostra. O instrumento controle e programa de analise
de dados foi STARe v9.10.

[0083]Dados de Analise termogravimétrica (ATG) foram coletados em um
Mettler TGA/SDTA 851e equipado com uma auto-amostragem na posicao 34. O ins-
trumento teve a temperatura calibrada usando o indio certificado. Tipicamente 5-30
mg de cada amostra foi carregada em um cadinho de aluminio pré-pesado e foi
aquecido a 10°C.min"! a partir da temperatura ambiente a 350°C. Uma purificagao
com nitrogénio a 50 ml.min-! foi mantida sobre a amostra. O instrumento controle e
programa de analise de dados foi STARe v9.10.

[0084]0 tragco EDC para o Lote 4 (Figura 15) mostra que existe um evento
térmico significante a 176°C. Existe uma perda de peso correspondente de ~20%
visto na ATG (Figura 15). Esta perda de peso, junto com a complexa forma do EDC
endotérmico, indica que a degradacao bruta esta ocorrendo >176°C. Sem desejar

estar ligado pela teoria, isto pode ser indicativo de dissociagado do sal e subsequente
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degradacéao do acido citrico.

[0085]Lotes 5 e 6 mostraram EDC e tracos ATG similares (Figuras 16 e 17
mostram sobreposi¢ao de dados de EDC e TGA, respectivamente).

Exemplo 10- Absorg¢ao de Vapor Graviométrico (AVG)

[0086]Absorcdes isotérmicas foram obtidas usando um analisador de absor-
¢ao de umidade intrinseca SMS SVS, controlado por programa de Analise Adequado
SMS. A temperatura de amostra foi mantida a 25°C por instrumentos controles. A
umidade foi controlada por mistura de correntes de nitrogénio seco e umido, com um
fluxo total de 200 mL.min-'. A umidade relativa foi medida por um padrao Totrénico
calibrado (variagao dinamica de 1,0-100 %RH), localizado perto da amostra. A mu-
danca de peso, (massa de relaxamento) da amostra como uma fungéo de %RH foi
constantemente monitorada pela microbalanga (acuracia £0.005 mg). Tipicamente 5-
20 mg de amostra foi colocada em uma cesta de acgo inoxidavel de trama tarada so-
bre condigdes ambientes. A amostra foi carregada e nao carregada a 40% de RH e
25° C (condigdes tipicas ambientes). A absorcao isotérmica de umidade foi feita co-
mo ressaltado abaixo (2 varreduras dando um ciclo completo). O padrao isotérmico
foi feito a 25° C em intervalos de 10% de RH em uma variagao de 0,5-90% de RH.

Tabela 3- Parametros do Método para Experimentos Intrinsecos de SMS

DVS
Parametros Valores
Adsorg¢ao — Varredura 1 40-90
Dessorcao/ Adsorcado — Varredura 2 90 — Seca, Seca — 40
Intervalos (%RH) 10
Numero de Varreduras 2
Taxa de Fluxo (mL.min") 200
Temperatura (°C) 25
Estabilidade (°C.min") 0,2
Tempo de Absorc¢édo (horas) Intervalo de 6 horas

[0087]A higroscopicidade do citrato foi investigada por realizagdo de um ex-
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perimento de absorcao de vapor gravimétrico no Lote 4. Uma amostra de aproxima-
damente 20 mg foi mantida a 25°C enquanto a umidade de seu ambiente foi mudada
através de dois ciclos completos.O grafico de cinética mostrado na Figura 18 mostra
que a amostra do Lote 4 alcanga peso equilibrio em cada passo %RH. A amostra
leva mais tempo para alcancar o equilibrio em estagios precoces dos experimentos.
Isto pode ser devido ao deslocamento do solvente residual.

[0088]O grafico isotérmico mostrado na Figura 19 mostra que a amostra leva
até <0,6% de agua entre 40% de RH e 90% de RH. A diferenga de peso maximo
(entre 0%RH e 90% de RH) é menor que 1% p/p que indica que o citrato € nao hi-
groscopico. Em adicao, nao existe evidéncia para a existéncia de uma forma hidra-
tada do citrato.

