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(57) Resumo: COMPOSICOES FARMACEUTICAS COMPREENDENDO A FORMA 1 DE ACIDO OBETICOLICO. A presente
invencgédo refere-se ao acido obeticélico ou um sal farmaceuticamente aceitavel, solvato ou conjugado de aminoéacido dos
mesmos. O acido obeticdlico é de utilidade para o tratamento ou prevencédo de uma enfermidade ou condicao mediada por FXR,
enfermidade cardiovascular ou enfermidade colestatica do figado, e para reduzir o colesterol de HDL, para reduzir os triglicéridas
em um mamifero, ou para a inibigdo de fibrose. A presente invencéo também se refere aos processos para a sintese do acido
obeticdlico.
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"COMPOSICOES FARMACEUTICAS COMPREENDENDO
A FORMA 1 DE ACIDO OBETICOLICO"

Sumario da Invencao

[001] Refere-se a presente invengado ao acido obeticdlico, um
agonista para o FXR, aos processos de preparagdo para o acido
obeticdlico, as formulagdes farmacéuticas que compreendem acido

obeticadlico, e ao uso terapéutico do mesmo.

acido obeticolico
(também conhecido como INT-747)

[002] A presente invencao refere-se a uma Forma C de acido
obeticdlico cristalino caracterizada por um padrao de difracdo aos raios
-X que inclui picos caracteristicos sob cerca de 4,2; 6,4; 9,5; 12,5; e
16,7 graus 2 -Teta. A Forma C de &acido obeticélico cristalino é
caracterizada por um padrao de difragao aos raios-X substancialmente
semelhante aquele ilustrado na Figura 5 e caracterizado ainda por um
termograma de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) dotado de
um valor endotérmico sob cerca de 98+°C.

[003] A presente invencdo refere -se a um processo para
preparar a Forma 1 de acido obeticdlico, que compreende a etapa de
converter acido obeticolico cristalino para a Forma 1 de acido
obeticdlico.

[004] A presente invencao refere-se a um processo para preparar
a Forma 1 de acido obeticolico, que compreende as etapas de fazer
reagir acido 3a -hidroxi -6a -etil -7 -ceto -58 -colan -24 -Gico com

NaBHs para formar acido obeticolico cristalino e converter acido
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obeticadlico cristalino para a Forma 1 de acido obeticélico.

[005] A presente invencio refere-se a um processo para preparar
a Forma 1 de acido obeticdlico, que compreende as etapas de fazer
reagir acido E - ou E/Z -3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5 -colan -24 -
oico com Pd/C e gas de hidrogénio para formar acido 3a -hidroxi -6a -
etil -7 -ceto -5B -colan -24 -6ico; fazer reagir acido 3a -hidroxi -6a -€til -
7 -ceto -5B -colan -24 -6ico com NaBH4 para formar acido obeticolico
cristalino; e converter acido obeticdlico cristalino para a Forma 1 de
acido obeticalico.

[006] A presente invencdo refere-se a um processo para a
preparacdao da Forma 1 de acido obeticélico, que compreende as
etapas de fazer reagir éster metilico de acido E - ou E/Z -3a -hidroxi -6
-etilideno -7 -ceto -5 -colan -24 -6ico com NaOH para formar acido E -
ou E/Z -3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5p -colan -24 -dico; fazer
reagir acido E - ou E/Z -3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5 -colan -24 -
6ico com Pd/C e gas de hidrogénio para formar acido 3a -hidroxi -6a -
etil -7 -ceto -5B -colan -24 -6ico; fazer reagir acido 3a -hidroxi -6a -€til -
7 -ceto -5B -colan -24 -6ico com NaBH4 para formar acido obeticdlico
cristalino, e converter o acido obeticdlico cristalino para a Forma 1 de
acido obeticalico.

[007] A presente invencgao refere-se a um processo para preparar
a Forma 1 de acido obeticdlico, que compreende as etapas de fazer
reagir éster metilico de acido 3a,7 -ditrimetilsililoxi -5p -col -6 -en -24 -
6ico com CH3CHO para formar éster metilico de acido E - ou E/Z -3a -
hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5B -colan -24 -6ico; fazer reagir éster
metilico de acido E - ou E/Z -3 -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5 -colan
-24 -6ico com NaOH para formar acido E - ou E/Z -3a -hidroxi -6 -
etilideno -7 -ceto -5 -colan -24 -dico; fazer reagir acido E - ou E/Z -3a

-hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5B -colan -24 -6ico com Pd/C e gas de
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hidrogénio para formar acido 3a -hidroxi -6a -etil -7 -ceto -5 -colan -24
-6ico; fazer reagir acido 3a -hidroxi -6a -etil -7 -ceto -58 -colan -24 -
oico com NaBH4 para formar acido obeticélico cristalino, e converter
acido obeticdlico cristalino para a Forma 1 de acido obeticdlico.

[008] A presente invencao refere-se a um processo para preparar
a Forma 1 de acido obeticdlico, que compreende as etapas de fazer
reagir éster metilico de acido 3a -hidroxi -7 -ceto -5p -colan -24 -6ico
com Li[N(CH(CHs)2)2] e Si(CH3)3Cl para formar éster metilico de acido
3a,7 -ditrimetilsililoxi -5B -col -6 -en -24 -dico; fazer reagir éster metilico
de acido 3a,7 -ditrimetilsililoxi -5 -col -6 -en -24 -6ico com CH3CHO
para formar éster metilico de acido E - ou E/Z -3a -hidroxi -6 -etilideno
-7 -ceto -5B -colan -24 -6ico; fazer reagir éster metilico de acido E - ou
E/Z -3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5 -colan -24 -6ico com NaOH
para formar acido E - ou E/Z -3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5 -
colan -24 -6ico; fazer reagir acido E - ou E/Z -3a -hidroxi -6 -etilideno -
7 -ceto -5 -colan -24 -6ico com Pd/C e gas de hidrogénio para formar
acido 3a -hidroxi -6a -etil -7 -ceto -5B -colan -24 -6ico; fazer reagir
acido 3a -hidroxi -6a. -etil -7 -ceto -5B -colan -24 -6ico com NaBH4 para
formar acido obeticolico cristalino, e converter acido obeticolico
cristalino para a Forma 1 de acido obeticolico.

[009] A presente invencgao refere-se a um processo para preparar
a Forma 1 de acido obeticélico, que compreende as etapas de fazer
reagir acido 3a -hidroxi -7 -ceto -5B -colan -24 -6ico com CH3OH e
H2SO4 para formar éster metilico de acido 3a -hidroxi -7 -ceto -5f -
colan -24 -6ico; fazer reagir éster metilico de acido 3a -hidroxi -7 -ceto
-5B -colan -24 -6ico com Li[N(CH(CHzs)2)2] e Si(CH3)3Cl para formar
éster metilico de acido 3a,7 -ditrimetilsililoxi -5 -col -6 -en -24 -dico;
fazer reagir éster metilico de acido 3a,7 -ditrimetilsililoxi -5p -col -6 -en

-24 -6ico com CH3CHO para formar éster metilico de acido E - ou E/Z -
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3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5B -colan -24 -6ico; fazer reagir éster
metilico de acido E - ou E/Z -3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5 -colan
-24 -6ico com NaOH para formar acido E - ou E/Z -3a -hidroxi -6 -
etilideno -7 -ceto -5 -colan -24 -dico; fazer reagir acido E - ou E/Z -3a
-hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5B -colan -24 -6ico com Pd/C e gas de
hidrogénio para formar acido 3a -hidroxi -6a -€til -7 -ceto -5 -colan -24
-6ico; fazer reagir acido 3a -hidroxi -6a -etil -7 -ceto -58 -colan -24 -
oico com NaBH4 para formar acido obeticdlico cristalino, e converter o
acido obeticdlico cristalino para a Forma 1 de acido obeticélico.

[0010] A presente invencao refere-se a um processo para preparar
a Forma 1 de acido obeticdlico, em que converter a Forma C de acido
obeticélico cristalino para a Forma 1 de acido obeticdlico compreende
a etapa de dissolver a Forma C de acido obeticélico cristalino em
solucdo aquosa de NaOH e adicionar HCI.

[0011] A presente invencao refere-se a um processo para preparar
a Forma 1 de &cido obeticélico, em que fazer reagir acido 3a-hidroxi-
6a-¢til-7-ceto-5p3-colan-24-6ico com NaBHs para formar acido
obeticélico cristalino € realizado sob uma temperatura de cerca de
85°C até cerca de 110°C em uma solucdo de base aquosa.

[0012] A presente invencgao refere-se a um processo para preparar
a Forma 1 de acido obeticolico, em que fazer reagir acido E- ou E/Z-
3a-hidroxi-6-etilideno-7-ceto-53-colan-24-6ico com Pd/C e gas de
hidrogénio para formar acido 3a-hidroxi-6o-€til-7-ceto-5p3-colan-24-6ico
é realizado sob uma temperatura de cerca de 100°C até cerca de
105°C e sob uma pressao de cerca de 4 até cerca de 5 bars.

[0013] A presente invengéao refere-se a um processo para preparar
a Forma 1 de acido obeticdlico, em que fazer reagir éster metilico de
acido E- ou E/Z-3a-hidroxi-6-etilideno-7-ceto-5p-colan-24-6ico com
NaOH para formar acido E- ou E/Z-3a-hidroxi-6-etilideno-7-ceto-5p3-

colan-24-6ico é realizado sob uma temperatura de cerca de 20°C até
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cerca de 60°C.

[0014] A presente invencio refere-se a um processo para preparar
a Forma 1 de acido obeticélico, em que fazer reagir éster metilico de
acido 3a,7-ditrimetilsililoxi-5p-col-6-en-24-6ico com CH3CHO para
formar éster metilico de acido E- ou E/Z-3a-hidroxi-6-etilideno-7-ceto-
5B-colan-24-6ico é realizado em um solvente polar aproético sob uma
temperatura de cerca de -50°C até cerca de -70°C na presenca de BF3,
[0015] A presente invencio refere-se a um processo para preparar
a Forma 1 de acido obeticdlico, em que fazer reagir éster metilico de
acido 3oa-hidroxi-7-ceto-5p3-colan-24-6ico com Li[N(CH(CHs3)2)2] e
Si(CH3)3ClI para formar éster metilico de acido 3a.,7-ditrimetilsililoxi-583-
col-6-en-24-6ico é realizado em um solvente polar aprético sob uma
temperatura de cerca de -10°C até cerca de -30°C.

[0016] A presente invencao refere-se a um processo para preparar
a Forma 1 de acido obeticdlico, em que fazer reagir acido 3a-hidroxi-7-
ceto-5B3-colan-24-6ico com CH3OH e H>SO4 para formar éster metilico
de acido 3a-hidroxi-7-ceto-5p3-colan-24-6ico € aquecida durante cerca
de 3 horas e o pH da mistura de reagao é ajustado com uma solugao
basica aquosa para um valor de pH-de cerca de 6,5 até cerca de 8,0,
[0017] A presente invencao refere-se a um acido obeticdélico, ou
um sal, solvato ou conjugado de aminoacido do mesmo
farmaceuticamente aceitavel, que é dotado de uma poténcia maior do
qgue cerca de 98%, maior do que cerca de 98,5%, maior do que cerca
de 99,0%, ou maior do que cerca de 99,5%. A presente invengao
refere-se a uma composicao farmacéutica que compreende a Forma 1
de acido obeticolico produzida por meio de um processo da invencgao e
um carreador farmaceuticamente aceitavel.

[0018] A presente invencao refere-se a um método de tratamento
ou prevencao de uma enfermidade ou condigdo medida por FXR em

um paciente que compreende administrar uma quantidade efetiva da
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Forma 1 de acido obeticolico. A enfermidade ou condicdo é
selecionada a partir de atresia biliar, enfermidade colestatica do
figado, enfermidade crbnica do figado, esteato-hepatite ndo alcodlica
(NASH), infecgdo por hepatite C, enfermidade alcodlica do figado,
cirrose biliar primaria (PBC), lesdo hepatica devida a fibrose
progressiva, fibrose hepatica, e enfermidades cardiovasculares
incluindo aterosclerose, arteriosclerose, hipercolesterémica, e
hiperlipidemia. A presente invencao refere-se a um método para para
reduzir os triglicéridas em um paciente que compreende administrar
uma quantidade efetiva da Forma 1 de acido obeticdlico.

Descricao Breve dos Desenhos

[0019] AFigura1 é um cromatograma de HPLC-UV/MS do

composto bruto 5 da etapa 4 do Exemplo 1 injetado sob 1 mg/ml,
volume de injecdo 3ul. O cromatograma é obtido de acordo com o
método descrito no Exemplo 2,

[0020] AFigura2 €& um cromatograma de HPLC-UV/MS do
composto 5 da etapa 4 do Exemplo 1, referéncia purificada injetada a
1 mg / ml, volume de injegcdo 20 ul. O cromatograma €& obtido de
acordo com o método descrito no Exemplo 2,

[0021] AFigura3 ¢é um cromatograma de UV do composto
bruto 5 da etapa 4 do Exemplo 1 utilizando-se o método de HPLC. O
cromatograma € obtido de acordo com o método descrito no Exemplo
2,

[0022] A Figura 4A é um rastreamento preciso de ions de m/z
850,61914 + 3 ppm a partir da fragado de pico principal (RT 29,0 min.)
do composto 5 da etapa 4 do Exemplo 1, puramente isolado com o
método de HPLC (vide Exemplo 2).

[0023] A Figura4B ¢é um rastreamento preciso de ions de m/z
850,61914 + 3 ppm a partir da fragado de pico menor (RT 29,9 min.) do

composto 5 da etapa 4 do Exemplo 1, puramente isolado com o
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método de HPLC (vide Exemplo 2).

[0024] A Figura4C é um rastreamento preciso de ions de m/z
850,61914 = 3 ppm a partir do composto bruto 5 da etapa 4 do
Exemplo 1 (vide Exemplo 2).

[0025] A Figura4D é um rastreamento preciso de ions de m/z
850,61914 + 3 ppm a partir do composto 5 da etapa 4 do Exemplo 1,
referéncia purificada (vide Exemplo 2).

[0026] A Figura5 é um difratograma de XRPD da Forma C de
acido obeticolico cristalino (vide Exemplo 3).

[0027] A Figura6 mostra Termogramas de TGA e DSC da
Forma C de acido obeticdlico cristalino (vide Exemplo 3).

[0028] A Figura7  mostra difratogramas de VT-XRPD de acido
obeticdlico cristalino sob 25°C, 110°C, e 120°C (vide Exemplo 3).
[0029] A Figura 8A é um tracado isotérmico de GVS da Forma C
de acido obeticdlico cristalino (vide Exemplo 3).

[0030] A Figura 8B € um tracado cinétido de GVS da Forma C
de acido obeticdlico cristalino (vide Exemplo 3).

[0031] A Figura 8C mostra difratogramas de XRPD da Forma C
de acido obeticdlico cristalino antes e depois de analise de GVS (vide
Exemplo 3).

[0032] A Figura9 mostra difratogramas de XRPD da Forma C
de acido obeticdlico cristalino antes e depois de armazenamento sob
40°C / 75% RH (vide Exemplo 3).

[0033] A Figura 10 é um difratograma de XRPD do lote 1 da
Forma 1 de acido obeticélico (vide Exemplo 5).

[0034] A Figura 11 mostra os difratogramas de XRPD para os
lotes 1, 2, 3,4, 5 e 6 da Forma 1 de acido obeticdlico (vide Exemplo 5).
[0035] A Figura 12 ¢é um espectro de NMRdo lote 1 da Forma 1
de acido obeticdlico em de-DMSO (vide Exemplo 5).

[0036] A Figura 13 mostra os expectros de 'H NMR para os lotes
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1,2,3,4,5e 6 daForma 1 de acido obeticdlico (vide Exemplo 5).
[0037] A Figura 14 ¢ uma expansao do espectro de *C DEPTQ
NMR da Forma 1 de acido obeticdlico a partir da regido 10-75 ppm
(vide Exemplo 5).

[0038] AFigura15 ¢ uma expansdao do espectro de ™C
DEPT135 NMR da Forma 1 de acido obeticélico suprimindo os
carbonos quaternarios a partir de regiao 0-75 ppm (vide Exemplo 5).
[0039] A Figura16 ¢ um 3C NMR quantitativoe da Forma 1 de
acido obeticaolico (vide Exemplo 5).

[0040] A Figura 17 € uma vista expandida dos picos na 32,3 ppm
da Figura 16 (vide Exemplo 5).

[0041] A Figura 18 €& um espevtro de FT-IR do lote 1 da Forma 1
de acido obeticdlico (vide Exemplo 5).

[0042] A Figura 19 mostra os termogramas de TGA e DSC do
lote 1 da Forma 1 de acido obeticdlico (vide Exemplo 5).

[0043] A Figura 20 mostra os termogramas de DSC
moduladosdo 1 da Forma 1 de acido obeticélico (vide Exemplo 5).
[0044] A Figura 21 mostra os tracados de TGA dos lotes 1, 2, 3,
4,5, e 6 da Forma 1 de acido obeticélico (vide Exemplo 5).

[0045] A Figura 22 mostra os tracados de DSC dos lotes 1, 2, 3,
4,5, e 6 da Forma 1 de acido obeticélico (vide Exemplo 5).

[0046] A Figura 23A é uma imagem de lote da Forma 1 de acido
obeticolico sob microscopia de luz polarizada. A Figura 23B € uma
imagem do lote 2 da Forma 1 de acido obeticélico sob microscopia de
luz polarizada. A Figura 23C é uma imagem do lote 3 da Forma 1 de
acido obeticdlico sob microscopia de luz polarizada. A Figura 23D é
uma imagem do lote 4 de a Forma 1 de acido obeticdlico sob
microscopia de luz polarizada. A Figura 23E é uma imagem do lote 5
da Forma 1 de acido obeticdlico sob microscopia de luz polarizada. A

Figura 23F € uma imagem do lote 6 da Forma 1 de acido obeticdlico
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sob microscopia de luz polarizada.

[0047] A Figura 24 mostra o tragado de isotermia de GVS do lote
1 da Forma 1 de acido obeticolico (vide Exemplo 5).

[0048] A Figura 25 mostra o tragado da cinética de GVS do lote 1
da Forma 1 de acido obeticdlico (vide Exemplo 5).

[0049] A Figura 26 mostra difratogramas de XRPD do lote 1 da
Forma 1 de acido obeticdlico antes e depois de GVS (vide Exemplo 5).
[0050] A Figura 27 é um grafico da medigcdo de pKa em trés
relagbes de metanol agua diferentes para a Forma 1 de &acido
obeticélico (vide Exemplo 5).

[0051] A Figura 28 € um tragcado de Yasuda-Shedlovsky para a
Forma 1 de acido obeticdlico (vide Exemplo 5).

[0052] A Figura29 ¢é um grafico que mostra a distribuicdo das
espécies na dependéncia do pH para a Forma 1 de acido obeticdlico
(vide Exemplo 5).

[0053] A Figura 30 é um grafico que mostra a curva de diferenca
obtida por potenciometria para a Forma 1 de acido obeticdlico (vide
Exemplo 5).

[0054] A Figura 31 mostra o perfil de lipofilicidade da Forma 1 de
acido obeticodlico (vide Exemplo 5).

[0055] A Figura 32 mostra os difractromas do lote 1 da Forma 1
de acido obeticdlico depois de armazenamento sob 40°C / 75% RH
(vide Exemplo 5).

[0056] A Figura 33 mostra os difratrogramas de XRPD do lote 1
da Forma 1 de acido obeticdlico depois de armazenamento sob 25°C /
97% RH (vide Exemplo 5).

[0057] A Figura 34 mostra uma vista da molécula da Forma C de
acido obeticdélico a partir da estrutura de cristal mostrando elipsoides
de deslocamento atdbmico anisotropico para os atomos nao de-

hidrogénio sob o nivel de probabilidade de 50% (vide Exemplo 6).
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[0058] A Figura 35 mostra uma vista das ligacdes de hidrogénio
intermoleculares da estrutura de cristal da Forma G de acido
obeticélico onde as ligagdes de hidrogénio estdo ilustradas em linhas
tracejadas (vide Exemplo 6).

[0059] A Figura 36 mostra uma sobreposicdo de XRPD do
padrao de pd simulado, padrdes experimentais do cristal coletado, e
Forma G de acido obeticolico (vide Exemplo 6).

[0060] A Figura 37 mostra um grafico do perfil de acido
obeticdlico de plasma vs. tempo depois de administracdo oral de 20
mg/kg da Forma 1 de acido obeticdlico e Forma F cristalina (vide
Exemplo 7).

[0061] A Figura 38 mostra um grafico da concentracdo de
plasma do conjugado tauro da Forma 1 de acido obeticdlico e Forma F
cristalina sob intervalo de tempo diferente depois da administracao
(vide Exemplo 7).

[0062] A Figura39 mostra a curva de DSC da Form 1 (vide
Exemplo 7).

[0063] A Figura40 mostra a curva de DSC da Form F (vide
Exemplo 7)

Descricao Detalhada da Invencao

[0064] O presente pedido é direcionado ao acido obeticélico, um
ingrediente farmaceuticamente ativo (também conhecido como INT-

747) que é dotado da estrutura quimica:

acido obeticolico
(também conhecido como INT-747)

[0065] Incluindo acido obeticdlico substancialmente puro, um
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processo para a preparacao de acido obeticélico que compreende
acido obeticdlico cristalino na forma de um intermediario sintético, e
métodos analiticos para confirmarem a presencga e a pureza do acido
obeticolico e intermediarios sintéticos no processo para preparar acido
obeticolico. O presente pedido também descreve composicoes
farmacéuticas e formulagcdes de acido obeticdlico e utilizagdes para
essas composicoes.

Processo para preparar acido obeticolico

[0066] O presente pedido refere-se a um processo para preparar
acido obeticdlico de alta pureza. O processo do presente pedido esta
ilustrado no Esquema 1, O processo € uma sintese de 6 etapas,
seguidas por uma etapa de purificagdo para produzir acido obeticélico

de elevado grau de pureza.
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Esquema 1

&cido obeticélico cristalino 6
(por exemplo, Forma C de acido obeticolico)

Forma 1 de acido obeticolico

[0067] O processo da presente invencdo também inclui um

processo de acordo com o Esquema 1 onde os compostos 4 e 5 séo
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cada um deles compreendidos de uma mistura dos isébmeros E e Z
conforme ilustrados pelas estruturas dos compostos 4A e 5A em

seqguida:

CO,H
CO,CH;

[0068] De acordo com uma concretizagao, a relagdao E / Z do
isdmero éster metilico de acido E/Z -3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -
5B -colan -24 -6ico (4A) é cerca de 50%, maior do que cerca de 60%,
maior do que cerca de 70%, maior do que cerca de 80%, maior do que
cerca de 83%, maior do que cerca de 85%, maior do que cerca de
90%, maior do que cerca de 93%, maior do que cerca de 95%, ou
maior do que cerca de 99%. De acordo com uma concretizagéo, a
relacdo E/Z é determinada por meio de HPLC. De acordo com uma
concretizacdo, a relagdo € maior do que cerca de 80%. De acordo
com uma concretizacdo, a relacdo é maior do que cerca de 83%. De
acordo com uma concretizagao, a relacdo € maior do que cerca de
85%. De acordo com uma concretizagédo, a relagdo é maior do que
cerca de 90%. De acordo com uma concretizacdo, a relagdo € maior
do que cerca de 93%. De acordo com uma concretizacéo, a relagao é
maior do que cerca de 95%. De acordo com uma concretizacéo, a
relacéo € maior do que cerca de 99%.

[0069] De acordo com uma concretizagao, a relagdo de isbmeros
E/Z de acido E/Z -3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -58 -colan -24 -6ico
(5A) é cerca de 50%, maior do que cerca de 60%, maior do que cerca
de 70%, maior do que cerca de 80%, maior do que cerca de 83%,
maior do que cerca de 85%, maior do que cerca de 90%, maior do que

cerca de 93%, maior do que cerca de 95%, ou maior do que cerca de
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99%. De acordo com uma concretizacdo, a relacdo de E/Z é
determinada por meio de HPLC. De acordo com uma concretizacao, a
relacdo € maior do que cerca de 80%. De acordo com uma
concretizacdo, a relagdo € maior do que cerca de 83%. De acordo
com uma concretizacéo, a relacido € maior do que cerca de 85%. De
acordo com uma concretizacado, a relagdo € maior do que cerca de
90%. De acordo com uma concretizacdo, a relacdo € maior do que
cerca de 93%. De acordo com uma concretizacéo, a relagdo € maior
do que cerca de 95%. De acordo com uma concretizacdo, a relacio é
maior do que cerca de 99%.

[0070] O processo do presente pedido nunca foi relatado na
técnica. O processo € compreendido por uma sintese de 6-etapas
seguida por uma etapa de purificagdo. A etapa 1 é a esterificagdo do
acido carboxilico C-24 do acido 7-ceto litocolico (KLCA) utilizando-se
metanol na presenca de catalise acida e calor para produzir o
composto éster metilico 1, A etapa 2 é a formacao de éter de sililenol
a partir do composto 1 utilizando-se uma base forte seguida por
tratamento com clorossilano para produzir o composto 3, A etapa 3 é
uma reacao de condensacao de aldol do composto de éter de sililenol
3 e acetaldeido para produzir o composto 4 (ou composto 4A). A
etapa 4 é a hidrdlise de éster, ou seja, saponificagdo do éster metilico
C-24 do composto 4 (ou composto 4A) para produzir o composto de
acido carboxilico 5 (ou composto 5A). A etapa 5 € a hidrogenagao da
porcao de 6-etilideno do composto 5 (ou composto 5A) seguida por
isomerizacdo para produzir o composto 6, A etapa 6 € a redugéao
seletiva do grupo ceto 7-do composto 6 para um grupo hidroxila 7a
para produzir acido obeticdlico cristalino. A etapa 7 é a conversao do
acido obeticdlico cristalino para a Forma 1 de acido obeticdlico.

[0071] O processo da presente invencao refere-se a um processo

para preparar a Forma 1 de acido obeticdélico, onde o processo utiliza
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uma forma cristalina do acido obeticdlico como um intermediario
sintético.

[0072] De acordo com uma concretizagdo, a presente invencio
refere -se a um processo para preparar a Forma 1 de acido
obeticolico, que compreende a etapa de converter acido obeticélico
cristalino para a Forma 1 de acido obeticdlico.

[0073] De acordo com uma concretizagdo, a presente invencio
refere -se a um processo para preparar a Forma 1 de acido
obeticdlico, que compreende as etapas de

[0074] fazer reagir acido 3a -hidroxi -6a. -etil -7 -ceto -5 -colan -24
-0ico (6) com NaBH4 para formar acido obeticdlico cristalino, e

[0075] converter acido obeticdlico cristalino para a Forma 1 de
acido obeticalico.

[0076] De acordo com uma concretizagdo, a presente invencao
refere -se a um processo para preparar a Forma 1 de acido
obeticdlico, que compreende as etapas de

[0077] fazer reagir acido E/Z -3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5f -
colan -24 -6ico (5A) com Pd/C e gas de hidrogénio para formar acido
3a -hidroxi -6a. -etil -7 -ceto -5 -colan -24 -6ico acid (6),

[0078] fazer reagir acido 3a -hidroxi -6a -etil -7 -ceto -53 -colan -24
-6ico (6) com NaBHa4 para formar acido obeticdlico cristalino, e

[0079] converter acido obeticdlico cristalino para a Forma 1 de
acido obeticalico.

[0080] De acordo com uma concretizagao, a presente invencao
refere -se a um processo para preparar a Forma 1 de acido
obeticdlico, que compreende as etapas de

[0081] fazer reagir acido E -3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5f -
colan -24 -6ico (5) com Pd/C e gas de hidrogénio para formar acido 3a
-hidroxi -6a -etil -7 -ceto -5 -colan -24 -6ico (6),

[0082] fazer reagir acido 3o -hidroxi -6a. -etil -7 -ceto -5 -colan -24
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-0ico (6) com NaBH4 para formar acido obeticolico cristalino, e

[0083] converter acido obeticdlico cristalino para a Forma 1 de
acido obeticalico.

[0084] De acordo com uma concretizagdo, a presente invencio
refere -se a um processo para preparar a Forma 1 de acido
obeticdlico, que compreende as etapas de

[0085] fazer reagir éster metilico de acido E/Z -3a -hidroxi -6 -
etilideno -7 -ceto -5 -colan -24 -6ico (4A) com NaOH para formar
acido E/Z -3 -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5 -colan -24 -dico (5A),
[0086] fazer reagir acido E/Z -3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -58 -
colan -24 -6ico (5A) com Pd/C e gas de hidrogénio para formar acido
3o -hidroxi -6a. -etil -7 -ceto -5 -colan -24 -6ico (6),

[0087] fazer reagir acido 3a -hidroxi -6a. -etil -7 -ceto -5 -colan -24
-6ico (6) com NaBH4 para formar acido obeticdlico cristalino, e

[0088] converter acido obeticolico cristalino para a Forma 1 de
acido obeticalico.

[0089] De acordo com uma concretizagdo, a presente invencao
refere -se a um processo para preparar a Forma 1 de acido
obeticélico, que compreende as etapas de

[0090] fazer reagir éster metilico de acido E -3a -hidroxi -6 -
etilideno -7 -ceto -5p -colan -24 -6ico (4) com NaOH para formar acido
E -3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5 -colan -24 -éico (5),

[0091] fazer reagir acido E -3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5p -
colan -24 -éico (5) com Pd/C e gas de hidrogénio para formar acido 3a
-hidroxi -6a. -etil -7 -ceto -5p -colan -24 -éico (6),

[0092] fazer reagir 3a -acido hidroxi -6a -etil -7 -ceto -53 -colan -24
-0ico (6) com NaBH4 para formar acido obeticélico cristalino, e

[0093] converter acido obeticdlico cristalino para a Forma 1 de
acido obeticalico.

[0094] De acordo com uma concretizagdo, a presente invencio
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refere -se a um processo para preparar a Forma 1 de acido
obeticdlico, que compreende as etapas de

[0095] fazer reagir éster metilico de acido 3a,7 -ditrimetilsililoxi -
5B -col -6 -en -24 -6ico (3) com CH3CHO para formar éster metilico de
acido E/Z -3 -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5 -colan -24 -dico (4A),
[0096] fazer reagir éster metilico de acido E/Z -3a -hidroxi -6 -
etilideno -7 -ceto -5 -colan -24 -6ico (4A) com NaOH para formar
acido E/Z -3 -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5 -colan -24 -dico (5A),
[0097] fazer reagir acido E/Z -3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -58 -
colan -24 -d6ico acid (5A) com Pd/C e gas de hidrogénio para formar
acido 3a -hidroxi -6a -etil -7 -ceto -5 -colan -24 -6ico (6),

[0098] fazer reagir acido 3a -hidroxi -6a. -etil -7 -ceto -5 -colan -24
-6ico (6) com NaBH4 para formar acido obeticdlico cristalino, e

[0099] converter acido obeticolico cristalino pata a Forma 1 de
acido obeticalico.

[00100] De acordo com uma concretizagdo, a presente invencao
refere -se a um processo para preparar a Forma 1 de acido
obeticélico, que compreende as etapas de

[00101] fazer reagir éster metilico de acido 3a,7 -ditrimetilsililoxi -
5B -col -6 -en -24 -6ico (3) com CH3CHO para formar éster metilico de
acido E -3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5 -colan -24 -6ico (4),
[00102] fazer reagir éster metilico de acido E -3a -hidroxi -6 -
etilideno -7 -ceto -5p -colan -24 -6ico (4) com NaOH para formar acido
E -3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5 -colan -24 -éico (5),

[00103] fazer reagir acido E -3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5 -
colan -24 -éico (5) com Pd/C e gas de hidrogénio para formar acido 3a
-hidroxi -6a -etil -7 -ceto -5 -colan -24 -6ico (6),

[00104] fazer reagir acido 3a -hidroxi -6a -etil -7 -ceto -5 -colan -24

-0ico (6) com NaBH4 para formar acido obeticélico cristalino, e
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[00105] converter acido obeticdlico cristalino para a Forma 1 de
acido obeticalico.

[00106] De acordo com uma concretizagdo, a presente invencio
refere -se a um processo para preparar a Forma 1 de acido
obeticdlico, que compreende as etapas de

[00107] fazer reagir éster metilico de acido 3a -hidroxi -7 -ceto -5
-colan -24 -6ico (1) com Li[N(CH(CHz3)2)2] e Si(CHs3)3Cl para formar
éster metilico de acido 3a,7 -ditrimetilsililoxi -5p -col -6 -en -24 -6ico
(3),

[00108] fazer reagir éster metilico de acido 3a,7 -ditrimetilsililoxi -503
-col -6 -en -24 -6ico (3) com CH3CHO para formar éster metilico de
acido E/Z -3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5 -colan -24 -dico (4A),
[00109] fazer reagir éster metilico de acido E/Z -3a -hidroxi -6 -
etilideno -7 -ceto -5 -colan -24 -6ico (4A) com NaOH para formar
acido E/Z -3a. -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5p -colan -24 -6ico (5A),
[00110] fazer reagir acido E/Z -3a. -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5 -
colan -24 -6ico (5A) com Pd/C e gas de hidrogénio para formar acido
3o -hidroxi -6a. -etil -7 -ceto -5 -colan -24 -6ico (6),

[00111]  fazer reagir acido 3a -hidroxi -6a. -etil -7 -ceto -5 -colan -24
-6ico (6) com NaBHa4 para formar acido obeticdlico cristalino, e

[00112] converter acido obeticdlico cristalino para a Forma 1 de
acido obeticalico.

