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“COMPOSICOES DE ANALOGO DE RAPAMICINA E PROCESSOS PARA
PREPARAGAO DE FORMAS CRISTALINAS DE ANALOGOS DE RAPAMICINAS"
REFERENCIA REMISSIVA A PEDIDOS RELACIONADOS

[001]O presente pedido reivindica o beneficio do Pedido de Patente Provisorio
U.S. No. de Série 60/820.317, depositado em 25 de Julho de 2006, intitulado
"CRYSTALLINE FORMS OF RAPAMYCIN ANALOGS" e Pedido de Patente U.S. No.
11/781.804, depositado em 23 de Julho de 2007, intitulado CRYSTALLINE FORMS
OF RAPAMYCIN ANALOGS", bem como Pedido de Patente U.S. No. 11/781.807, de-
positado em 23 de Julho de 2007, intitulado "METHODS OF MANUFACTURING
CRYSTALLINE FORMS OF RAPAMYCIN 10 ANALOGS", com Shekhar Viswanath,
Larry Bartelt, Robert Leanna, Michael Rasmussen, Madhup Dhaon, Rodger Henry,
Thomas Borchardt, Shuang Chen e Geoff Zhang como inventores e os conteudos dos
quais sao incorporados aqui por referéncia especifica.

CAMPO DA INVENCAO

[002]A presente invencgao se refere a formas cristalinas de analogos de rapa-
micina, bem como composicoes, usos e métodos para fabricagdo das mesmas. Mais
particularmente, a presente invencao se refere a formas cristalinas do analogo de ra-
pamicina zotarolimus (isto €, ABT-578).

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[003]Em produtos farmacéuticos existem, tipicamente, conflitos entre a solu-
bilidade do farmaco, estabilidade, absorgéo e biodisponibilidade, os quais podem ser
modulados pela forma do farmaco. Algumas formas de compostos ativos sofrem de
solubilidade muito baixa ou insolubilidade em agua e sofrem metabolismo de primeiro
passe hepatico extensivo. Algumas formas de compostos ativos sofrem de pobre ab-
sorcao em virtude de sua baixa solubilidade em agua. As propriedades de uma forma
sélida de um composto ativo, tais como sua estrutura de cristal e morfologia, podem

afetar significativamente suas propriedades. Como tal, a selegdo de uma forma de um
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componente ativo pode, portanto, alterar significativamente o desempenho de produ-
tos farmacéuticos e outros produtos quimicos. Tradicionalmente, a rapamicina e ana-
logos de rapamicina tém sido preparados em formas amorfas dentro de composicoes
farmacéuticas.

[004]A despeito do desenvolvimento e pesquisa de métodos de cristalizacao,
o controle da cristalizagcdo baseado em compreensao estrutural e na capacidade de
criar cristais e outras formar sélidas ainda é limitado. O controle sobre a nucleacgao,
dissolucéo e morfologia de cristais moleculares permanece primariamente uma ques-
tdo de "mistura e tentativa" (Weissbuch, I., Lahav, M. e Leiserowitz, L., Molecular Mo-
deling Applications in Crystallization, 166, 1999). Em virtude do fato de que muitas
variaveis influenciam a cristalizacao, precipitacédo, desvio de fase e as formas solidas
produzidas a partir das mesmas e em virtude do fato de que muitos reagentes e vari-
aveis de processo estao disponiveis, a testagem de formagao de sdlido individual e
modificagdo da estrutura de cristal sdo um processo extremamente entediante. A des-
peito da importancia da estrutura de cristal na industria farmacéutica, estruturas de
cristal 6timas ou sélidos amorfos 6timos ndo séo vigorosa ou sistematicamente bus-
cados. Assim, a selecdo de uma forma de um analogo de rapamicina, tal como uma
forma cristalina, pode alterar significativamente seu desempenho em uma aplicagao
especifica e tais formas continuam a ser buscadas.

[005]Portanto, seria benéfico ter uma forma cristalina de um analogo de rapa-
micina que pode ser usada em tratamentos terapéuticos. adicionalmente, seria bené-
fico ter composi¢des, métodos de uso e métodos de fabricagao da forma cristalina do
analogo de rapamicina.

SUMARIO DA INVENCAO

[006]A invencao se refere a composigdes, usos e métodos para a fabricagcao
de formas cristalinas de analogos de rapamicina e, mais especificamente, formas cris-

talinas de zotarolimus (isto €, ABT-578).
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[007]Em uma modalidade, a presente invencéao inclui uma forma cristalina de
um analogo de rapamicina. As formas cristalinas do analogo de rapamicina podem ser
preparadas através de varios métodos, os quais sao descritos aqui. Tais formas cris-
talinas podem ser preparadas de modo que uma forma cristalina pode ser identificada
para um uso particular. O analogo de rapamicina pode ter uma estrutura de Férmula
1, Férmula 2 ou Férmula 3, conforme ilustrado abaixo. Também, o analogo de rapa-

micina cristalino pode ser um pro-farmaco, sal, derivado ou combinagdo dos mesmos.

FORMULA 1
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FORMULA 2
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FORMULA 3

[008]Em uma modalidade, o cristal € um solvato. Como tal, o cristal pode in-
cluir um solvente organico incluido no mesmo, onde o solvente é usado para preparar
o cristal. O solvente organico pode ser selecionado do grupo consistindo de solventes
que podem ser usados no preparo do analogo de rapamicina, incluindo acetona, ace-
tato de etila, metanol, etanol, n-propanol, isopropanol, isobutanol, terc-butanol, 2-bu-
tanol, acetonitrila, tetraidrofurano, acetato de isobutila, acetato de n-butila, formato de
etila, acetato de n-propila, acetato de isopropila, metiletil cetona, tolueno, N,N dimetil
formamida, anisol, metil isopropil cetona, nitrometano, propionitrilo, 2-butanona (isto
€, metil etil cetona ou MEK), tetraidrofurano, 1,2-dimetéxietano, acetato de isopropila,
qualquer combinagdo dos mesmos e semelhantes.