Tabela 4- Valores de Peso Isotérmico para o GVS do Lote 4

Alvo ADS. Alvo Abs.
Massa Massa
Mudanga Mudancga
RH (%) RH (%)
(%) (%)

40,0 -0,1186 40,0 -0,0643

50,0 -0,0817 50,0 -0,0100

Ciclo 1 60,0 0,0329 Ciclo 2 60,0 0,0513

Adsorcao 70,0 0,1086 Adsorcao 70,0 0,1281
80,0 0,2342 80,0 0,2567

90,0 0,5631 90,0 0,5397

90,0 0,5631 90,0 0,5397

80,0 0,2905 80,0 0,2771

70,0 0,1610 70,0 0,1535

60,0 0,0743 60,0 0,0738

Ciclo 1 50,0 0,0100 Ciclo 2 50,0 0,0045
Dessorcéao 40,0 -0,0548 Dessorcéao 40,0 -0,0528
30,0 -0,1076 30,0 -0,1032

20,0 -0,1545 20,0 -0,1565

10,0 -0,2093 10,0 -0,2093

0,0 -0,2816 0,0 -0,2836
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0,0
10,0
Ciclo 1
20,0
Readsorcao
30,0
40,0

-0,2816 0,0 -0,2863
-0,2138 10,0 -0,2168
Ciclo 2
-0,1620 20,0 -0,1630
Readsorgcao
-0,1146 30,0 -0,1116
-0,0643 40,0 -0,0653

[0089]No fim do experimento de GVS, a amostra foi retomada e analisada

por RXDP para checar qualquer mudanca de fase geral. Os resultados (Figura 20)

mostram que nao existe mudancga de fase geral.

Exemplo 11- Determinagédo da Pureza Quimica por Cromatografia Liquida de

Alto Desempenho (HPLC)

[0090]Analise de pureza foi feita em um sistema de séries Agilent HP1100

equipados com um detector de rede diodo e usando programa ChemStation

vB.02.01-SR1. Os parametros usados sao resumidos na Tabela 5.

Tabela 5- Parametros do Método HPLC para Determinacbes de Pureza

Quimica

Preparacdo de Amostra:

0,5 mg/mL em acetonitrila:agua 1:1 v/v

(nm):

Coluna: Phenomenex Luna C18 (2), 150 x 4.6 mm, 5um
Temperatura da Coluna | 25

(°C):

Injecéo (uL): 5

Deteccao: 255, 90

Comprimento de onda,

comprimento de banda

Taxa de fluxo (mL.min"):

1

Fase A:

0,1 % TFA em agua

Fase B:

0,085 % em acetonitrila

Tabela de horario:

Tempo (min) % Fase A % Fase B
0 95 8
25 5 95
25.2 95 5
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30

95

[0091]A pureza quimica dos Lotes 4-6 co citrato foi determinada usando este

procedimento de HPLC. Os resultados numéricos sdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6 - Resultados de Determinacao de Pureza

Amostra Lote 4 Lote 5 Lote 6
Solvente de dissolugao AcN : H20 1:1 viv
Tempo de retengao 2,76 2,76 2,76
Area de Pico Parental 1431,73 1299,9 1368,57
RRT Area % Area % Area %
0,97 0,61 0,41 0,48
1,00 98,12 98,45 98,37
1,04 0,14 0,16 0,14
1,05 0,22 0,13 0,20
1,07 0,18 0,13 0,14
1,12 0,28 0,31 0,28

Como pode ser visto, a medida de

98,1%.

Exemplo 12- Avaliagao de Solubilidade e Polimorfismo

pureza de cada amostra € maior que

[0092]Para cada solvente investigado, aproximadamente 8 mg de composto

1 foram pesados em um frasco de vidro com tampa de rosca de 8 mL. O solvente foi

adicionado em 10 aliquotas de volume e a mistura sonicada e aquecida (com um

revolver de ar quente) para encorajar dissolugdo. Se dissolugdo nao for alcangada

apoés a adicdo de 100 volumes de solvente, um adicional de 100 volumes foi adicio-

nado. Os detalhes de cada experimento e as observacdes (Tabela 7) mostram que

dissolugéo total foi somente alcangada em agua.