[00113] De acordo com uma concretizagdo, a presente invencao
refere -se a um processo para preparar a Forma 1 de acido
obeticdlico, que compreende as etapas de

[00114] fazer reagir éster metilico de acido 3a -hidroxi -7 -ceto -5
-colan -24 -6ico (1) com Li[N(CH(CHa)2)2] e éster metilico de acido
Si(CH3)3ClI para formar 3a,7 -ditrimetilsililoxi -58 -col -6 -en -24 -éico
(3),

[00115] fazer reagir éster metilico de acido 3a,7 -ditrimetilsililoxi -503
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-col -6 -en -24 -6ico (3) com CH3CHO para formar éster metilico de
acido E -3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5 -colan -24 -6ico (4),
[00116] fazer reagir éster metilico de acido E -3a -hidroxi -6 -
etilideno -7 -ceto -5p -colan -24 -6ico (4) com NaOH para formar acido
E -3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5 -colan -24 -éico (5),

[00117] fazer reagir acido E -3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5f -
colan -24 -6ico (5) com Pd/C e gas de hidrogénio para formar acido 3a
-hidroxi -6a -etil -7 -ceto -5 -colan -24 -6ico acid (6),

[00118] fazer reagir acido 3a -hidroxi -6a -etil -7 -ceto -5p -colan -24
-0ico (6) com NaBH4 para formar acido obeticdlico cristalino, e

[00119] converter acido obeticdlico cristalino para a Forma 1 de
acido obeticalico.

[00120] De acordo com uma concretizagdo, a presente invencao
refere -se a um processo para preparar a Forma 1 de acido

obeticdlico, que compreende as etapas de

[00121] fazer reagir acido 3a -hidroxi -7 -ceto -5p -colan -24 -6ico
(KLCA) com CH30OH e H2SO4 para formar éster metilico de acido 3a. -
hidroxi -7 -ceto -5 -colan -24 -6ico (1).

[00122] fazer reagir éster metilico de acido 3a -hidroxi -7 -ceto -5 -
colan -24 -6ico (1) com Li[N(CH(CH?a)2)2] e Si(CHzs)sCl para formar éster
metilico de acido 3a,7 -ditrimetilsililoxi -53 -col -6 -en -24 -dico (3),
[00123] fazer reagir éster metilico de acido 3a,7 -ditrimetilsililoxi -53
-col -6 -en -24 -6ico (3) com CH3CHO para formar éster metilico de
acido E/Z -3a. -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5 -colan -24 -6ico (4A),
[00124] fazer reagir éster metilico de acido E/Z -3a -hidroxi -6 -
etilideno -7 -ceto -5B -colan -24 -6ico (4A) com NaOH para formar
acido E/Z -3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5p -colan -24 -6ico (5A),
[00125] fazer reagir acido E/Z -3a. -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5 -

colan -24 -6ico (5A) com Pd/C e gas de hidrogénio para formar acido
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3a -hidroxi -6a -etil -7 -ceto -5 -colan -24 -6ico (6),

[00126] fazer reagir acido 3a -hidroxi -6a. -etil -7 -ceto -5 -colan -24
-0ico (6) com NaBH4 para formar acido obeticdlico cristalino, e

[00127] converter acido obeticdlico cristalino para a Forma 1 de
acido obeticalico.

[00128] De acordo com uma concretizagdo, a presente invencio
refere -se a um processo para preparar a Forma 1 de acido
obeticdlico, que compreende as etapas de

[00129] fazer reagir acido 3a -hidroxi -7 -ceto -5p -colan -24 -6ico
(KLCA) com CH30OH e H2SOq4 para formar éster metilico de acido 3a -
hidroxi -7 -ceto -5 -colan -24 -6ico (1).

[00130] fazer reagir éster metilico de acido 3a -hidroxi -7 -ceto -5 -
colan -24 -6ico (1) com Li[N(CH(CH?s)2)2] e Si(CH3)sCl para formar éster
metilico de acido 3a.,7 -ditrimetilsililoxi -5 -col -6 -en -24 -6ico (3),
[00131] fazer reagir éster metilico de acido 3a,7 -ditrimetilsililoxi -503
-col -6 -en -24 -6ico (3) com CH3CHO para formar éster metilico de
acido E -3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5 -colan -24 -6ico (4),
[00132] fazer reagir éster metilico de acido E -3a -hidroxi -6 -
etilideno -7 -ceto -5p -colan -24 -6ico (4) com NaOH para formar acido
E -3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5 -colan -24 -éico (5),

[00133] fazer reagir acido E -3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5p -
colan -24 -éico (5) com Pd/C e gas de hidrogénio para formar acido 3a
-hidroxi -6a. -etil -7 -ceto -5p -colan -24 -éico (6),

[00134] fazer reagir acido 3a -hidroxi -6a. -etil -7 -ceto -5 -colan -24
-6ico (6) com NaBHa4 para formar acido obeticdlico cristalino, e

[00135] converter acido obeticdlico cristalino para a Forma 1 de
acido obeticolico.

[00136] De acordo com uma concretizagdo, a presente invencao

refere-se a um processo para preparar a Forma 1 de acido obeticdlico
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utilizando-se acido obeticolico cristalino. De acordo com outra
concretizacdo, o acido obeticdlico cristalino € a Forma C. De acordo
com uma concretizacdo, a Forma C de acido obeticdlico cristalino é
caracterizada por um padrdo de difragdo aos raios-X similar aquela
exposta na Figura 5, De acordo com uma concretizagdo, a Forma C
de acido obeticdlico cristalino é cristalizada e recristalizada a partir de
acetato n-butilico.

Etapa 1

[00137] A etapa 1 € compreendida pela reagao de acido 3a-hidroxi-
7-ceto-5B-colan-24-6ico (KLCA) com CH3OH e H>SO4 para formar
éster metilico de acido 3a-hidroxi-7-ceto-5p3-colan-24-6ico (1). De
acordo com uma concretizacdo da etapa 1, a mistura de reacao é
aquecida durante cerca de 3 horas e o pH da mistura de reacao €&
ajustado com uma solugdo de base aquosa para um valor de pH-de
cerca de 6,5 até cerca de 8,0, De acordo com uma concretizagao, o
isolamento de éster metilico de acido 3a-hidroxi-7-ceto-5p-colan-24-
oico (1) compreende ainda tratamento com carbono ativado. De
acordo com uma concretizagdo, o isolamento de éster metilico de
acido 3a-hidroxi-7-ceto-5p-colan-24-6ico (1) ndo compreende outro
tratamento com carbono ativado. De acordo com uma concretizagao,
o isolamento de éster metilico de acido 3a-hidroxi-7-ceto-5p3-colan-24-
oico (1) sem tratamento com carbono ativado proporciona um
rendimento mais alto. De acordo com uma concretizacao, fazer reagir
acido 3a-hidroxi-7-ceto-5p3-colan-24-6ico (1) com CH3OH e H>SO4 é
realizado em metanol. De acordo com uma concretizag¢ao, a solucio
basica € uma solugao de NaOH. De acordo com uma concretizacao, o
valor do pH- é cerca de 7,0 até cerca de 7,5,

[00138] De acordo com uma concretizagdo, o alcool metilico
funciona como o reagente de metilagdo da mesma forma que como o

solvente de reacdo. De acordo com uma concretizacao, a solugado que
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contém o produto € tratada com carbono ativado durante cerca de 30
minutos e filtrada para se removerem os soélidos de carbono. De
acordo com uma concretizacéo, a solugado que contém o produto néo é
tratada com carbono ativado. Para se precipitar o produto, adicionam-
se agua a cerca de 5°C até cerca de 20°C e material de semeadura.
De acordo com outra concretizagdo, a agua encontra-se a cerca de
10°C até cerca de 15°C. De acordo com uma concretizacdo, o produto
€ isolado com uma centrifuga e lavado com uma misturade metanol e
agua. De acordo com uma concretizagéo, o teor de aguado material
umido és quantificado por meio de Karl Fischer (KF). De acordo com
uma concretizagcdo, o material € submetido a secagem emu ma
secadora de tambor antes de ser usado na etapa seguinte. De acordo
com uma concretizagdo, o material ndo é submetido a secagem antes
do uso na etapa seguinte.

Etapa 2

[00139] A etapa 2 é a reacao de éster metilico de acido 3a-hidroxi-
7-ceto-5B-colan-24-6ico (1) com Li[N(CH(CHs)2)2] e Si(CHs)sCl para se
formar éster metilico de acido 3a,7-ditrimetilsililoxi-53-col-6-en-24-6ico
(3). De acordo com uma concretizagado, a etapa 2 é realizada em um
solvente polar aprético sob uma temperatura desde cerca de -10°C até
cerca de -30°C. De acordo com uma concretizagdo, o solvente polar
aprotico € compreendido por tetraidrofurano. De acordo com uma
concretizacao, a temperatura é cerca de -20°C até cerca de -25°C. De
acordo com uma concretizacao, faz-se reagir éster metilico de acido
3a -hidroxi -7 -ceto -5 -colan -24 -6ico (1) com Li[N(CH(CHs).)2] e
Si(CHs3)3Cl é submetido a agitagdo durante cerca de 2 horas.

[00140] De acordo com uma concretizagdo, o composto 1 é
carregado em um reator sob condi¢des inertes. De acordo com outra
concretizagdo, agua residual e metanol sdo removidos por meio de

destilacdo azeotropica repetida sob cerca de 65°C e pressdo normal.
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De acordo com outra concretizacdo, THF é adicionado ao residuo
conforme necessario e a destilacdo é repetida cerca de 4 vezes. De
acordo com outra concretizacdo, a destilacdo € repetida cerca de 3
vezes, cerca de 2 vezes, ou cerca de 1 vez. De acordo com uma
concretizacdo, a solucdo remanescente que contém o produto é
dotada de um teor de agua final de < 0,05% (Karl Fischer Titration). A
agua pode hidrolizar clorotrimetilsilano, que € adicionado
posteriormente nesta etapa. De acordo com uma concretizagao, a
solugdo do produto € pre-refrigerada para cerca de -10°C até cerca de
-30°C e entdo clorotrimetilsilano é adicionado. De acordo com outra
concretizagcdo, a solugdo € pre-refrigerada desde cerca de -20°C até
cerca de -25°C. De acordo com uma concretizacdo, uma base forte e
THF s&o carregados para um reator separado e refrigerada para cerca
de -10°C até cerca de -30°C. De acordo com uma concretizagao, a
base forte ¢é diisopropilamida de litio. @ De acordo com outra
concretizacao, o reator é inerte, por exemplo, sob uma atmosfera de
nitrogénio ou argbénio. De acordo com outra concretizacdo, uma
solugdo de base e THF é refrigerada para cerca de -20°C até cerca de
-25°C. De acordo com uma concretizagdo, a solugédo refrigerada,
anidra, de éster metilico de acido 3a-hidroxi-7-ceto-5B-colan-24-dico,
THF, e clorotrimetilsilano é carregada na solugao basica sob cerca de -
10°C até cerca de -30°C. De acordo com outra concretizacido, a
temperatura é cerca de -20°C até cerca de -25°C. De acordo com uma
concretizacdo, a mistura de reacao é submetida a agitacdo durante
cerca de 2horas. De acordo com uma concretizagdo, para o
processamento, a mistura de reagdo € adicionada a uma solugéo
acida previamente refrigerada. De acordo com outra concretizacao, a
solugdo acida é uma solugao aquosa de acido citrico. De acordo com
uma concretizacdo, depois da adi¢cdo, a fase aquosa é separada e

descartada. De acordo com uma concretizacao, o solvente € removido
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da fase orgéanica, por meio de destilacdo a vasuo sob cerca de 50°C.
De acordo com uma concretizagao, o residuo isolado € compreendido
por éster metilico de acido 3a,7a -ditrimetilsililoxi-5B-col-6-en-24-6ico
(3) que é usado “‘como é” na etapa seguinte. De uma forma
alternativa, o composto 3 pode ser purificado antes da etapa 3,
Etapa 3

[00141] A etapa 3 é a reacdo de éster metilico de acido 3a,7 -
ditrimetilsililoxi -5p -col -6 -en -24 -6ico (3) com CH3CHO para formar
éster metilico de acido 3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5 -colan -24 -
oico (4). De acordo com uma concretizagéo, a etapa 3 € realizada em
um solvente polar aprético sob uma temperatura desde cerca de -50°C
até cerca de -70°C na presenca de BF3 De acordo com uma
concretizacdo, o solvente polar aprético é diclorometano. De acordo
com uma concretizacao, o BF3 € uma solugao de 16%, em peso, em
acetonitrila. De acordo com uma concretizacao, a temperatura é cerca
de -60°C até cerca de -65°C.

[00142] De acordo com uma concretizagdo, o composto 3 em um
solvente polar aprotico € carregado em um reator inerte. De acordo
com outra concretizacido, o solvente polar aprético € o solvente
residual proveniente da etapa anterior (por exemplo, THF). De acordo
com uma concretizagdo, adiciona-se THF para ajudar a destilar agua
residual e diisopropilamina. Sob uma temperatura maxima de cerca
de 50°C, quantidades residuais do solvente polar aprético sao
destiladas sob vacuo. o teor de agua no residuo que contém
composto 3 é limitado a < 0,5% (titulagédo de Karl Fischer). O residuo
que contém o composto 3 é entdo dissolvido em um solvente polar
aprético e pré-refrigerado para cerca de -50°C até cerca de -70°C. O
solvente polar aproético € compreendido por diclorometano. De acordo
com outra concretizagdo, o residuo que contém o composto 3 no

solvente polar aprético é pré-refrigerado para cerca de -60°C até cerca

Peticaio 870210094659, de 14/10/2021, pég. 27/153



25/141

de -65°C. Acetaldeido (CH3CHO) €& adicionado. Um solvente polar
aprotico e complexo solvatado de trifluoreto de boro (BF3) sé&o
carregados em um reator separado e entéo refrigerada para cerca de -
50°C até cerca de -70°C. De acordo com outra concretizacdo, o
solvente polar aproético é diclorometano. De acordo com outra
concretizagdo, o complexo solvatado de trifluoreto de boro é
compreendido por um complexo de acetonitrila trifluoreto de boro. A
temperatura da solucdo de BF3 é cerca de -60°C até cerca de -65°C.
A solucdo que contém o composto 3 e acetaldeido € adicionada a
solucdo de BF3 sob cerca de -60°C até cerca de -65°C. De acordo
com outra concretizacdo, a solucdo que contém composto 3 e
acetaldeido € anidrica. De acordo com uma concretizagao, a mistura
de reacao € submetida a agitagdo durante cerca de duas horas sob
cerca de -60°C até cerca de -65°C, aquecida para cerca de 23°C até
cerca de 28°C, submetida a agitacdo durante cerca de outras 2 horas
e refrigerada para cerca de 2°C até cerca de 10°C para a hidrdlise /
processamento. De acordo com uma concretizacdao, o tempo total
para adicdo e agitagao é de cerca de 4 horas. De acordo com uma
concretizagcdo, para o0 processamento, a solugdo refrigerada
proveniente do reator € adicionada a uma solugdo basica aquosa
previamente refrigerada. De acordo com outra concretizagdo, a
solugdo basica aquosa € cerca de 50%, em peso, de hidroxido de
sédio (NaOH; soda caustica). De acordo com uma concretizacao, as
fases sdo separadas e a camada organica (inferior) é transferida para
um reator separado. De acordo com uma concretizagao, a partir da
camada organica, o solvente é removido por meio de destilacido sob
nao mais do que (NMT) 50°C na medida do possivel. De acordo com
uma concretizagéo, o residuo compreende éster metilico de acido 3a-
hidroxi-6-etilideno-7-ceto-5B-colan-24-6ico (4) e algum acetonitrila

remanescente e diclorometano. Deve ser compreendido que a etapa 4

Peticaio 870210094659, de 14/10/2021, pég. 28/153



26/141

pode formar éster metilico de acido E/Z-3a-hidroxi-6-etilideno-7-ceto-
5B-colan-24-6ico (4A). O produto da etapa 3 € recolhido diretamente
para a etapa 4,

Etapa 4

[00143] A etapa 4 é compreendida pela reacdo de éster metilico de
acido 3oa-hidroxi-6-etilideno-7-ceto-53-colan-24-6ico (4) com NaOH
para formar acido E-3a-hidroxi-6-etilideno-7-ceto-53-colan-24-6ico (5).
De acordo com uma concretizacdo, antes da etapa 4, o rediduo
proveniente da etapa 3 é aquecida para cerca de 45°C até cerca de
60°C para se removerem quantidades residuais de solvente. De
acordo com uma concretizacdo, a temperatura é cerca de 49°C até
cerca de 55°C. De acordo com uma concretizacdo, a reagao de
hidrolise de éster para fazer reagir éster metilico de acido 3a-hidroxi-6-
etilideno-7-ceto-5p3-colan-24-6ico (4) com NaOH é realizada sob cerca
de 20°C até cerca de 25°C em metanol, agua, e uma solugdo de
NaOH.

[00144] De acordo com uma concretizacdo, faz-se reagir éster
metilico de acido 3a-hidroxi-6-etilideno-7-ceto-5p-colan-24-6ico (4) em
um reator. De acordo com outra concretizacao, o reator € inerte, por
exemplo, sob uma atmosfera de nitrogénio ou argbnio. Sob uma
temperatura de NMT 50°C, quantidades esiduais de solvente sao
destiladas sob vacuo. De acordo com uma concretizagdo, o residuo é
aquecido desde cerca de 45°C até cerca de 60°C. De acordo com
outra concretizacdo, o residuo é aquecido desde cerca de 49°C até
cerca de 55°C. De acordo com outra concretizagdo, o residuo
proveniente da etapa 3 (composto 4) é dissolvido em metanol e agua e
uma solugdo basica aquosa. De acordo com outra concretizagdo, a
solugdo basica aquosa é cerca de 50%, em peso, de hidréxido de
sddio (NaOH; soda caustica). A reacgao de hidrolise de éster da etapa

4 ¢é realizada sob cerca de 20°C até cerca de 60°C e submetida a
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agitacdo até a reacdo de hidrélise estar completa. De acordo com
uma concretizacio, a hidrélise de éster é realizada sob cerca de 20°C
até cerca de 25°C. O pH da mistura de reacao é verificado para saber
se o mesmo € > 12, Se o pH for < 12, entdo NaOH suplementar &
adicionado. A mistura de reacéao é diluida com agua e a temperatura é
ajustada desde cerca de 20°C até cerca de 35°C. De avordo com
outro aspecto, a mistura de reacdo € diluida com agua e a temperature
€ ajustada para cerca de 25°C até cerca de 35°C. De acordo com uma
concretizacdo, para o processamento, as fases sdo separadas e a
camada aquosa inferior é transferida para um reator separado e a
camada organica € descartada. O composto 5 esta na fase aquosa.
De acordo com uma concretizacéo, acetato de etila e um acido foram
adicionados a fase aquosa que contém o composto 5 com agitacéo
intensa para a fase aquosa. De acordo com outra concretizagao, o
acido € compreendido por uma solugcdo aquosa de acido citrico. De
acordo com uma concretizacao, as fases sao separadas e a camada
aquosa inferior é descartada. O composto 5 esta na fase organica.
De acordo com uma concretizacdo, acetato de etila € destilado a partir
da camada organica e substituido por acetato de etila. De acordo com
uma concretizagao, a destilagao é repetida até que o teor de agua do
destilado NMT 1% ou até ser alcancado um ponto de ebulicdo
constante. De acordo com uma concretizagdo, a suspensido €
refrigerada para cerca de 10°C até cerca de 30°C e isolada e lavada
com acetato de etila. De acordo com outra concretizacdo, a
suspensao resultante que contém o composto 5 é refrigerada para
cerca de 20°C até cerca de 25°C. De acordo com uma concretizacgao,
a secagem do produto resultante é realizada sob vacuo (por exemplo,
secador de tambor) sob cerca de 60°C.

[00145] De acordo com uma concretizagdo, acido E-3a-hidroxi-6-

etilideno-7-ceto-5B-colan-24-6ico bruto (5) € cristalizado utilizando-se
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etanol. De acordo com uma concretizacéo, etanol e composto 5 bruto
sdo carregados dentro do reator. De acordo com outra concretizagao,
o reator € inerte. De acordo com uma concretizacio, para dissolver o
composto bruto 5, a mistura € aquecida para refluxo. De acordo com
uma concretizagdo, a mistura € refrigerada emu ma rampa de
refrigeracéo controlada desde cerca de 15°C até cerca de 20°C. De
acordo com uma concretizagcdo, o composto cristalino 5 € isolado
utilizando-se uma centrifuga e entdo lavada com acetato de etila. De
acordo com uma concretizagdo, a secagem do composto cristalino 5 é
realizada sob vacuo (por exemplo, secador de tambor) e sob cerca de
60°C. Uma amostra pode ser coletada para ensaio de medicao,
pureza, e umidade do composto purificado 5, De acordo com uma
concretizacdo, o composto purificado 5 contém os isbmeros, tanto E
quanto Z de acido 3a-hidroxi-6-etilideno-7-ceto-5pB-colan-24-6ico. De
acordo com uma concretizagao, a relacdo E para Z € cerca de 99:1,
cerca de 98:2, cerca de 95: 5, cerca de 90:10, cerca de 85:15, cerca
de 80:20, cerca de 75:25, cerca de 70:30, cerca de 65:35, cerca de
60:40, cerca de 55:45, ou cerca de 50:50, Vide Exemplo 2 para
detalhes completos com relagdo a identificacdo e caracterizagdo do
composto 5 purificado.

[00146] A etapa 4 também pode ser realizada comegando-se com
um composto que é uma mistura de isbmeros E/Z. Por exemplo, a
etapa 4 é a reacdo de éster metilico de acido E/Z-3a-hidroxi-6-
etilideno-7-ceto-5p-colan-24-6ico (4A) com NaOH para formar acido
E/Z-3a-hidroxi-6-etilideno-7-ceto-5p-colan-24-6ico (5A). De acordo
com uma concretizagao, antes da etapa 4, o residuo proveniente da
etapa 3 é aquecida para cerca de 45°C até cerca de 60°C para se
removerem quantidades residuais de solvente. De acordo com uma
concretizacao, a temperatura € cerca de 49°C até cerca de 55°C. De

acordo com uma concretizagao, a hidrolise de éster reagao involving
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fazer reagir éster metilico de acido E/Z-3a-hidroxi-6-etilideno-7-ceto-
5B-colan-24-6ico (4A) com NaOH é realizada sob cerca de 20°C até
cerca de 25°C em metanol, agua, e uma solugdo de NaOH. De acordo
com uma concretizacio, a solugcdo de NaOH é compreendida por uma
solucdo aquosa de 50%, em peso.

[00147] De acordo com uma concretizacdo, a reacao de éster
metilico de acido E/Z-3a-hidroxi-6-etilideno-7-ceto-5p-colan-24-6ico
(4A) é carregada em um reator. De acordo com outra concretizagéo, o
reator € inerte, por exemplo,, sob uma atmosfera de nitrogénio ou
argdnio. Sob uma temperatura de NMT 50°C, quantidades esiduais de
solvente s&o destiladas sob vacuo. De acordo com uma
concretizacao, o residuo é aquecido desde cerca de 45°C até cerca de
60°C. De acordo com uma concretizacao, a temperatura varia desde
cerca de 49°C até cerca de 55°C. De acordo com uma concretizacgao,
o residuo proveniente da etapa 3 (composto 4A) é dissolvido em
metanol e agua e uma solugao basiva aquosa. De acordo com outra
concretizacdo, a solugao basica aquosa é cerca de 50%, em peso, de
hidroxido de sddio (NaOH; soda caustica). A reacdo da hidrélise de
éster da etapa 4 é realizada sob cerca de 20°C até cerca de 60°C e
submetida a agitacdo até a reacdo da hidrolise estar completa. De
acordo com uma concretizagcdo, a hidrolise de éster é realizada sob
cerca de 20°C até cerca de 25°C. O pH da mistura de reacgao é
verificada para ver se ele é > 12, Na eventualidade de o pH ser < 12,
entdo acrescenta-se NaOH adicional. A mistura de reacao é diluida
com agua e a temperatura é ajustadae desde cerca de 25°C até cerca
de 35°C. De acordo com uma concretizacdo, para o processamento,
as fases sdo separadas e a camada aquosa inferior € transferida para
um reator separado e a camada organica é descartada. O Composto
5A esta na fase aquosa. De acordo com uma concretizacido, acetato

de etila e um acido foram adicionados a fase aquosa que contém
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composto 5A com agitacao intensa para a camada aquosa. De acordo
com outra concretizagdo, o acido € compreendido por uma solucido
aquosa de acido citrico. De acordo com uma concretizacao, as fases
sdo separadas e a camada aquosa inferior € descartada. O composto
5A esta na camada organica. De acordo com uma concretizagao,
acetato de etila € removido por destilagéo a partir da camada orgénica
e substituido por acetato de etila. De acordo com uma concretizacao,
a destilacéo é repetida até o teor de agua de o destilado ser NMT 1%
ou até ser alcangado um ponto de ebulicdo constante. De acordo com
uma concretizagdo, a suspensao é refrigerada para cerca de 10°C até
cerca de 30°C e isolada e lavada com acetato de etila. De acordo com
outra concretizacao, a suspensao resultante que contém composto 5A
é refrigerada para cerca de 20°C até cerca de 25°C. De acordo com
uma concretizagado, a secagem do produto resultante é realizada sob
vacuo (por exemplo, secador de tambor) sob cerca de 60°C. O
composto 5A pode ser carreado sem purificacdo para a etapa 5,

[00148] De acordo com uma concretizagao, acido E/Z-3a-hidroxi-6-
etilideno-7-ceto-5B-colan-24-d6ico bruto (5A) é cristalizado utilizando-se
etanol. De acordo com uma concretizacdo, etanol e composto 5A
bruto sado carregados dentro do reator. De acordo com outra
concretizacao, o reator é inerte. De acordo com uma concretizagao,
para se dissolver o composto bruto 5A, a mistura é aquecida para
refluxo. De acordo com uma concretizagdo, a mistura é refrigerada
emu ma rampa de resfriamento controlado desde cerca de 15°C até
cerca de 20°C. De acordo com uma concretizagdo, o composto
cristalino 5A é isolado utilizando-se uma centrifuga e entdo lavando-se
com acetato de etila. De acordo com uma concretizacdo, a secagem
do composto cristalino 5A é realizada sob vacuo (por exemplo,
secador de tambor) e sob cerca de 60°C. De acordo com uma

concretizacao, o produto cristalino isolado da etapa 4 € compreendido
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pelo composto 5,

Etapa 4 Alternativa

[00149] O composto 5 pode ser preparado de acordo com um
método alternativo. De acordo com uma concretizagdo, o composto 4
€ carregado em um reator inerte. Sob cerca de 50°C (maximo)
quantidades residuais de solvente (por exemplo, acetonitrila,
diclorometano) podem ser destiladas sob vacuo. O residuo €
dissolvido em metanol e refrigerado. Agua corrente e soda caustica
(50%, em peso, de NaOH) sdo adicionadas. De acordo com uma
concretizacdo, a mistura de reagdo é submetida a agitagcdo durante
cerca de quatro horas sob cerca de 20°C até cerca de 25°C. A
solugdo € diluida com agua corrente e adiciona-se tolueno. Depois de
agitacdo, as fases sao separadas e a camada aquosa inferior &
transferida para dentro do reator inerte. A camada organica é
descartada. Ester etilico do acido acético e uma solugdo de acido
citrico s&o adicionados durante agitagdo intensa a camada aquosa.
As fases sao separadas e a camada aquosa, inferior, € descartada. A
camada organica é transferida para dentro do reator inerte. A partir da
camada organica etil éster de acido acético € destilado e substituido
por etil éster de acido acético. De acordo com uma concretizacao,
esta operacao é repetida até o teor de agua de o destilado ser nao
mais do que cerca de 1 % ou até ser alcangado um ponto de ebulicao
constante. A presente suspenséo é refrigerada para cerca de 20°C até
cerca de 25°C, e o composto 5 é isolado e lavado com etil éster de
acido acético com a centrifuga inerte. Secagem é realizada no
secador de tambor sob vacuo sob aproximadamente 60°C.

[00150] Esta etapa 4 alternativa também pode ser realizada
comegando-se com um composto que € uma mistura de isbmeros E/Z.
De acordo com uma concretizagdo, o composto 4A é carregado dentro

do reator inerte. Sob cerca de 50°C (maximo) quantidades residuais
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de solvente (por exemplo, acetonitrila, diclorometano) podem ser
destiladas sob vacuo. O residuo € dissolvido em metanol e
refrigerado. Agua corrente e soda caustica (50%, em peso, NaOH)
sdo adicionadas. De acordo com uma concretizagdo, a mistura de
reacao é submetida a agitagdo durante aproximadamente quatro horas
sob cerca de 20°C até cerca de 25°C. A solugdo é diluida com agua
corrente e tolueno é adicionado. Depois de agitagcédo, as fases séo
separadas e a camada aquosa inferior é transferida para o reator
inerte. A camada organica é descartada. Ester etilico de acido acético
e uma solugdo de acido citrico sdo adicionados durante agitacéo
intensa a camada aquosa. As fases sao separadas e a camada auosa
inferior € descartada. A camada orgénica é transferida para dentro do
reator inerte. A partir da camada organica éster etilico de acido
acético e destilado e substituido com éster etilico de acido acético. De
acordo com uma concretizacao, esta operacao é repetida até o teor de
agua do destilado ser ndo mais do que cerca de 1 % ou até ser
alcangado um ponto de ebulicdo constante. A presente suspenséao &
refrigerada para 20°C até 25°C, e o composto 5A é isolado e lavado
com éster etilico de acido acético com a centrifuga inerte. Secagem é
realizada no secador de tambor sob vacuo e aproximadamente 60°C.
Etapa 5

[00151] A etapa 5 € compreendida pela reagdo de acido E -3a -
hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5 -colan -24 -6ico (5) com Pd/C e gas de
hidrogénio para formar acido 3a -hidroxi -6 -etil -7 -ceto -5 -colan -24
-0ico (6). A etapa 5 pode ser realizada emu ma fase (hidrogenacéao e
isomerizacdo em conjunto) ou em duas fases (hidrogenagao seguida
por isomerizagao). De acordo com uma concretizagdo, a etapa 5 é
realizada sob uma temperatura desde cerca de 90°C até cerca de
110°C e sob uma presséo de cerca de 4 até cerca de 5 bars. De

acordo com uma concretizagcdo, durante o processamento, a fase
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organica da mistura de reagao é tratada com carbono ativado. De
acordo com uma concretizacdo, a pressao é cerca de 4,5 até cerca de
5,5 bars. De acordo com outra concretizacéo, a pressao € cerca de 5
bars. De acordo com uma concretizacdo, a mistura de reagao de
hidrogenagdo € deixada sob agitacdo durante cerca de 1 hora. De
acordo com uma concretizagao, faz -se reagir acido E -3a -hidroxi -6 -
etilideno -7 -ceto -5 -colan -24 -6ico (5) com Pd/C e gas de hidrogénio
€ aquecida para cerca de 100°C e submetido a agitagdo durante um
periodo de cerca de 2 horas até cerca de 5 horas. De acordo com
uma concretizagéo, faz-se reagir acido E -3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -
ceto -5B -colan -24 -6ico (5) com Pd/C e gas de hidrogénio é aquecida
para cerca de 100°C e submetido a agitagdo durante cerca de 3 horas.
[00152] De acordo com uma concretizagao, a reagao de acido E -3a
-hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5B -colan -24 -6ico (5) com Pd/C e gas de
hidrogénio é realizada na presencga de uma solugao basica. De acordo
com uma concretizagdo, a solugao basica é uma solugado de 50%, em
peso, hidroxido de sédio (NaOH; soda caustica). Depois da reagao de
hidrogenagao, a mistura de reacdo é aquecida para cerca de 100°C
(para realizar a isomerizagao da posicdo C-6 a partir da configuragao
beta para a configuracéo alfa) e entao refrigerada para cerca de 40°C
até cerca de 50°C. Para o processamento, o Pd/C é filtrado. De
acordo com uma concretizacdo, ao filtrado sdo adicionados n-butila
acetato e um acido. De acordo com outra concretizacdo, o acido é
acido cloridrico (HCI). A fase aquosa é separada e descartada depois
de verificagao do valor do pH-para se certificar de que ele era acido. A
fase organica que contém o produto é tratada com carbono ativado.
De acordo com uma concretizagao, o carbono ativado é filtrado e o
filtrado resultante que contém o produto € condensado por meio de
destilacdo e a suspensao resultante é refrigerada para cerca de 10°C

até cerca de 30°C. De acordo com outra concretizagcido, a suspensao
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e refrigerada para cerca de 15°C até cerca de 20°C. A suspensao que
contém composto 6 € isolada e lavada com acetato de n-butila. O
composto 6 é filtrado utilizando-se um filtro de pressdo. De acordo
com uma concretizagdo, secagem é realizada no filtro de pressao sob
vacuo sob cerca de 80°C.

[00153] De acordo com uma concretizacdo na etapa 5, acido E-3a-
hidroxi-6-etilideno-7-ceto-5p-colan-24-6ico (5), agua, solugédo de NaOH
(por exemplo, 50%, em peso), e Pd/C s&o misturados sob cerca de 5
bar de gas de H> e sob uma temperatura desde cerca de 100°C até
cerca de 105°C até cessar a captagdo de Ho, A mistura de reagao é
refrigerada para cerca de 40°C até cerca de 50°C e Pd/C é filtrado.
Entdo acetato de n-butila e HCI sdo adicionados a solugcdo que contém
composto 6, De acordo com uma concretizacdo, a fase aquosa é
separada e descartada. A fase organica que contém composto 6 é
tratada com carbono ativado. O carbono é removido por filtracdo e p
filtrado € movido para outro reator onde ele é reduzido por meio de
destilacédo, e entdo a suspensao é refrigerada para cerca de 5°C até
cerca de 20°C. De acordo com uma concretizacdo, o composto 6 is
isolado por meio de por meio de filtracdo e o filtrado é submetido a
secagem no filtro de presséo sob vacuo sob cerca de 80°C.