[009]Em uma modalidade, o cristal € um desolvato. Como tal, o cristal pode
ser selecionado do grupo consistindo em um desolvato de acetona, desolvato de to-
lueno, desolvato de acetonitrila, desolvato de formato de etila, desolvato de acetato
de isobutila, N,N dimetil formamida e qualquer combinagcao dos mesmos.

[010]JEm uma modalidade, a presente inveng¢ao inclui um processo para pre-
paro de uma forma cristalina de um analogo de rapamicina. Tal processo compreende
0 seguinte: combinacdo do analogo de rapamicina com pelo menos um meio organico

para formar uma mistura; incubagao da mistura até que o analogo de rapamicina
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cristalize; e recuperagao do analogo de rapamicina cristalino do meio organico.

[011]JEm uma modalidade, o meio organico pode ser compreendido de pelo
menos um solvente para formar a mistura. Como tal, o processo para preparo da forma
cristalina do analogo de rapamicina inclui fazer com que o analogo de rapamicina dis-
solva no solvente e incubagao do solvente até que o analogo de rapamicina cristalize.

[012]Em uma modalidade, o processo inclui formagdo de uma pasta de ana-
logo de rapamicina cristalino na solugdo. Em uma modalidade, o processo inclui agi-
tacdo da mistura de analogo de rapamicina até que o analogo de rapamicina cristalize.
Em uma modalidade, o processo inclui saturacao da solugdo de analogo de rapami-
cina. Isso pode incluir formagao de uma solugao supersaturada de analogo de rapa-
micina.

[013]JEm uma modalidade, o processo inclui 0 uso de um anti-solvente para
auxiliar na formacao do analogo de rapamicina cristalino. Tal método inclui combina-
¢ao de pelo menos um anti-solvente com o analogo de rapamicina e o solvente para
formar uma mistura bifasica e incubacdo da mistura bifasica para fazer uma diviséo
de fase liquido-liquido com uma maioria do analogo de rapamicina estando no sol-
vente e uma minoria do analogo de rapamicina estando no anti-solvente. Opcional-
mente, o solvente pode ser separado do anti-solvente antes que os cristais sejam
separados.

[014]Deve ser entendido que a descricdo geral precedente e a descrigao de-
talhada a seguir sdo exemplificativas e explicativas apenas e nao devem ser encara-
das como sendo restritivas da presente invencao, conforme reivindicado. Outras van-
tagens da presente invencdo serdo evidentes apds uma revisdo da descricdo deta-
Ihada a seguir das modalidades divulgadas, as quais séo ilustradas esquematica-
mente nos desenhos em anexo e nas reivindicagcdes em anexo.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[015]Para esclarecer adicionalmente as vantagens e caracteristicas acima e
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outras da presente invengcdo, uma descrigdo mais particular da invengao sera feita
através de referéncia a modalidades especificas da mesma, as quais sao ilustradas
nos desenhos em anexo. Sera apreciado que esses desenhos representam apenas
modalidades tipicas da invencao e, portanto, ndo devem ser considerados como limi-
tando seu escopo. A invencéao sera descrita e explicada com especificidade e detalhes
adicionais através do uso dos desenhos em anexo, nos quais:

[016]A Figura 1 mostra uma representacdo esquematica de uma modalidade
de um método de preparo de um analogo de rapamicina.

[017]A Figura 2A é um grafico ilustrando um padrao de difracdo de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um solvato de acetona de analogo
de rapamicina.

[018]A Figura 2B é um grafico ilustrando um padrao de difracdo de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um solvato de acetona de analogo
de rapamicina.

[019]A Figura 3A é um grafico ilustrando um padrao de difracdo de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um desolvato de acetona de ana-
logo de rapamicina.

[020]A Figura 3B é um grafico ilustrando um padrao de difracdo de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um desolvato de acetona de ana-
logo de rapamicina.

[021]A Figura 4A é um grafico ilustrando um padrao de difracdo de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um solvato de tolueno de analogo
de rapamicina.

[022]A Figura 4B é um grafico ilustrando um padrao de difracdo de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um solvato de tolueno de analogo
de rapamicina.

[023]A Figura 4C é um diagrama esquematico de uma modalidade de uma
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Unica estrutura de cristal por raios X para o solvato de tolueno de analogo de rapami-
cina da Figura 4B.

[024]A Figura 4D é um diagrama esquematico de uma modalidade de uma
estrutura de cristal mostrando canais de solvente ao longo do eixo "b" para o solvato
de tolueno de analogo de rapamicina da Figura 4B.

[025]A Figura 4E é um grafico ilustrando um padrao de difracdo de raio x em
po6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um desolvato de tolueno de analogo
de rapamicina.

[026]A Figura 4F é um grafico mostrando a alteracéo nos padrées de difracao
de raio x em pé durante a desolvatagao do solvato de tolueno de analogo de rapami-
cina da Figura 4B.

[027]A Figura 5A é um grafico ilustrando um padréo de difracdo de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um solvato de acetonitrila de ana-
logo de rapamicina.

[028]A Figura 5B é um grafico ilustrando um padréo de difracdo de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um solvato de acetonitrila de ana-
logo de rapamicina.

[029]A Figura 6A é um grafico ilustrando um padrao de difracdo de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um desolvato de acetonitrila de
analogo de rapamicina.

[030]A Figura 6B é um grafico ilustrando um padrao de difracdo de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um desolvato de acetonitrila de
analogo de rapamicina.

[031]A Figura 6C é um grafico ilustrando uma analise termogravimétrica de
uma modalidade de uma forma cristalina de um desolvato de acetonitrila de analogo
de rapamicina.

[032]A Figura 7A é um grafico ilustrando um padrao de difracdo de raio x em
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p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um solvato de formato de etila de
analogo de rapamicina.

[033]A Figura 7B é um grafico ilustrando um padrao de difracdo de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um solvato de formato de etila de
analogo de rapamicina.

[034]A Figura 7C é um grafico ilustrando uma analise termogravimétrica de
uma modalidade de uma forma cristalina de um solvato de formato de etila de analogo
de rapamicina.