Tabela 7- Detalhes da Avaliacdo de Solubilidade

Lote Pe-
Amos-
de En- | so
tra ID
trada | (mQ)

Solvente

(vols)

112
0|0

3
0

4
0

5
0

20
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HC531

4 8,1 Tolueno | x | x | x | x | x | x | x | x | x | x x
-16-01
HC531

4 | 80| TBME | x| x| x| x| x| x| x|x|x| x | x
-16-02
HC531 Acetato

4 7,3 x | x| x| x| x| x| x| x| x x x
-16-03 de etila

Acetato

HC531

4 7,9 de i- x | x| - | x| - | x| - | x| - x x
-16-04

propila

HC531

5 179 THF x | x| x| x| -|x|-|x]|-| x| x
-16-05
HC531

5 | 8.2 IPA x| x| x| x| - | x| -|x|-] x| x
-16-06
HC531

5 | 82 MEK | x| x| x| x| x| x| -|x| -] x | x
-16-07
HC531

5 | 82 | Acetona | x | x | - | x| - | x| - | x| - | x | x
-16-08
HC531

5 | 97 | Etanol | x | x | x| x| - | x| - | x| - | x | x
-16-09
HC531 Acetoni-

5 9,6 x | x| x| x| - | x| -| x| - x x
-16-10 trila
HC531 ,

5 | 78| Agua |H|-|-|-|-|-|-|-1|-1-1-
-16-11

[0093]0s frascos foram entdo colocados em uma camara de umidade e su-
jeitados a ciclos de 25°C / 50°C (ciclos de 8 horas) por 24 horas. No final deste tem-
po as amostras foram examinadas e entao deixadas com a tampa solta para permitir
a evaporagao do solvente. Essas amostras que foram secas foram entdo e entao
transferidas para uma rede de quartz, enquanto aquelas que ainda tinham solvente
presente foram filtradas a vacuo em um sintetizador. As amostras foram entdo anali-
sadas por RXDP para avaliar o estado cristalino e forma. Os resultados da analise

de RXDP (Figura 21) mostraram que (com agua como unica excegao) todas as
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amostras foram de Forma 1. A amostra obtida a partir da solugdo aquosa foi amorfa
(Figura 21 o trago em cima nao mostra picos acentuados).

[0094]A solubilidade do citrato composto 1 em solventes organicos tem pro-
vado ser extremamente limitada. A auséncia de coloragao nos solventes em contato
com os cristais amarelos indicam que a solubilidade foi minima. Todos os residuos
cristalinos a partir de solvente organico selecionando amostras foram Forma 1. O
citrato foi encontrado dissolvido em agua no nivel 100 mg.mL-'. O sdlido recuperado
por permitir a solugdo evaporada foi encontrada ser amorfa. A selegao de solubilida-
de nao revelou a existéncia de qualquer solvato ou polimorfo dos sais citrato.

Os resultados dos Exemplos 1-12 s&o resumidos na tabela abaixo.

4o do Lote
Lote 5

Forma Cristalina 1

Tabela 8- Resumo da Caracteriza
Lote 4

Forma Cristalina 1

Lote 6

Forma Cristalina 1

RXDP
Fase de Estabili-
dade 1 sem @ 40
°C/75% RH

Forma Cristalina 1 Forma Cristalina 1 | Forma Cristalina 1

Mudancga de peso

Abosrcao de Va-

por Gravimétrica

maximo <1% Ne-
nhuma mudanca

de fase

Analise Termo-

gravimeétrica

-0.4% p/p ambiente
para 160 °C
-20% p/p 160 a 250
°C

-0.4% p/p ambiente
a160 °C
-21% p/p 160 a 250
°C

-0.3% p/p ambien-
te a 160 °C
-20% p/p 160 a
250 °C

Escaneamento
Diferencial de Ca-

lorimetria

Complexo endo-
térmico inicio 176
°C

Complexo endo-
térmico inicio 178
°C

Complexo endo-
térmico inicio 176
°C

Pureza por HPLC

98.12% ala

98.45% ala

98.37% ala

[0095]0s detalhes das modalidades especificas descritas nesta invencao
nao sao para serem construidos como limitagdes. Varios equivalentes e modifica-