[00154] A etapa 5 também pode ser realizada comeg¢ando com um
composto que é uma mistura de isbmeros E/Z. Por Exemplo, a etapa
5 é compreendida pela reagao de acido E/Z -3a -hidroxi -6 -etilideno -7
-ceto -5B -colan -24 -6ico (5A) com Pd/C e gas de hidrogénio e calor
para formar acido 3a -hidroxi -6a -etil -7 -ceto -5 -colan -24 -6ico acid
(6). A etapa 5 pode ser realizada emu ma fase (hidrogenacao e
isomerizacdo em conjunto) ou em duas fases (hidrogenacgao, seguida
por isomerizagdo). De acordo com um aspecto, a etapa 5 é realizada
sob uma temperatura que varia desde cerca de 90°C até cerca de

110°C e sob uma pressure que varia desde cerca de 4 até cerca de 5
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bars. De acordo com uma concretizagao, durante o processamento, a
fase organica da mistura de reagao € tratada com carbono ativado. De
acordo com uma concretizacdo, a pressao é cerca de 4,5 até cerca de
5,5 bars. De acordo com outra concretizacéo, a pressao € cerca de 5
bars. De acordo com uma concretizacdo, deixa-se a mistura de
reacao de hidrogenagao ser submetida a agitagdo durante cerca de 1
hora. De acordo com uma concretizagao, faz-se reagir acido E/Z -3a -
hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -58 -colan -24 -6ico (5A) com Pd/C e gas
de hidrogénio é aquecida para cerca de 100°C e submetido a agitacao
durante cerca de 2 horas até cerca de 5 horas. De acordo com uma
concretizagao, faz-se reagir acido E/Z -3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto
-5 -colan -24 -6ico (5A) com Pd/C e gas de hidrogénio é aquecida
para cerca de 100°C e submetido a agitagao durante cerca de 3 horas.
[00155] De acordo com uma concretizacao, a reacao de acido E/Z -
3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5p -colan -24 -6ico (5A) com Pd/C e
gas de hidrogénio é realizada na presenga de uma solugéo basica. De
acordo com uma concretizagdo, a solucao basica € uma solucido de
50%, em peso, de hidréxido de sédio (NaOH; soda caustica). Depois
da reagao de hidrogenacao, a mistura de reagao € aquecida até cerca
de 100°C (para realizar a isomerizagao da posi¢cao C-6 a partir da
configuragdo beta para a configuracao alfa) e entdo refrigerada para
cerca de 40°C até cerca de 50°C. Para o processamento, o Pd/C é
filtrado. De acordo com uma concretizacdo, ao filtrado sao
adicionados acetato de n-butila e um acido. De acordo com outra
concretizagdo, o acido é compreendido por acido cloridrico (HCI). A
fase aquosa € separada e descartada depois de verificagcdo do valor
do pH-para se assegurar de que ele era acido. A fase organica que
contém o produto é tratada com carbono ativado. De acordo com uma
concretizagdo, o carbono ativado é filtrado e o filtrado resultante que

contém o produto [e condensado por meio de destilacdo e a

Peticaio 870210094659, de 14/10/2021, pég. 38/153



36/141

suspensao resultante é refrigerada para cerca de 10°C até cerca de
30°C. De acordo com outra concretizagdo, a suspensao é refrigerada
para cerca de 15°C até cerca de 20°C. A suspensao que contém
composto 6 € isolada e lavada com acetato de n-butila. O composto 6
€ filtrado utilizando-se um filtro de pressdo. De acordo com uma
concretizagdo, secagem é realizada no filtro de presséo sob vacuo sob
cerca de 80°C.

[00156] De acordo com uma concretizagcdo na etapa 5, acido E/Z -
3o -hidroxi -6 -etilideno -7 -ceto -5 -colan -24 -6ico (5A), agua,
solugdo de NaOH (por exemplo, 50%, em peso), e Pd/C séo
misturados sob cerca de 5 bars de H2> gas e sob uma temperatura
desde cerca de 100°C até cerca de 105°C eté cessar a captacao de
H2, A mistura de reacgao é refrigerada para cerca de 40°C até cerca de
50°C e Pd/C é filtrado. Entdo, acetato de n-butila e HCI sao
adicionados a solucédo que contém o composto 6, De acordo com uma
concretizacdo, a fase aquosa é separada e descartada. A fase
organica que contém composto 6 € tratada com carbono ativado. O
carbono é filtrado e o filtrado € movido para outro reator onde ele é
reduzido por meio de destilagcdo, e entdo a suspenséao é refrigerada
para cerca de 5°C até cerca de 20°C. De acordo com uma
concretizacdo, o composto 6 € isolado por meio de filtragem e o
filtrado é submetido a secagem no filtro de pressao sob vacuo a cerca
de 80°C.

[00157] De acordo com outra concretizacdo, as reagdes de
hidrogenagao / isomerizagao descritas anteriormente para preparar o
composto 6 sdo realizadas em duas fases (iniciando-se a partir do
composto 5 ou do composto 5A). Primeiro, a hidrogenacgao é realizada
sob cerca de 4 até 5 bars e entdo segundo, a mistura de reacao €&
aquecida para cerca de 20°C até cerca de 40°C. O aquecimento da

mistura de reacdo isomeriza o grupo etila sob a posicédo 6-para a
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configuracido alfa desejada. A mistura de reacdo € aquecida para até
a isomerizagao ser completada.

Etapa 6

[00158] A etapa 6 € compreendida pela reacdo de acido 3a -hidroxi
-6a -etil -7 -ceto -5B -colan -24 -6ico (6) com NaBH4 para formar acido
obeticadlico cristalino. De acordo com uma concretizacdo, a etapa 6 &
realizada sob uma temperatura desde cerca de 85°C até cerca de
110°C em uma solugdo basica aquosa. De acordo com uma
concretizacao, a temperatura é cerca de 90°C até cerca de 95°C. De
acordo com uma concretizacdo, a solugdo basica aquosa € uma
solucdo aquosa de NaOH. De acordo com uma concretizacdo, a
solucdo basica aquosa € uma mistura de 50%, em peso, de solugao
de NaOH e agua. De acordo com uma concretizagdo, a mistura de
reagcao do composto 6 e NaBH4 foi submetida a agitacdo durante cerca
de 3 horas até cerca de 5 hours. De acordo com outra concretizagao,
a mistura de reacdo foi submetida a agitagdo durante cerca de 4
horas.

[00159] Para o processamento, depois de a reagao estar completa,
a mistura é refrigerada para cerca de 80°C e transferidaa para um
reator refrigerado. De acordo com uma concretizagao, sob cerca de
20°C até cerca de 60°C, sao adicionados acetato de n-butila e um
acido. De acordo com uma concretizagao, a temperatura é cerca de
40°C até cerca de 45°C. De acordo com outra concretizacdo, o acido
€ acido citrico. A fase aquosa é separada e descartada depois de se
verificar o valor do pH para se certificar que o mesmo era acido. A
fase organica que contém o produto é concentrada por meio de
destilagdo. De acordo com uma concretizacdo, acetato de n-butila é
adicionado ao residuo e destilado outra vez. De acordo com uma
concretizagéo, acetato de n-butila € adicionado outra vez ao residuo e

entdo é refrigerado lentamente. De acordo com outra concretizagéo o
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residuo € semeado sob cerca de 50°C. De acordo com outra
concretizacdo, depois de ter ocorrido cristalizagdo, a mistura é
aquecida para 52°C e entdo refrigerada lentamente para cerca de
15°C até cerca de 20°C. De acordo com outra concretizagdo, o
residuo € refrigerada para cerca de 15°C até cerca de 20°C. De
acordo com uma concretizacao, o acido obeticdlico resultante é lavado
com acetato de n-butila. De acordo com uma concretizagcdo, o acido
obeticélico ¢ isolado e lavado com acetato de n-butila (por exemplo,
em um filtro de pressdo). De acordo com outra concretizagao, o filtro
de pressao € inerte. O produto cristalino € submetido a secagem sob
vacuo sob cerca de 60°C. De acordo com uma concretizagao, o acido
obeticdlico cristalino resultante € isolado a partir do solvente organico
(por exemplo, heptano). Vide o Exemplo 3 para amplos detalhes com
relalcdo a identificacdo e caracterizacdo da Forma C de acido
obeticalico cristalino.

Etapa 7

[00160] A etapa 7 é compreendida pela conversdo da Forma C de
acido obeticolico cristalino para a Forma 1 de acido obeticélico. De
acordo com uma concretizagdo, a etapa 7 compreende a etapa de
dissolver a Forma C de acido obeticolico cristalino em solucdo aquosa
de NaOH e adidionar HCI.

[00161] De acordo com uma concretizagdo, o acido obeticdlico
cristalino é dissolvido em solugdo de agua e soda caustica (50%, em
peso) sob cerca de 20°C até cerca de 50°C. De acordo com uma
concretizacao, a temperatura é cerca de 30°C até cerca de 40°C. De
acordo com uma concretizagdo, o acido obeticdlico cristalino é
compreendido por Forma C. De acordo com uma concretizacéo, a
solugdo resultante da Forma C de acido obeticolico cristalino é
adicionada ao acido diluido sob cerca de 20°C até cerca de 50°C. De

acordo com outra concretizagao, a temperatura € cerca de 30°C até
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cerca de 40°C. De acordo com outra concretizagdo, o acido é acido
cloridrico (por exemplo, 37%). De acordo com uma concretizagéo, a
solugédo de 37% de acido cloridrico é diluida com agua para menos de
cerca de 1%, em volume. De acordo com uma concretizagdo, a
solugdo de 37% de acido cloridrico € diluida com agua até cerca de
0,7%, em volume. De acordo com uma concretizagdo, a suspensao
de produto no acido diluido é submetida a agitacdo durante cerca de
30 minutos sob cerca de 20°C até cerca de 50°C. De acordo com
outra concretizacao, a temperatura é cerca de 30°C até cerca de 40°C.
De acordo com uma concretizagdo, a Forma 1 de acido obeticdlico é
isolada e lavada com agua (por exemplo, no filtro de pressao) sob
NMT cerca de 20°C. De acordo com uma concretizacao, a Forma 1 de
acido obeticdlico é isolada e lavada com agua (por exemplo, no filtro
de pressdo) sob NMT cerca de 20°C. De acordo com outra
concretizacao, o filtro de pressao é inerte. O produto € submetido a
secagem no filtro de pressédo sob vacuo sob uma temperatura de NMT
cerca de 50°C.

[00162] O processo do presente pedido utiliza um intermediario
cristalino na preparacdo da Forma 1 de acido obeticolico, que
inesperadamente conduz a aperfeicoamentos significativos na
preparacao geral e na pureza do produto final. Especificamente, a
etapa 6 da sintese produz uma nova forma cristalina de acido
obeticélico. A producédo desta forma cristalina conduz a Forma 1 de
acido obeticdlico substancialmente pura.

[00163] O processo do presente pedido constitui um
aperfeicoamento sobre os processos expostas na técnica anterior. A
preparagao do acido obeticolico encontra-se exposta na publicagao
U.S. N° 2009/0062526 A1 (também referida neste contexto como a
“‘publicacao‘526”), patente U.S. N°. 7,138,390 (referida neste contexto
como a “patente ‘390”), e WO 2006/122977 (referida neste contexto
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como o “pedido ‘977").
[00164] O processo para se preparar o acido obeticolico na patente
‘390 (referido neste contexto como o “processo ‘390”) encontra-se

ilustrado no Esquema 3 (R ¢ etila):

Esquema 3
COH COH COEt
L
HO® o o o o HO Y o

CO,Et

[00165] Muito embora este processo compreensa umas poucas
etapas, ele apresenta uma série de inconvenientes. Em todas as
etapas, os produtos de reacdo sao purificados em uma coluna
cromatografica, ou seja um método de separagao muito dispendioso
que nao pode ser usado em uma escala industrial. Além disso, o
rendimento da reacdo na etapa 2 é extremamente baixo (12-13%) com
uma diminuigdo consideravel no rendimento global, que é mais baixo
do que 3,5%. Este processo também utiliza hexametilenofosfonamida
como reagente, que € um agente carcinogénico conhecido.

[00166] O processo para preparar acido obeticolico no pedido ‘977

esta ilustrado no Esquema 4,
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[00167] O processo da ‘977 para preparar acido obeticélico € um
processo sintético de 8-etapas que inclui uma etapa de purificagao (a
etapa 7) seguida por 2 etapas de purificagdo adicionais. Existe um
numero significativo de diferengas entre o processo ‘977 e o0 processo
do presente pedido. A Tabrla A exposta em seguida descreve pelo
menos algumas das diferengas entre os dois processos:

Tabela A: Diferengas Entre o Processo da ‘977 e o Processo do

Pedido
Alteracdes
Etapa Vantagens das
o Processo do _
Sintética | Process da ‘977 _ Alteragbes
pedido
, Escala e
Acido . _
Acido sulfurico seguranca
metanossulfénico
(mesilato)
30% amobnia
Etapa 1 NaOH (aquoso) Aumento
(aquosa)
Uso de
Sem purificagao Aperfeicoa a
tratamento de
[tratamento pureza / cor

carbono ativado
Etapa 2 LDA é um
(A etapa 2 . o reagente

Diisopropilamida
do Trietilamina alternativo

de litio (LDA)
processo adequado para

do pedido esta etapa
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combina as
Etapas 2 e
3do
Processo
da ‘977)

Etapa 3
(o processo
da etapa 3
do pedido é

0 mesmo
que da
etapa 4 da
‘977)

Etapa 4
(o processo
da etapa 4
do pedido é

0 mesmo

que da

THF é um
_ reagente
Tetraidrofurano _
Tolueno alternativo
(THF)
adequado para
esta etapa
Finalizou a
reacio sem Finalizou a
precisar de reagcao em
Aumento

acréscimo de
uma solucao

acida

Eterato dietilico
de trifluoreto de

boro

solucao de acido

citrico

Complexo de
acetonitrila
trifluoreto de

boro

Preocupacgdes
de seguranga de
manuseio de
eterato (risco de
explosdo com

éter)

Seguranca
Tolueno Metanol
(tolueno); escala
Finalizou a Finalizou a
reagao com reagao com
. . o Aumento
acido fosfoérico acido citrico
(aquoso) (aquoso)
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etapa 5 da
‘977)

Etapa 5
(A wrapa 5
do
processo
do pedido
combina as
etapas 6 e
7 do
processo
da
‘977)

Etapa 6
(A etapa 6
do
processo
do pedido
combina as
etapas 8 e
9do
processo
da ‘977)

Sem purificagao /
tratamento

A etapa de
cristalizacao é
parte do

processamento

Aperfeicoa a

pureza

Finalizou a Finalizou a
reagcao com reagao com
r . 4 . 4 . r . Aumento
acido fosfoérico acido cloridrico
(aquoso) (aqueous)
L Uso de _
Sem purificacao Aperfeicoa a

/tratamento

tratamento com

carbono ativado

pureza / cor

Purificacao
realizada como a

etapa 7

Diclorometano

A cristalizacao
da etapa é parte
do

processamento

Acetato de n-

Aumento

Seguranla

butila (diclorometano)
Finalizou a Finalizou a
reagcao com reagcao com
o o o o Aumento
acido fosfoérico acido citrico
(aquoso) (aquoso)
L A etapa de
Purificagdo o
_ cristalizag&otion
realizada como a )
€ parte do Escala e
etapa 9 —
- processamento — seguranga
utilizando-se . _
utilizando-se (diclorometano)

diclorometano

/acetato de etila

acetato de n-
butila
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Etapa 7 Solugéo de _
_ NaOH solution Aumento
(A etapa 7 amonia
do
processo Finalizou a Finalizou a
do pedido é reagcao com reagao com
Aumento
a mesma acido fosfoérico acido cloridrico
da etapa 10 (aquoso) (aquoso)
da ‘977)
[00168] As diferencas no processo do presente pedido quando

comparadas com o processo da ‘977 resultam em aperfeilcoamentos

significativos para o0 processo, incluindo aperfeicoamentos
relacionados com a otimizagdo do aumento, saguranga, bem como
pureza e aperfeicoamentos no processo global. A pureza do acido
obeticélico produzido por meio dos processos do presente pedido &
substancialmente pura. De uma forma especifica, o acido obeticdlico
produzido por meio dos processos do presente pedido é
substancialmente mais puro do que o acido obeticdélico produzidos por
meio dos processos na técnica anterior, incluindo o processo ‘390 e o
processo ‘977, Por exemplo, uma comparacdo dos resultados
apresentados no Certificado de Analise do acido obeticdlico produzido
por um processo do presente pedido e do acido obeticolico produzido
pelo processo da ‘977 estédo ilustrados na Tabela B adiante. As
percentagens das

métodos HPLC.

impurezas foram determinadas utilizando-se
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Tabela B: Comparacio das Impurezas do Acido Obeticélico

Geradas a partir do Processp do Pedido e do Processo da ‘977

Parametros Limite da Processo do Processo
Especificacao | pedido da ‘977
Agua (KF) NMT 4,5% 1,0% 2,1%
Impureza 1 e NMT 0,15% <0,05% <0,05%
Impureza 4
Impureza 2 NMT 0,15% <0,05% <0,1%
Impureza 3 NMT 0,15% <0,05% <0,1%
Impureza 5 NMT 3,0% 0,2% 1,0%
Impureza 6 NMT 0,15% <0,05% <0,05%
[00169] A Impureza 1 €& compreendida acido

etilursodeoxicolico.

[00170] A Impureza 2 é compreendida por acido 3a-hidroxi-6o-etil-
7-cheto-53-colan-24-a6ico.

[00171] A Impureza 3 €& compreendida por acido 6p-
etilquenodesoxicalico.

[00172] A Impureza 4 € compreendida por acido 3a,7a-diidroxi-6-
etiliden-5p-colan-24-oico.

[00173] A Impureza 5 é compreendida por acido quenodesoxicélico.
[00174] A Impureza 6 é compreendida por acido 3o(3a,7a -diidroxi -

6a -etil -5 -colan -24 -oiloxi) -7a -hidroxi -6a. -etil -5 -colan -24 -6ico
(6ECDCA dimero).

[00175] NMT refere-se a “nao mais do que”.
Acido obeticélico cristalino como um intermedidrio sintético
[00176] O Acido obeticolico estd sendo desenvolvido atualmente

como um ingrediente farmacéutico na forma de um sdlido nao
cristalino. A fim de facilitar o desenvolvimento do acido obeticdlico,
realizou um estudo de cristalizagdo inicial e polimorfismo com a

finalidade de se determinar se formas cristalinas eram acessiveis e, se
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assim fosse, se elas eram adequadas para desenvolvimento. Depois
de uma tela de solubilidade preliminar projetada para proporcionar
uma melhor compreensdo do comportamento do material em varios
solventes, verificou-se que o material tinha uma tendéncia para formar
géis e poderia ser cristalizado. Uma tela de polimorfo extensa foi
entdo levada a cabo, expondo o material a uma ampla gama de
solventes e condi¢des de cristalizacdo com a finalidade de identificar e
caracterizar tantos polimorfos relevantes quantos possiveis. Cinco
formas sdlidas diferentes foram encontrados durante esta tela

[00177] Trés formas (A, C, e D) de acido obeticdlico foram hidratos /
solvatos misturados que continham 0,25 mol eq de agua e
quantidades variaveis de uma gama de solventes orgénicos. No
aquecimento, estes solidos perderam a cristalinidade e o solvente ao
mesmo tempo e, infelizmente, essas formas solvatadas nido foram
adequadas para um maior desenvolvimento como um ingrediente
farmacéutico devido as suas baixas temperaturas de fusdo e alto teor
de solventes. Deve ser igualmente observado que existem formas
‘inadequadas” similares deste tipo. Por exemplo, em experiéncias
posteriores foi encontrada uma forma solvatada de baixo ponto de
fusdo, bem como cristais individuais de uma outra forma, que
demonstrou ser um solvato ser um solvato mono-hidrato / anisol por
meio de difragcdo SCXRD (difracdo de raios-X de cristal unico).

[00178] As duas formas restantes eram de fusdo mais elevada e
potencialmente mais promissoras, mas uma delas (a Forma G) nao
poderia ser reproduzida em escala aumentada, nem repetida apesar
de muitas tentativas. A dificuldade em produzir essa forma
isoladamente a torna inadequada para o desenvolvimento. A Forma F
nao solvatada restante foi preparada de modo capaz de ser
reproduzido, mas ela precisou de procedimentos de recristalizagédo e o

uso de nitrometano, que é um solvente toxico e pode detonar se for

Peticaio 870210094659, de 14/10/2021, pég. 50/153



48/141

sensibilizado por aminas, alcalis, acidos fortes, ou altas temperaturas
ou compressao adiabatica. As preocupacgdes com 0s niveis residuais
de nitrometano também consideraram a Forma F como sendo
inadequada para o desenvolvimento.

[00179] Os resultados gerais do estudo inicial de cristalizagéo e de
polimorfo revelaram que o material poderia formar varias formas de
materiais cristalinos, sendo que nenhum dos materiais ou formas
cristalinas foi considerado adequado para o desenvolvimento.

[00180] Nao foi muito mais tarde que se descobriu a importancia de
produzir acido obeticdolico cristalino como um intermediario na
penultima etapa do processo do presente pedido. O acido obeticdlico
cristalino podera ser facilmente isolado em grande escala utilizando-se
o processo do pedido. Este acido obeticdlico cristalino foi determinado
ser compativel com a Forma C a partir do estudo inicial de
cristalizacdo e polimorfo. A formacéao, facilidade de isolamento, e
acido obeticdlico cristalino de alta pureza produzido na forma de um
intermediario sintético na etapa 7 no processo do presente pedido € de
fato da maior importancia para a preparagao do acido obeticélico
substancialmente puro.

[00181] De acordo com uma concretizagdo, a presente invencao
refere-se a uma Forma C de acido obeticdlico cristalino caracterizado
por um padrao de difracdo aos raios-X que inclui picos caracteristicos
sob cerca de 4,2; 6,4; 9,5; 12,5; e 16,7 graus 2-Teta. De acordo com
uma concretizacdo, o padrdo de difracdo sob raios-X inclui picos
caracteristicos sob cerca de 4,2; 6,4; 9,5; 12,5; 12,6; 15,5; 15,8; 16,0;
16,7 e 19,0 graus 2-Teta. De acordo com uma concretizagdo, o
padrao de difracdo de raios-X inclui picos caracteristicos sob cerca de
4,2; 6,4; 8,3; 9,5; 11,1; 12,2; 12,5; 12,6; 15,5; 15,8; 16,0; 16,3; 16,7;
18,6 e 19,0 graus 2-Teta. De acordo com uma concretizagdo, o

padrao de difracdo de raios-X inclui picos caracteristicos sob cerca de
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42: 6,4; 83; 9,5, 11,1; 12,2; 12,5; 12,6; 15,5; 15,8; 16,0; 16,3; 16,7;
17,0; 17,8; 18,6; 18,8; 19,0; 20,5 e 20,9 graus 2-Teta. De acordo com
uma concretizacao, a presente invencao refere-se a uma Forma C de
acido obeticdlico cristalino caracterizdo por um padrao de difracdo aos
raios-X substancialmente similar aquele que se encontra exposto na
Figura 5, De acordo com uma concretizag&o, o padrao de difragdo aos
raios-X é coletado em um difractdmetro utilizando-se radiacdo de Cu
Ka (40 kV, 40 mA). De acordo com uma concretizagdo, o padrao de
difragdo aos raios-X inclui picos caracteristicos sob cerca de 12,0 até
cerca de 12,8 e cerca de 15,4 até cerca de 21,0,

[00182] De acordo com uma concretizagao, a presente invencao
refere-se a uma Forma C de acido obeticdlico cristalino caracterizada
por um termograma de Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC)
que é dotado de um valor de endotermia sob cerca de 98+2°C, quando
medido por meio de um instrumento Mettler DSC 823e. De acordo
com uma concretizagdo, o termograma de Calorimetria de Varredura
Diferencial (DSC) é dotado de um valor de endotermia sob cerca de
98+2°C, quando medido por meio de um instrumento Mettler DSC
823e.

[00183] De acordo com uma concretizagdo, a presente invencao
refere-se a um acido obeticélico cristalino, em que o dito acido
obeticélico cristalino € da Forma C e é dotado de uma pureza maior do
que cerca de 90%. De acordo com uma concretizagéo, a pureza da
referida Forma C de acido obeticélico cristalino é determinada por
meio de HPLC. De acordo com uma concretizacdo, a presente
invencgao refere-se a uma Forma C de acido obeticolico cristalino, ou
um sal, solvato ou conjugado de aminoacidos do mesmo
farmaceuticamente aceitavel. De acordo com uma concretizacdo, p
solvato é compreendido por um hidrato. De acordo com uma

concretizacao, a pureza € maior do que cerca de 92%. De acordo com
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uma concretizacdo, a pureza € maior do que cerca de 94%. De
acordo com uma concretizagdo, a pureza € maior do que cerca de
96%. De acordo com uma concretizacdo, a pureza € maior do que
cerca de 98%. De acordo com uma concretizacdo, a pureza € maior
do que cerca de 99%.

[00184] De acordo com uma concretizagdo, a presente invencio
refere-se a um acido obeticdlico cristalino, em que o dito acido
obeticadlico cristalino € compreendido pela Forma C e é dotado de uma
poténcia maior do que cerca de 90%. De acordo com uma
concretizacao, a pureza da dita Forma C de acido obeticdlico cristalino
€ determinada por meio de HPLC e / ou outros procedimentos
analiticos que s&o conhecidos na técnica. De acordo com uma
concretizacao, a presente invencao refere-se a uma Forma C de acido
obeticadlico cristalino, ou um sal, solvato ou conjugado de aminoacidos
so mesmo farmaceuticamente aceitaveis. De acordo com uma
concretizacao, o solvatoe € compreendido por um hidrato. De acordo
com uma concretizacio, a poténcia € maior do que cerca de 92%. De
acordo com uma concretizacdo, a poténcia € maior do que cerca de
94%. De acordo com uma concretizagdo, a poténcia é maior do que
cerca de 96%. De acordo com uma concretizagéo, a poténcia € maior
do que cerca de 98%. De acordo com uma concretizagdo, a poténcia
€ maior do que cerca de 99%.

[00185] De acordo com uma concretizagdo, a presente invencao
refere-se a uma Forma C de acido obeticolico cristalino que contém
um total de menos do que cerca de 4% de uma ou mais impurezas
selecionadas a partir de acido 6 -etilursodeoxicélico, acido 3a -hidroxi -
6a -etil -7 -cheto -5B -colan -24 -6ico, acido 6p -etilquenodeoxicalico,
acido 3a,7a -dihidroxi -6 -etiliden -5B -colan -24 -6ico, acido
quenodeoxicdlico, e acido 3a(3a,7a -dihidroxi -6a -etil -5 -colan -24 -

oiloxi) -7a -hidroxi -6a -etil -5p -colan -24 -6ico. De acordo com uma
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concretizacdo, o total de impurezas € menor do que cerca de 3,8%.
De acordo com uma concretizacdo, o total de impurezas é menor do
que cerca de 3,6%.

[00186] O Exemplo 3 do pedido proporciona caracterizagao plena
desta nova forma cristalina de acido obeticolico.

[00187] A estrutura de cristal de raios-X Unica de acido obeticdlico
foi obtida e a estereoquimica absoluta designada. Por exemplo, a
estrutura de cristal de raios-X unica da Fprma G de acido obeticdlico
cristalino foi determinada a partir de um cristal obtido a partir da
recristalizacdo de acido obeticolico a partir de uma solugdo de
acetonitrila depois de refrigeragao para 5°C sob 0,1°C/min. seguida por
maturacao sob RT/50°C 8 h ciclos durante 1 semana.

[00188] A estrutura é ortorbmbica, grupo de espagos P212121, €
contém uma molécula de acido obeticdlico na unidade assimeétrica.
Final R1 [I>20(l)] = 3,22%. A estereoquimica absoluta da molécula foi
determinada como ilustrada adiante com um parametro de Flack = -

0,01 (13). A estrutura tinha nenhuma desordem.

[00189] Realizou-se um estudo de biodisponibilidade da Forma 1 de
acido obeticdlico (ndo cristalina) vs. Forma F de &acido obeticdlico
cristalino (Exemplo 7). Os resultados deste estudo demonstram que o
estado fisico de um acido obeticdlico solido pode desempenhar uma
fungdo na biodisponibilidade da molécula quando administrado
oralmente a um paciente. A cinética de plasma depois da

administracdo oral e a eficiéncia da absorgdo intestinal e a
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farmacocinética do solido da Forma 1 de acido obeticélico (ndo
cristalina) e da Forma F cristalina F foram avaliadas de acordo com
métodos conhecidos na técnica. O Exemplo 8 da presente invencio
mostra os perfis da concentragdo de plasma de acido obeticdlico vs
tempo, 0 tmax, Cmax € AUC depois da administracdo da Forma 1 ou
Forma F do &acido obeticdlico (vide Figuras 37-38). A Forma F
cristalina é dotada de uma a biodisponibilidade mais alta do que a
Forma 1 de &acido obeticdlico (ndo cristalina). Os perfis de plasma
mostram que a Forma F é absorvida mais eficientemente (AUC mais
alto) e mesmo a cinética é mais regular, refletindo uma 6&tima
distribuicdo do farmaco no conteudo intestinal.

[00190] A solubilidade da Forma 1 de acido obeticolico (ndo
cristalina) na agua é levemente mais alta do que aquela da Forma F.
A Forma F parece ser estavel porquanto a analise termo gravimétrica
(TGA) ndo mostrou qualquer perda de peso em uma faixa
temperaturas estudada.

Acido Obeticolico Substancialmente Puro

[00191] O presente pedido proporciona acido obeticdlico
substancialmente puro e sais, solvatos, ou conjugados de aminoacidos

farmaceuticamente aceitaveis dos mesmos:

acido obeticolico
(também conhecido como INT-747)

[00192] Outros nomes para o acido obeticdlico de ingrediente
farmaceuticamente ativo s&o INT-747, acido 3a,7a-diidroxi-6a-etil-53-
colan-24-6ico, acido 6a-etil-quenodeoxicolico, 6-etil-CDCA, 6ECDCA,

e acido colan-24-6ico, 6-etil-3,7-diidroxi-,(30,58,60,7a)-.
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[00193] O presente pedido proporciona composicdes que
compreendem a Forma 1 de acido obeticélico e processos para a
sintese da a Forma 1 altamente pura de acido obeticdlico que sdo
seguros e que produzem acido obeticélico em uma grande escala. De
acordo com um aspecto, a Forma 1 de acido obeticdlico é produzida
em um processo em escala comercial. O termo “processo em escala
comercial” refere-se a um processo que € executado em um unico lote
de pelo menos cerca de 100 gramas. De acordo com um aspecto, o
processo do presente pedido produz a Forma 1 de acido obeticdlico
em alto rendimento (>80%) e com impurezas limitadas.

[00194] O termo “pureza” da forma que é usado neste contexto
refere-se a quantidade de acido obeticdlico com base em HPLC. A
pureza € baseda na pureza “organica” do composto. A pureza ndo
inclui uma medida de qualquer quantidade de agua, solvente, metal,
sal inorganico e assemelhados. De acordo com um aspecto, a pureza
do acido obeticélico € comparada a uma pureza do padrdao de
referéncia pela comparagao da area sob o pico. De acordo com outro
aspecto, o padrao conhecido para a pureza € compreendido por um
padrao de referéncia de acido obeticélico. De acordo com um
aspecto, o acido obeticdlico € dotado de uma pureza maior do que
cerca de 96%. De acordo com um aspecto, o acido obeticdlico é
dotado de uma pureza maior do que cerca de 98%. Por exemplo, a
pureza da Forma 1 de acido obeticolico € compreendida por 96,0%;
96,1%; 96,2%; 96,3%; 96,4%; 96,5%; 96,6%; 96,7%; 96,8%; 96,9%;
97,0%; 97,1%; 97,2%; 97,3%; 97,4%; 97,5%; 97,6%; 97,7%; 97,8%;
97,9 %; 98,0%; 98,1%; 98,2%; 98,3%; 98,4%; 98,5%; 98,6%; 98,7%;
98,8%; 98,9%; 99,0%; 99,1%; 99,2%; 99,3%; 99,4%; 99,5%; 99,6%;
99,7%; 99,8%; ou 99,9%. Por exemplo, a pureza da Forma 1 de acido
obeticélico é de 98,0%; 98,1%; 98,2%; 98,3%; 98,4%; 98,5%; 98,6%;
98,7%; 98,8%; 98,9%; 99,0%; 99,1%; 99,2%; 99,3%; 99,4%; 99,5%;
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99,6%; 99,7%; 99,8%; ou 99,9%. Por exemplo, a pureza de acido
obeticolico é de 98,0%; 98,5%; 99,0%; 99,5%; 99,6%; 99,7%; 99,8%;
ou 99,9%. Por exemplo, a pureza do acido obeticélico é de 98,5%;
99,0%; ou 99,5%. De acordo com uma concretizacdo, o acido
obeticolico é compreendido pela Forma 1 de acido obeticdlico.

[00195] De acordo com uma concretizagdo, a presente invencio
refere-se a acido obeticélico que € dotado de uma pureza maior do
que cerca de 98%. De acordo com uma concretizagdo, a pureza &
determinada por meio de HPLC. De acordo com outra concretizagao,
a presente invencao refere-se a acido obeticdlico, ou un sal, solvato ou
conjugado de aminoacidos do mesmo. De acordo com uma
concretizacido, a pureza € maior do que cerca de 98,5%. De acordo
com uma concretizagdo, a pureza € maior do que cerca de 99,0%. De
acordo com uma concretizacdo, a pureza € maior do que cerca de
99,5%. De acordo com uma concretizacdo, o acido obeticdlico é
compreendido pela Forma 1 de acido obeticdlico.