[035]A Figura 8 € um grafico ilustrando um padrao de difragcao de raio x em po
de uma modalidade de uma forma cristalina de um desolvato de formato de etila de
analogo de rapamicina.

[036]A Figura 9A é um grafico ilustrando um padrao de difracdo de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um solvato de acetato de isobutila
de analogo de rapamicina.

[037]A Figura 9B é um grafico ilustrando um padrao de difracdo de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um solvato de acetato de isobutila
de analogo de rapamicina.

[038]A Figura 9C é um grafico ilustrando uma analise termogravimétrica de
uma modalidade de uma forma cristalina de um solvato de acetato de isobutila de
analogo de rapamicina.

[039]A Figura 10A é um grafico ilustrando um padrao de difracao de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um solvato de N,N dimetil forma-
mida de analogo de rapamicina.

[040]A Figura 10B é um grafico ilustrando um padrao de difracao de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um solvato de N,N dimetil forma-
mida de analogo de rapamicina.

[041]A Figura 10C é um grafico ilustrando uma analise termogravimétrica de
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uma modalidade de uma forma cristalina de um solvato de N,N dimetil formamida de
analogo de rapamicina.

[042]A Figura 11A é um grafico ilustrando um padrao de difracao de raio x em
po6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um solvato de anisol de analogo de
rapamicina.

[043]A Figura 11B é um grafico ilustrando um padrao de difracao de raio x em
po6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um solvato de anisol de analogo de
rapamicina.

[044]A Figura 11C é um grafico ilustrando uma analise termogravimétrica de
uma modalidade de uma forma cristalina de um solvato de anisol de analogo de rapa-
micina.

[045]A Figura 12A é um grafico ilustrando um padrao de difracao de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um solvato de etanol de analogo
de rapamicina.

[046]A Figura 12B é um grafico ilustrando um padrao de difracao de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um desolvato de etanol de analogo
de rapamicina.

[047]A Figura 13A é um grafico ilustrando um padrao de difracao de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um solvato de metanol de analogo
de rapamicina.

[048]A Figura 13B é um grafico ilustrando um padrao de difracado de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um desolvato de metanol de ana-
logo de rapamicina.

[049]A Figura 14A é um grafico ilustrando um padrao de difracao de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um solvato de acetato de etila de
analogo de rapamicina.

[050]A Figura 14B é um grafico ilustrando um padrao de difracao de raio x em
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p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um desolvato de acetato de etila
de analogo de rapamicina.

[051]A Figura 15A é um grafico ilustrando um padrao de difracao de raio x em
po6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um solvato de metil isopropil cetona
de analogo de rapamicina.

[052]A Figura 15B um grafico ilustrando um padrao de difracdo de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um desolvato de metil isopropil
cetona de analogo de rapamicina.

[053]A Figura 16 € um grafico ilustrando um padrao de difragdo de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um solvato de nitrometano de ana-
logo de rapamicina.

[054]A Figura 17A é um grafico ilustrando um padrao de difracao de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um solvato de acetato de isopropila
de analogo de rapamicina.

[055]A Figura 17B é um grafico ilustrando um padrao de difracao de raio x em
po6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um desolvato de acetato de isopro-
pila de analogo de rapamicina.

[056]A Figura 18A é um grafico ilustrando um padrao de difracao de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um solvato de propionitrilo de ana-
logo de rapamicina.

[057]A Figura 18B é um grafico ilustrando um padrao de difracao de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um desolvato de propionitrilo de
analogo de rapamicina.

[058]A Figura 19A é um grafico ilustrando um padrao de difracao de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um solvato de metil etil cetona de
analogo de rapamicina.

[059]A Figura 19B é um grafico ilustrando um padrao de difracao de raio x em
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p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um desolvato de metil etil cetona
de analogo de rapamicina.

[060]A Figura 20A é um grafico ilustrando um padrao de difracao de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um solvato de tetraidrofurano de
analogo de rapamicina.

[061]A Figura 20B é um grafico ilustrando um padrao de difracao de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um desolvato de tetraidrofurano de
analogo de rapamicina.

[062]A Figura 21A é um grafico ilustrando um padrao de difracao de raio x em
p6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um solvato de 1,2-dimetdxietano
de analogo de rapamicina.

[063]A Figura 21B é um grafico ilustrando um padrao de difracao de raio x em
po6 de uma modalidade de uma forma cristalina de um desolvato de 1,2-dimetdxietano
de analogo de rapamicina.

DESCRICAO DETALHADA DAS MODALIDADES PREFERIDAS

[064]De modo geral, a presente invencao se refere a estruturas de cristal,
composicdes, usos e métodos para fabricacdo de formas de cristal de analogos de
rapamicina, tal como o analogo de rapamicina zotarolimus (isto €, ABT-578). As for-
mas cristalinas do analogo de rapamicina podem ser preparadas através de varios
métodos, os quais sao descritos aqui. Tais formas cristalinas podem ser preparadas
de modo que uma forma cristalina adequada possa ser identificada para um uso par-
ticular.

[065]I. Analogos de rapamicina cristalinos

[066]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina pode ter a estrutura da

Férmula 1, Férmula 2, Férmula 3 ou uma combinagdo dos mesmos.
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Cila O OCH

FORMULA 3

[067]0 analogo de rapamicina para a rapamicina 2 pode ser referido como
zotarolimus ou ABT-578. Adicionalmente, o farmaco pode ser qualquer sal ou pro-
farmaco farmaceuticamente aceitavel do analogo de rapamicina. O preparo de sais
e/ou pro-farmacos farmaceuticamente aceitaveis de agentes bioativos, tal como zota-
rolimus, € bem conhecido na técnica.