¢des podem ser feitos sem sair da esséncia e objetivo desta invengao, e é entendido
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que tais modalidades equivalentes s&o parte desta invencgao.
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REIVINDICACOES

1. Sal citrato cristalino, CARACTERIZADO pelo fato de que ¢é sal citrato cris-
talino de 9E-15-(2-pirrolidin-1-il-etoxi)-7,12,25-trioxa-19,21,24-triaza-
tetraciclo[18.3.1.1(2,5).1(14,18)]hexacosa-1(24),2,4,9,14,16,18(26),20,22-nonaeno.

2. Sal, de acordo com a reivindicagao 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
osal éosal1:1.

3. Sal, de acordo com a reivindicagado 1 ou 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que mostra na difragao de raios-X um pico na escala 2theta em 22,4°+0,5°.

4. Sal, de acordo com a reivindicacao 3, CARACTERIZADO pelo fato de que
também mostra na difracdo de raios-X picos na escala 2theta em 10,0°t0,5°,
15,6°+0,5° e 17,2°+0,5°.

5. Sal, de acordo com qualqguer uma das reivindicacbes 1 a 4,
CARACTERIZADO pelo fato de que mostra na difragdo de raios-X pelo menos qua-
tro picos na escala 2theta selecionados do grupo consistindo em 7,9°+0,5°,
10,0°+0,5°, 15,6°+0,5°, 15,9°+0,5°, 16,8°+0,5°, 17,2°+0,5°,21,1°+0,5°, e 22,4°+0,5°.

6. Sal, de acordo com a reivindicacao 4, CARACTERIZADO pelo fato de que
mostra na difracdo de raios-X pelo menos 6 picos na escala 2theta selecionados do
grupo consistindo em 7,9°+0,5°, 10,0°+0,5°, 15,6°+0,5°, 15,9°1£0,5°, 16,8°1£0,5°,
17,2°40,5°,21,1°£0,5°, e 22,4°+0,5°.

7. Sal, de acordo com a reivindicagcao 5, CARACTERIZADO pelo fato de que
mostra na difracdo de raios-X picos na escala 2theta em 7,9°+0,5°, 10,0°+0,5°,
15,6°+0,5°, 15,9°+0,5°, 16,8°+0,5°, 17,2°+0,5°, 21,1°+0,5°, e 22,4°+0,5°.

8. Sal, de acordo com a reivindicagcao 7, CARACTERIZADO pelo fato de que
também mostra na difracdo de raios-X picos na escala 2theta em 11,1°+0,5°,
18,1°10,5°, 21,8°+0,5°, 23,2°+0,5°, e 27,6°+0,5°.

9. Sal, de acordo com a reivindicacao 8, CARACTERIZADO pelo fato de que

também mostra na difracdo de raios-X picos na escala 2theta em 7,0°t0,5°,
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14,0°+0,5°, 19,0°+0,5°, 19,8°+0,5°, 23,6°+0,5°, 24,3°+0,5°, 25,2°+0,5°, 25,7°+0,5°,
26,1°+0,5°, 26,5°+0,5°, e 32,1°+0,5°.

10. Composicao farmacéutica, CARACTERIZADA pelo fato de que compre-
ende um sal conforme definido em qualquer uma das reivindicagbdes 1 a 9.

11. Sal, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 9,
CARACTERIZADO pelo fato de que é para o tratamento de um disturbio proliferati-
VO.

12. Sal, de acordo com a reivindicagao 11, CARACTERIZADO pelo fato de
que o disturbio proliferativo é cancer.

13. Uso de um sal, conforme definido em qualquer uma das reivindicacdes 1
a 9, CARACTERIZADO pelo fato de que é para a fabricacdo de um medicamento
para a prevenc¢ao ou tratamento de um disturbio proliferativo.

14. Uso de acordo com a reivindicagao 13, CARACTERIZADO pelo fato de

que o disturbio proliferativo é cancer.
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Escala 2-Theta

FIG 20
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