[00196] Da forma que € usado neste contexto o termo “poténcia” é
uma medida da quantidade de acido obeticdlico com base naquela de
um padrao conhecido (por exemplo, critérios de aceitagdo de cerca de
95% até cerca de 102%). A poténcia leva em consideracéo todas as
impurezas possiveis incluindo agua, solventes, impurezas organicas e
inorganicas. De acordo com um aspecto, o padrao conhecido € acido
obeticolico. De acordo com um aspecto, o acido obeticolico € dotado
de uma poténcia maior do que cerca de 96%. De acordo com um
aspecto, o acido obeticolico € dotado de uma poténcia maior do que
cerca de 98%. De acordo com um aspecto, o padrdo conhecido é
compreendido por acido obeticdlico. De acordo com outro aspecto, a
poténcia € compreendida por 100% menos as quantidades de agua,
cinzas sulfatadas, solventes residuais, e outros teores de impurezas

tais como acido 6-etilursodeoxicolico, acido 3a-hidroxi-6o-etil-7-ceto-
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5B-colan-24-6ico, acido 6p-etilquenodeoxicodlico, acido 3a,7a-diidroxi-
6-etiliden-5B-colan-24-o6ico, acido quenodeoxicélico, e acido 3o(3a,7a-
dihidroxi-6a-etil-53-colan-24-oiloxi)-7 a-hidroxi-6 a-etil-5p-colan-24-6ico.
{De acordo com outra concretizagdo, a poténcia é responsavel por
impurezas devidas a agua, solvente, metais, sais inorganicos, e outras
impurezas inorganicas ou organicas. Por exemplo, a poténcia da
Forma 1 de acido obeticdlico € compreendida por 96,0%; 96,1%;
96,2%; 96,3%; 96,4%; 96,5%; 96,6%; 96,7%; 96,8%; 96,9%; 97,0%;
97,1%; 97,2%; 97,3%; 97,4%; 97,5%; 97,6%; 97,7%; 97,8%; 97,9 %;
98,0%; 98,1%; 98,2%; 98,3%; 98,4%; 98,5%; 98,6%; 98,7%; 98,8%;
98,9%; 99,0%; 99,1%; 99,2%; 99,3%; 99,4%; 99,5%; 99,6%; 99,7 %;
99,8%; ou 99,9%. De acordo com um aspecto, a poténcia da Forma 1
de acido obeticdlico é compreendida por 98,0%; 98,1%; 98,2%; 98,3%;
98,4%; 98,5%; 98,6%; 98,7%; 98,8%; 98,9%; 99,0%; 99,1%; 99,2%;
99,3%; 99,4%; 99,5%; 99,6%; 99,7%; 99,8%; ou 99,9%, Por exemplo,
a poténcia de acido obeticdlico € compreendida por 98,0%; 98,5%;
99,0%; 99,5%; 99,6%; 99,7%; 99,8%; ou 99,9%. Por exemplo, a
poténcia de acido obeticdlico € compreendida por 98,5%, 99,0%, ou
99,5%. De acordo com uma concretizacdo, o acido obeticdlico é
compreendido pela Forma 1 de acido obeticdlico.

[00197] De acordo com uma concretizagdo, a presente invencao
refere-se a acido obeticdlico que contém um total de menos que cerca
de 2% de uma ou mais impurezas selecionadas a partir de acido 6 -
etilursodeoxicolico, acido 3a -hidroxi -6a -etil -7 -cheto -5 -colan -24 -
oico, acido 6p -etilquenodesoxicolico, acido 3a,7a -diidroxi -6 -etiliden -
5B -colan -24 -éico, acido quenodesoxicélico, e acido 3a(3a,7a -
diidroxi -6a -etil -58 -colan -24 -oiloxi) -7a -hidroxi -6a -etil -53 -colan -
24 -6ico. De acordo com uma concretizagao, o total de impurezas é
menor do que cerca de 1,5%. De acordo com uma concretizagéo, o

total de impurezas € menor do que cerca de 1,4%. De acordo com
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uma concretizacdo, o acido obeticdlico € a Forma 1 de acido
obeticdlico.

[00198] De acordo com uma concretizagdo, o acido obeticdlico
contém menos do que cerca de 10% de agua, menos do que cerca de
9% de agua, menos do que 8% de agua, menos do que 7% de agua,
menos do que 6% de agua, menos do que 5% de agua, menos do que
4% de agua, menos do que 3% de agua, menos do que 2% de agua,
ou menos do que 1% de agua. De acordo com uma concretizagdo, o
acido obeticolico contém menos do que cerca de 1,2% de agua. De
acordo com uma concretizacdo, o acido obeticélico contém menos do
que cerca de 1,0% de agua. De acordo com uma concretizagdo, o
acido obeticolico € compreendido pela Forma 1 de acido obeticdlico.
[00199] De acordo com outra concretizacdo, o acido obeticdlico
contém n&o mais do que (NMT) 0,15% de acido 6 -etilursodeoxicdlico
e acido 3a,7a -dihidroxi -6 -etiliden -53 -colan -24 -6ico. De acordo
com outra concretizacdo, o acido obeticdlico contém um total de
menos do que cerca de 0,07% de acido 6 -etilursodeoxicolico e acido
3a,7a -diidroxi -6 -etiliden -53 -colan -24 -6ico. De acordo com uma
concretizacdo, o acido obeticélico contém um total de menos do que
cerca de 0,06% de acido 6 -etilursodeoxicolico e acido 3o, 7o -diidroxi -
6 -etiliden -5B -colan -24 -6ico. De acordo com uma concretizagao, o
acido obeticdlico contém um total de menos do que cerca de 0,05% de
acido 6 -etilursodeoxicolico e acido 3a,7a -dihidroxi -6 -etiliden -58 -
colan -24 -dico. De acordo com uma concretizacdo, o acido
obeticolico é compreendido por a Forma 1 de acido obeticdlico.

[00200] De acordo com uma concretizagdo, o acido obeticdlico
contém nao mais do que (NMT) 0,15% de &cido 3a -hidroxi -6a -etil -7
-ceto -5B -colan -24 -6ico. De acordo com uma concretizagéo, o acido
obeticolico contém menos do que cerca de 0,07% de acido 3a -hidroxi

-6a -etil -7 -ceto -5 -colan -24 -6ico. De acordo com uma
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concretizagdo, o acido obeticolico contém menos do que cerca de
0,06% de acido 3a -hidroxi -6a -etil -7 -ceto -5p -colan -24 -6ico. De
acordo com uma concretizacdo, o acido obeticélico contém menos do
que cerca de 0,05% de acido 3a -hidroxi -6a -etil -7 -ceto -58 -colan -
24 -6ico. De acordo com uma concretizacdo, o acido obeticdlico é
compreendido pela Forma 1 de acido obeticdlico.

[00201] De acordo com uma concretizagdo, o acido obeticdlico
conttm ndo mais do que (NMT) 0,15% de &cido 6p -
etilquenodeoxicélico. De acordo com uma concretizagdo, o acido
obeticélico contém menos do que cerca de 0,07% de acido 6p -
etilquenodeoxicélico. De acordo com uma concretizagdo, o acido
obeticélico contém menos do que cerca de 0,06% de acido 6f -
etilquenodeoxicdlico. De acordo com uma concretizacdo, o acido
obeticédlico contém menos do que cerca de 0,05% de acido 6f -
etilquenodeoxicdlico. De acordo com uma concretizacdo, o acido
obeticélico é compreendido pela Forma 1 de acido obeticdlico.

[00202] De acordo com uma concretizagdo, o acido obeticolico
contém ndo mais do que (NMT) 3% de &cido quenodesoxicolico
(CDCA). De acordo com uma concretizagdo, o acido obeticélico
contém menos do que cerca de 1% de CDCA. De acordo com uma
concretizagdo, o acido obeticdlico contém menos do que cerca de
0,5% de CDCA. De acordo com uma concretizacdo, o acido
obeticélico contém menos do que cerca de 0,3% de CDCA. De acordo
com uma concretizagdo, o acido obeticolico contém menos do que
cerca de 0,2% de CDCA. De acordo com uma concretizagcdo, o acido
obeticolico é compreendido pela Forma 1 de acido obeticdlico.

[00203] De acordo com uma concretizagdo, o acido obeticolico
contém nao mais do que (NMT) 4% de CDCA e de acido 6-
etilursodeoxicalico.

[00204] De acordo com uma concretizagdo, o acido obeticdlico
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contém nao mais do que (NMT) 1,5% de acido 3a(3a,7a -dihidroxi -6a
-etil -5B -colan -24 -oiloxi) -7a. -hidroxi -6a -etil -53 -colan -24 -6ico. De
acordo com uma concretizacdo, o acido obeticélico contém menos do
que cerca de 1% de acido 3a(3a,7a -diidroxi -6a. -etil -53 -colan -24 -
oiloxi) -7a -hidroxi -6a -etil -53 -colan -24 -6ico. De acordo com uma
concretizacdo, o acido obeticélico contém menos do que cerca de
0,07% de acido 3a(3a,7a-dihidroxi-6a-etil-5p3-colan-24-oiloxi)-7o-
hidroxi-6a.-etil-53-colan-24-6ico. De acordo com uma concretizag&o, o
cido obeticdlico contém menos do que cerca de 0,06% de acido
3a(3a,7a~dihidroxi-6a-etil-53-colan-24-oiloxi)-7 a-hidroxi-6 o-etil-53-
colan-24-6ico. De acordo com uma concretizacdo, o acido obeticdlico
contém menos do que cerca de 0,05% de acido 3a(3a,7a-dihidroxi-6o.-
etil-5B-colan-24-oiloxi)-7a-hidroxi-6 a-etil-5p3-colan-24-6ico. De acordo
com uma concretizacdo, o acido obeticolico é compreendido pela
Forma 1 de acido obeticdlico.

Formulacdo Oral e Administracio

[00205] O acido obeticolico destina-se a administracao oral. De
acordo com uma concretizacdo, a formulagcdo é para administragcao
oral para a prevencido e tratamento de enfermidades e condicbes
mediadas por FXR. De acordo com uma concretizacao, a formulagao
compreende a Forma 1 de acido obeticolico. De acordo com outra
concretizacdo, a formulagdo é compreendida por acido obeticdlico
substancialmente puro.

[00206] As formulagdes que sdao adequadas para administracao oral
podem ser proporcionadas como unidades distintas, tais como
comprimidos, capsulas, hostias (capsula pastilha usada pelos
farmacéuticos para a apresentacdo de um farmaco), patilhas, cada um
deles contendo uma quantidade predeterminada de acido obeticdlico;
na forma de pds ou granulados; na forma de solugdes ou suspensdes

em liquidos aquosos ou nao aquosos; ou na forma de emulsdes de
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oleo-em-agua ou de agua-em-oleo.

[00207] As formulagcbdes da invengao podem ser preparadas por
meio de qualquer método adequado, tipicamente misturando
uniformemente e intimamente o acido obeticdlico com liquidos ou
carreadores solidos finamente divididos ou os dois, nas proporcoes
requeridas e entdo, se necessario, configurando a mistura resultante
para a forma desejada.

[00208] Por exemplo, um comprimido pode ser preparado pela
compressdo de uma mistura intima que compreende um po ou
granulados de acido obeticolico e um ou mais ingredientes opcionais,
tais como um ligante, lubrificante, diluente inerte, ou agente de
dispersdo de superficie ativa, ou por meio de moldagem de uma
mistura intima de ingrediente ativo em po e diluente liquido inerte.
[00209] Por exemplo, um ou mais comprimidos podem ser
administrados para chegar a um nivel de dose-alvo com base no peso
do paciente, por exemplo, um ser humano entre cerca de 30 kg até
cerca de 70 kg.

[00210] De acordo com uma concretizacdo, o paciente € uma
crianca e a formulacdo €& usada para tratar atresia biliar. A atresia
biliar, também conhecida como "ductopenia extra-hepatica" e
"colangiopatia obliterativa progressiva" é uma enfermidade congénita
ou adquirida do figado e uma das formas principais da rejei¢ao crbénica
de um aloenxerto de figado transplantado. Na forma congénita, o duto
biliar comum entre o figado e o intestino delgado esta bloqueado ou
ausente. O tipo adquirido muitas vezes ocorre no contexto de doenca
auto-imune, e € uma das principais formas de rejeicao crénica de um
aloenxerto de figado transplantado.

[00211] Os bebés e criangas com atresia biliar tém colestase
progressiva com todos os aspectos concomitantes usuais: ictericia,

prurido, ma absorcdo com retardo de crescimento, deficiéncias de

Peticaio 870210094659, de 14/10/2021, pég. 62/153



60/141

vitaminas soluveis em gordura, hiperlipidemia, e, eventualmente,
cirrose com hipertensdo portal. Na eventualidade de ndo ser
reconhecida, a condigdo leva a insuficiéncia hepatica, mas néo
ictericia nuclear, uma vez que o figado ainda apaz de conjugar a
bilirrubina, e a bilirrubina conjugada é incapaz de atravessar a barreira
sangue-cérebro. A causa da condi¢do € desconhecida. Os unicos
tratamentos efetivos sdo compreendidos por determinadas cirurgias
tais como o procedimento de Kasai, ou transplante do figado.

[00212] De acordo com uma concretizacdo, a crianga humana teve
um procedimento de Kasai, onde o procedimento de Kasai
efetivamente da-lhes um conduto biliar funcional quando nascido ou
sem um conduto biliar do seu completamente bloqueado no
nascimento.

[00213] Adicionalmente aos ingredientes especificamente
mencionados anteriormente, as formulacbes orais da presente
invengao podem incluir outros agentes conhecidos daqueles versados
na técnica de farmacia, tendo em conta o tipo de formulagcdo em
questdo. As formulagbes orais adequadas podem incluir agentes
aromatizantes.

[00214] De acordo com uma concretizagdo, a presente invencao
refere-se a uma formulacdo farmacéutica de acido obeticolico ou um
sal, solvato, ou conjugado de aminoacidos do mesmo
farmaceticamente aceitavel, em que o acido obeticdlico & produzido
por meio de um processo da invencdo (a Forma 1 de 4&cido
obeticélico). De acordo com outra concretizacdo, a formulagdo é
administrada de forma oral.

[00215] De acordo com uma concretizagdo, a formulagao esta na
forma de comprimidos. De acordo com outra concretizagdo, a
formulagédo compreende acido obeticdlico e um ou mais componentes

selecionados a partir de celulose microcristalina, amido de glicolato de
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sddio, estearato de magnésio, material de revestimento, ou diéxido de
silicio coloidal. De acordo com uma concretizacdo, o material de
revestimento é um material de revestimento Opadry®.

[00216] De acordo com outra concretizacdo, a formulagao
compreende cerca de 0,1 mg até cerca de 1500 mg de acido
obeticolico por comprimido. De acordo com outra concretizagao, a
formulacdo compreende cerca de 1 mg até cerca de 100 mg. De
acordo com outra concretizagao, a formulagdo compreende cerca de 1
mg até cerca de 50 mg. De acordo com outra concretizagdo, a
formulacdo compreende cerca de 1 mg até cerca de 30 mg. De
acordo com outra concretizagcao, a formulagdo compreende cerca de 4
mg até cerca de 26 mg. De acordo com outra concretizagdo, a
formulacdo compreende cerca de 5 mg até cerca de 25 mg. De
acordo com uma concretizacdo, a formulacdo compreende cerca de 1
mg até cerca de 2 mg. De acordo com uma concretizagao, a
formulacdo compreende cerca de 1,2 mg até cerca de 1,8 mg. De
acordo com uma concretizacdo, a formulacdo compreende cerca de
1,3 mg até cerca de 1,7 mg. De acordo com uma concretizagao, a
formulagdo compreende cerca de 1,5 mg.

[00217] De acordo com uma concretizagdo, a formulagao
compreende cerca de 1 mg até cerca de 25 mg de acido obeticdlico
por comprimido. De acordo com uma concretizagdo, a formulagéo
compreende cerca de 1 mg de acido obeticdlico, cerca de 180 até
cerca de 190 mg de celulose microcristalina, cerca de 10 até cerca de
15 mg de amido glicolato de sédio, cerca de 1 até cerca de 3 mg de
estearato de magnésio, e cerca de 5 mg até cerca de 10 mg de
material de revestimento. De acordo com uma concretizacdo, o
material de revestimento € um material de revestimento Opadry®.
[00218] De acordo com uma concretizagdo, a formulagao

compreende cerca de 1 mg até cerca de 25 mg de acido obeticdlico
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por comprimido. De acordo com uma concretizagdo, a formulacéo
compreende cerca de 1 mg de acido obeticdlico, cerca de 185,0 mg de
celulose microcristalina, cerca de 12,0 mg de amido glicolato de sédio,
cerca de 2,0 mg de estearato de magnésio, e cerca de 8,0 mg de
material de revestimento. De acordo com uma concretizagdo, o
material de revestimento € um material de revestimento Opadry®.

[00219] De acordo com uma concretizacdo, a formulagao
compreende cerca de 1 mg até cerca de 25 mg de acido obeticdlico
por comprimido. De acordo com uma concretizagdo, a formulacéo
compreende cerca de 5 mg de acido obeticdlico, cerca de 175 até
cerca de 190 mg de celulose microcristalina, cerca de 10 até cerca de
15 mg de amido glicolato de sédio, cerca de 1 até cerca de 3 mg de
estearato de magnésio, e cerca de 5 mg até cerca de 10 mg de
material de revestimento. De acordo com uma concretizacido, o
material de revestimento € um material de revestimento Opadry®.

[00220] De acordo com uma concretizacdo, a formulagao
compreende de cerca de 1 mg até cerca de 25 mg de acido obeticdlico
por comprimido. De acordo com uma concretizagdo, a formulacéo
compreende cerca de 5 mg de acido obeticdlico, cerca de 181,0 mg de
celulose microcristalina, cerca de 12,0 mg de amido glicolato de sdodio,
cerca de 2,0 mg de estearato de magnésio, e cerca de 8,0 mg de
material de revestimento. De acordo com uma concretizacido, o
material de revestimento € um material de revestimento Opadry®.

[00221] De acordo com uma concretizagdo, a formulacao
compreende desde cerca de 1 mg até cerca de 25 mg de acido
obeticolico por comprimido. De acordo com uma concretizacédo, a
formulacdo compreende cerca de 10 mg de acido obeticdlico, cerca de
170 mg até cerca de 180 mg de celulose microcristalina, cerca de 10
mg até cerca de 15 mg de amido glicolato de sddio, cerca de 1 mg até

cerca de 3 mg de estearato de magnésio, e cerca de 5 mg até cerca
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de 10 mg de material de revestimento. De acordo com uma
concretizacdo, o material de revestimento é um material de
revestimento Opadry®.

[00222] De acordo com uma concretizacdo, a formulagao
compreende desde cerca de 1 mg até cerca de 25 mg de acido
obeticdolico por comprimido. De acordo com uma concretizacédo, a
formulagdo compreende cerca de 10 mg de acido obeticdlico, cerca de
176,0 mg de celulose microcristalina, cerca de 12,0 mg de amido
glicolato de sodio, cerca de 2,0 mg de estearato de magnésio, e cerca
de 8,0 mg de material de revestimento. De acordo com uma
concretizacdo, o material de revestimento é um material de
revestimento Opadry®.

[00223] De acordo com uma concretizacdo, a formulagao
compreende desde cerca de 1 mg até cerca de 25 mg de acido
obeticélico por comprimido. De acordo com uma concretizacdo, a
formulacdo compreende cerca de 25 mg de acido obeticdlico, cerca de
150 mg até cerca de 160 mg de celulose microcristalina, cerca de 10
mg até cerca de 15 mg de amido glicolato de sodio, cerca de 1 mg até
cerca de 3 mg de estearato de magnésio, cerca de 5 até cerca de 10
mg de material de revestimento, e cerca de 1 até cerca de 10 mg de
dioxido de silicio coloidal. De acordo com uma concretizacdo, o
material de revestimento is um material de revestimento Opadry®.
[00224] De acordo com uma concretizagdo, a formulacao
compreende desde cerca de 1 mg até cerca de 25 mg de acido
obeticolico por comprimido. De acordo com uma concretizagcédo, a
formulacdo compreende cerca de 25 mg de acido obeticdlico, cerca de
157,0 mg de celulose microcristalina, cerca de 12,0 mg de amido
glicolato de sdédio, cerca de 2,0 mg de estearato de magnésio, cerca
de 8,0 mg de material de revestimento, e cerca de 4,0 mg de didxido

de silicio coloidal. De acordo com uma concretizagdo, o material de
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revestimento € compreendido por um material de revestimento
Opadry®.

[00225] Todas as percentagens e relagbes usadas neste contexto,
a nao ser que de outro modo indicado, sdo em peso. D percentual de
impureza dimérica € emu ma base percentual de area, tipicamente tal
como quantificada por meio de HPLC analitico.

[00226] Por toda a descrigado, onde as composi¢cdes sao descritas
como sendo dotadas, que incluem, ou que compreendem
componentes especificos, é considerado que as composi¢cdes também
consistem essencialmente de, ou consistem de, os componentes
mencionados. De uma forma assemelhada, onde métodos ou
processos sao descritos como sendo dotados, incluindo, ou que
compreendem etapas de processo especificas, os processos também
consistem essencialmente de, ou consistem de, as etapas de
processamento descritas. Além disso, devera ser compreendido que a
ordem das etapas ou ordem para a execucado de determinadas agdes
€ imaterial desde que a invengao permanecga capaz de ser operada.
Além disso, duas ou mais etapas ou ag¢des podem ser realizadas
simultaneamente.

Formulagao de Comprimidos

Comprimido Revestido de Pelicula
Quantidade
Referéncia
Component por Funcao
ao Padrao
Comprimido
Comprimido de 1 mg
Acido obeticdlico 1,0 mg* API HSE
Celulose USP-
185,0 mg* | Enchimento/Ligante
microcristalina NF/EP/JP
Amido glicolato de _ USP-
12,0 mg Desintegrante
sodio NF/EP/JP

Peticaio 870210094659, de 14/10/2021, pég. 67/153



65/141

Estearato de USP-
2,0 mg Lubrificante
magnésio NF/EP/JP
Opadry® Il verde, Material de
8,0 mg _ HSE
branco ou amarelo revestimento
Peso total 208,0 mg
Comprimido de 5 mg
Acido obeticélico 5,0 mg* API HSE
Celulose USP-
181,0 mg* | Enchimento/Ligante
microcristalina NF/EP/JP
Amido glicolato de USP-
12,0 mg Desintegrante
sodio NF/EP/JP
Estearato de USP-
_ 2,0 mg Lubrificante
magnesio NF/EP/JP
Opadry® Il verde, Material de
8,0 mg _ HSE
branco, ou amarelo revestimento
Peso total 208,0 mg
Comprimido de 10 mg
Acido obeticdlico 10,0 mg* API HSE
Celulose USP-
176,0 mg* | Enchimento/Ligante
microcristalina NF/EP/JP
Amido glicolato de USP-
12,0 mg Desintegrante
sodio NF/EP/JP
Estearato de USP-
2,0 mg Lubrificante
magnésio NF/EP/JP
Opadry® Il verde, Material de
8,0 mg HSE
branco, ou amarelo revestimento
Peso total 208,0 mg
Comprimido de 25 mg
Acido obeticélico 25,0 mg* AP HSE
Celulose 157,0 mg* | Enchimento/Ligante USP-
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microcristalina NF/EP/JP
Amido glicolato de _ USP-
12,0 mg Desintegrante
sodio NF/EP/JP
Estearato de USP-
2,0 mg Lubrificante
magnésio NF/EP/JP
Dioxido de silicio USP-
4,0 mg Agente deslizante
coloidal NF/EP/JP
Opadry® Il verde, Material de
8,0 mg _ HSE
branco, ou amarelo revestimento
Peso total 208,0 mg

API: Ingrediente farmacéutico ativo

HSE = Especificagdo doméstica

USP-NF = US Pharmacopeia National Formulary

Ph Eur = Farmacopeia européia

JP = Farmacopéia japonesa

* a quantidade de acido obeticdlico apresentada supde que o API é
anidro e 100% puro; a quantidade efetiva é ajustada com base na
poténcia do lote de substancia de farmaco usado, e a quantidade de
celulose microcristalina € correspondentemente diminuida.

[00227] De acordo com wuma concretizacdo, o comprimido

compreende Opadry® amarelo. De acordo com outra concretizagao, o

comprimido compreende Opadry® branco. De acordo com outra

concretizacdo, o comprimido compreende Opadry® verde.

Composicoes Farmacéuticas

[00228] O acido obeticdlico, incluindo a Forma 1 de 4&cido
obeticélico, formas substancialmente puras de acido obeticdlico e
formas cristalinas de acido obeticolico, ou um sal, solvato, ou
conjugado de aminoacidos farmaceuticamente aceitavel do mesmo é
de utilidade para uma variedade de propositos medicinais. O acido

obeticolico pode ser usado em meétodos para a prevengido ou
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tratamento de enfermidades e condigbes mediadas por FXR. De
acordo com uma concretizagdo, a enfermidade ou condigcdo €
selecionada a partir de atresia biliar, enfermidade colestatica do
figado, enfermidade hepatica crénica, esteatoepatide ndo alcodlica
(NASH), infecgao por hepatite C, enfermidade alcodlica do figado,
cirrose biliar primaria (PBC), lesdo hepatica devida a fibrose
progressiva, fibrose hepatica, e enfermidades cardiovasculares
incluindo  aterosclerose, arteriosclerose, hipercolesteremia, e
hiperlipidemia. De acordo com uma concretizagédo, a Forma 1 de acido
obeticdlico pode ser usada em métodos para a diminuicdo de
triglicerideos. De acordo com uma concretizagdo, o acido obeticdlico
cristalino pode ser usado em métodos para a diminuicdo de
triglicerideos. A Forma 1 de acido obeticdlico ou acido obeticolico
cristalino pode aumentar o HDL. Outros efeitos da Forma 1 de acido
obeticélico ou acido obeticdlico cristalino incluem a diminuicdo da
fosfatase alcalina (ALP), bilirubin, ALT, AST, e GGT.

[00229] De acordo com uma concretizagdo, a presente invencao
refere-se a uma composicdo farmacéutica que compreende acido
obeticdlico e um carreador farmaceuticamente aceitavel, em que o
acido obeticolico € produzido ‘pr meio de um processo da invengao,
por exemplo, a Forma 1 de acido obeticélico. De acordo com uma
concretizacdo, a composicdo farmacéutica compreende acido
obeticélico substancialmente puro e um carreador farmaceuticamente
aceitavel. De acordo com outra concretizagdo, a composi¢cao
farmaceutica compreende acido obeticdlico cristalino e um carreador
farmaceuticamente aceitavel. De acordo com outra concretizacao, the
acido obeticdlico cristalino € compreendido pela Forma C.

[00230] De acordo com uma concretizagdo, a presente invencao
refere-se a um método de tratamento ou prevengdo de uma

enfermidade ou condicdo mediada por FXR em um paciente que
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compreende administrar uma quantidade efetiva da Forma 1 de acido
obeticolico produzida por meio de um processo da invencdo ou uma
composicdo farmaceutica da mesma. De acordo com uma
concretizagéo, a presente invengao refere-se a um método de treating
ou prevenc¢ao de uma enfermidade ou condicdo mediada por FXR em
um paciente que compreende administrar uma quantidade efetiva de
acido obeticdlico substancialmente puro produzido por meio de um
processo da invengdo ou uma composi¢ao farmaceutica do mesmo.
De acordo com uma concretizacdo, a presente invencéo refere-se a
um método de tratamento ou prevencdo de uma enfermidade ou
condicdo mediada por FXR em um paciente que compreende
administrar uma quantidade efetiva de acido obeticdlico cristalino ou
uma composicido farmaceutica do mesmo. De acordo com outra
concretizacdo, o acido obeticolico cristalino € compreendido pela
Forma C. De acordo com uma concretizacdo, o acido obeticdlico
cristalino € compreendido pela Forma A. De acordo com uma
concretizacdo, o acido obeticolico cristalino € compreendido pela
Forma C. De acordo com uma concretizacdo, o acido obeticolico
cristalino € compreendido pela Forma D. De acordo com uma
concretizacdo, o acido obeticolico cristalino € compreendido pela
Forma F. De acordo com uma concretizacdo, o acido obeticélico
cristalino € compreendido pela Forma G.

[00231] De acordo com outra concretizacdo, a enfermidade ou
condicdo ¢é compreendida por enfermidade cardiovascular ou
enfermidade colestatica do figado e por diminuicdo de triglicerideos.
De acordo com outra concretizacdo, a enfermidade cardiovascular é
compreendida por aterosclerose ou hipercolesteremia. De acordo com
outra concretizagcao, o paciente € um mamifero. De acordo com outra
concretizacdo, o mamifero € compreendido pelo ser humano.

[00232] De acordo com outra concretizacdo, o composto ou
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composigao farmaceutica é administrado de forma oral, parenteral, ou
tépica. De acordo com outra concretizagdo, o composto ou
composicao farmaceutica € administrada de forma oral.

[00233] De acordo com uma concretizagdo, a presente invencio
refere-se a um método para inibir fiborose em um paciente que sofre de
uma condi¢cdo colestatica, em que o método compreende a etapa de
administrar ao paciente uma quantidade efetiva de acido obeticdlico ou
uma composi¢cado farmaceutica do mesmo, em que acido obeticdlico €
produzido por meio do processo da invengdao. De acordo com uma
concretizacao, a presente invencgao refere-se a um método para inibir
fiborose em um paciente que ndo esta sofrendo de uma condi¢do
colestatica, sendo que o método compreende a etapa de administrar
ao paciente uma quantidade efetiva de acido obeticélico ou uma
composicdo farmaceutica do mesmo, em que acido obeticdlico é
produzido por meio do processo da invengao. Na concretizacido, a
fibrose a ser inibida ocorre em um 6rgéao onde é expresso o FXR.
[00234] De acordo com uma concretizacdo, a condi¢céo colestatica &
definida como tendo niveis de soro anormalmente elevados de
fosfatase alcalina, transpeptidase 7-glutamil (GGT), e 5' nucleotidase.
De acordo com outra concretizagcdo, a condigao colestatica é ainda
definida como apresentando pelo menos um sintoma clinico. De
acordo com outra concretizagao, the symptom is itching (pruritus). De
acordo com outra concretizagao, a fibrose é selecionada a partir do
grupo que consiste de fibrose hepatica, fibrose renal, e fibrose
intestinal. De acordo com outra concretizacido, a condicao colestética
€ selecionada a partir do grupo que consiste de cirrose biliar primaria,
colangite esclerosante primaria, colestase induzida por drogas,
colestase hereditaria, e colestase intra-hepatica de gravidez. De
acordo com outra concretizacdo, o paciente ndo sofre de uma

condigdo colestatica associada com a enfermidade ou condigéo
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selecionada a partir do grupo que consiste de cancer primario do
figado e biliar, cancer metastético, septicemia, nutricdo parenteral total
cronica, fibrose cistica, e enfermidade granulomatosa do figado.
[00235] De acordo com outra concretizagao, o paciente tem fibrose
hepatica associada com uma enfermidade selecionada a partir do
grupo que consiste de hepatite B; hepatite C; enfermidades parasiticas
do figado; infec¢gbes bacterianas, virais e fungicas pés-transplante;
enfermidade alcodlica do figado (ALD); enfermidade do figado gordo
ndo algoolica (NAFLD); esteato-hepatite ndo alcodlica (NASH);
enfermidades hepaticas induzidas por metotrexato, isoniazid,
oxifenistatin, metildopa, clorpromazina, tolbutamida, ou amiodarona;
hepatite autoimune; sarcoidose; doenca de Wilson; hemocromatose;
doenca de Gaucher; enfermidades de armazenamento de glicogénio
dos tipos lll, IV, VI, IX e X; deficiéncia de as-antitripsina; sindrome de
Zellweger; tirosinemia; fructosemia; galactosemia; desarranjo vascular
associado com sindrome de Budd-Chiari, enfermidade veno-oclusiva,
ou trombose veno portal; e fibrose hepatica congénita.

[00236] De acordo com outra concretizagdo, o paciente € portador
de fibrose intestinal associada com uma enfermidade selecionada a
partir do grupo que consiste de enfermidade de Crohn, colite ulcerosa,
colite pds-radiagao, e colite microscopica.

[00237] De acordo com outra concretizagao, o paciente tem fibrose
renal associada com uma enfermidade selecionada a partir do grupo
que consiste de nefropatia diabética, nefroesclerose hipertensiva,
glomerulonefrite crénica, glomerulopatia do transplante cronica, nefrite
intersticial cronica, e enfermidade policistica renal.

Definicdes

[00238] Por conveniéncia, determinados termos usados no relatério,
Exemplos e reivindicagbes em anexo sao coletadados neste contexto.

[00239] Da forma que € usado neste contexto o termo “acido
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obeticolico” ou “OCA” refere-se a um composto que € dotado da

seguinte estrutura quimica:

[00240] Outros nomes quimicos para o acido obeticdlico incluem:
acido 3a,7a-diidroxi-6a-etil-53-colan-24-dico, acido 6a-etil-
cenodesoxicolico, acido 6-etil-CDCA, 6ECDCA, colan-24-6ico, 6-etil-
3,7-diidroxi-,(3a,5B, 6a,7a)- e INT-747, O numero de registro CAS
para o acido obeticolico é 459789-99-2, Este termo refere-se a todas
as formas de acido obeticdlico, por exemplo, nao-cristalino, cristalino e
substancialmente puro.

[00241] Da forma que € usado neste contexto o termo “acido
obeticdlico cristalino” refere-se a qualquer forma cristalina de um

composto que é dotado da estrutura quimica:

CO,H

[00242] Acido obeticdlico cristalino significa que o composto é
cristalizado em uma disposicdo de acondicionamento de cristal
especifica em trés dimensdes espaciais ou o composto é dotado de
planos de faces externas. A forma cristalina do acido obeticélico (ou
um sal, conjugado de aminoacidos, solvato farmaceuticamente
aceitavel do mesmo) pode cristalizar-se em diferentes disposi¢cdes de

acondicionamento de cristais, as quais tém todas elas a mesma
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composicdo elementar do acido obeticdlico. As formas de cristais
diferentes usualmente tém diferentes padroes de difracdo aos raios-X,
espectrais do infravermelho, pontos de fusédo, dureza de densidade,
forma de cristal, propriedades Opticas e elétricas, estabilidade e
solubilidade diferentes.  Solvente de recristalizagdo, a taxa de
cristalizacao, temperatura de armazenamento, e outros fatores podem
fazer com que uma forma de cristal domine. Os cristais de acido
obeticolico podem ser preparados por cristalizacdo sob diferentes
condicdes, por exemplo, diferentes solventes, temperaturas, e outros.