[068]Adicionalmente, os analogos de rapamicina de Formulas 1-3 podem exis-
tir em equilibrio em s oxigénio com outro analogo, conforme mostrado na Férmula 4.
O analogo de rapamicina de Férmula 4 pode também ser os analogos corresponden-
tes de Férmulas 2-3. Como tal, o analogo de rapamicina de Férmula 4 (e os equiva-
lentes as Férmulas 2-3) podem também formar cristais ou ser incorporados nos cris-

tais dos analogos de rapamicina de Férmulas 1-3.
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FORMULA 4

[069]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina pode ser um derivado dos
analogos mostrados nas Férmulas 1-4. Um derivado pode ser preparado através de
substituicdes minimas, tais como hidroxilacdo, metilagao, etilacao ou, de outro modo,
alterando manualmente um substituinte.

[070]Em alguns casos, o analogo de rapamicina pode ser formado em sais,
se possivel, compreendendo anions farmacologicamente aceitaveis, incluindo ace-
tato, benzeno-sulfonato, benzoato, bicarbonato, bitartrato, brometo, edetado de calcio,
camesilato, carbonato, cloreto, brometo, iodeto, citrato, dihidrocloreto, edetato, edisi-
lato, estolato, esilato, fumarato, gluceptato, gluconato, glutamato, glicolilarsanilato, he-
xil-resorcinato, hidrabramina, hidroxinaftoato, isetionato, lactato, lactobionato, malato,
maleato, mandelato, mesilato, metil-sulfato, muscato, napsilato, nitrato, pantotienato,
fosfato/difosfato, poligalacturonato, salicilato, estearato, succinato, sulfato, tanato, tar-
trato, teoclato, trietiodeto e pamoato (isto é, 1,1'-metileno-bis-(2-hidroxi-3-naftoato)).

[071]A. Formas Cristalinas

[072]0s varios analogos de rapamicina cristalinos da presente invencéo
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podem ter diferentes propriedades. Isto &, os cristais podem ter diferentes caracteris-
ticas estruturais, fisicas, farmacolégicas ou quimicas. Propriedades estruturais in-
cluem, mas nao estao limitadas, a forma polimorfica cristalina e uma descricéo da
estrutura de cristal. Propriedades estruturais também incluem a composicao, tal como
se a forma sélida € um hidrato, dehidrato, solvato, desolvato, sal, combinagdo dos
mesmos e semelhantes.

[073]Também, o estado fisico de um analogo de rapamicina cristalino pode
ser ainda dividido em: (1) se a matriz de cristal inclui um co-aduto; (2) morfologia (por
exemplo, estrutura de cristal); e (3) estrutura interna (por exemplo, polimorfismo). Em
um co-aduto, a matriz de cristal pode incluir uma quantidade estequiométrica ou néo
estequiométrica do aduto, por exemplo, um solvente de cristalizagdo ou agua (por
exemplo, um solvato ou um hidrato). Solvatos e hidratos ndo estequiométricos incluem
inclusdes ou clatratos, isto é, onde o solvente ou agua esta encerrada em intervalos
aleatorios dentro da matriz da latice de cristal. Um solvente ou hidrato estequiométrico
€ onde uma matriz de cristal inclui um solvente ou agua em locais especificos em uma
proporgao definida. Isto €, a molécula de solvente ou agua pode ser parte da matriz
de cristal em uma disposi¢ao definida. Adicionalmente, o estado de uma matriz de
cristal pode alterar através de remoc¢édo de um co-aduto, originalmente presente na
matriz de cristal. Por exemplo, se um solvente ou agua é removida de um solvato ou
um hidrato, um furo é formado dentro da matriz de cristal, desse modo, formando um
novo estado fisico. Tais estados fisicos sao referidos aqui como hidratos desidratados
(isto &, dehidratos) ou solvatos desolvatados (isto €, desolvatos).

[074]A estrutura de cristal é a descricdo da aparéncia externa de um cristal
individual. Por exemplo, um cristal pode ter um formato cubico, tetragonal, orto-rom-
bico, monoclinico, triclinico, rombdide ou hexagonal.

[075]A estrutura interna de um cristal se refere a forma cristalina ou polimor-

fismo. Um determinado composto, tal como um analogo de rapamicina, pode existir
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como diferentes polimorfos, isto €, espécies cristalinas distintas. Em geral, diferentes
polimorfos de um determinado composto podem ser tao diferentes quanto a estrutura
e propriedades quanto os cristais de dois compostos diferentes. A solubilidade, ponto
de fusao, densidade, dureza, formato de cristal, propriedades 6pticas e elétricas, pres-
sao de vapor, estabilidade e semelhantes podem variar com a forma polimérfica.

[076]A estrutura cristalina de um composto, tal como um analogo de rapami-
cina, exerce um papel importante na determinacao das propriedades que afetam a
biodisponibilidade e eficacia como um produto farmacéutico. As propriedades de mui-
tos compostos podem ser modificadas através de alteragdes estruturais. Por exemplo,
diferentes polimorfos ou cristais do mesmo composto farmacéutico podem ter diferen-
tes atividades terapéuticas. Compreensao das relagdes estrutura-propriedade pode
ser importante em esforgos para maximizar as propriedades desejaveis de analogos
de rapamicina, tal como a eficacia farmacéutica de um produto farmacéutico.

[077]B. Cristalizacao

[078]O processo de cristalizagdo € um de ordenacao do analogo de rapami-
cina em uma estrutura de latice sélida. Durante esse processo, moléculas aleatoria-
mente organizadas em uma solugdo, um fundido ou a fase gasosa tomam posicoes
regulares na estrutura de latice. A organizacdo regular da latice € responsavel por
muitas das propriedades unicas dos cristais, incluindo a difragéo de raios X, ponto de
fusao definido e faces agudas, bem como de cristal definidas. Embora precipitacéo
usualmente se refira a formagao de substancias amorfas que ndo tém simetria ou
ordenacao e nao podem ser definidas pelas estruturas ou como polimorfos, ela tam-
bém pode se referir ao processo de formacao de cristais através de precipitacao. Cris-
talizacado e precipitacédo resultam da incapacidade de uma solucéo de dissolver com-
pletamente o analogo de rapamicina e podem ser induzidas através de alteragao do
estado (por exemplo, variagdo de parametros) da composi¢cao de alguma forma.

[079]Alguns dos processos importantes em cristalizagcdo sdo nucleacgao,
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cinética de crescimento, fendmenos interfaciais, aglomeracéo e ruptura. Nucleagao
resulta quando a barreira de energia de transicao de fase é superada, desse modo,
permitindo que uma particula se forme a partir de uma solugao supersaturada. O cres-
cimento de cristal é o alargamento das particulas de cristal causado pelo depdsito do
analogo de rapamicina sobre uma superficie existente do cristal. A taxa relativa de
nucleacao e crescimento determina a distribuicdo de tamanho dos cristais que s&o
formados. A forgca de acionamento termodinémica para nucleagao e crescimento é a
super-saturacao, a qual é definida como o desvio do equilibrio termodinémico. A aglo-
meracao € a formacao de particulas maiores (por exemplo, cristais) aderidas juntas e
formando uma estrutura cristalina maior.

[080]Analogos de rapamicina podem assumir muitas formas de cristal e tama-
nhos diferentes, dependendo do protocolo e condi¢gbes para formagao da forma cris-
talina. Enfase particular deve ser colocada sobre as caracteristicas de cristal na in-
dustria farmacéutica (por exemplo, forma polimorfica, tamanho de cristal, estrutura de
cristal e distribuicdo de tamanho de cristal) porque a estrutura de cristal e o tamanho
podem afetar a fabricagao, formulagao e farmacocinética, incluindo biodisponibilidade.
Existem quatro classes amplas pelas quais cristais de um determinado composto po-
dem diferir: composicao; estrutura; forma polimorfica; e tamanho de cristal.

[081]A composigao de cristal descreve, tipicamente, se a forma sélida € um
composto simples, tal como analogo de rapamicina puro, ou € uma mistura de com-
postos. Por exemplo, formas sélidas podem estar presentes em sua forma neutra, tal
como a base livre de um composto tendo um nitrogénio basico ou como um sal (por
exemplo, o sal de hidrocloreto de um composto contendo nitrogénio basico). Uma
composicao de cristal também pode descrever cristais contendo moléculas de aduto.
Durante cristalizagdo ou precipitacdo, uma molécula de aduto (por exemplo, um sol-
vente ou agua) pode ser incorporada na matriz de latice cristalina, adsorvida sobre a

superficie ou encerrada dentro da latice do cristal. Tais composi¢cdes sao referidas
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como inclusdes, tais como hidratos (por exemplo, molécula de agua incorporada na
latice) e solvatos (por exemplo, solvente encerrado dentro de uma latice). Se um cristal
se forma como uma inclusao pode ter um efeito profundo sobre as propriedades, tais
como a biodisponibilidade ou facilidade de processamento ou fabricagdo do analogo
de rapamicina. Por exemplo, inclusdes podem dissolver mais ou menos prontamente
ou ter propriedades mecanicas ou resisténcias diferentes das estruturas de cristal de
nao-incluséo correspondentes do mesmo composto.

[082]Conseqlientemente, o analogo de rapamicina pode cristalizar em dife-
rentes formatos externos, dependendo, dentre outros, da composicao e temperatura
do meio de cristalizagao. Os formatos de face de cristal sdo descritos como a estrutura
de cristal. Tal informacgéo é importante porque a estrutura de cristal tem uma grande
influéncia sobre a proporgao de superficie-para-volume do cristal. Embora diferentes
estruturas de cristal possam ter a mesma estrutura interna e padrdes de cristal unico
idénticos, elas ainda podem exibir diferentes propriedades farmacéuticas (Haleblian
1975, J. Pharm. Sci., 64: 1269). A estrutura de cristal pode influenciar varias caracte-
risticas farmacéuticas, por exemplo, fatores mecanicos, tais como capacidade de fluxo
em uma seringa, comportamento de formacao de tablete, filtragdo, secagem e mistura
com outras substancias (por exemplo, excipientes) e fatores ndo mecanicos, tal como
taxa de dissolugao.

[083]Adicionalmente, 0 mesmo analogo de rapamicina pode cristalizar como
mais de uma espécie cristalina distinta (por exemplo, tendo uma estrutura de latice
interna diferente) ou desviar de uma espécie cristalina para outra. Esse fendbmeno é
conhecido como polimorfismo e as espécies distintas sdo conhecidas como polimor-
fos. Polimorfos podem exibir diferentes propriedades o6pticas, pontos de fuséo, solubi-
lidades, reatividades quimicas, taxas de dissolugao e diferentes biodisponibilidades.
E bem sabido que diferentes polimorfos do mesmo composto farmacéutico podem ter

diferentes farmacocinéticas. Por exemplo, um polimorfo pode ser absorvido mais
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prontamente do que sua contra-parte. No extremo, apenas uma forma polimorfica de
um determinado produto farmacéutico pode ser adequada para tratamento de doenca.
Contudo, é provavel que os diferentes polimorfos tenham propriedades diferentes que
podem ser utilizadas juntas ou separadamente. Por exemplo, polimorfos tendo dife-
rentes propriedades de solubilidade podem ser usados juntos de forma a padronizar
a liberagao ou perfis de eluicdo ou podem ser usados em diferentes formulagdes ou
terapias. Assim, a descoberta e desenvolvimento de polimorfos de analogo de rapa-
micina novos ou benéficos é extremamente importante, especialmente na area farma-
céutica.

[084]Sdlidos amorfos, tais como rapamicina tradicional e analogos de rapami-
cina, ndo tém formato de cristal e ndo podem ser caracterizados de acordo com a
estrutura ou forma polimorfica. Um sélido amorfo comum é o vidro, no qual os atomos
e moléculas existem em uma série ndo uniforme. Sélidos amorfos sdo, usualmente, o
resultado de solidificacao rapida e podem ser convenientemente identificados através
de difragdo de raio x em pd, uma vez que esses solidos proporcionam linhas muito
difusas e nenhum padrao de difracao de cristal. Embora sélidos amorfos possam, fre-
guentemente, ter propriedades farmacéuticas desejaveis, tais como taxas de dissolu-
cao rapidas, eles usualmente nao sao preferidos em virtude de sua instabilidade fisica
e/ou quimica. Um solido amorfo estd em um estado estrutural de alta energia com
relacdo a sua forma cristalina e, assim, pode cristalizar durante armazenamento ou
transporte. Também, um solido amorfo pode ser mais sensivel a oxidagado (Pikal e
colaboradores, 1997, J. Pharm. Sci. 66: 1312). Sélidos amorfos podem ser obtidos
através de solidificagao de uma forma tal de modo a evitar o processo de cristalizagao
termodinamicamente preferido. Eles também podem ser preparados através de rup-
tura de uma estrutura de cristal existente.