[00243] Da forma que é usado neste contexto, o termo “Forma C de
acido obeticdlico cristalino” refere-se a uma forma cristalina do acido
obeticdlico com um padrdao de difracdo aos raios-X que é
substancialmente similar aquela que se encontra exposta na Figura 5,
por exemplo, a forma cristalina tal como caracterizada no Exemplo 3,

[00244] Da forma que € usado neste contexto, o termo “acido
obeticdlico substancialmente puro” refere-se ao acido obeticdlico que é
dotado de uma poténcia maior do que cerca de 95%. A poténcia do
acido obeticdlico leva em conta impurezas que incluem, por exemplo,
agua, solventes, e outras impurezas organicas e inorganicas que estao
em uma amostra de acido obeticolico. De acordo com outra
concretizagdo, o padrdo conhecido para poténcia é 100% de acido
obeticdlico, e a poténcia é determinada subtraindo-se as percentagens
de impurezas tais como solvente, agua, e outras impurezas organicas
e inorganicas a partir de 100% do padrao conhecido. De acordo com
um aspecto, as impurezas inorganicas incluem, por exemplo, sais
inorganicos e cinzas sulfatadas. De acordo com um aspecto, as
impurezas organicas incluem acido 6-etilursodesoxicolico, acido 3a-
hidroxi-6o.-etil-7-ceto-5p3-colan-24-6ico, acido 6p-etilquenodeoxicalico,
acido 3a, 7 a-diidroxi-6-etiliden-5p-colan-24-oico, acido

quenodesoxicolico, e acido 3a(3a,7a -dihidroxi -6a -etil -53 -colan -24 -
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oiloxi) -7a. -hidroxi -6a -etil -5 -colan -24 -6ico. As quantidades das
impurezas podem ser determinadas por meio de procedimentos que
sdo conhecidos na técnica, por exemplo, HPLC, NMR, ou métodos a
partir da US Pharmacopeial, ou European Pharmacopeia, ou uma
combinacao de dois ou mais de tais métodos.

[00245] Da forma que € usado neste contexto, o termo “pureza”
refere-se a uma analise quimica de um composto obtido a partir de por
exemplo, HPLC. De acordo com uma concretizagcdo, a pureza do
composto € comparada a uma pureza do padrao de referéncia, por
exemplo, acido obeticdlico, por intermédio da area sob seu pico
respectivo para comparacdées. De acordo com uma concretizacao, a
pureza leva em consideragdo as impurezas organicas em uma
amostra.

[00246] Da forma que é usado neste contexto, o termo “mistura de
reacido” refere-se a uma mistura de uma ou mais substancias
combinadas entre si. De acordo com uma concretizagao, a mistura ou
combinagao das substdncias causa uma transformag¢do quimica ou
mudanga em uma ou mais das substaancias originais.

[00247] Da forma que é usado neste contexto, o termo “Forma 1 de
acido obeticdlico” refere-se a acido obeticdlico nao cristalino. De
acordo com uma concretizacdo, esta forma de acido obeticdlico é
produzida por intermédio de um acido obeticdlico cristalino como um
intermediario sintético. Por exemplo, esta forma de acido obeticdlico é
produzida por meio do processo do pedido por intermédio da Forma C
de acido obeticdlico cristalino como o intermediario sintético. De
acordo com uma concretizacdo, a Forma 1 de acido obeticdlico € a
forma que é usada como o ingrediente farmaceuticamente ativo. Vide
o Exemplo 5 para maiores detalhes.

[00248] “Tratar”, inclui qualquer efeito, por exemplo, diminuicio,

reducdo, modulacdo, ou eliminagdo, que resulta no aperfeicoamento
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da condicdo, enfermidade, disturbio e assemelhados. "Tratar" ou
"tratamento” de um estado enfermo inclui: inibir o estado da
enfermidade, ou seja, interromper o desenvolvimento do estado
enfermo ou seus sintomas clinicos; ou aliviar o estado da enfermidade,
ou seja, causar a regressao temporaria ou permanente do estado
enfermo ou seus sintomas clinicos.

[00249] “Prevenir’ o estado da enfermidade inclui fazer com que os
sintomas clinicos do estado da enfermidade n&do se desenvolvam em
um paciente que pode ser exposto ou predisposto ao estado da
enfermidade, mas ainda ndo experimentou ou exibiu sintomas do
estado da enfermidade.

[00250] “"Estado da enfermidade" significa qualquer enfermidade,
disturbio, condicio, sintoma ou indicagao.

[00251] O termo “quantidade efetiva” da forma que é usado neste
contexto refere-se a uma quantidade de acido obeticélico (por
exemplo, um ligante de ativacdo de FXR) que produz um efeito
terapéutico agudo ou crénico na administracdo de dose apropriada. O
efeito inclui a prevencgao, correg¢ao, inibicao, ou reversao dos sintomas,
sinais e patologia subjacente da enfermidade / condi¢ao (por exemplo,
fibrose do figado, rim, ou intestino) e complicagbes relacionadas em
qualquer extensao suscetivel de ser detectada.

[00252] "Uma quantidade terapeuticamente efetiva" significa a
quantidade de acido obeticdlico que, quando administrado a um
mamifero para o tratamento de uma enfermidade, é suficiente para
realizar esse tratamento da enfermidade. A "quantidade
terapeuticamente efetiva" sera variavel na dependéncia do acido
obeticdlico, da enfermidade e sua gravidade e da idade, peso e outros
do mamifero a ser tratado.

[00253] Uma quantidade terapeuticamente efetiva de acido

obeticolico pode ser formulada com um carreador farmaceuticamente
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aceitavel para administracdo a um ser humano ou animal. Por essa
razao, acido obeticdlico ou suas formulacbes podem ser
administrados, por exemplo, por via oral, parentérica, ou tdpica, para
proporcionar uma quantidade efetiva do composto. De acordo com
concretizacdes alternativas, o acido obeticélico preparado de acordo
com a presente invengao pode ser usado para revestir ou impregnar
um dispositivo médico, por exemplo, uma ortese.

[00254] Da forma que € usado neste contexto "efeito farmacolégico”
abrange efeitos produzidos no paciente que conseguem o propdsito
pretendido de uma terapia. De acordo com uma concretizagdo, um
efeito farmacoldgico significa que indicagbdes preliminares do paciente
a ser tratado sao prevenidas, aleviadas, ou reduzidas. Por exemplo,
um efeito farmacolégico sera um que resultara na prevencéo, alivio ou
reducdo de indicagdes preliminares em um paciente tratado. De
acordo com outra concretizagao, um efeito farmacoldgico significa que
disturbios ou sintomas das indicagdes preliminares do paciente que
esta sendo tratado s&o prevenidas, aliviadas ou reduzidas. Por
exemplo, um efeito farmacolégico sera aquele que resulta na
prevencao ou reducao das indicagdes preliminares em um paciente
tratado.

[00255] A invencdo também compreende acido obeticdlico rotulado
isotopicamente, ou sais, solvato, ou conjugados de aminoacidos
farmaceuticamente aceitaveis do mesmo, que sao identicos aqueles
recitados nas férmulas da invengao e seguintes, mas para o fato de
gque um ou mais atomos sejam substituidos por um atomo que é
dotado de uma massa atdbmica ou numero de massa diferente da
massa atdbmica ou numero de massa mais comumente encontrado na
natureza. Exemplos de is6topos que podem ser incluidos dentro do
acido obeticdlico, ou sais, solvato, ou conjugados de aminoacidos dos

mesmos farmaceuticamente aceitaveis incluem isétopos de
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hidrogénio, carbono, nitrogénio, fltor, tais como 3H, ''C, '*C e "8F.

[00256] Acido obeticolico, ou sais, solvatos, ou conjugados de
aminoacidos do mesmo farmaceuticamente aceitaveis que contém os
is6topos mencionados anteriormente e / ou outros isétopos de outros
atomos estdo dentro do escopo da presente invengéo. Isotopically-
labeled acido obeticélico isotopicamente rotulado, ou sais, solvatos, ou
conjugados de aminoacidos do mesmo farmaceuticamente aceitaveis,
por exemplo, aqueles dentro dos quais isotopos radioativos, tais como
3H, '%C, sdo incluidos, séo de utilidade em farmacos e / ou ensaios de
distribuicdo de tecido de substrato. Isétopos tritiados, ou seja, °H, e
carbono-14, ou seja, C, sdo particularmente preferidos pela sua
facilidade de preparacao e detectabilidade. Além disso, a substituicdo
por isétopos mais pesados tais como deutério, ou seja, ?H, pode
proporcionar determinadas vantagens terapéuticas resultantes da
maior estabilidade metabdlica, por exemplo, increased in vivo half-life
ou reduced dosage requirements and, hence, may be preferred in
some circumstances, acido obeticdlico isotopicamente rotulado, ou
sais, solvatos, ou conjugados de aminoacidos do mesmo
farmaceuticamente aceitaveis podem ser de uma maneira geral
preparados por meio da realizacido dos procedimentos expostos nos
Esquemas e / ou nos Exemplos da invencédo, pela substituicdo de um
reagente isotopicamente rotulado facilmente disponivel por um
reagente nao isotopicamente rotulado. De acordo com uma
concretizagcao, acido obeticdlico, ou sais, solvatos, ou conjugados de
aminoacidos dos mesmos farmaceuticamente aceitaveis ndo sao
isotopicamente rotulados. De acordo com uma concretizagdo, acido
obeticolico deuterizado é de utilidade para ensaios bioanaliticos. De
acordo com outra concretizagao, acido obeticdlico, ou sais, solvatos,
ou conjugados de aminoacidos do mesmos farmaceuticamente

aceitaveis sao radio-rotulados.
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[00257] "Isbmeros Geométricos" significa os diasterebmeros que
devem sua existéncia a rotagdo impedida em torno de ligagdes duplas.
Estas configuragdes sao diferenciadas nos seus nomes pelos prefixos
cis e trans, ou Z bem como E, que indica que os grupos estdo no
mesmo ou no lado oposto da ligagdo dupla na molécula de acordo
com as regras Cahn-Ingold-Prelog.

[00258] "Solvatos" significa formas de adigdo de solventes que
contém quantidades de solvente sejam elas estequiométricas ou nao
estequiométricas. O acido obeticdlico pode ter uma tendéncia a
prender uma relagdo molar fixa de moléculas de solvente no estado
sélido cristalino, formando deste modo um solvato. Se o solvente for
agua o solvato formado é compreendido por um hidrato, quando o
solvente é alcool, o solvato formado é compreendido por um alcoolato.
Os hidratos sao formados pela combinagcdo de uma ou mais moléculas
de agua com uma das substancias em que a agua retém o seu estado
molecular na forma de H2O, sendo essa combinagdo capaz de formar
um ou mais hidratos. Addicionalmente, os compostos da presente
invencgao, por exemplo, os sais dos compostos, podem existir na forma
seja hidratada ou ndo hidratada (o anidro) ou os solvatos com outras
moléculas de solventes. Exemplos nao limitativos de hidratos incluem
monoidratos, diidratos, e assemelhados. Exemplos nao limitativos de
solvatos incluem os solvatos de etanol, os colvatos de acetona, e
assim por diante.

[00259] "Tautébmeros" refere-se aos compostos cujas estruturas
diferem acentuadamente na disposicdo dos atomos, mas que existem
em equilibrio facil e rapido. Deve ser compreendido que o acido
obeticélico pode ser descrito como diferentes tautdbmeros. Devera ser
igualmente compreendido que quando o acido obeticolico e
intermediarios sintéticos da invencdo sao dotados de formas

tautoméricas, todas as formas tautoméricas devem ser consideradas
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como incluidas dentro do escopo da invencdo, e a nomenclatura de
acido obeticdlico ndo exclui qualquer forma de tautdbmero. O acido
obeticdlico e intermediarios sintéticos da invengdo podem existir em
civersas formas tautiméricas, incluindo a ceto-enol. Por exemplo, no
tautomerismo ceto-endlico ocorre uma mudanga simultdnea de
elétrons e um atomo de hidrogénio. Os tautdémeros existem na forma
de misturas de um conjunto tautomérico em solugdo. Na forma sdlida,
usualmente ocorre a predominancia de um tautdmero. Mesmo que
possa ser descrito um tautdmero, a presente invencao inclui todos os
tautdmeros dos presentes compostos.

[00260] Por essa razao, devera ser compreendido que os isdmeros
decorrentes de atomos de carbono assimétricos (por exemplo, todos
os enantibmeros e diasteredmeros) estao incluidos dentro do escopo
da invencao, a nao ser que de outro modo indicado. Esses isbmeros
podem ser obtidos na forma substancialmente pura por meio de
técnicas de separacgao classicas e por meio de spintese controlada de
forma estereoquimica. Além disso, as estruturas e outros compostos e
porcdes discutidos no presente pedido também incluem todos os seus
tautdbmeros. Onde for apropriado, os alquenos podem incluir a
geometria E- ou Z. O acido obeticdlico e intermediarios sintéticos
podem existir na forma estereoisomérica e, por essa razao, podem ser
produzidos na forma de esterecisbmeros individuais ou as suas
misturas.

[00261] Uma “composicao farmaceutica" € uma formulacdo que
contém acido obeticdlico em uma forma adequada para a
administracdo a um paciente. De acordo com uma concretizagao, a
composicdao farmaceutica esta na forma a granel ou na forma de
dosagem unitaria. Pode ser vantajoso formular as composi¢ées na
forma de dosagem unitaria para facilidade de administragcdo e

uniformidade de dosagem. Da forma que € usado neste contexto a
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forma de dosagem unitaria refere-se a unidades fisicamente distintas
adequadas como dosagens unitarias para o paciente a ser tratado;
com cada unidade contendo uma quantidade predeterminada de
reagente ativo calculada de forma a produzir o efeito terapéutico
desejado em associagdo com o carreador farmacéutico requerido. As
especificagdes para as formas de dosagens unitarias da invengédo sao
ditadas e diretamente dependentesdas caracteristicas unicas do
reagente ativo e do efeito terapéutico particular a ser alcangado, e
pelas limitacdes inerentes na técnica de formacdo de composicdes de
tais agentes ativos para o tratamento de pessoas.

[00262] A forma de dosagem unitaria € qualquer uma de uma
variedade de formas, incluindo, por exemplo, uma capsula, uma bolsa
IV, um comprimido, uma unica bomba de um inalador de aerossol, ou
um frasco. A quantidade de acido obeticdlico (por exemplo, uma
formulagcédo de acido obeticélico, ou um sal, solvato, ou conjugado de
aminoacidos farmaceuticamente aceitavel do mesmo) em uma dose
unitaria da composicdo € uma quantidade efetiva e é variada de
acordo com o tratamento particular envolvido. Uma pessoa versada
na técnica compreendera que é por vezes necessario fazer variagoes
de rotina para a dosagem na dependéncia da idade e condi¢do do
paciente. A dosagem também sera dependente da via de
administracdo. Entra em consideragcdo uma variedade de vias,
incluindo oral, pulmonar, retal, parenteral, transdérmica, subcutanea,
intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, por inalagdo, bucal,
sublingual, intrapleural, intratecal, intranasal, e outras assemelhadas.
A forma de dosagem para a administracdo tépica ou transdérmica de
um composto desta invencgao inclui pos, sprays, unguentos, pastas,
cremes, logdes, géis, solucdes, emplastros e inalantes. De acordo
com uma concretizagao, o acido obeticélico € misturado sob condi¢cdes

estéreis com um carreador farmaceuticamente aceitavel, e com
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quaisquer preservativos, tampdes, ou propelentes que sejam
necessarios.

[00263] O termo “dose instantanea” refere-se as formulacées do
acido obeticolico que sé&o formas de dosagem de dispersao rapida.
[00264] O termo "liberacao imediata" € definido como uma liberacao
de acido obeticdlico a partir de uma forma de dosagem em um periodo
de tempo relativamente rapido, de uma maneira geral até cerca de 60
minutos. O termo "liberagcdo modificada" € definido de modo a inluir
liberagdo retardada, liberagdo prolongada, e liberagdo pulsada. O
termo "liberagao pulsada" é definido como uma série de liberacdes do
farmaco a partir de uma forma de dosagem. O termo “liberagdo
sustentada” ou “liberagcédo prolongada” é definido como uma liberagéo
continua de acido obeticdlico a partir de uma forma de dosagem
durante um periodo prolongado.

[00265] Um “sujeito” inclui mamiferos, por exemplo, seres humanos,
animais domésticos (por exemplo, caes, gatos, aves, e outros
assemelhados), animais de criagdo (por exemplo, vacas, ovelhas,
porcos, cavalos, galinhas, e assemelhados) e animais de laboratério
(por exemplo, ratos, camundongos, cobaias, passaros, e outros
assemelhados). De acordo com uma concretizagéo, o sujeito é um ser
humano. De acordo com uma concretizagao, o sujeito € uma crianga
humana (por exemplo, entre cerca de 30 kg até cerca de 70 kg). De
acordo com uma concretizacdo, a crianga humana teve um
procedimento de Kasai, onde o procedimento de Kasai efetivamente
da-lhes um conduto biliar funcional quando eles nascem seja sem um
conduto biliar ou com ele completamente bloqueado no nasdcimento.
[00266] Da forma que ¢é wusada neste contexto, a frase
“farmaceuticamente aceitavel” refere-se aqueles compostos, materiais,
composicdes, carreadores, e / ou formas de dosagem que sio, dentro

do escopo de um parecer medico, adequados para o0 uso em contacto
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com os tecidos dos seres humanos e animais sem toxicidade
excessiva, irritacdo, resposta alérgica, ou outro problema ou
complicagdo, comensuravel com uma proporgao razoavel de beneficio
/ risco.

[00267] “"Excipiente farmaceuticamente aceitavel" significa um
excipiente que é de utilidade na preparacdo de uma composicao
farmaceutica que € de uma maneira geral segura, ndo toxica e nem
biologicamente ou de outro modo indesejavel, e inclui excipiente que é
aceitavel para o uso veterinario bem como para o uso farmacéutico
humano. Um " excipiente farmaceuticamente aceitavel " da forma que
€ utilizado neste relatério e nas reivindicagdes inclui tanto um como
mais do que um desses excipientes.

[00268] Muito embora seja possivel administrar o acido obeticdlico
diretamente sem qualquer formulagdo, o acido obeticdlico é
usualmente administrado na forma de formulagdes farmacéuticas que
compreendem um excipiente farmaceuticamente aceitavel e acido
obeticdlico. Estas formulacbes podem ser administradas por meio de
uma variedade de vias incluindo oral, bucal, retal, intranasal,
transdérmica, subcutanea, intravenosa, intramuscular, e intranasal. As
formulacdes orais de acido obeticdlico sdo descritas adicionalmente
neste contexto sob a secdo intitulada “Formulacdo Oral e
Administracao”.

[00269] De acordo com uma concretizagdo, o acido obeticdlico
pode ser administrado de forma transdérmica. A fim de administra-lo
transdermicamente, € necessario um dispositivo de distribuicao
transdérmica ("emplastro "). Esses emplastros transdérmicos podem
ser usados para proporcionarem a infusao continua ou descontinua de
um composto da presente invencdo em quantidades controladas. A
construcao e utilizacdo de emplastris transdérmicos para a distribuigcao

de agentes farmacéuticos € amplamente conhecida na técnica. Vide,
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por exemplo, a patente U.S. N°. 5,023,252, Esses emplastros podem
ser construidos para a distribuicdo continua, pulsatil, ou conforme
demanda dos agentes farmacéuticos.

[00270] De acordo com uma concretizacdo da presente invencéo,
proporciona-se uma formulacdo farmacéutica que compreende pelo
menos acido obeticdlico tal como descrito anteriormente em uma
formulagdo adaptada para administragcdo bucal e / ou sublingual, ou
nasal. Esta concretizacido proporciona a administracdo de acido
obeticélico de uma maneira que evita complicagdes gastricas, tais
como o metabolismo de primeira passagem pelo sistema gastrico e /
ou através do figado. Esta via de administragdo também pode reduzir
os tempos de adsorgao, proporcionando o inicio mais rapido do
beneficio terapéutico. Os compostos da presente invencdo podem
proporcionar perfis de solubilidade particularmente favoraveis para
facilitar formulagbes sublinguais / bucais. Essas formulacbes
tipicamente requerem concentracbes relativamente altas dos
ingredientes ativos para distribuir quantidades suficientes dos
ingredientes ativos para a area de superficie limitada da mucosa
sublingual / bucal durante os periodos relativamente curtos que a
formulacao esta em contacto com a area de superficie, para permitir a
absorgao do ingreciente ativo. Deste modo, a atividade muito alta do
acido obeticolico, combinada com a sua alta solubilidade, facilita a sua
adequacao para a formulagao sublingual / bucal.

[00271] O acido obeticdlico é formulado de preferéncia em uma
forma de dosagem unitaria, cada unidade contendo entre cerca de 0,1
mg até cerca de 1500 mg. De acordo com outra concretizacao, a
formulacdo compreende cerca de 1 mg até cerca de 100 mg. De
acordo com outra concretizagao, a formulagdo compreende cerca de 1
mg até cerca de 50 mg. De acordo com outra concretizacido, a

formulacdo compreende cerca de 1 mg até cerca de 30 mg. De
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acordo com outra concretizagdo, a formulagdo compreende cerca de 4
mg até cerca de 26 mg. De acordo com outra concretizagdo, a
formulacdo compreende cerca de 5 mg até cerca de 25 mg. De
acordo com uma concretizacdo, a formulacdo compreende cerca de 1
mg até cerca de 2 mg. De acordo com uma concretizagdo, a
formulacdo compreende cerca de 1,2 mg até cerca de 1,8 mg. De
acordo com uma concretizacdo, a formulacdo compreende cerca de
1,3 mg até cerca de 1,7 mg. De acordo com uma concretizagdo, a
formulacdo compreende cerca de 1,5 mg. O termo "forma de
dosagem unitaria" refere-se a unidades fisicamente distintas
adequadas como dosagens unitarias para pacientes humanos e outros
mamiferos, com cada unidade contendo uma quantidade
predeterminada de material ativo calculada de modo a produzir o efeito
terapéutico desejado, em associacdo com um excipiente farmacéutico
adequado tal como descrito anteriormente neste contexto.

[00272]  Acido obeticdlico é de uma maneira geral efetivo sobre uma
ampla gama de dosagens. Por exemplo, as dosagens por dia
normalmente caem dentro da faixa de cerca de 0,0001 até cerca de 30
mg/kg de peso corporeo. No tratamento de seres humanos adultos, a
faixa de cerca de 0,1 até cerca de 15 mg / kg / dia, em uma unica dose
ou dividida, is especialmente preferida. Na concretizagdo, a
formulacdo compreende cerca de 0,1 mg até cerca de 1500 mg. De
acordo com outra concretizacéo, a formulagado compreende cerca de 1
mg até cerca de 100 mg. De acordo com outra concretizagdo, a
formulacdo compreende cerca de 1 mg até cerca de 50 mg. De
acordo com outra concretizacéo, a formulagado compreende cerca de 1
mg até cerca de 30 mg. De acordo com outra concretizagdo, a
formulacdo compreende cerca de 4 mg até cerca de 26 mg. De
acordo com outra concretizagao, a formulagdo compreende cerca de 5

mg até cerca de 25 mg. De acordo com uma concretizagdo, a
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formulacdo compreende cerca de 1 mg até cerca de 2 mg. De acordo
com uma concretizagédo, a formulagdo compreende cerca de 1,2 mg
até cerca de 1,8 mg. De acordo com uma concretizagdo, a formulagéo
compreende cerca de 1,3 mg até cerca de 1,7 mg. De acordo com
uma concretizagado, a formulagdo compreende cerca de 1,5 mg. N&o
obstante, sera compreendido que a quantidade de acido obeticdlico
efetivamente administrada sera determinada por um medico, a luz das
circunstancias relevantes, incluindo a condi¢cado a ser tratada, a via de
administracai selecionada, a forma de acido obeticdlico administrada,
a idade, o peso, e a resposta do paciente individual, e a gravidade dos
sintomas do paciente, e por essa razdo as faixas de dosagens
mencionadas retro ndo devem ser consideradas como limitativas do
escopo da invengdo em hipotese alguma. De acordo com alguns
casos niveis de dosagem inferiores ao limite inferior da faixa
mencionada anteriormente podem ser mais do que adequados, ao
mesmo tempo que em outros casos doses ainda maiores poderao ser
empregadas sem causarem qualquer efeito colateral prejudicial, a
partir do momento que essas dosagens maiores sejam primeiro
divididas em varias doses menores para administragdo ao longo do
dia.

[00273] “Processo da invencao” refere-se a um método para
preparar acido obeticdlico na forma descrita neste contexto, em que o
meétodo € compreendido de acido obeticdlico cristalino.

[00274] “Fibrose” refere-se a uma condicdo que envolve o
desenvolvimento de tecido conectivo fibroso excessivo, por exemplo,
tecido cicatricial, em um tecido ou 6rhdo. Essa geracédo de tecido
cicatricial pode ocorrer em resposta a infeccéo, inflamacéo, ou leséo
de orgado devida a uma enfermidade, trauma, toxicidade quimica, e
assim por diante. A fibrose pode desenvolver-se em uma variedade

de diferentes tecidos e orgaos, incluindo o figado, rim, intestino,
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pulmao, coragao, e assim por diante.

[00275] O termo “inibir’ ou “inibicdo”, da forma que é usado neste
contexto, refere-se a qualquer efeito positivo capaz de ser detectado
no desenvolvimento ou progressdo de uma enfermidade ou condigao.
Esse efeito positivo pode incluir o retardamento ou prevengao do inicio
de pelo menos um sintoma ou sinal da enfermidade ou condigéo, alivio
ou reversado do(s) sintoma(s) ou sinal(s), e retardando ou prevengao
do agravamento do(s) sintoma(s) ou sinal(s).

[00276] Da forma que € usado neste contexto, uma “condicao
colestatica” refere-se a qualquer enfermidade ou condicdo em que a
excrecao biliar a partir do figado € prejudicada ou bloqueada, o que
pode ocorrer tanto no figado quanto nos condutos biliares. A
colestase intrahepatica e colestase extrahepatica sdo os dois tipos de
condigdes colestaticas. A colestase Intrahepatica (que ocorre no
interior do figado) € mais comumente observada em cirrose biliar
primaria, colangite esclerosante primaria, septicemia (infecgéo
generalizada), hepatite alcodlica aguda, toxicidade de farmacos,
nutricdo parenteral total (sendo alimentados por via intravenosa),
fibrose cistica maligna, e gravidez. A colestase extrahepatica (que
ocorre no lado externo do figado) pode ser causada por tumores do
conduto biliar, estenoses, cistos, diverticulos, formacao de pedra no
conduto biliar comum, pancreatite, tumor ou pseudocisto pancreatico,
e compressado decorrente de uma massa ou tumor em um Orgao
préoximo.

[00277] Os sintomas clinicos e sinais de uma condigédo colestatica
incluem: coceira (prurite), fadiga, pele ou olhos ictéricos, incapacidade
em digerir determinados alimentos, nausea, vémito, fezes claras, urina
escura, e dor abdominal no quadrante superior direito. Um paciente
com uma condi¢ao colestatica pode ser diagnosticado e acompanhado

clinicamente com base em um conjunto de testes laboratoriais clinicos
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padrao, incluindo medigdo dos niveis de fosfatase alcalina, y-glutamil
transpeptidase (GGT), 5' nucleotidase, bilirrubina, acidos biliares, e
colesterol em um soro sanguineo do paciente. De uma maneira geral,
um paciente € diagnosticado como tendo uma condigao colestatica se
os niveis de soro de todos trés marcadores de diagndsticos de
fosfatase alcalina, GGT, e 5' nucleotidase, sao considerados
anormalmente elevados. O nivel de soro normal destes marcadores
pode variar em certo grau de laboratorio para laboratério e de
procedimento para procedimento, na dependéncia do protocolo de
teste. Deste modo, um medico sera capaz de determinar, com base
no procedimento de laboratdério e teste especifico, qual € um nivel de
sangue anormalmente elevado para cada um dos marcadores. Por
exemplo, um paciente que sofre de uma condicido colestatica de uma
maneira geral tem mais do que cerca de 125 U/l fosfatase alcalina,
mais do que cerca de 65 U/l de GGT, e mais do que cerca de 17 NIL
5' nucleotidase no sangue. Por causa da variabilidade no nivel de
marcadores do soro, uma condigao colestatica pode ser diagnosticada
com base nos niveis anormais destes trés marcadores adicionalmente
a pelo menos um dos sintomas mencionados anteriormente, tais como
coceira (prurite).

[00278] O termo “orgédo” refere-se a uma estrutura diferenciada
(como em um coragao, pulmao, rim, figado, e assemelhado) que
consiste de células e tecidos e que desempenha determinada fungao
especifica em um organismo. Este termo também abrange partes
corpéreas que desempenham uma fungcdo ou cooperam em uma
atividade (por exemplo, um olho e estruturas relacionadas que
compdem os 6rgaos visuais). O termo “6rgao” abrange ainda qualquer
estrutura parcial de células e tecidos diferenciados que ¢é
potencialmente capaz de se desenvolver em uma estrutura completa

(por exemplo, um I6bulo ou uma sec¢ado de um figado).
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[00279] Todas as publicagbes e documentos de patentes citados
neste contexto ficam aqui incluidos por referéncia como se cada um
desses documentos ou publicacbes fosse especificamente e
individualmente indicado para ser incluido neste contexto por
referéncia. A citagcdo de publicagdes e documentos de patentes ndo
pretende ser uma admissdo de que qualquer um deles é pertinente
como técnica anterior, nem constitui qualquer admissdo quanto ao
conteudo ou dados dos mesmos. A invengédo tendo sido até agora
descrita por meio de descrigdo escrita, aqueles versados na técnica
reconhecerdao que a invencao pode ser praticada segundo uma
variedade de concretizagbes e que a descrigao seguinte e Exemplos
adiante tém o propdsito de ilustracdo e nao de limitacdo das
reivindicagdes que se seguem.

[00280] No relatério, as formas do singular também incluem o
plural, a ndo ser que o contexto claramente determine de outro modo.
A ndo ser que de outro modo definido, todos os termos técnicos e
cientificos usados neste contexto tém o mesmo significado tal como é
comumente compreendido por aqueles versados na técnica a qual
esta invencao pertence. No caso de conflito, o presente relatério sera
determinante.

[00281] Todas as percentagens e propor¢bes usadas neste
contexto, a ndo ser que de outro modo indicado, sdo em peso.
EXEMPLOS

EXEMPLO 1: Sintese de acido obeticélico

[00282] Os numeros dos compostos usados neste procedimento

sintético referem-se aqueles encontrados no Esquema 1 e a reacao
gue corresponde a cada uma das etapas.

Etapa 1 — Preparacao de éster metilico de acido 3a -hidroxi -7 -ceto -
5B -colan -24 -6ico (1):
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1. MeOH, Hy804
COQH refluxo (62 °C)

2. NaOH, Act. Carbon

3. Filtragem

4. Hy0/ Precipitagdo  (10-15°C)
5. Isolamento

CO,CHj

HO HO™

acido 3a-hidroxi-7-ceto-5B-colan-24- 6ico éster metilico de acido 3a-hidroxi-7-ceto-5B-colan-24-dico
KLCA 1

Reacdo 1: Esterificagdo de acido C-24 carboxilico de acido 7-ceto
litocolico (KLCA)

[00283] Acido 3a-hidroxi-7-ceto-5B-colan-24-6ico (KLCA; 500,0 g,
1,28 mol) foi esterificado utilizando-se alcool metilico (2500 ml), na
presencga de catélise acida (acido sulfurico, 1,0 ml) e foi aquecido para
62°C até 64°C durante aproximadamente 3 horas, para se
proporcionar éster metilico de acido 3a -hidroxi -7 -ceto -5B -colan -24 -
oico (1). Nesta reacédo, the alcool metilico funciona como o reagente
de metilagdo, da mesma forma que como o solvente de reacdo. Para
o trabalho, o valor do pH foi ajustado com solugcdo de hidréxido de
sédio (2N) para pH 7,0 até 7,5, A solugado foi tratada com carbono
ativado (25 g) durante aproximadamente 30 minutos e filtrada para se
removerem os solidos de carbono. De uma forma alternativa, a
solucdo ndo foi tratada com carbono ativado. Para se precipitar o
produto, agua (625 ml) sob 10°C até 15°C foi adicionada durante 15
minutos e adicionou-se material de semeadura. A mistura de reacio
foi submetida a agitacdo durante 1 hora sob 10°C até 15°C. Outra
porcao de agua (1875 ml) foi adicionada durante cerca de 20 até 25
minutos. A suspensao do produto foi submetida a agitagdo durante 30
minutos sob 10°C até 15°C. O produto foi isolado com uma centrifuga
e lavado com uma mistura de metanol e agua (1:1, 350 ml). O
conteudo de agua do material umido foi quantificado por meio de Karl
Fischer (KF). O material foi submetido a secagem em um secador de
tambor sob vacuo atNMT 70°C. O material também pode ser usado na

etapa seguinte sem secagem. O rendimento (calculado no produto
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seco) € 501,4 g (1,24 mol, 96,8%).
Etapa 2 — Preparacio de éster metilico de acido 3a,7a -ditrimetilsililoxi
-5B -col -6 -en -24 -6ico (3):

1. THF/LDA, -25 °C

2. SCHA):CI

3. Acido Citrico aq./
Separacéo de Fase

4. Remocéo de Solvente
vac.l <50 °C

(H4C)5Si0"

éster metilico de &cido 3a-hidroxi-7-ceto-5B-colan-24-6ico éster metilico de acido 3a-trimetilsililoxi-7-ceto-5B-colan-24-6ico
1 2 (néo isolado)

(H4C)sSi0"

éster metilico de acido 3a,7-ditrimetilsililoxi-5B-col-6-en-24-6ico
3

Reacao 2: Formacao de éter de silenol a partir de éster metilico 7-ceto
litocdlico

[00284] O composto 1 (60,69 g, 150 mmol, calculado como
substancia seca), contendo agua residual e metanol, foi carrgado
dentro do reator sob condicao inerte e foi dissolvido em tetraidrofurano
(THF, 363 ml). A &agua e metanol foram removidos por meio de
destilacdo azeotrdpica repetida sob aproximadamente 65°C e pressao
normal. Adicionou-se THF ao residuo conforme necessario e a
destilacdo foi repetida aproximadamente 4 vezes. A solugéo
remanescente deve ser dotada de um teor de agua final de < 0,05%
(Titulacdo de Karl Fischer). Esta solugao foi pré-refrigerada para -20
°C até -25 °C e entdo clorotrimetilsilano (73,33 g, 675 mmol, 4,5
equivalentes)foi adicionado em cerca de 30 até 45 minutos. Sob
atmosfera de nitrogénio, carregaram-se diisopropil amida de litio
(solugdo a 28% de LDA, 900 mmol) e THF (504 ml) em um reator
inerte separado e refrigerou-se para -20°C até -25°C. A solucédo seca,
refrigerada, do composto 1, THF (84 ml), e clorotrimetilsilano foi
carregada para dentro da solugdo de LDA sob -20°C até -25°C. Entao,

a mistura de reacdo foi submetida a agitagdo durante
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aproximadamente 2 horas. Para a operagao, a mistura de reacao foi
adicionada a uma solugdo aquosa pré-refrigerada de acido citrico
(34,6 g em 300 ml) sob 2°C até 8°C. Depois da adi¢do, a fase aquosa
foi separada e descartada. A partir da fase orgénica, o liquido foi
removido por meio de destilagdo a vacuo sob uma maxima de 50°C. O
residuo isolado continha o composto 3 e alguns solventes residuais e
foi usado “nessa mesma forma” na etapa seguinte.