[085]A cristalizacdo e precipitacdo sao alteracbes de fase que resultam na

formacao de um solido cristalino ou um solido amorfo de uma solugéo. Cristalizacao
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também inclui desvio polimorfico de uma espécie cristalina para outra. O tipo mais
comum de cristalizacao é cristalizagdo a partir de uma solug¢do na qual uma substancia
€ dissolvida em uma temperatura apropriada em um solvente, entdo, o sistema € pro-
cessado para obter super-saturacéo, seguido por nucleacao e crescimento de cristal.

[086]C. Componentes de cristalizagao

[087]Conforme estabelecido acima, solventes influenciam a cristalizagao e os
cristais de analogo de rapamicina resultantes. Em geral, a maioria das composi¢des
de cristalizagdo contém um solvente como um dos componentes. Solventes podem
influenciar e direcionar a formacgado de cristais através da polaridade, viscosidade,
ponto de ebuli¢ao, volatilidade, distribuicdo de carga e formato molecular. A identidade
e concentragao do solvente sdao uma forma de controlar a saturagéo. Na verdade, se
pode cristalizar sob condi¢des isotérmicas simplesmente adicionando um nao-sol-
vente (isto €, anti-solvente) a uma solugao inicialmente sub-saturada. Também, uma
solucdo do analogo de rapamicina na qual quantidades variadas de ndo-solvente sao
adicionadas pode mudar a cristalizacéo e o cristal resultante porque a solubilidade do
analogo de rapamicina é excedida quando alguma quantidade critica de ndo-solvente
€ adicionada. Adicao extra do ndo-solvente aumenta a super-saturacao da solugéo e,
portanto, a taxa de crescimento dos cristais de analogo de rapamicina que s&o cres-
cidos.

[088]Solventes misturados também adicionam a flexibilidade de alteracéo da
atividade termodindmica de um dos solventes independente de temperatura. Assim,
um hidrato ou solvato pode ser produzido em uma determinada temperatura simples-
mente realizando cristalizagdo sobre uma faixa de composi¢cées de solvente. Por
exemplo, cristalizacdo a partir de uma solugcdo de metanol-agua que é muito rica em
metanol pode favorecer hidratos de cristal com menos agua incorporada no sélido (por
exemplo, dihidrato vs. hemihidrato), enquanto uma solugao rica em agua favorecera

hidratos com mais agua incorporada no sélido. Os limites precisos para produgéo dos
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respectivos hidratos sdo encontrados examinando os elementos do conjunto quando
a concentracdo do componente solvente é a variavel.

[089]Em uma modalidade, solventes que sao geralmente aceitos dentro da
industria farmacéutica para uso na fabricagao de produtos farmacéuticos sdo usados
na cristalizacdo do analogo de rapamicina. Varias misturas desses solventes também
podem ser usadas. As solubilidades do analogo de rapamicina sdo altas em alguns
solventes e baixas em outros. Solugées podem ser misturadas, nas quais o solvente
de alta solubilidade é misturado com o solvente de baixa solubilidade até que a for-
macao de cristal seja induzida. Solventes incluem, mas nao estao limitados a, solven-
tes aquosos, tais como agua ou acidos aquosos, bases, sais, tampdes ou misturas
dos mesmos e solventes organicos, tais como solventes proticos, aproticos, polares
ou nao polares.

[090]Aplicagdes especificas do composto de cristalizagdo podem criar requi-
sitos adicionais. Por exemplo, no caso de produtos farmacéuticos, tal como um ana-
logo de rapamicina, solventes sdo selecionados baseado em sua biocompatibilidade,
bem como na solubilidade. Por exemplo, a facilidade com a qual um analogo de rapa-
micina é dissolvido no solvente e a falta de efeitos prejudiciais do solvente sobre o
analogo séao fatores a considerar na selegcao do solvente. Solventes organicos prefe-
ridos sdo volateis ou tém um ponto de ebulicdo relativamente baixo ou podem ser
removidos sob vacuo e que sdo aceitaveis para administracdo a serem humanos em
quantidades vestigiais, tal como cloreto de metileno. Outros solventes, tais como ace-
tato de etila, etanol, metanol, dimetilformamida, acetona, acetonitrila, tetraidrofurano,
acido acético, sulféxido de dimetila e cloroférmio e misturas dos mesmos, também
podem ser usados. Solventes preferidos sao aqueles classificados como solventes
residuais da classe 3 pela Food and Drug Administration, conforme publicado no Fe-
deral Register vol. 62, numero 85, paginas 24301-24309 (Maio de 1997). Solventes

para analogos de rapamicina que sdo administrados parenteralmente ou como uma
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solucdo ou suspensido podem ser, mais tipicamente, agua destilada, solugédo salina
tamponada, Ringer Lactada ou algum outro veiculo farmaceuticamente aceitavel.

[091]Exemplos especificos de solventes que podem ser usados no preparo do
analogo de rapamicina incluem acetona, acetato de etila, metanol, n-propanol, isopro-
panol, isobutanol, terc-butanol, 2-butanol, acetonitrila, tetraidrofurano, acetato de
isobutila, acetato de n-butila, formato de etila, acetato de n-propila, acetato de isopro-
pila, metil etil cetona, tolueno, N,N dimetil formamida, anisol, metil isopropil cetona,
nitrometano, propionitrilo, 2-butanona (isto €, metil etil cetona ou MEK), tetraidrofu-
rano, 1,2-dimetoxietano, acetato de isopropila, qualquer combinacdo dos mesmos e
semelhantes.