Etapa 3 — Preparacio de éster metilico de acido 3a -hidroxi -6 -

etilideno -7 -ceto -5B -colan -24 -6ico (4):

1. CH,Clp, H3CCHO, -60 °C

2. BF3x ACN, -60 °C

3. Agitagéo a 25 *C

4. NaOH/H,0Or Separacéo de Fase
5. Remocéo de Solvente 50 °C

HOY

(H3C)sSi0™

éster metilico de

acido 3a,7-ditrimetilsilioxi-5B-col-6-en-24-dico ester metilico de

3 4cido 3a-hidroxi-6-etilideno-7-ceto-5B-colan-24-bico
4

Reacao 3: Condensacéao de aldol do éter de silenol e acetaldeido

[00285] A solugdo do composto 3 (164,68 g, 300 mmol, calculado
como substancia seca) em THF foi carregada em um reator inerte.
Sob uma temperatura maxima de 50°C, quantidades residuais de THF
foram destiladas sob vacuo. A fim de prosseguir, o teor de agua no
residuo foi limitado a < 0,5% (titulacdo de Karl Fischer). O residuo foi
entdo dissolvido em diclorometano (200 ml) e pré-refrigerado para -
60°C até -65°C. Adicionou-se entado acetaldeido (33,8 ml, 600 mmol).
Sob atmosfera de nitrogénio, carregaram-se diclorometano (700 ml) e
trifluoreto de boro (solugcéo a 16%, em peso em acetonitrila, 318 g, 750
mmol) complexo de acetonitrila em um reator separado e entdo
refrigerou-se para -60°C até -65°C. Sob -60°C até -65°C, adicionou-se
a solugao de composto 3 seco. A mistura de reacao foi submetida a
agitacdo durante aproximadamente duas horas sob -60°C até -65°C,
aquecida para 23°C até 28°C, submetida a agitagdo durante

aproximadamente outras 3 horas e refrigerada para aproximadamente
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2°C até 10°C para a hidrélise / processamento. Para o
processamento, a solugdo refrigerada proveniente do reator foi
adicionada a uma solugdo aquosa pré-refrigerada de 50%, em peso,
de soda caustica (40 ml) e 660 ml de agua. Depois de cerca de 10
minutos de agitagcdo intensa, as fases foram separadas e a camada
organica (mais baixa) foi transferida para um reator separado. A partir
da camada organica, o solvente foi removido por meio de destilacéo
sob NMT 50°C na medida do possivel. O residuo, que consistia de o
composto 4 e alguns acetonitrilo remanescente e diclorometano, foi
descarregado em tambores. O composto 4A, uma mistura de
isbmeros E/Z também pode ser preparado por meio do procedimento
que se descreveu anteriormente para a etapa 3,

Etapa 4 — Preparacao de acido 3a-hidroxi-6-etilideno-7-ceto-53-colan-

24-6ico (5):

1. MeOH, NaOH, H,0, 50 °C

2. Separag&o de fases

3. Acido citrico, AcOEt,
Separacgao de Fases

4 Destilagdo com AcOEt

5. Cristalizacao a partir de EtOH HO\"
6. Seco sob vacuo (60°C)

éster metilico de acido 4cido 3a-hidroxi-6-etilideno-7-ceto-5B-colan-24-6ico
3a-hidroxi-6-etilideno-7-ceto-5B-colan-24-6ico 5

4

Reacéo 4: Saponificagao de éster C-24.

[00286] O composto 4 (258,37 g, 600 mmol, calculado na forma de
substancia seca) foi carregado para dentro de um reator unerte. Sob
uma temperatura de NMT 50°C, quantidades residuais de solvente
foram destiladas sob vacuo. O residuo foi dissolvido em metanol (360
ml) e agua (54 ml) e soda caustica 50%, em peso, (54 ml) foram
adicionados. A mistura de reagdo foi aquecida para 49°C até 53°C e
submetida a agitacao sob esta temperatura for pelo menos 2 horas. O
pH da mistura de reagao é apurado e verificado para ser > 12, Se o
pH é < 12, acrescenta-se NaOH adicional e o tempo de reacao de 2

horas € repetido. A solugdo foi diluida com agua (1000 ml) e a
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temperatura foi ajustada para 25°C até 35°C. Para o processamento,
deixou-se a mistura de reacdo repousar durante pelo menos 30
minutos. As fases foram separadas e a camada aquosa mais baixa foi
transferida para um reator separado e a camada organica foi
descartada. Acetato de etila (1400 ml) e acido citrico aquoso (244 g
em 480 ml) foram adicionados com agitagdo intensa a camada
aquosa. A mistura de reagado foi submetida a agitacdo sob 25°C até
35°C durante 10 minutos. As fases foram separadas e camada
aquosa mais baixa foi descartada. Acetato de etila foi destilado a
partir da camada organica e substituidos por acetato de etila (800 ml).
Esta operacéo foi repetida até o teor de agua do destilado ser NMT 1%
ou até ser alcangado um ponto de ebulicdo constante. A suspensao
foi refrigerada para 20°C até 25°C, submetida a agitagdo durante 30
minutos, e entdo o produto foi isolado e lavado com acetato de etila
(100 ml, 3 até 4 vezes). A secagem foi realizada em um secador de
tambor sob vacuo sob aproximadamente 60°C. O rendimento é de
118,71 g (47,5% a partir de KLCA) do composto bruto 5. O composto
4A, uma mistura de isbmeros E/Z também pode ser usada como
material de partida para produzir o composto 5A, uma mistura de
isomeros E/Z.

[00287] O composto bruto 5 foi entdo cristalizado utilizando-se
etanol. O composto bruto para cristalizacdo também pode ser uma
mistura de isémeros E/Z, composto 5A. Etanol (390 até 520 ml) e
composto bruto 5 (130 g) foram carregados em um reator inerte. Para
dissolver o composto bruto 5, a mistura de reacao foi aquecida para
refluxo. Entdo, a mistura de reacgao foi refrigerada em uma rampa de
resfriamento controlado para 15°C até 20°C durante um periodo de 3
até 5 horas por meio de um perfil linear. O composto cristalino 5A foi
isolado utilizando-se uma centrifuga e entdo lavado com acetato de

etila (50-100 ml, 2 vezes). Secagem foi realizada no secador de
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tambor sob vacuo e sob aproximadamente 60°C. Isto conduziu a 85,8
g (66%) de rendimento. Recolheu-se uma amostra para ensaio de
medicdo, pureza, e umidade do composto purificado 5. O composto
purificado 5 € compreendido pelo isbmero E de acido 3a -hidroxi -6 -
etilideno -7 -ceto -5B -colan -24 -6ico. Vide o Exemplo 2 para plenos
detalhes com relacdo a identificacdo e caracterizacdo do composto
purificado 5. O isolamento do composto purificado 5, o isbmero E,
pode ser opcional. Os isdmeros E e Z sdo dotados de solubilidades
diferentes. O isébmero E é menos soluvel e cristalizavel de forma tal
que o isbmero Z pode ser lavado.

[00288] Um método alternativo para preparar o composto 5 é o que
se segue. O composto 4 (111,96 g) foi carregado para dentro do
reator inerte. Sob um maximo de 50°C quantidades residuais de
solvente (por exemplo, acetonitrila, diclorometano) foram destiladas
sob vacuo. O residuo foi dissolvido em metanol (156 ml) e refrigerado
até cerca de 10°C. Agua corrente (23,4 ml) e soda caustica 50 %
(23,4 ml) foram adicionadas. A mistura de reacdo foi submetida a
agitacdo durante cerca de quatro horas sob cerca de 20°C até cerca
de 25°C. A solugéo foi diluida com agua corrente (433 ml) e tolueno
(144 ml) foi adicionado. Depois de agitagao, as fases foram separadas
e a camada mais baixa, aquosa, foi transferida para dentro do reator
inerte. A camada organica foi descartada. Ester etilico de acido
acético (607 ml) e uma solugéo de acido citrico (105,7 g em 208 ml de
agua) foram adicionados durante agitacdo intensa para a camada
aquosa. As fases foram separadas e a camada aquosa, mais baixa,
foi descartada. A camada organica foi transferida para dentro do
reator inerte. A partir da camada organica éster etilico de acido
acético foi destilado e substituido por éster etilico de acido acético
(347 ml). De acordo com uma concretizagdo, esta operagao foi

repetida com éster etilico de acido acético (173 ml) até o teor de agua
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do destilado ser ndo mais do que cerca de 1% ou até ser atingido um
ponto de ebulicdo constante. A presente suspensao foi refrigerada
para 20°C até 25°C. O composto 5 foi isolado e lavado com éster
etilico de acido acético (3 até 4 vezes cada uma de 43 ml) com
centrifuga inerte. Realizou-se secagem no secador de tambor sob
vacuo e sob aproximadamente 60°C (rendimento de 64,8% com base
no composto 1). O composto 4A (uma mistura de isbmeros E/Z)
também pode ser usado como material de partida para a etapa 4 para
produzir o composto 5A (uma mistura de isémeros E/Z).

Etapa 5 — Preparacio de acido 3a -hidroxi -6a -etil -7 -ceto -58 -colan -

24-6ico (6):

1. 50 % NaOH, H,0,
Pd/C, Hj, 25 °C/5 bar
2. Liberagéo de Hz
3. Agitagao sob 100°C
4. Filtragem de catalisador
5. Conc. HCIUnBuOAe, 40°C
Separacdo de fases
6. Carbono Ativ..40°C
7. Condensar por destilagao
8. Cristalizago a partir de nBuOAc o
9. Secagem sob 60°C HO

acido 3a-hidroxi-6-etilideno-7-ceto-5B-colan-24-6ico acido 3a-hidroxi-6a-etil-7-ceto-5B-colan-24-dico
5 6

Reacao 5: Hidrogenagao da porgcao de 6-etilideno

[00289] Uma mistura de composto purificado 5 (110 g, 264 mmol),
agua (1100 ml), solugdo de soda caustica (35,8 ml, 682 mmol) sob
50% e catalisador de paladio (Pd/C, 11 g) foi carregada em um reator
de hidrogenacdo. A temperatura foi ajustada para 25°C até 35°C e o
reator foi lavado trés vezes com nitrogénio (2 bar) e trés vezes com
hidrogénio (1 bar). Estes valores de pressao foram dados em relagao
a pressao ambiente (= 0 bar). Uma presséo de 5 bar foi aplicada e a
mistura de reagao foi aquecida para 100°C (para isomerizagao para a
posicao alfa) durante um periodo de 1,5 horas e entdo submetida a
agitacédo durante 3 horas ao mesmo tempo que se mantinha a pressao
de hidrogénio sob 4,5 até 5 bar. A mistura de reagédo foi entaso
refrigerada para 40°C até 50°C. Para o processamento, o Pd/C é

filtrado. Ao filtrado adicionaram-se acetato de n-butila (1320 ml) e
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acido cloridrico (67,8 ml, 815 mmol, 37%). A fase aquosa foi separada
e descartada. A fase organica foi tratada com carbono ativado (5,5 g)
durante cerca de 10 minutos sob 40 até 50°C. O carbono ativado foi
fitrado e o filtrado foi condensado por meio de destilacdo e a
suspensao resultante foi refrigerada para 15°C até 20°C durante um
periodo de 2 até 3 horas. O composto 6 precipitado foi isolado e
lavado com acetato de n-butila (160 ml). O produto foi filtrado
utilizando-se um filtro de pressdo. A secagem foi realizada no filtro de
pressao sob vacuo sob aproximadamente 60°C. Isto conduziu a 89,8
g (81,2%) de composto 6. O composto 5A, uma mistura de isbmeros
E/Z, pode ser utilizado na etapa 5 para preparar o composto 6.

Etapa 6 — Preparacio de acido 3a,7a -diidroxi -6a -etil -583 -colan -24 -

Oico (acido obeticolico):

1. Hy0, NaCH,Refluxo (90 *C)

2. Addition of NaBH,, 90 °C (refluxo)
3. Acido citrico, nBuOAc,, 40 °C

4. Destilagéo a partir de nBuOAc

5. Cristalizagéo a partir de nBuOAc }
6. Recristalizagao a partir de nBuOAc HO““
7. Secagem sob vacuo a 80°C

acido 3a-hidroxi-6a-etil- 7-ceto-5B-colan-24-6ico eido 3a,?a—d}|d-roxi—ﬁa—etil—ﬁ'B‘—colanl—24—é-|co
6 Forma C de acido obeticolico cristalino

Reacgao 6: Redugao seletiva do grupo 7-ceto para o grupo 7o-hidroxi

[00290] Uma mistura de compound 6 (86 g, 205,4 mmol), agua (688
ml) e solugéo de hidroxido de sddio a 50% (56,4 ml) foi levada a reagir
com boroidreto de sédio (7,77 g, 205,4 mmol) em uma mistura de 50%,
em peso, de solugao de hidroxido de sodio (1,5 ml) e agua (20 ml) sob
90°C até 105°C. A mistura de reacao foi aquecida para refluxo e
submetida a agitagdo durante pelo menos 3 horas. Para o
processamento, depois de a e reagao estar completa, a mistura de
reagao foi refrigerada para aproximadamente 80°C e transferida para
um reator refrigerado. Sob 30°C até 50°C, acetato de n-butila (860 ml)
e acido citrico (320,2 g, anidro) em agua (491 ml) foram adicionados.

A fase aquosa foi separada e descartada depois de verificacdo do
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valor do pH para certificagdo de que o mesmo era acido. A fase
organica foi transferida e destilada. O residuo foi diluido com acetato
de n-butila e foi refrigerado lentamente para 15°C até 20°C e o acido
obeticélico bruto foi filtrado utilizando-se uma centrifuga. O produto
umido foi cristalizado a partir de acetato de n-butila. O produto acido
obeticélico foi isolados e lavado com acetato de n-butila (43 ml, 4
vezes) em um filtro de presséo inerte. A secagem foi realizada no
filtro de pressao inerte sob vacuo sob aproximadamente 80°C. Isto
conduzir a 67,34 g (77,9%) de acido obeticélico cristalino. Vide
Exemplo 3 para detalhes completos com relacdo a identificacdo e
caracterizacado do acido obeticdlico cristalino.

Etapa 7 — Preparacido da Forma 1 de acido obeticolico:

1. Hp0, NaCOH, Dissolugdo, 30°C
2. HCl, Precipitagéo, HzO

3. Secagem sob vacuo a 50°C
s e

acido 3a,7a-diidroxi-6a-etil-5B-colan-24-dico Forma 1 de acido obeticélico
Forma C de acido obeticélico cristalino

Reacéao 7: Preparacao da Forma 1 de acido obeticdlico a partir da
Forma C de acido obeticdlico cristalino

[00291] A Forma C de 4&cido obeticolico cristalino (58 g) foi
dissolvida em agua (870 ml) e solucdo de soda caustica (50%, 8,7 ml,
166 mmol) sob 30°C até 40°C. A mistura foi submetida a agitagao até
todos os solidos serem dissolvidos. O produto foi precipitado
utilizando-se o0 processamento exposto em seguida. A solugédo de
acido obeticdlico foi adicionada lentamente por intermédio de um filtro
para acido cloridrico diluido (37%, 16,05 ml, 193 mmol) em agua (870
ml) sob 30°C até 40°C. A suspenséo foi submetida a agitacao durante
aproximadamente 30 minutos sob 30°C até 40°C e entéo refrigerada
para ndo mais do que (NMT) 20°C. O produto foi isolado e lavado com

agua (465 ml, 6 vezes) no filtro de pressao inerte. Realizou-se a
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secagem no filtro de pressao sob vacuo sob uma temperatura de NMT
50°C. Isto conduziu a 53,2 g (91,7%) da Forma 1 de acido obeticdlico.
EXEMPLO 2: Caracterizacado de acido E -3a -hidroxi -6 -etilideno -7 -

ceto -53 -colan -24 -dico (5)

[00292] O composto 5 é o intermediario chave para o processo do
presente pedido. O composto foi isolado a partir de acetato de etila e
foi entéo cristalizado a partir de etanol. O composto 5 altamente puro
permite a producdo eficiente e de alto rendimento do composto 6 e
subsequentemente da Forma C de acido obeticdélico cristalino e da
Forma 1 de acido obeticolico, incluindo o acido obeticdlico
substancialmente puro.

[00293] A estrutura do composto 5 a partir da etapa 4 no Exemplo 1
foi confirmada utilizando-se 'H NMR, '3C NMR, e massa spec. O
produto bruto proveniente da etapa 4 resultou em um produto principal
sob o tempo de retencéo (RT) de 27,457 min. e um produto minoritario
sob RT 28,078 min. no cromatograma de UV gerado pelo método 1 de
controle de qualidade por meio de acoplamento de LC / MS. Os dois

produtos sao os isbmeros E/Z do composto 5:

HO"" HO™" 0

Massa Exata =416.2527
Férmula Molecular =C26 H4004

[00294] Estes dois isbmeros mostram a mesma massa exata e a
mesma fragmentagcdo no espectro de MS/MS. Eles ndo podem ser
diferengados pelos dados espectrométricos de massa.

[00295] Utilizando-se um meétodo semi-preparatorio para isolar os
picos dos isGbmeros E/Z, as estruturas dos isbmeros E/Z foram
confirmadas utilizando-se uma abordagem de dois estagios. O

meétodo 1 de controle de qualidade de HPLC usou um tampao de acido
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fosférico nao volatil e deste modo, nao foi possivel o acoplamento de
LC / MS direto com o tampao nao volatil. Testes preliminares para
ajustagem do método mostraram que aomente um método de UPLC
permitiu numeros muito elevados de placas para a separacio
adequada dos isdbmetros E / Z. A abordagem de dois estagios foi a
seguinte: A etapa A foi compreendida pela identificagdo dos isbmeros
E/Z em duas amostras com o novo método de UPLC / MS
desenvolvido e a etapa B foi compreendida pelo isolamento da fracao
dos picos dos isdmeros E/Z com o método 2 de HPLC e subsequente
identificacdo com o método 1 de UPLC / MS. Os detalhes
experimentais dos métodos foram os seguintes:

Tabela C

1, Método UPLC compativel com MS (método 1)

Instrumento: | Acoplamento de UPLC Accela com LTQ
Coluna: 200 x 2mm Hypersil Gold 1,9 um

_ A: Agua + 10 mM Aménio formiato + 0,1% Acido
Eluente:

férmico

Gradiente: 45% B em 20 minutos até 60% B (10 min. isocratico)
Fluxo: 0,4 ml/min., temperatura de coluna 40°C
Deteccéo: MS: lons positivos e negativos de ESI ; UV: PDA
Massa R=100000 ICR
Amostra: 1 mg / ml em water/acetonitrila (1:1), 3ul/20ul injetado

2, HPLC (método 2)
Instrumento: | Agilent1100 HPLC (Agilent Technologies)

Coluna: 125 x 4mm Purospher STAR C18 5L m

Eluente: A: Agua pH 2,6 com acido fosférico
B: Acetonitrila

Gradiente: 30% B em 10 minutos até 35% B em 30 minutos até
60% B

Fluxo: 1 ml/min., temperatura da coluna 35°C

Deteccao: UV: DAD 200 - 400 nm (UVA 200 nm)

Amostra: 10 mg / ml em agua/acetonitrila (9:1), 25ul injetado
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[00296] Os resultados estdo ilustrados nas Figuras 1 e 2. As
Figuras 1 e 2 sdo cromatogramas de UPLC UV / MS para “composto
bruto 5” (Figura 1) e composto 5 “referéncia purificada” (Figura 2)
obtida em uma coluna de UPLC de alto desempenho. Para a Figura 1,
a amostra foi dissolvida sob 1 mg/ml em ACN/H20 1:1; 200x2mm
Hypersil GOLD R122; LMA:H20+10 mM AF + 0,1% HFo; LMB:ACN;
45%-20-60% (10); 0,4ml/min.; 40°C; UVA=200 nm; volume de injegcéo
3 ul. Para a Figura 2, a amostra foi dissolvida sob 1 mg/ml em
ACN/H20; 200x2 mm Hypersil GOLD R122; A: 10 mM AF + 0,1% HFo;
B:ACN; 45%-20-60% B(10); 0,4 mi/min.; volume de injegdo 20 pl.
Tanto em uma amostra como na outra, o peso molecular do
componente principal (RT 9,92 min.) e do componente secundario (RT
10,77 min.) foi o mesmo que era esperado e as massas exatas dos
dois compostos foram compativeis com as estruturas proporcionadas
conforme ilustradas nas Tabelas D e E de dados da medicédo de ions
positivos e negativos ilustrada em seguida:

Tabela D: Dados da medicao de ions positivos

RT (min.) ionm/z Foérmula Proposta de Estrutura
9,98 417,30008 Ca2g Ha1 O4 M+H Isémero E
AM 0,35 ppm
833,59381 Cs2 Hg1 Os 2M +H Isémero E
AM 1,45 ppm
850,61938 Cs2 Hsa Os N 2M + NH4 Isémero E
AM 0,28 ppm
10,77 417,30023 Cag Ha1 O4 M+H Isémero Z
833,59409 Cs2 Hs1 Os 2M + H Isbmero Z

850,61984 Cs2 Hsa Os N 2M + NH4 Isémero Z
Tabela E: Dados da medic&o de ions negativos
RT (min.) fonm/z Formula Proposta de Estrutura
9,98 415,28520 C2s Hzg O4 M-H Isbmero Z
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AM 0,44 ppm

481,29051 C27 H41 Og M + Formiato Isdbmero
AM 0,76 ppm Z

831,57683 Cs2 H79 Os 2M — H Isbmero Z
AM 1,46 ppm

10,77 415,28545 C2s H39 O4 M-H Isbmero E
461,29069 C27 Ha1 Os M + Formiato Isdbmero
E
831,57739 Cs2 H79 Os 2M - H Isébmero E

[00297] Para assegurar a portabilidade de o método 2 de HPLC de
controle de qualidade, a separagéo original foi repetida exatamente
sob as condi¢des prescritas. O pico principal e o pico menor foram
isolados como semi preparatorios. O cromatograma de UV resultante
com as posi¢gdes marcadas das fragdes presas esta ilustrado na Figura
3, A Figura 3 € um cromatograma de UV do composto bruto 5
utilizando-se o método 2 de HPLC; 125 x 4 mm Purospher STAR C18
5 um AG; LMA:H20 pH 2,6 mit H3PO4; LMB:ACN; 30%B-10-35%-30-
60%-1-90%(9); 1 ml/min.; 35°C; UVA=200 nm; ohne MS; 25 ml.
Subsequentemente, as fracbes isoladas foram analisadas
separadamente com o método UPLC/MS recém desenvolvido. Para a
avaliacao do rastreamento de ions precisos dos ions quasimoleculares
utilizou-se [2M+NH4] sob 850,61914+3ppm. Os cromatogramas
resultantes da fragao de pico principal, da fragdo de pico secundario e
das duas amostras estao ilustrados na Figura 4 (A-D). Os estudos de
MS mostraram que os dois picos gerados pelo método 2 de copntrole
de qualidade sob RT 27,457 min. e sob RT 28,078 min. sdo dois
isdbmeros com a formula C2eHs004, Esta férmula é coerente com a
estrutura proposta para os isbmeros E/Z. Deste modo, o
desenvolvimento do método UPLC-MS demonstrou que os isbmeros

E/Z do acido 3a -hidroxi -etiliden -7 -ceto -5B -cdlico -24 sao
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cromatograficamente separaveis com alta resolugcdo. Os dados de MS
precisos provenientes do espectrdmetro de massa FR-ICR séo
compativeis com a estrutura proposta para os isbmeros E/Z. Tanto
para um como para o outro dos isbmeros, a mesma formula CoeH4004
foi derivada.

[00298] Devido ao isolamento semi-preparatorio dos picos de
isbmeros E/Z- com | método 2 do HPLC e subsequente identificagao
com o método UPLC-MS os inventores podem demonstrar que os dois
picos gerados pelo método 2 de controle de qualidade (RT 27,457
minutos e RT 28,078 minutos, vide a Figura 1) sdo os dois isbmeros
com a férmula C2eH4004. Esta formula é coerente com a proposta de
estrutura para os isdmeros E/Z. Em conjunto com € compreendido por
resultados de NMR descritos mais adiante obtiveram-se as seguintes
designagdes: RT 27,457 minutos pertence ao é isbmero E e RT 28,078
minutos ao isdbmero Z.

[00299] A designacgido das mudangas de 'H e '3C para o isdbmero E
de acido 3a-hidroxi-etiliden-7-ceto-53-colico-24 esta ilustrada em
seguida. As mudancas foram avaliadas de acordo com “L. Bettarello

et al., Il Farmaco 55 (2000), 51-55" (substancia acido 3a -hidroxi -7 -

ceto -5 -colan -24 -6ico).

Tabela F: Designagdo de Mudangas de 'H ("H-NMR, 500 MHz, 303K,
CDsOD)
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[ Mudanga quimica [ppm]

Intensidade [H]

Multiplicidade

Designagao

| 6.10

25

3.61

3

2.69

5

2.28

23

1.72

26

1.05

19

0.99

21

WWWWN== =

0,70

w|olnooo|Z 0
=0

18

Tabela G: Designagéo de Mudancgas de *C (*C-NMR, 125 MHz,

303K, CDsOD)

| Mudanga quimica [ppm)] | Multiplicidade Designagio
207.5 S 7
178.1 S 24
145.3 S 6
130.4 D 25
71.0 D 3
56.0 S 17
52.0 e 50.1 D cada um 8 e 14
46.9 D 5
447 S 13
40.7 D 9
40.3 T 12*
38.3 T 4*
36.5 D 20
35.8 S 10
35.4 T 1
323 e 320 T cada um 22 e 23
30.5 T 2%
294 T 16*
27.0 T 15*
23.2 Q 19
22.4 T 11
18.9 Q 21
12.7 Q 26
12.5 Q 18

S = singuleto
D = dupleto

T = tripleto

Q = quarteto
M = multipleto

DD = dubleto de dobletos
DT = Dubleto de tripletos

EXEMPLO 3: Caracterizacdo da Forma C de acido obeticolico
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cristalino

[00300] A caracterizacdo de estado soélido completo do produto
proveniente da etapa 6 do Esquema 1 e Exemplo 1 mostrou que o
acido obeticolico é cristalino. Esta forma cristalina é rotulada como
Forma C. Em seguida apresenta-se uma tabela que resume a
caracterizacdo da Forma C do acido obeticdlico cristalino:

Tabela G: Sumario das Caracterisiticas da Forma C de acido

obeticdlico cristalino

Técnica Forma C do acido obeticdlico
cristalino

aparéncia P6 Branco

NMR Consistent com supplied structure ca.

3,5% w/w heptane

XRPD Cristalino

TGA Perdas de peso entre r.t. até 85°C
(0,4%) e 85-115°C (4,1%)

DSC Endotermia com inicio em 97,9°C

GVS Levemente higroscépico, 1,2% de

absorgéo de agua sob 90% RH

Determinacéo de Agua 1,5% plp

Karl Fisher
Estabilidade sob Nenhuma mudanc¢a na forma ou
40°C/75% RH cristalinidade

Analise Térmica
[00301] Dados de DSC (Calorimetria de Varredura Diferencial)

foram coletados em um Mettler DSC 823e equipado com um auto-

amostrador de 34 posigdes. O instrumento foi calibrado para energia e
temperatura utilizando-se indio certificado. Tipicamente 0,5-1 mg de
cada amostra sample, em uma panela de aluminio perfurada, foi

aquecida sob 10°C'min"' a partir de 25°C até 350°C. Uma purga de
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nitrogénio sob 50 ml-min' foi mantida sobre a amostra. O software de
controle de instrumento e analise de dados foi um STARe v 9,20,
[00302] Dados de TGA (Analise Termo-Gravimétrica) foram
coletados em um Mettler TGA/SDTA 851e equipado com um
amostrador automatico de 34 posi¢des. A temperatura do instrumento
foi calibrada utilizando-se indio certificado. Tipicamente 5-10 mg de
cada amostra foram carregados em um cadinho de aluminio
previamente pesado e foi aquecido para 10°C-min' a partir da
temperatura ambiente até 300°C. Uma purga de nitrogénio de 50
ml-min”' foi maintida sobre a amostra. O software de controle de
instrumento e anagise de dados foi um STARe v 9,20,

[00303] Duas etapas de perda de peso foram observadas por meio
de TGA de Forma C de acido obeticdlico cristalino. A primeira ocorreu
entre a temperatura ambiente (r.t.) e 85°C (0,41 %) e a segunda
ocorreu entre 85°C-115°C (4,10 %). A primeira etapa da perda de
peso pode ser atribuida a perda de agua, com a segunda etapa sendo
atribuida a perda da agua remanescente (agua responsavel por perda
de peso em torno de 1,2%em peso) e a perda de heptano de ligacéo
(perda de peso de ca. 3,4%). A Forma C de acido obeticdlico cristalino
continha entre 0,15 e 0,2 mols de solvente (heptano) e ca. 1,5%, p/p
(0,3 mols). O termograma de DSC thermogram da Forma C de acido
obeticdlico cristalino continha uma endotermia. Esta foi bastante
acentuada e teve inicio em torno de 98°C, vide Figura 6. Solventes
diferentes teriam diferentes pontos de ebulicdo e, portanto, se
evaporariam sob diferentes temperaturas dentro das experiéncias de
DSC e TGA.

Andlise de Difracéo de P$ ao Raio-X (XRPD)

Bruker AXS C2 GADDS

[00304] Padrbes de Difragdo de P6 ao Raio-X foram coletados em
um difratdmetro Bruker AXS C2 GADDS utilizando-se radiagdo Cu Ka
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(40 kV, 40 mA), estagio XYZ automatizado, microscépio video de laser
para posicionamento de auto amostra e um detector de area
bidimensional HiStar. A Optica de raio-X consistia de um unico
espelho de varias camadas Gobel acoplado com um colimador de
furos de pino de 0,3 mm. Realizou-se uma verificagdo de
desempenho semanal utilizando-se um NIST 1976 Corundum padrdo
certificado (‘laca plana).

[00305] A divergéncia do feixe, ou seja, a dimenséo efetiva do feixe
de raio-X na amostra, foi de aproximadamente 4 mm. Empregou-se
uma modalidade de varredura continua 6-6 com uma disténcia de
amostra — detector de 20 cm o que proporciona uma faixa 26 efetiva
de 3,2 ° — 29,7 °. Tipicamente, a amostra foi exposta ao feixe de raio-
X durante 120 segundos. O software usado para a coleta de dados foi
GADDS para WNT 4.1.16 e os dados foram analisados e
apresentados utilizando-se Diffrac Plus EVA v 9.0.0.2 ou v 13.0.0.2.
[00306] Condicbes ambientias: Amostras processadas sob
condicdes ambientais foram preparadas na forma de espécimes de
placa plana utilizando-se po6 tal como recebido sem moagem.
Aproximadamente 1-2 mg da amostra foram levemente pressionados
em uma lamina de vidro para se obter uma superficie plana.

[00307] Condi¢cdes ndao ambientais: Amostras processadas sob
condigdes ndo ambientais foram montadas em uma pastilha de
silicone com composto condutor de calor. A amostra foi entao
aquecida para a temperatura apropriada sob cerca de 10°C-min”' e
subsequentemente mantida isotermicamente durante cerca de 1
minuto antes de ser iniciada a coleta de dados.

Bruker AXS/Siemens D5000

[00308] Coletaram-se padrbes de Difracdo de P6 ao raio-X em um
difratdmetro Siemens D5000 utilizando-se radiagédo de Cu Ka (40 kV,

40 mA), gonidmetro 6-8, divergéncia de V20 e ranhuras receptoras,
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um monocromador secundario de grafite e um contador de cintilagao.
O instrumento é verificado quanto a desempenho utilizando-se um
padrdo de Corundum certificado (NIST 1976). O software utilizado
para a coleta de dados foi o Diffrac Plus XRD Commander v2.3.1 e 0s
dados foram analisados e apresentados utilizando-se Diffrac Plus EVA
v 11.0.0.2 ou v 13.0.0.2.

[00309] As amostras foram processadas sob condigcdes ambientais
na forma de espécies de chapa plana utilizando-se pd tal como
recebido. Aproximadamente 20 mg da amostra foram delicadamente
acondicionados dentro de uma cavidade cortada na pastilha de silicio
polida de fundo zero (510). Durante a analise a amostra foi rodada no
seu proprio plano. Os detalhes da coleta de dados sao:

* Faixa angular: 2 até 42 °26

* Dimensao da etapa: 0,05 °26

« Tempo de coleta: 4 s-etapa’’

Bruker AXS D8 Advance

[00310] Coletaram-se padrdes de difra;cdo de p6 por raio X em um
difratdmetro Bruker D8 utilizando-se radiagdo Cu Ka (40 kV, 40 mA),
gonidmetro 06-26, e divergéncia de V4 e ranhuras receptoras, um
monocromador Ge e um detector Lynxeye. O desempenho do
instrumento é verificado utilizando-se um padrao Corundum certificado
(NIST 1976). O software utilizado para a coleta de dados foi o Diffrac
Plus XRD Commander v 2.5.0 e os dados foram analisados e
apresentados utilizando-se o Diffrac Plus EVA v 11.0.0.2 ou v 13.0.0.2.
[00311] As amostras foram processadas sob condigdes ambientais
na forma de espécimes de placas planas utilizando-se o p6 tal como
recebido. Aproximadamente 5 mg da amostra foram delicadamente
acondicionados dentro de uma cavidade cortada na pastilha de silicio
polida de fundo zero (510). Durante a analise a amostra foi rodada no

seu proprio plano. Os detalhes da coleta de dados sao:
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* Faixa angular: 2 até 42 °26

* Dimensao da etapa: 0,05 °260

« Tempo de coleta: 0,5 s-etapa™

[00312] XRPD mostrou que o poé isolado a partir da etapa 6 do
processo da invencgao foi coletado no Bruker AXS D8 Advance. Vide
Figura 5, Os dados correspondentes para o difratograma de raios-X
encontram-se apresentados na tabela exposta a seguir. O software
utilizado para a coleta de dados foi o Diffrac Plus XRD Commander
v2.6.1 e os dados foram analisados e apresentados utilizando-se o
Diffrac Plus EVA v13.0.0.2 ou v15.0.0.0. As amostras foram
processadas sob condigdes ambientais na forma de espécimes de
placas planas utilizando-se o p6 tal como recebido. A amostra foi
delicadamente acondicionada dentro de uma cavidade cortada na
pastilha de silicio polida de fundo zero (510). Durante a analise a
amostra foi rodada no seu préprio plano. Os detalhes da coleta de
dados s&o:

* Faixa angular: 2 até 42 °26

* Dimensao da etapa: 0,05 °26

« Tempo de coleta: 0,5 s-etapa™

Tabela H: Dados de Difratograma por raios-X da Forma C de acido

obeticodlico cristalino

Pico Angulo 2-Teta (deg) valor d (Angstrom)
1 4,2 21,0203

2 6,35 13,90839

3 8,298 10,64718

4 9,5 9,30229

5 11,05 8,00042

6 12,246 7,22192

7 12,498 7,07692

8 12,647 6,99367
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9 15,497 5,71337
10 15,843 5,5895

11 15,998 5,63561
12 16,346 5,41836
13 16,695 5,30601
14 16,996 5,21251
15 17,849 4,96547
16 18,593 4,76844
17 18,798 4,71689
18 19,047 4,65579
19 20,493 4,33041
20 20,894 4,24808

[00313] A VT-XRPD (Difragdo de Raios-X de Temperatura Variavel)
revelou que a endotermia observada no termograma de DSC
correspondia to the dessolvatagdo da amostra quando nenhuma
mudanca de forma foi observada no aquecimento. Existe uma
diferenca de temperaturas entre o DSC e os dados de VT-XRPD
quando a experiéncia de VT-XRPD foi realizada em um amplo espaco
com a amostra exposta enquanto que a experiéncia de DSC foi
realizada em um espaco confinado, fechado. Esta diferenga situa-se
em torno de 20°C e explica por que a amostra foi fundida a uma
temperatura muito mais baixa na experiéncia de DSC e a amostra
ainda se apresenta cristalina sob 110°C na experiéncia de VT-XRPD.
A VT-XRPD mostra que a secagem do solvente a partir do material
resultou na perda de cristalinidade que € consistente com o material
que esta em uma forma solvatada. Vide Figura 7,

Sorcdo de Vapor Gravimétrico (GVS)

[00314] Obtiveram-se isotermas de sorgdo utilizando-se um
analisador de sor¢cdo de umidade intrinseca de SMS DVS, controlado

por meio de software DVS Intrinsic Control software v 1.0.0.30. A
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temperatura da amostra foi mantida sob 25°C por meio dos controles
de instrumento. A umidade foi controlada pela mistura de correntes de
nitrogénio seco e Umido, com uma taxa de fluxo total de 200 ml-min-".
A umidade relativa foi medida por meio de uma sonda Rotronic
calibrada (faixa dinamica de 1,0-100% RH), localizada préxima da
amostra. A alteragcdo do peso, (relaxamento de massa) da amostra
como uma funcdo da % de RH (umidade relativa) foi monitorada
constantemente pela microbalanga (preciséo de +0,005 mg).

[00315] Colocaram-se de 5 até 20 mg de amostra em uma cesta de
malha de aco inoxidavel de tara determinada sob as condi¢bes
ambientais. A amostra foi carregada e descarregada sob 40% de RH
e 25°C (condigbes ambientais tipicas). A sor¢do de umidade
isotérmica foi realizada tal como salientada adiante (com 2 varreduras
proporcionando 1 ciclo completo). A isotermia padréao foi realizada sob
25°C sob 10% de RH a intervalos sobre uma faixa de RH de 0,5-90%.
A andlise de dados foi obtida em Microsoft Excel utilizando-se o DVS
Analysis Suite v6.0.0.7. Os Parametros do Método para Experiéncias

Intrinsecas de SMS DVS sao os seguintes:

Parametros Valores
Adsorcao — Varredura 1 40 - 90%
Desorcéao / Adsorcaso — Varredura 2 90 -0,0-40%
Intervalos (% RH) 10
Numero de Varreduras 2
Taxa de fluxo (ml min™") 200
Temperatura (°C) 25
Estabilidade (°C/min™) 0,2
Tempo de sorgéo (horas) 6 horas tempo limite

[00316] A amostra foi recuperada depois da conclusdo da isotermia
e reanalisada por meio de XRPD.

[00317] A analise da Forma C de acido obeticdlico cristalino
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mostrou gie a amostra estava levemente higroscépica quando um
aumento de massa de 1,18% foi observado entre 0-90% de RH. Esta
captacédo de agua foi estavel durante toda a analise e alcangou-se o
equilibrio em todas as etapas. A histerese da curva foi pequena
indicando que a amostra perdeu facilmente a agua que ela ditnha
captado. A analise de XRPD depois da analise de GVS mostrou que a
amostra permaneceu inalterada. Vide Figuras 8A, 8B, e 8C.

Determinacio de Agua por meio de Titulacdo de Karl Fischer (KF)

[00318] O teor de agua de cada amostra foi medido em um Mettler
Toledo DL39 Coulometer utilizando-se reagente Hydranal Coulomat AG
e uma purga de argbnio. Amostras sodlidas pesadas foram
introduzidas dentro do vaso em um recipiente TGA de platina que foi
conectado a uma sub-vedagao para evitar a entrada de agua.
Utilizaram-se aproximadamente 10 mg de amostra por titulagao e
realizaram-se determinagdes em duplicata.

[00319] Analise de Karl Fischer demonstrou que a Forma C de
acido obeticdlico cristalino continha 1,5% de agua que corresponde até
cerca de 0,3 mols de agua.

Estabilidade de Uma Semana sob 40°C e 75% de RH

[00320] A estabilidade do acido obeticélico sob 40°C e 75% de RH

(umidade relativa) foi determinada da forma exposta em seguida. Uma

amostra de acido obeticédlico foi armazenada em uma cémara de
umidade durante uma semana sob 40°C / 75% de RH. A amostra foi
novamente analisada por meio de XRPD e constatou-se ter
permanecido inalterada.

[00321] O estudo do estado sélido demonstrou que é necessaria a
presenca de uma quantidade relativamente grande de solvente
organico para cristalizar a Forma C de acido obeticdlico. E altamente
improvavel que uma amostra da Forma 1 de acido obeticdlico se

cristalize espontaneamente para formar a Forma C de acido
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obeticolico cristalino no armazenamento.
EXEMPLO 4: Formulacdo de Comprimidos de Acido Obeticolico
[00322]

quantitativa para comprimidos de acido obeticdlico. As formulagdes de

A tabela exposta em seguida mostra a composigao

5 mg, 10 mg, e 25 mg foram utilizadas como material de ensaio clinico

de fase 3.

Tabela I: Comprimido Revestido de Pelicula

Comprimido Revestido de Pelicula
Quantidade
Referéncia
Componente por Funcgao
a Padrao
Comprimido
comprimido de 1 mg
Acido obeticdlico 1,0 mg* API HSE
Celulose USP-
185,0 mg* | Enchimento/Ligante
microcristalina NF/EP/JP
Amido glicolato de USP-
12,0 mg Desintegrante
sodio NF/EP/JP
Estearato de USP-
2,0 mg Lubrificante
magnesio NF/EP/JP
Opadry® Il verde Material de
8,0 mg HSE
ou branco revestimento
Peso total 208,0 mg
comprimido de 5 mg
Acido obeticdlico 5,0 mg* API HSE
Celulose USP-
181,0 mg* | Enchimento/Ligante
microcristalina NF/EP/JP
Amido glicolato de USP-
12,0 mg Desintegrante
sodio NF/EP/JP
Estearato de USP-
2,0 mg Lubrificante
magnesio NF/EP/JP
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Opadry® Il verde Material de
8,0 mg HSE
ou branco revestimento
Peso total 208,0 mg
comprimido de 10 mg
Acido obeticélico 10,0 mg* API HSE
Celulose USP-
176,0 mg* | Enchimento/Ligante
microcristalina NF/EP/JP
Amido glicolato de _ USP-
12,0 mg Desintegrante
sadio NF/EP/JP
Estearato de USP-
2,0 mg Lubrificante
magnésio NF/EP/JP
Opadry® Il verde Material de
8,0 mg _ HSE
ou branco revestimento
Peso total 208,0 mg
comprimido de 25 mg
Acido obeticdlico 25,0 mg* API HSE
Celulose USP-
157,0 mg* | Enchimento/Ligante
microcristalina NF/EP/JP
Amido glicolato de _ USP-
12,0 mg Desintegrante
sodio NF/EP/JP
Estearato de USP-
2,0 mg Lubrificante
magneésio NF/EP/JP
Collodial silicon USP-
4,0 mg Glidant
dioxide NF/EP/JP
Opadry® Il verde Material de
8,0 mg HSE
ou branco revestimento
Peso total 208,0 mg

API: Ingrediente farmacéutico ativo

HSE = Especificagao de casa

USP-NF = US Pharmacopeia National Formulary
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Ph Eur = European Pharmacopeia

JP =Japanese Pharmacopeia

* a quantidade de acido obeticolico apresentada supde que o API é
anidro e 100% puro; a quantidade real é ajustada com base na
poténcia do Lot de substancia do farmaco usado, e a quantidade de
celulose microcristalina € correspondentemente diminuida.

EXEMPLO 5: Caracterizacdo da Forma 1 de acido obeticolico

[00323] A Forma 1 de acido obeticdlico refere-se a forma néao
cristalina de acido obeticdlico. Esta forma de acido obeticdlico pode
ser produzida por intermédio de um acido obeticélico cristalino como
um intermediario sintético. A Forma 1 de acido obeticdlico pode ser
usada como o ingrediente farmaceuticamente ativo. A Forma 1 de
acido obeticdlico foi caracterizada e analisada da forma exposta em
seguida.

[00324] O lote 1 da Forma 1 de acido obeticdlico foi caracterizado
utilizando-se as seguintes técnicas: avaliagdo por meio de difragdo de
po por raios-X (XPRD) quanto a cristalinidade, ressonancia magnética
nuclear '"H e "3C (NMR), espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR), avaliagao 6ptica (por exemplo, forma
/ dimensdo de particula), propriedades térmicas (por exemplo,
calorimetria de varredura diferencial (DSC) e analise termo -
gravimétrica (TGA)), determinacdo de agua por meio de Karl Fischer
(KF), armazenamento sob 40°C e 75% de RH e nova andlise depois
de 2 semanas por XRPD, pKa por meio de método potenciométrico,
Log P/D (octanol/agua) por meio de potenciometria, e estabilidade a
umidade utilizando-se sor¢cdo de vapor gravimétrica (GVS; por
exemplo, ciclo de sorgdo -desor¢cao completo com analise de sdlido
coletada por meio de XRPD). Cinco outros lotes (por exemplo, lotes 2,
3, 4, 5, e 6) da Forma 1 de acido obeticolico também foram

caracterizados e comparados utilizando-se as seguintes técnicas:
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avaliacao por meio de XRPD e comparagcdo com o padréo do lote 1
principal, NMR 'H e 3C, FT-IR, avaliagéo optica (por exemplo, forma /
dimensédo de particula), propriedades térmicas (por exemplo, DSC,
TGA, e microscopia de estagui quente), e determinagédo de agua por
meio de KF.

Analise de Difracdo de P96 por Raios-X (XRPD)

[00325] Padrdes de Difracdo de P6 por Raios-X foram coletados em
um difractdmetro Bruker AXS C2 GADDS utilizando-se radiagao de Cu
Ka (40 kV, 40 mA), estagio de XYZ automatizado, microscopio de

video a laser para o posicionamento de auto-amostragem e um
detector de area bidimensional HiStar. A dptica de raios-X consiste de
um espelho multicamadas unico Gobel acoplado com um colimador de
furis de 0,3 mm. A divergéncia de feixe, ou seja, a dimensao efetiva
do feixe de raios-X na amostra foi de aproximadamente 4 mm.
Empregou-se uma modalidade de varredura continua 6-6 com uma
distancia de amostra — detector de 20 cm que proporciona uma faixa
20 efetiva de 3,2° — 29,7°. Tipicamente a amostra foi exposta ao feixe
de raios-X durante 120 segundos. O software utilizado para a coleta
de dados foi um GADDS para WNT 4.1.16 e os dados foram
analisados e apresentados utilizando-se Diffrac Plus EVA v 9.0.0.2 ou
v 13.0.0.2.

[00326] Amostras processadas sob condicbes ambientais foram
preparadas na forma de espécimes de placas planas utilizando-se p6
tal como recebido sem moagem. Aproximadamente 1-2 mg da
amostra foram levemente pressionados em uma pastilha de silicio para
se obter uma superficie plana. Os difratogramas mostram que a
Forma 1 de acido obeticdlico é nao-cristalina (vide, Figura 10 e Figura
11).

Caracterizacdo de NMR

[00327] Espectros de NMR foram coletados em um instrumento
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Bruker 400 MHz equipado com um amostrador automatico e
controlado por meio de um console DRX400. Experimentos
automatizados foram adquiridos utilizando-se ICONNMR v4.0.4
(construgdo 1) operando com Topspin v 1.3 (nivel de emplastro 8)
utilizando-se os experimentos carregados Bruker padrdo. Para
espectroscopia de nao-rotina, os dados foram adquiridos através do
uso de Topspin isoladamente. As amostras foram preparadas em d6-
DMSO, a nao ser que de outro modo estabelecido. Analise for a de
linha foi realizada utilizando-se ACD SpecManager v 9.09 (construgéo
7703).

[00328] A Figura 12 mostra o espectro de '"H NMR para o lote 1. Os
espectros '"H NMR dos lotes 2-6 também foram registrados e
comparados com o espectro do lote 1. Vide Figura 13. Os espectros
sdo todos similares, mas com quantidades de agua variaveis.
Algumas diferengcas sao notadas na integracdo do grande grupo de
protons entre 0,75 ppm e 2 ppm, onde picos se sobrepdem e nao
podem ser integrados separadamente. A Tabela J mostra o numero
total de prétons integrados nos espectros dos lotes 1-6, levando em

consideragao a variagao na regiao de 0,75 — 2 ppm.

Tabela J
Numero de lote Numero de H por integracao (excluindo
COOH)

1 43

2 42

3 40

4 41

5 42

6 41-42

[00329] O préton de acido carboxilico foi excluido, de modo que o

numero de protons devera ser 43, mas ele na realidade varia desde 40
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até 43 entre os 6 espectros. N&o obstante, a area onde vem a
variagdo comes (0,75-2 ppm) é bastante ampla, e devido a qualidade
da linha de base, esta integracdo nédo pode servir de base.

[00330] Como o espectro ndo poderia ser plenamente atribuido a
integragdo e variado, foi registrado um espectro de '*C NMR do lote 2.
A Figura 14 mostra o espectro de DEPTQ, onde CH> e carbonos
quaternarios picos apontam para cima, ao mesmo tempo que CHs e
grupos CH apontam para baixo. Ha treze picos apontando para baixo,
que correspondem a nove grupos CH e quatro CHs. Isto € compativel
com a estrutura. O pico do carbono do acido carboxilico foi visto em
175 ppm. Ele foi excluido desta vista expandida por razées de clareza
da area de interesse. N&o obstante, aparecem apenas onze picos
apontando para cima, enquanto que deveria haver doze, uma vez que
existem dez grupos CH: e dois carbonos quaternarios na molécula
(excluindo-se o carbonil). Um carbono parece estar sobreposto com
um outro sinal. Por essa razdo, coletou-se um espectro DEPT135,
suprimindo-se os sinais de carbono quaternério, que poderia mostrar
se o sinal de sobreposicdo € quaternario. Vide Figura 15. Uma
comparacao do espectro DEPT135 com o espectro DEPTQ mostra
gue um pico (sob 42,5 ppm) desaparece. Existem dois carbonos
quaternarios na molécula, que deveriam corresponder a dois picos
desaparecendo. Por essa raz&do o sinal de carbono sobreposto € um
sinal quaternario.

[00331] Além disso, realizou-se uma experiéncia para se determinar
o tempo de relaxamento dos carbonos para determinar onde o sinal de
carbono quaternario que esta faltando se sobrepde com outro sinal de
carbono. Vide a Figura 16. Este espectro de '*C contém picos que
foram integrados. Isto demonstrou que o pico em 32,3 ppm &
responsavel por dois carbonos. Vide a Figura 17 para uma vista

expandida do pico em 32,3 ppm. Deste modo, vinte e seis carbonos
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sdo agora responsaveis pelas integragdes (incluindo o acido
carboxilico), o que é coerente com a estrutura.
FT-IR por meio de ATR

[00332] Coletaram-se dadosem um Perkin-Elmer Spectrum One

equipado com um acessoério de amostragem de ATR Universal. Os
dados foram coletados e analisados utilizando-se o software Spectrum
v5.0.1. Vide a Figura 18.

Andlise térmica por meio de Calorimetria de Varredura Diferencial
(DSC) e Analise Termo-Gravimétrica (TGA)

[00333] Dados de DSC foram coletados em um instrumento TA

Instruments Q2000 equipado com um amostrador automatico de 50
posi¢cdes. O instrumento foi calibrado para a calibragem de energia e
temperatura utilizando-se indio certificado. Tipicamente 0,5-3 mg de
cada amostra, em um recipiente de aluminio perfurado, foi aquecida
para 10°C min" a partir de 25°C até 300°C. Uma purga de nitrogénio
sob 50 ml min"' foi mantida sobre a amostra. O software de controle
do instrumento foi o Advantage for Q Series v2.8.0.392 e o Thermal
Advantage v4.8.3 e os dados foram analisados utilizando-se Universal
Analysis v4.3A. Para DSC modulado, a amostra foi preparada como
anteriormente, e o recipiente foi aquecido sob 2°C min' a partir de
25°C até 200°C. As condi¢bes do modulador foram uma amplitude de
0,20°C e uma periodicidade de 40 s. O intervalo de amostragem foi de
1s/pt.

[00334] Dados de TGA foram coletados em um instrumento TA
Instruments Q500 TGA, equipado com um amostrador automatico de
16 posicoes. A temperatura do instrumento foi calibrada utilizando-se
Alumel certificado. Tipicamente 5-10 mg de cada amostra foram
carregados em um cadinho de plativa previamente tarado e recipiente
DSC de aluminio, e foi aquecida para 10°C min' a partir da

temperatura ambiente até 350°C. Uma purga de nitrogénio sob 60 ml
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min' foi mantida sobre a amostra. O sovtware de controle do
instrumento foi o Advantage for Q Series v2.8.0.392 e Thermal
Advantage v4.8.3.

[00335] A andlise térmica do lote 1 foi realizada por DSC e TGA. O
rastreamento de TGA (vide Figura 19) mostra uma perda de peso de
1,7% entre a temperatura ambiente e 121°C, que é susceptivel de ser
a perda de agua. O rastreamento de DSC (vide Figura 19) mostra
uma endotermia de ampla temperatura baixa, provavelmente
corerspondente a perda de &agua, seguida por uma pequena
enditermia com inicio em 94°C.

[00336] Esta segunda endotermia pode indicar uma transicéo vitrea
e foi ainda investigada por DSC modulado (vide Figura 20). Esta
técnica permite que eventos reversiveis, tais como uma transicao
vitrea, sejam separados daqueles irreversiveis, tais como perda de
solvente ou uma fusdo de uma forma cristalina. O rastreamento de
fluxo de calor reversivel no DSC modulado mostra a transigao vitrea
como uma etapa com um ponto de inflexdo (Tg) em 95°C. Esta é alta
para uma transi¢cao vitrea e sugere que a Forma 1 é estavel. A
pequena endotermia com inicio sob 89°C no rastreamento de fluxo
térmico nao reversivel corresponde ao relaxamento molecular do
material de consumo sob a temperatura de transicio vitrea.

[00337] O rastreamento de DSC (vide Figura 19) mostra a
decomposicdo comecando em torno de 220°C, que também
corresponde ao rastreamento de TGA curvar-se para baixo.

[00338] Os rastreamentos de TGA dos lotes 1, 2, 3, 4, 5, e 6 sdo de
forme similar (Figura 21). As perdas de peso medidas entre a
temperatura ambiente e 120°C estao ilustradas na Tabela K. Elas séo
consistentes com as quantidades variaveis de agua observadas por
NMR. Esy=tas quantidades foram ainda quantificadas por meio de

titulacdo de agua Karl Fischer (KF). Vide determinacdo de agua por
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Tabela K: Sumario de perdas de peso por TGA das amostras

recebidas

Numero de lote Perda de peso por TGA

1 1,7%

2 0,6%

3 1,2%

4 0,9%

5 1,5%

6 1,6%

[00339] A Figura 22 mostra o rastreamento de DSC dos seis lotes

para fins de comparagdo. Os tragos s&do similares, com uma ampla

endotermia de baixa temperatura de dimensio variavel, coerente com

quantidades variaveis de agua, seguida por pequena endotermia em

torno da temperatura de transicdo vitrea tal como se observou na

secdo DSC e TGA. Os resultados estdo sumariados na Taberla L.

Tabela L: Sumario de resultados de DSC das amostras recebidas

Numero | 12 endotermia, ampla | 22 endotermia, Inicio da

de Lote pequena decomposigao

1 28,3J/g, Tmax = 1,2J/g, Tonset =94°C | 220°C
64°C
7,4J/g, Tmax =48°C | 1,4J/g, Tonset =94°C | 220°C
nenhuma 2,0J/g, Tonset =89°C | 175°C

4 14,5J/g, Tmax = 1,3J/g, Tonset =94°C | 200°C
58°C

5 12,2J/g, Tmax = 1,2J/g, Tonset =94°C | 175°C
59°C

6 28,7J/g, Tmax =59°C | 1,5J/g, Tonset =94°C | 200°C

Microscopia de Luz Polarizada (PLM)

[00340]

As amostras foram estudadas em um microscépio de luz

polarizada Leica LM/DM com uma camera de video digital para
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captura de imagens. Uma pequena quantidade de cada amostra foi
colocada em uma lamina de vidro, montada em o6leo de silicone e
coberta com uma lamina de vidro, com as particulas individuais sendo
tdo separadas quanto possivel. A amostra foi visualizada com
ampliacdo apropriada e luz parcialmente polarizada, acoplada ta um
filtro de cores falsas A.

[00341] As Figuras 23A-23F mostram que os lotes 1, 2, 3, 4, 5, e 6
s&o material constituido por grandes aglomerados duros de pequenas
particulas irregulares. Os lotes 1, 2, 3, 4, 5, e 6 parecem todos eles
semelhante. N&o foi observada qualquer birrefrigéncia sob a luz
polarizada plana, que é coerente com o material ser ndo cristalino. A
dimenséo de particula varia desde menos do que 1uym até 3 um. A
pequena dimensdao destas particulas sugere que elas foram
precipitadas muito rapidamente.

Sorcdo Gravimétrica de Vapor (GVS)

[00342] Obtiveram-se isotermias de sorcao utilizando-se um
analisador de sorcdo de umidade intrinseca SMS DVS, controllado por
meio de software SMS Analysis Suite. A temperatura das amostras foi
mantida sob 25°C pelos controle dos instrumentos. A umidade foi
controlada pela mistura de correntes de nitrogen seco e umido, com
uma taxa de fluxo total de 200 ml min"":. A umidade relativa foi medida
por meio de uma sonda Rotronic calibrada (faixa dinamica de 1,0-
100% de RH), localizada proxima da amostra. A mudanga de peso,
(relaxamento de massa) da amostra como uma funcdo de %RH foi
monitorada constantemente por meio de microbalanca (preciséo de *
0,005 mg).

[00343] Tipicamente, 5-20 mg de amostra foram colocados em uma
cesta de acgo inoxidavel de malha tarada sob condigcbes ambiente. A
amostra foi carregada e descarregada sob 40% de RH e 25°C

(condi¢des de ambiente tipicas). Uma isotermia de sor¢ao de umidade
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foi realizada tal como exposta adiante (2 varreduras dando 1 ciclo
completo). A isotermia padréo foi realizada sob 25°C sob 10% de RH

a intervalos sobre uma faixa de 0,5-90% de RH.

Tabela M
Parametros Valores
Adsorgao — Varredura 1 40 — 90%
Desorcao / Adsorcaso — Varredura 2 85 — seco - seco — 40%
Intervalos (% RH) 10
Numero de Varreduras 2
Taxa de fluxo (ml min™) 200
Temperatura (°C) 25
Estabilidade (°C/min™) 0,2
Tempo de sorgéo (horas) 6 horas tempo limite

[00344] A isotermia de Sor¢do Gravimétrica de Vapor (GVS) foi
obtida para o lote 1 sob 25°C e esta ilustrada na Figura 24. A amostra
parede ser moderadamente higroscopica, com uma alteragcao de peso
total e de 3,8% a partir de 0 até 90% de umidade relativa (RH). A
histerese (area entre as curvas de adsorgao e desorgédo) € pequena,
indicando que o solido libera muito prontamente a agua adsorvida.
Nao se observa qualquer formacao de hidrato. Nao ocorreu qualquer
mudancga de peso significativa depois de todo o periodo experimental
(0,3%).

[00345] O tracado cinético da GVS (Figura 25) mostra que a
adsorcao da agua ocorreu na sua maior parte sob umidades muito
altas e a desorg¢ao sob umidades muito baixas. Na fase de adsorcao,
a amostra alcangou o equilibrio muito rapidamente até 80% de RH e
levou mais tempo para se equilibrar a 90% de RH. Na desorcéo, a
massa estabilizou-se em todas as etapas.

[00346] Depois da conclusdo do GVS, a anostra foi recuperada e

reanalisada por meio de XRPD, que mostrou que o material ainda nao
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estava cristalino (Figura 26).

Determinacdo de Aqua por meio de Karl Fischer (KF)

[00347] O teor de agua de cada amostra foi medido em um Mettler
Toledo DL39 Coulometer utilizando-se reagente Hydranal Coulomat
AG e uma purga de argbnio. Amostras sélidas que foram pesadas
foram introduzidas dentro do vaso em um recipiente TGA de platina,
que foi conectado a uma sub-vedagéo para evitar ingresso de agua.
Aproximadamente 10 mg de amostra foram usados para titulagéo e
realizaram-se determinagdes em duplicata.

[00348] Titulagdo de agua por coulométrica de Karl Fischer
proporcionou um resultado de 2,4%, em peso, de agua. Isto é um
pouco mais alto do que a perda de peso observada por TGA. Isso
pode significar que alguma agua nao € liberada a partir do material em
aquecimento, mas € provavel que seja devido aos diferentes
procedimentos experimentais para estas duas técnicas.

[00349] O teor de agua de cada lote foi determinado por meio de
coulométrica de Karl Fischer. A Tabela N mostra estes resultados e
compara os mesmos com resultados de Karl Fischer anteriores obtidos
e com as perdas de peso observadas por TGA. Os dados coadunam-
se quando a tendéncia € a mesma em todas as trés analises. Os
dados de Karl Fischer obtidos anteriormente mostram quantidades
mais baixas de agua do que os resultados obtidos neste contexto. Isto
se coaduna com o material ser higroscopico, conquanto algumas
amostras tenham captado mais agua do que outras. A perda de peso
TGA é sistematicamente mais baixa do que os resultados obtidos por
meio da titulacdo de Karl Fischer, que podem significar que alguma
agua permanece presa no material e nédo é liberada no aquecimento,
mas também pode ser devido ao procedimento experimental.

Tabela N: Resultados e sumario de dados de teor de agua de Karl
Fischer (KF)

Peticao 870210094659, de 14/10/2021, pag. 125/153



123/141

Numero de Teor de agua Resultados Perda de peso
lote KF anteriores KF TGA
1 2,4% 2,1% 1,7%
2 1,9% 0,4% 0,6%
3 2,5% 1,4% 1,2%
4 2,2% 0,92% 0,9%
5 2,3% 0,53% 1,5%
6 2,8% 2,1% 1,6%

Determinacao e Prognostico de pKa

[00350] Dados de determinacdo de pKa foram coletados em um
instrumento Sirius GlpKa icom um acessorio de D-PAS. Foram
realizadas medi¢des sob 25°C em solucdo aquosa por meio de UV e
em misturas de metanol e agua por meio de potenciometria. Os meios
de titulagcdo foram compreendidos por intensidade ibnica ajustada
(ISA) com 0,15 M KCI (aq). Os valores encontrados nas misturas de
metanol e agua foram corrigidos para 0% de co-solvente por
intermédio de extrapolacdo de Yasuda-Shedlovsky. Os dados foram
refinados utilizando-se software Refinement Pro v1.0. O progndstico
dos valores de pKa foi realizado utilizando-se software de progndstico
de ACD pKa s v9,

HSC.

0 Acido

Prognosticado : 4,76
OH / Medido (Vaso): 4,82
Utilizando-se ACD (v11)

[00351] O pKa do acido obeticédlico foi medido por meio de
potenciometria utilizando-se metanol como um co-solvente (Figura 27)
e extrapolado para 0% de co-solvente utilizando-se uma extrapolagéo

de Yasuda-Shedlovsky (Figura 28). O pKa possibilita a determinacéo

Peticao 870210094659, de 14/10/2021, pég. 126/153



124/141

da proporgcao da forma neutral e da forma ionizada do composto sob
um determinado pH. A Figura 29 mostra a distribuicdo tion das
especies dependentes de pH.

Determinacao de Log P

[00352] Os dados foram coletados por meio de titulacido
potenciométrica em um instrumento Sirius GlpKa utilizando-se trés
relagdes de octanol: agua ajustada por intensidade i6nica (ISA) para
gerar valores de Log P, Log Pion, e Log D. Os dados foram
aprimorados utilizando-se software Refinement Pro v1.0. O
progndstico dos valores de Log P foi realizado utilizando-se software
ACD v9 e Syracuse KOWWIN v1.67.

Tabela O: Log P prognosticado e medido

LogP Prognosticado ACD (V9) 5,81
LogP Medido 5,54
LogPion Medido 1,58
LogD7,4 Medido 2,98

[00353] O LogP foi prognosticado utilizando-se software ACD, entdo
medido por meio de potenciometria. Realizaram-se trés titulacbes em
trés relagdes octanol / ISA agua diferentes, proporcionando a curva de
diferenga tracada na Figura 30. A curva preta é a titulagdo de pKa
aquosa pura e as 3 curvas coloridas correspondem as trés relagdes de
octanol / ISA agua. Os desvios em pKa permitem a determinagao de
LogP.

[00354] A curva de lipofilicidade (logD como uma fungdo de pH)
esta ilustrada na Figura 31. Log D é o coeficiente de distribuicdo, que
representa a lipofilicidade combinada de todas as espécies presentes
sob um pH especifico. LogP é uma constante de composto, que
corresponde ao coeficiente de divisdo das esoécies neutras puras, ao
mesmo tempo que o LogPion é aquele das espécies ionizadas puras.

LogP e LogPion podem ser determinados a partir da curva de
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lipofilicidade, como a interse¢cdo do eixo Y com respectivamente a
tangente no inicio da escala de pH (quando a molécula se encontra
puramente na sua forma neutra) e a tangente no final da escala do pH
(quando a molécula esta completamente ionizada).

Estabilidade de Duas Semanas sob 40°C & 75% de RH e 25°C & 97%
de RH

[00355] Uma amostra do lote 1 foi armazenada sob 40°C e 75% de

umidade relativa (RH) em um teste de estabilidade acelerado da forma

sélida. Outra amostra foi armazenada sob 25°C e 97% de umidade
relativa para se verificar o efeito da umidade muito alta. Tanto uma
como a outra das amostras foram re-analisadas por meio de XRPD
depois de cinco dias e depois de duas semanas. As duas amostras
permaneceram nao cristalinas sob as duas condicbes de
armazenamento para até duas semanas, demonstrando que a Forma
1 é estavel com estas condi¢des. vide Figura 32 e Figura 33.

[00356] Os seis lotes analisados foram todos eles n&o cristalinos. A
temperatura de transicdo vitrea foi medida sob 95°C com um
experimento de DSC modulado. Os seis lotes apresentaram-se muito
semelhantes com todas as técnicas analiticas utilizadas, com a unica
diferenga entre elas sendo compreendido pelo seu teor de agua, o
qual variou desde1,9% até 2,8% por meio de titulacdo de Karl Fischer.
A analise térmica monstrou a quantidade variavel de agua e indicou
qgue a decomposi¢cdao comegou ewm torno de 175-220°C. O pKa
medido foi de 4,82 e o LogP é 5,54. Avaliacdo microscopica mostrou
grandes aglomerados duros de particulas irregulares muito pequenas.
[00357] O teste de estabilidade mostrou que o material foi ainda
nao cristalino depois de duas semanas sob condicbes aceleradas
(40°C / 75% de RH) ou sob alta umidade (25°C / 97% de RH). A
anadlise de Sorcdo Gravimétrica de Vapor (GVS) mostrou que o

material € apenas moderadamente higroscopico, com um ganho de
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peso total de 3,8% a partir de 0 até 90% de umidade relativa (RH).
Nenhuma formacgao de hidratos foi observada sob GVS. A amostra foi
re-analisada por meio de XRPD depois de GVS permaneceu ainda
nao cristalina. A alta temperatura de transicao vitrea e os resultados
do teste de estabilidade sugerem que a forma n&o cristalino € estavel.

EXEMPLO 6: Estrutura aos raios-X de Cristal Unica e Estereoquimica

Absoluta

[00358] A estrutura aos raios-X de cristal unica de acido obeticdlico
foi determinada a partir de um cristal obtido a partir da recristalizacao
de acido obeticdlico a partir de uma solucédo de acetonitrila depois de
resfriamento para 5°C sob 0,1°C/min. seguido por maturagdo sob
RT/50°C 8 h ciclos durante 1 semana (vide Figura 34). A estrutura é
consistente com a Forma G e um padrao de XRPD simulado foi gerado
como um padrao de referéncia para este material. A Forma G pode
ser preparada por meio do resfriamento de uma solucido de acido
obeticélico em, por exemplo, acetonitrila.