[092]Exemplos especificos de anti-solventes que podem ser usados no pre-
paro do analogo de rapamicina incluem ciclohexano, heptano, hexano, n-octano, iso-
octano, metilciclohexano, qualquer combinagdo dos mesmos e semelhantes.

[093]Um exemplo especifico de um sistema de solvente/anti-solvente que
pode ser usado no preparo do analogo de rapamicina inclui acetona/heptano.

[094]0utras substancias também podem ser adicionadas as reacgées de cris-
talizacao que influenciam a geragdo de uma forma cristalina. Esses aditivos de crista-
lizacdo podem ser subprodutos de reacdo, moléculas relacionadas, compostos alea-
toriamente selecionados (tais como aqueles presentes em bibliotecas de pequena mo-
lécula) ou qualquer um de varios outros aditivos encontrados em composi¢des farma-
céuticas. Eles podem ser usados para promover ou controlar a nucleagao, direcionar
o crescimento ou taxa de crescimento de um cristal especifico ou conjunto de cristais
e qualquer outro parametro que afeta a cristalizacao. A influéncia dos aditivos de cris-
talizacdo pode depender de suas concentragdes relativas e, assim, a invencéo pro-
porciona métodos para avaliar uma faixa de aditivos de cristalizagao e concentragoes.
Exemplos de aditivos de cristalizagao incluem, mas nao estdo limitados a, aditivos que

promovem e/ou controlam a nucleacéao, aditivos que afetam a estrutura de cristal e
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aditivos que afetam a forma polimoérfica.

[095]Exemplos especificos de aditivos de cristalizagao que podem ser usados
no preparo do analogo de rapamicina incluem um solvato de rapamicina, um desolvato
de rapamicina, um hidrato de rapamicina e um dehidrato de rapamicina.

[096]Em ainda outra modalidade, outras substancias podem ser usadas, in-
cluindo compostos GRAS em fase sdlida ou, alternativamente, bibliotecas de peque-
nas moléculas (por exemplo, em fase sélida).

[097]A presenca de moléculas semelhantes a tensoativo no vaso de cristali-
zagao pode influenciar a nucleacao de cristal e acionar seletivamente o crescimento
de formas polimérficas distintas. Assim, moléculas semelhantes a tensoativo podem
ser introduzidas no vaso de cristalizagdo através de pré-tratamento ou através de adi-
cao direta ao meio de cristalizacao. Moléculas de tensoativo podem ser especifica-
mente selecionadas ou aleatoriamente selecionadas com relagéo a sua influéncia ao
direcionar a cristalizagao. Além disso, o efeito da molécula de tensoativo € dependente
de sua concentragao no vaso de cristalizagao e, assim, a concentragcao das moléculas
de tensoativo devera ser cuidadosamente controlada.

[098]Em alguns casos, a cultura direta de reacdes de cristalizacio resultara
em uma diversidade aumentada de formas de cristal sendo produzidas. Em uma mo-
dalidade, as particulas séo adicionadas as reagdes de cristalizacdo. Em outra, cristais
com tamanho de nanémetro (por exemplo, nanoparticulas) séo adicionados as rea-
¢Bes de cristalizagcido. Essas particulas podem ser com tamanho de nanémetro ou
maiores.

[099]Il. Andlogos de rapamicina cristalinos

[0100]Em uma modalidade, a presente invencéao inclui uma forma cristalina de
um analogo de rapamicina. As formas cristalinas do analogo de rapamicina podem ser
preparadas através de varios métodos, os quais sdo descritos aqui. Tais formas cris-

talinas podem ser preparadas de modo que uma forma cristalina adequada pode ser
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identificada para um uso particular. O analogo de rapamicina pode ter uma estrutura
de Formula 1, Férmula 2 ou Férmula 3 conforme ilustrado acima. Também, o analogo
de rapamicina pode ser um pro-farmaco, sal, derivado ou combinag¢do dos mesmos.

[0101]Em uma modalidade, o cristal € um solvato. Como tal, o cristal pode
incluir um solvente organico incluido no mesmo. O solvente organico pode ser seleci-
onado do grupo consistindo de acetona, acetato de etila, metanol, etanol, n-propanol,
isopropanol, isobutanol, terc-butanol, 2-butanol, acetonitrila, tetraidrofurano, acetato
de isobutila, acetato de n-butila, formato de etila, acetato de n-propila, acetato de iso-
propila, metil etil cetona, tolueno, N,N dimetil formamida, anisol e qualquer combina-
¢ao dos mesmos.

[0102]Em uma modalidade, o cristal € um desolvato. Como tal, o cristal pode
ser selecionado do grupo consistindo em um desolvato de acetona, um desolvato de
tolueno, um desolvato de acetonitrila, um desolvato de formato de etila, um desolvato
de acetato de isobutila, N,N dimetil formamida e qualquer combinacdo dos mesmos.

[0103]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difragcao de raio x em p6 com um pico em torno de 5,2, 9,1 e/ou 13,2, Também, o
padrao de difracao de raio x em po é substancialmente conforme mostrado na Figura
2A.

[0104]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difragao de raio x em pé com um pico em torno de 5,3, 10,2, 10,6, 13,3 e/ou 16,0.
Também, o padrao de difragao de raio x em po é substancialmente conforme mostrado
na Figura 2B.

[0105]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difragao de raio x em p6é com um pico em torno de 5,3, 10,2, 10,5 e/ou 13,3. Tam-
bém, o padrao de difragdo de raio x em p6 é substancialmente conforme mostrado na
Figura 3A.

[0106]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
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de difracao de raio x em p6 com um pico em torno de 6,3 e/ou 12,6. Também, o padrao
de difragdo de raio x em po6 é substancialmente conforme mostrado na Figura 3B.

[0107]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difracdo de raio x em pé com um pico em torno de 54, 5,9, 9,9, 13,8 e/ou 15,5,
Também, o padrao de difragao de raio x em po é substancialmente conforme mostrado
na Figuras 4A e/ou 4B.