[00359] A estrutura é ortorrbmbica, grupo de espaco P212121, €
contém uma molécula de acido obeticdlico na unidade assimeétrica.
Final R1 [I>20(1)] = 3,22%. O cristal exibiu morfologia de prisma de
dimensdes aproximadas 0,4 x 0,4 x 0,3 mm. A estereoquimica
absoluta da molécula foi determinada como S nos centros quirais C5,
C9, C10 e C14 e como R nos centros quirais C3, C6, C7, C8, C13,
C17 e C22 com um parametro de Flack = -0,01 (13). Para a estrutura
invertida com centros quirais C5, C9, C10 e C14 na configuracdo R e
centros quirais C3, C6, C7, C8, C13, C17 e C22 na configuragao S, o
parametro de Flack = 1,01(13), confirmando a atribuigdo mencionada
anteriormente.

[00360] No geral, a estrutura tinha um forte conjunto de dados e

nenhum disturbio.
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[00361] O software usado para atribuir a estereoquimica (PLATON)
determina o centro quiral (C8) como um estereocentro R, enquanto
que a atribuicdo do software ACD (e o Cahn-Ingold-Prelog) para (C8) é
S. N&o obstante, a atribuicdo da jungdo do anel trans para o sistema
de anel B/C é absolutamente definido a partir da estrutura cristalina.
[00362] A determinagdo da estrutura absoluta utilizando-se a
estatistica estatistica bayesiana em diferengas Bijvoet, (Hooft et al., J.
Appl. Cryst., (2008), 41, 96-103), revela que a probabilidade da
estrutura absoluta tal como apresentada ser correta € de 1.000,
enquanto que as probabilidades da estrutura absoluta ser um gémeo
racémico ou falsa sao de 0,000 e 0,000 respectivamente. O
equivalente de Flack e sua incerteza sao calculados por meio deste
programa como sendo -0,019(17).

[00363] A estrutura de acido obeticdlico contém um anel de 5
elementos e 3 anéis de seis elementos que sao fundidos entre si. A
analise conformacional no anel de 5 elementos (C13, C14, C15, C16 e
C17)) revela que o descritor de franzimento mais proximo para este
anel € uma meia cadeira. A analise conformacional nos trés anéis de
6 elementos (C1, C2, C3, C4, C5 e C10); (C5,C6, C7,C8,C9e C10) e
(C 8, C9, C11, C12 C13 e C14) revela que o descrito de franximento
mais proximo para estes anéis € uma cadeira.

[00364] Duas ligagdes de hidrogénio intermoleculares unicas sao
observadas na estrutura de cristal. Cada molécula de acido

obeticolico forma uma ligagdo de hidrogénio para duas moléculas
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relacionadas de simetria diferente de acido obeticolico, com os
oxigénios, O1 e O4, funcionando como doadores para os oxigénios,
O3 e O1 respectivamente, atuando como aceitadores, O1— H1C---O3
[D---A = 2,7419(12)A] e 04— H4C---O1 [D---A = 2,6053(13)A (vide
Figura 35).

hidrogénio tridimensional complexa. O mapa da diferengca de Fourier

Estas interagbes resultam em uma rede ligada por

final mostra densidades de elétrons maxima e minima de 0,402 e -

0,176 eA'3, respectivamente.
[00365]

estrutura com os lotes experimentais mostra que o cristal coaduna-se

Uma sobreposicao do padrao de XRPD calculado para a

com a massa e € compreendido pela Forma G do acido obeticdlico
(vide a Figura 36).

Tabela 1. Dados de cristal para a Forma G de acido obeticdlico

Solventes de Cristalizacao
Método de Cristalizacao
Férmula Empirica

Peso da formula
Temperatura

Comprimento de onda
Dimensao do cristal
Tendéncia do cristal

Sistema do cristal

Grupo espacial

Dimensdes de ceélula unitaria
b =12,69860(10) A
c =22,5408(2) A
2497,44(4) A3

Z 4

Volume

Densidade (calculada)

Coeficiente de absorg¢ao
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Acetonitrila

Maturacao sob RT/50°C
C26 Haq O4

420,63

100(2) K

1,54178 A

0,40 x 0,40 x 0,30 mm
Prisma Incolor
Ortorrébmbico

P212121
a=8,72510(10) A a=90°
B=90°

y =90°

1,119 Mg/m3
0,574 mm-1
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F(000) 928
Tabela 2. Coleta de dados e aprimoramento de estrutura para a

Forma D de acido obeticolico

Difractometro SuperNova, Dual, Cu sob zero,
Atlas

Fonte de radiagao SuperNova (Cu) X-ray Source,
CuKa

Método de coleta de dados varreduras 6mega

Faixa teta para coleta de dados 9,15 até 74,49°

intervalos de indice -10£h<10,-15<k<15,-28</<
26

Reflexos coletados 50001

Reflexos independentes 5073 [R(int) = 0,0220]

Cobertura de reflexos independentes 99,4 %

Variacao nos reflexos de verificagaoN/A

Correcao de absorcao Semi-empirica a partir de
equivalentes

Transmissao max. e min. 1,00000 e 0,78605

Técnica de solucao de estrutura direta

Programa de solugao de estrutura SHELXTL (Sheldrick, 2001)

Técnica de refinamento Matriz plena de min. quadrados
em F2

Programa de refinamento SHELXTL (Sheldrick, 2001)
Func&o minimizada SW(Fo?-Fc?)?

Dados / restrigcbes / parametros 5073 /0 /286

Adequacio de ajuste em F2 1,060
Alomay. 0,001

indices R finais
5039 dados; I>20(l) R1 =0,0320, wR2 = 0,0859
Todos os dados R1 =0,0322, wR2 = 0,0861
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Sistema de ponderacgéo calc w=1/[0? (Fo?)+(
0,0503P)?+0,5520P]
onde P=(Fy?+2F?)/3
Parametro de estrutura absoluta -0,01(13)
Maior diferenca de pico e furo 0,402 e -0,176 eA-3
O sumario de refinamento das estruturas é o seguinte:
Atomos de Non-H pedidos, XYZ Livremente refinados
Atomos de Non-H pedidos, U Anisotropicos
Atomos de H (em carbono), XYZ Posigdes idealizadas montadas
em atomos ligados
Atomos de H (em carbono), U Multiplo apropriado de
U(eq) para atomo ligado

Atomos de H (em heteroatomos), XYZ Livremente refinados

Atomos de H (em heteroatomos), U Isotrépicos
Atomos desordenados, OCC Sem desordem
Atomos desordenados, XYZ Sem desordem
Atomos desordenados, U Sem desordem

Exemplo 7: Diferenca de Biodisponibilidade Entre a Forma 1 de acido

obeticolico (ndo cristalino) e as Formas Cristalinas (Forma F)

[00366] O estado fisico de um &acido obeticolico sélido pode
desempenhar uma fungao na biodisponibilidade da molécula quando
administrado de forma oral a um sujeito (por exemplo, ratos). O
estudo descrito adiante foi realizado para se avaliar a cinética do
plasma depois de uma unica administracdo oral e a eficiéncia da
absorcao intestinal e a farmacocinética das formas soélidas nao
cristalina e cristalina de acido obeticélico. Foram comparados os perfis
da concentragao de plasma de acido obeticdlico vs tempo, 0 tmax, Cmax
e AUC depois da administracdo da Forma 1 de acido obeticdlico (ndo
cristalina) ou Forma F (vide Figuras 37-38)

[00367] A Forma 1 de acido obeticdlico (n&o cristalina) e a Forma F
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foram administradas a ratos e em cada animal o sangue foi coletado
em diferentes periodos de tempo durante pelo menos 3 horas.
Estudaram-se seis animais para cada uma das formas de acido
obeticalico.

Protocolo experimental:

[00368] A substancia de teste utilizada foi a Forma 1 de acido
obeticélico (ndo cristalina) e a Form F cristalina. A Forma F pode ser
preparada por meio de maturacdao a partir de acetonitrila ou
nitrometano. A formulacao foi preparada na forma de uma suspenséao
em agua sob pH 4. O modelo do estudo é compreendido por ratos
Sprague Dawley adultos, machos, de cerca de 225 até cerca de 250 g
(Harlan Laboratories). Seis animais foram usados por via de dosagem.
A dosagem é de PO 20 mg/kg/5 ml. Os animais foram foram
submetidos a jejum durante a noite antes do tratamento com a
formulacao de acido obeticdlico. A administracio oral foi realizada por
sonda esofagica.

[00369] No dia um (1) os animais foram providos com uma canula
implantada na veia jugular esquerda (SOP VIVO/SAF6), a anestesia
foi obtida por meio de Isoflurane. A experiéncia foi iniciada depois de
um dia de recuperacdo apos a cirurgia. Cerca de 500 ul de sangue
(250 pul de plasma) foram coletados por meio da canula em uma
seringa heparinisada (Na Heparin) e coletados imediatamente em
microtubos em um banho de gele/agua. Depois de um periodo de 1
hora, as amostras foram centrifugadas sob 10000xg durante 5 minutos
sob 4°C. O plasma foi imediatamente transferido em microtubos e
armazenado sob —20°C. As amostras de sangue foram coletadas 30
minutos, 1 hora, 1,3 horas, 2 horas, e 3 horas pos-dose. As amostras
de plasma foram analisadas utilizando-se o método quantitativo HPLC-
ES/MS/MS. O estudo farmacocinético foi realizado utilizando-se

métodos ndo compartimentados.
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Resultados:

[00370] As concentracbes médias de acido obeticdlico no plasma
depois de 20 mg/Kg b.w de administragdo de dose unica oral das duas
formas sélidas estédo reportadas na Figura 37. Os valores sdo a media
de seis Values are the mean de seis grupos de experimentos para
cada formulacdo. Os desvios padréo estéo reportados no grafico.
[00371] Depois da administracdo da forma cristalina o Cmax é
obtido depois de 1,5 horas e a concentracdo de acido obeticdlico de
plasma segue uma cinética regular com um valor maximo e depois de
3 horas a dose é quase metade do Cmax.

[00372] O perfil cinético depois da administracdo da Forma 1 de
acido obeticdlico (ndo cristalino) é diferente daquele da Forma F
cristalina. Um pocp de concentracao de plasma prévio € obtido depois
de 30 minutos e um segundo € obtido depois de 2 horas. A
variabilidade dos dados nos 6 ratos € muito baixa e este
comportamento ¢é estatisticamente diferente daquele da forma
cristalina. The AUC for the three hours studied is higher for the
crystalline form. A cinética sugere que o acido obeticdlico ainda esta
presente no plasma depois de 3 horas. Foi previamente demonstrado
gque a passagem de acido obeticdlico através do figado produz o
conjugado tauro metabolito hepatico, que é segregado na biles e
acumulado na circulagdo enteroepatica. Deste modo, a medigao do
conjugado tauro pode ser usada para se determinar a passagem da
quantidade de acido obeticdlico através do figado. A taxa de formacéao
do conjugado tauro esta reportada na Figura 38, que mostra que a
formacgao do conjugado tauro € mais rapida e uma concentragao mais
alta é conseguida depois da administracdo da forma cristalina.

Ponto de fusdo e transicao vitrea

[00373] Os pontos de fusdo da Forma 1 de acido obeticdlico (ndo

cristalina) e da Forma F cristalina foram medidos utilizando-se um
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método convencional. O ponto de fusdo de acido Chenodeoxycholic
acid e de acido Ursodeoxycholic foram medidos como compostos de
referéncia. As medi¢des foram realizadas em triplicata. Para a forma
cristalina a transicdo do estado soélido para liquido € definida como
temperature de fusdo (Tm) enquanto que para a forma nao cristalina
definida como transicdo de temperatura vitrea (Tg), Na tabela estéo
reportados os valores expressos tanto em Celsius °C quanto em Kelvin
°K.

Tabela 3: Pontos de fusao de acido obeticélico (Forma 1 e Forma
F) e CDCA e UDCA

Dados experimentais Dados da literatura
Composto Tm (°C) T4(°C) Tm (°C) T4(°C)
119
CDCA 136-140 - 143 98
163
UDCA 203-207 - 203 105
Acido 120-124
obeticélico 235237 | o ) )
Fafos experimentais Dados da literatura
Composto | Tm(°K) | To(°K) [ To/Tm CK) | Tm (°K) | To(°K) | To/Tm (°K)
392
CDCA 409-413 - - 416 371 0,85
436
UDCA 476-480 - - 477 378 0,79
Acido 393-397
obeticdlico | 508-510 | o1 o> | 07O ) ) 0.7

Resultados:
[00374] Os valores obtidos para CDCA e UDCA concordam com
aqueles anteriormente reportados, onde o ponto de fusdo de UDCA é

mais alto do que aquela de CDCA. A temperatura de transig&o vitrea
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Tg da Forma 1 (102-112°C) é mais baixa do que a temperatura do
ponto de fusdo Tm da Forma F (120-124°C). Este padréo observado
concorda com os dados reportados anterioremente quando as duas
formas de estado sdélido sdo comparadas. A Forma F é dotada de
uma transigéo adicional sob uma temperatura mais alta (235-237°C).
[00375] A relacdo entre a temperatura do ponto de fusdo mais alta e
a temperatura de transigédo vitrea expressa em graus Kelvin é muito
semelhante a de outros farmacos e de outros acidos biliares. (J. Kerc
et al. Thermochim. Acta, 1995 (248) 81-95).

Analise de calorimetria de varredura diferencial

[00376] Analise de calorimetria de varredura diferencial (DSC) foi
realizada para melhor definir os pontos de fusdo e o estado fisico das
formas de acido obeticdlico cristalino e ndo cristalino. O instrumento
usado foi um Mettler Toledo DSC model 821e. Aproximadamente 4-5
mg de cada Forma 1 e Forma F foram submitidas a analise. Os
compostos foram expostos a uma faixa de temperaturas de 30-300°C
sob taxa de aquecimento de 10°C/min.

[00377] A Figura 39 mostra a curva da DSC obtida para a Forma F
de acido obeticdlico cristalino. Uma transicdo endotérmica a 120,04°C
foi detectada correspondente ao ponto de fusdo do composto. Este
resultado foi confirmado também por meio de microscopia de estado
qguente (HSM); na faixa de 30°-240°C a transigcao de solido para liquido
foi observada em 122°-124°C. No tragado da DSC, a configuracéo de
pico e a intensidade obtida para a Forma F estdo em concordancia
com o compostamento tipico mostrado pelas formas cristalinas. Nao
obstante, a largura de pico € mais ampla; isto pode ser devido a
cristais ndo homogéneos. A analise termo gravimétrica (TGA) nao
mostra qualquer perda de peso na faixa de temperaturas 30-300°C.
[00378] A Figura 40 mostra a curva da DSC obtida para a Forma 1

de acido obeticolico nao cristalino. Em 79,95°C foi observada uma
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transicdo endotérmica. A forma de pico e intensidade estdo em
concordancia com o comportamento esperado para os compostos nao
cristalinos. Para estas substédncias a energia requerida para a
transicdo de sélido para liquido (transi¢éo vitrea) € menor do que para
os compostos cristalinos. O termograma ndo mostrou qualquer perda
de peso na faixa de temperaturas de 30°-300°C.

Solubilidade na agua

[00379] A solubilidade da Forma 1 de acido obeticolico (ndo

cristalino) e da Forma F cristalina na agua foi medida seguindo-se

procedimentos que sao conhecidos na técnica. Sucintamente, o sélido
foi colocado em suspensao na agua sob um pH baixo (HCI 0,1 mol/l) e
deixou-se equilibrar sob 25°C durante uma semana sob mistura suave.
A solucdo saturada foi filtrada e a concentragdo do compost ona
solucao foi medida por meio de HPLC-ES-MS/MS.

Resultados:
Solubilidade na agua (umol/L)
Forma 1 17,9
Forma F 9,1

[00380] A Forma 1 apresenta uma solunilidade mais alta 17,9 ymol/l
vs. 9,1 umol/l para a Forma F.

[00381] De acordo com os dados de biodisponibilidade do acido
obeticdlico, a Forma F cristalina € mais alta do que a Forma 1 de acido
obeticélico (ndo cristalino). Apesar de um pico de concentragao
plasmatica observado anteriormente apds administracdo da Formula 1,
os perfis de plasma mostram que a Forma F é absorvida mais
eficientemente (AUC mais alto) e até mesmo a cinética € mais regular,
refletindo uma distribuicdo 6tima do farmaco in the intestinal content.
Form 1 mostra this early peak then a later second one com no
conteudo intestinal. A Forma 1 mostra este pico anterior, entdo um

segundo posterior com uma Cmax mais baixa do que a Forma F.
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[00382] A solubilidade da Forma 1 na agua € mais alta do que a
Forma F. A Forma F parece ser estavel uma vez que a analise termo
gravimétrica (TGA) ndo mostrou qualquer perda de peso em uma faixa
de temperaturas estudada.

[00383] De acordo com estes resultados, a Forma F quando
administrada oralmente parece ser mais eficientemente absorvida pelo
intestino e absorvida pelo figado. A taxa de formagédo do conjugado
tauro metabolite hepatico principal é quase duas vezes para a Forma F
comparada com a Forma 1, sugerindo um transporte mais eficiente e
acumulo na circulacdo enteroepatica e na concentracdo de plasma
depois de 3 horas.

Exemplo 8: Preparacdo de Acido Obeticolico Radiorrotulado

[00384] Acido obeticolico radiorrotulado foi preparado de acordo

com O esquema exposto em seguida.

Esquema 5

z, Y o 0
OMe OMe
LDA, TMSCI
. THF, -78 °C
TMSO (@] OTMS
1X 2X

TMSO"

3 o

A

BF; OEt,

—_——
DCM-tolueno
HO

1) Hy, PdIC OH NaBH,
NaOH, H,0 NaOH
—_—
2) 100 °C H,0 ‘
HO\" v (0] 100 °C HO\‘
/_ *
5X acido [etil-1-14C]obeticélico

*=14C

[00385] Registraram-se espectros de NMR em solugcdo CDC13 e

Peticao 870210094659, de 14/10/2021, pag. 139/153



137/141

MeOD-ds em tubos de 5-mm d.e. (Norell, Inc. 507-HP) sob 30°C e
foram colerados em Varian VNMRS-400 sob 400 MHz para 'H. Os
desvios quimicos (0) s&o relativos ao tetrametilsilano (TMS = 0,00
ppm) e expressos em ppm. LC-MS/MS foi obtido em lon-trap Mass
Spectrometer em Accela-Thermo Finnigan LCQ Fleet operand ona
modalidade de ionizagdo EST (-). HPLC foi tomado em Agilent 1200
series (Coluna: Xterra MS C8, 250 x 4,6 mm, 5 pym, 40°C) em linha [3-
Ram. Atividade especifica foi tomada em LSA (Liquid Scintillation
Analyzer, Perkin Elmer, Tri-Carb 2900TR).

Preparacdo de composto 2X

2 o 3 o)
OMe OMe
LDA, TMSCI
B — e
. THF, -78 °C
TMSO' o) TMSOY OTMS
1X 2X

[00386] A uma solugéo de diisopropilamina (1,59 g, 15,8 mmol) em
THF anidro (6,0 ml) foi adicionado n-BuLi (6,30 ml, 2,5 M, 15,8 mmol)
sob -20°C. Depois de agitacdo da mistura de reagéo durante 1 h sob -
20°C, refrigerada para -78°C e TMSC1 (1,72 g, 15,8 mmol) foi
adicionado seguido pelo composto 1X (3,00 g, 6,29 mmol) em THF
anidro (6,0 ml). A mistura de reacao foi submetida a agitacdo durante
1 h sob -78°C, extinta por adicdo de NaHCOs e submetida a agitagao
durante 30 min. sob temperatura ambiente. A camada organica foi
separada e concentrada in vacuo para proporcionar o composto 2X
(3,29 g, 95%) e usada na etapa seguinte sem qualquer outra
purificagao.

Preparacdo de composto 3X
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- 0 O
/’[‘J\H
BF; OEt,

—_—
DCM-toluene )
HO'

OMe

TMSO" OTMS

* = 14C
2X 3x

[00387] O [1-'C]actaldeido (330 mCi, 5,63 minol) (preparado a
partir de [*C]BaCOQs, SA = 58,6 mCi/mmol) em tolueno (1,0 ml) e
acetaldeido (130 mg, 2,95 mmol) em DCM (2,0 ml) foram misturados

sob -78°C e entdo transferidos para uma solugdo do composto 2X
(3,29 g, 6,00 mmol) em DCM (13,0 ml) seguido por adi¢ao de BF3-OEt>
(1,05 g, 7,40 mmol) sob -78°C. Depois de agitagdo durante 1 h sob -
78°C, deixou-se a mistura de reacdo ser aquecida para 35°C e
submetida a agitacdo durante 1 h sob a temperatura supra. A reagao
foi extinta por meio da adigdo de agua (10 ml), a camada aquosa foi
extraida com DCM, a camada organica combinada foi submetida a
secagem sobre Na>SO4 anidro, filtrada e concentrada in vacuo . O
residuo foi purificado por meio de cromatografia de coluna em SiO2
(Hexano: EtOAc = 5:1 até 3:1) para proporcionar o composto 3X (102
mCi, 31%, SAW 37,0 mCi/mmol) na forma de um sdlido de cor branco.
"H-NMR (CDC13, Varian, 400 MHz): 8 0,65 (3H, s); 0,93 (3H, d, J=6,0
Hz), 1,01 (3H, s), 1,06-1,49 (12H, m), 1,62-2,04 (7H, m), 1,69 (3H, d,
J=6,8 Hz), 2,18-2,28 (2H, m), 2,32-2,43 (2H, m), 2,58 (1H, dd, J= 12,8,
4,0 Hz), 3,62-3,70 (1H, m), 3,67 (3H, s), 6,18 (1H, q, J= 6,8 HZ).

Preparacdo do composto 4X

HO

* = 14¢
3X 4X

[00388] A uma solugdo do composto 3X (102 mCi, 2,75 mmol) em
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MeOH (6,0 ml) foi adicionado NaOH (220 mg, 5,50 mmol) em H20 (3,0
ml) sob temperatura ambiente. Depois de agitagdo a mistura de
reacao durante 1 h sob 45°C, refrigerada para a temperatura ambiente,
MeOH foi removido sob press&o reduzida e diluido com H20 (12 ml).
A camada aquosa foi acidulada com H3PO4, extraida com DCM e a
camada organica foi concentrada in vacuo. O residuo foi suspenso em
EtocO e o precipitado foi coletado por meio de filtracdo para
proporcionar o composto 4X (86,3 mCi, 85%) na forma de um séldio
de cor branco.

[00389] 'H-NMR (CDClIs, Varian, 400 MHz); 8 0,63 (3H, s), 0,92
(3H, d, J= 6,0 Hz), 0,99 (3H, s), 1,04-1,50 (13H, m), 1,61-2,01 (7H, m),
1,67 (3H, d, J=7,2 Hz), 2,21-2,28 (2H, m), 2,35-2,41 (2H, m), 2,56 (1H,
dd, J=12,8, 4,0 Hz), 3,58-3,69 (1H, m), 6,16 (1H, q,J= 7,2 Hz).

Preparacdo do composto 5X

£ 0
1) Hy, PdIC OH
NaOH, H,0
_—
2) 100 °C

HO™ HO™ T 0
/_*
* = 14
4x 5X ="c

[00390] A mistura de composto 4X (86,3 mCi, 2,35 mmol) e 5% -
Pd/C (100 mg) em aq. 0,5 M NaOH (10 ml, 5,0 mmol) foi submetida a
agitacdo durante 10 h sob temperatura ambiente sob atmosfera de H>
(baldo) e entdo submetida a agitagdo durante 14 h sob 100°C. O
catalisador foi removido por meio de filtracdo, lavado com agua e o
filtrado foi acidulado com H3PQOas, O precipitado foi coletado por meio
de filtracdo, o solido foi dissolvido em EtOAc, lavado com solugao
salina, filtrado através de um chumaco curto de SiO2 e concentrado in
vacuo. O solido residual foi recristalizado com EtOAc para
proporcionar o composto 5X (67,7 mCi, 78%) na forma de de um

composto de cor branco.
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[00391]  "H-NMR (MeOD-ds, Varian, 400 MHz): 8 0,71 (311, s), 0,75-
0,84 (1H, m), 0,81 (3H, t, J = 7,4 Hz), 0,921,01 (1H, m), 0,96 (3H, d, J=
6,4 Hz), 1,06-1,38 (7H, m), 1,25 (3H, s), 1,41-1,96 (1211, m), 2,01-2,05
(1H, m), 2,11-2,24 (2H, m), 2,30-2,37 (1H, m), 2,50 (1H, t, J= 11,4 Hz),
2,80-2,85 (1H, m), 3,42-3,49 (1H, m).

Preparacéo de acido [etil-1-'“C] obeticdlico

-, 0
OH NaBH,
NaOH
H,0
HO™ : O 100°C  HO™ :
/* /_*
acido [etil-1-'*C]obeticlico 14
5X *=14C

[00392] A uma solugdo de composto 5X (67,7 mCi, 1,83 mmol) em
ag. 2 M NaOH (4,50 ml, 9,00 mmol) foi adicionada uma solugdo de
NaBH4 (416 mg, 11,0 mmol) em 1120 (2,0 ml) sob 80°C. Depois de
agitacdo da mistura de reacdo durante 2 h sob 100°C, agua (6,0 ml) foi
adicionada sob temperatura ambiente e acidulada com HsPOs A
camada aquosa foi extraida com DCM, submetida a secagem sobre
Na2SOs anidro, filtrada através de um curto chumago de SiO: e
concentrada in vacuo, O residuo foi purificado por meio de
cromatografia de coluna em SiO2 (Hexano:EtOAc = 1:1 até 1:3) para
proporcionar o produto (44,0 mCi, 65%) na forma de um sdélido de cor
branco. O produto (44,0 mCi, 1,19 mmol) e acido obeticdlico (120 mg,
0,285 mmol) foram dissolvidos em EtOAc (4 ml), a solugdo foi
submetida a agitacdo durante 2 h sob 50°C e entdo concentrada in
vacuo. O Oleo residual foi colocado em suspensdo em Et:0, o
precipitado foi coletado por meio de filtragdo para proporcionar o acido
[etil-1-"#C] obeticdlico (560 mg, 38,5 mCi, SA = 29 mCi/ mmol) na
forma de um solido de cor branco.

[00393] 'H-NMR (CDCls, Varian, 400 MHz): 8 0,66 (3H, s), 0,88
(311, s), 0,93 (3H, t, J = 7,2 Hz), 0,93 (3H, d, | = 6,4 Hz), 0,96-1,04

Peticao 870210094659, de 14/10/2021, pag. 143/153



141/141

(1H, m), 1,08-1,52 (14H, m), 1,51-1,60 (1011, m), 2,22-2,30 (111, m),
2,36-2,44 (1H, m), 3,38-3,45 (111, m), 3,71 (IH, s).

LC-MS/MS (MS: LCQ Fleet): MS Calculado: 421,56; MS Encontrado:
421,07 [M-HT..

[00394] Radio TLC: TLC placa de silica 60 F2s4, € fase mébvel é
EtOAc. A pureza radioquimica é 98,90%, Rf = 0,675

[00395] HPLC (Agilent 1200 series): Fase movel; acetonitrila: 5 mM
Tampéo de fosfato (pH = 3) : MeOH = 450:450:100. A pureza
radioquimica é de 98,19% (B-ram), Rt = 20,00 min.

[00396] O é&cido [Etil-1-"*C] obeticdlico € dotado de uma férmula
molecular de 14C1C25H4404 e um peso molecular de 421,46 sob a

atividade especifica de 29 mCi/mmol por LSC.
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REIVINDICAGOES

1. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende a Forma 1 de acido obeticdlico e um veiculo
farmaceuticamente aceitavel, em que a Forma 1 de acido obeticélico
compreende entre 0% e 1% de acido quenodesoxicdlico.

2. Composicdo farmacéutica, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de que a Forma 1 de acido
obeticolico ainda compreende entre 0% e 0,15% de acido 6[-
etilquenodesoxicdlico.

3. Composicao farmacéutica, de acordo com a reivindicagao
2, caracterizada pelo fato de que a Forma 1 de acido obeticdlico
compreende entre 0% e 0,07% de acido 6B-etilquenodesoxicadlico.

4. Composicao farmacéutica, de acordo com a
reivindicacao 3, caracterizada pelo fato de que a Forma 1 de acido
obeticélico compreende entre 0% e 0,06% de acido 6p-
etilquenodesoxicalico.

5. Composicdo farmacéutica, de acordo com a
reivindicacao 4, caracterizada pelo fato de que a Forma 1 de acido
obeticélico compreende entre 0% e 0,05% de acido 6p-
etilquenodesoxicalico.

6. Composicdo farmacéutica, de acordo com a
reivindicagao 1, caracterizada pelo fato de que a Forma 1 de acido
obeticolico compreende entre 0% e 0,5% de acido quenodesoxicdlico.

7. Composicao farmacéutica, de acordo com a
reivindicagdo 6, caracterizada pelo fato de que a Forma 1 de acido
obeticdolico compreende entre 0% e 0,3% de acido quenodesoxicélico.

8. Composicdo farmacéutica, de acordo com a
reivindicagao 7, caracterizada pelo fato de que a Forma 1 de acido
obeticolico compreende entre 0% e 0,2% de acido quenodesoxicdlico.

9. Composi¢cdo farmacéutica, de acordo com a
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reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de que a Forma 1 de acido
obeticélico ainda compreende entre 0% e 0,15% de acido 3a(3a,7a-di-
hidroxi-6a-etil-5B-colan-24-0iloxi)-7 a-hidroxi-6a-etil-5B-colan-24-dico.

10. Composicao farmacéutica, de acordo com a
reivindicacdo 9, caracterizada pelo fato de que a Forma 1 de acido
obeticélico compreende entre 0% e 0,07% de &acido 3a(3a,7a-di-
hidroxi-6a-etil-53-colan-24-0iloxi)-7 a-hidroxi-6a-etil-53-colan-24-dico.

11. Composigdo farmacéutica, de acordo com a
reivindicacao 10, caracterizada pelo fato de que a Forma 1 de acido
obeticélico compreende entre 0% e 0,06% de acido 3a(3a,7a-dihidroxi-
6a-etil-5B3-colan-24-0iloxi)-7a- hidroxi-6a-etil-5B-colan-24-6ico.

12. Composi¢do farmacéutica, de acordo com a
reivindicacdo 11, caracterizada pelo fato de que a Forma 1 de acido
obeticélico compreende entre 0% e 0,05 % de &acido 3a(3a,7a-di-
hidroxi-6a-etil-5B-colan-24-0il6xi)-7 a-hidroxi-6a-etil-53-colan-24-dico.

13. Composicao farmacéutica, de acordo com a
reivindicacao 1, caracterizada pelo fato de que a Forma 1 de acido
obeticélico compreende ainda entre 0% e 0,15% de &cido 6-
etilquenodesoxicolico e entre 0% e 0,15% de acido 3a(3a,7a-di-
hidroxi-6a-etil-5B-colan-24-0il6xi)-7 a-hidroxi-6a-etil-53-colan-24-dico.

14. Composicao farmacéutica, de acordo com a
reivindicagdo 13, caracterizada pelo fato de que a Forma 1 de acido
obeticolico compreende entre 0% e 0,07% de acido 6pB-
etilquenodesoxicdlico.

15. Composicdo farmacéutica, de acordo com a
reivindicagdo 13, caracterizada pelo fato de que a Forma 1 de acido
obeticolico compreende entre 0% e 0,05% de acido 6pB-
etilquenodesoxicdlico.

16. Composicdo farmacéutica, de acordo com a

reivindicacao 13, caracterizada pelo fato de que a Forma 1 de acido
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obeticolico compreende entre 0% e 0,5% de acido quenodesoxicalico.

17. Composigdo farmacéutica, de acordo com a
reivindicacdo 16, caracterizada pelo fato de que a Forma 1 de acido
obeticolico compreende entre 0% e 0,3% de acido quenodesoxicalico.

18. Composicao farmacéutica, de acordo com a
reivindicacdo 17, caracterizada pelo fato de que a Forma 1 de acido
obeticélico compreende entre 0% e 0,2% de acido quenodesoxicolico.

19. Composicao farmacéutica, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de que a Forma 1 de acido
obeticolico compreende entre 0% e 0,05 % de acido 6pB-
etilquenodesoxicolico e entre 0% e 0,05 % de acido 3a(3a,7a-di-
hidroxi-6a-etil-5B-colan-24-0iloxi)-7 a-hidroxi-6a-etil-53-colan-24-dico.

20. Composicao farmacéutica, de acordo com a
reivindicacao 19, caracterizada pelo fato de que a Forma 1 de acido
obeticélico compreende entre 0% e 0,3% de acido quenodesoxicélico.

21. Composicao farmacéutica, de acordo com a
reivindicacao 20, caracterizada pelo fato de que a Forma 1 de acido
obeticélico compreende entre 0% e 0,2% de acido quenodesoxicolico.

22. Composicao farmacéutica, de acordo com a
reivindicacao 1, caracterizada pelo fato de que a Forma 1 de acido
obeticolico ainda compreende entre 0% e 2% de agua.

23. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de
que compreende a Forma 1 de acido obeticolico e um veiculo
farmaceuticamente aceitavel, em que a Forma 1 de acido obeticdlico
compreende um ou mais compostos selecionados dentre acido 6[3-
etilquenodesoxicdlico, acido quenodesoxicolico, e acido 3a(3a,7a-
dihidroxi-6a-etil-5B-colan-24-0iloxi)-7a-hidroxi-6a-etil-53-colan-24-6ico,
em que o acido 6p-etiiguenodesoxicélico esta presente em uma
quantidade entre 0% e 0,05%, o acido quenodesoxicdlico esta

presente em uma quantidade entre 0% e 0,2%, e o acido 3a(3a,7a-di-
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hidréxi-6a-etil-5p-colan-24-0il6xi)-7a-hidréxi-6a-etil-53-colan-24-6ico

esta presente em uma quantidade entre 0% e 0,05%.
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