[0108]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difracdo de raio x em pé com um pico em torno de 5,9, 6,2, 9,1, 9,8, 12,5, 13,6,
16,4, 17,7, 17,9 e/lou 21,8. Também, o padrao de difracéo de raio x em po6 é substan-
cialmente conforme mostrado na Figura 4E.

[0109]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difragcéo de raio x em pé com um pico em torno de 5,2, 5,6, 6,0, 7,3, 10,0 e/ou 21,5.
Também, o padrao de difragao de raio x em po é substancialmente conforme mostrado
na Figura 5A.

[0110]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difragédo de raio x em p6 com um pico em torno de 5,3, 10,6, 12,8, 13,3, 15,9, 16,7,
21,3 e/ou 21,9. Também, o padrao de difracdo de raio x em po6 é substancialmente
conforme mostrado na Figura 5B.

[0111]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difracdo de raio x em pé com um pico em torno de 3,9, 8,7, 9,5, 13,8, 15,7 e/ou
16,9. Também, o padrao de difracdo de raio x em po é substancialmente conforme
mostrado na Figura 6A.

[0112]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difragdo de raio x em pé com um pico em torno de 6,2, 10,4, 11,9, 12,5, 15,4, 18,5
elou 21,5. Também, o padréao de difragdo de raio x em pd é substancialmente con-
forme mostrado na Figura 6B.

[0113]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
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de difracdo de raio x em pé com um pico em torno de 5,9, 7,7, 9,1, 10,0 e/ou 10,5.
Também, o padrao de difragdo de raio x em po é substancialmente conforme mostrado
na Figura 7A.

[0114]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difracédo de raio x em pé com um pico em torno de 5,3, 5,5, 10,6, 15,9, 16,5 e/ou
19,2. Também, o padrao de difracdo de raio x em po é substancialmente conforme
mostrado na Figura 7B.

[0115]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difragado de raio x em p6é com um pico em torno de 6,2, 12,5 e/ou 15,4, Também, o
padrao de difracao de raio x em po é substancialmente conforme mostrado na Figura
8.

[0116]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difragcao de raio x em pé com um pico em torno de 5,0, 7,0, 9,1, 10,1 15,4 e 16,0.
Também, um padrao de difragao de raio x em p6 substancialmente conforme mostrado
na Figuras 9A e/ou 9B.

[0117]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difracdo de raio x em pé com um pico em torno de 5,1, 7,2, 9,0, 9,2, 10,3, 11,5,
15,7 e 16,3. Também, o padréo de difracdo de raio x em po é substancialmente con-
forme mostrado na Figura 10A e/ou 10B.

[0118]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difracao de raio x em pé com um pico em torno de 6,1, 8,9, 9,4, 10,0, 10,2 e 12,2.
Também, o padrao de difragao de raio x em po é substancialmente conforme mostrado
na Figuras 11A e/ou 1 IB.

[0119]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difragcao de raio x em p6 com um pico em torno de 5,3, 7,2, 10,5, 15,8, 16,6, 19,1
elou 21,2. Também, o padréao de difragdo de raio x em pd é substancialmente con-

forme mostrado na Figura 12A.
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[0120]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difracéo de raio x em pé com um pico em torno de 6,3, 9,2, 12,7, 13,8 e/ou 16,1.
Também, o padrao de difragao de raio x em po é substancialmente conforme mostrado
na Figura 12B.

[0121]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difracédo de raio x em pé com um pico em torno de 5,4, 6,0, 8,8, 10,0, 12,1, 14,1,
17,6, 18,4 e/ou 19,0. Também, o padrao de difracdo de raio x em po é substancial-
mente conforme mostrado na Figura 13 A.

[0122]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difracao de raio x em pé com um pico em torno de 6,2, 9,1, 10,5, 12,5, 14,3, 16,5,
18,0, 20,1, 21,8 e/ou 22,2. Também, o padrao de difragéo de raio x em po6 é substan-
cialmente conforme mostrado na Figura 13B.

[0123]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difracao de raio x em pé com um pico em torno de 5,4, 10,8, 11,8, 16,9 e/ou 17,9.
Também, o padrao de difragao de raio x em po é substancialmente conforme mostrado
na Figura 16.

[0124]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difracao de raio x em pé com um pico em torno de 5,8, 9,6, 11,7, 13,6, 15,9, 17 4,
20,6 e/ou 23,5. Também, o padrao de difracdo de raio x em po é substancialmente
conforme mostrado na Figura 18 A.

[0125]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difracdo de raio x em pé com um pico em torno de 6,4, 6,8, 9,3, 13,8 e/ou 16,8.
Também, o padrao de difragao de raio x em po é substancialmente conforme mostrado
na Figura 18B.

[0126]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difracao de raio x em pé com um pico em torno de 5,2, 10,5, 13,3, 15,8, 16,5 e/ou

19,1. Também, o padrao de difracdo de raio x em po é substancialmente conforme
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mostrado na Figura 14A.

[0127]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difracéo de raio x em pé com um pico em torno de 6,6, 7,1, 8,6, 9,1, 12,6, 14,5 e/ou
15,0. Também, o padrao de difracdo de raio x em po é substancialmente conforme
mostrado na Figura 14B.

[0128]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difracao de raio x em pé com um pico em torno de 5,2, 10,5, 10,8, 15,7, 16,5 e/ou
19,0. Também, o padrao de difracdo de raio x em po é substancialmente conforme
mostrado na Figura 17A.

[0129]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difracédo de raio x em pé com um pico em torno de 5,5, 6,1, 8,0, 10,5, 12,6, 13,6,
16,6 e/ou 19,5. Também, o padrao de difracdo de raio x em po6 é substancialmente
conforme mostrado na Figura 17B.

[0130]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difracao de raio x em pé com um pico em torno de 5,3, 10,5, 13,3, 15,8 e/ou 16,6.
Também, o padrao de difragao de raio x em po é substancialmente conforme mostrado
na Figura 19A.

[0131]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difracao de raio x em p6é com um pico em torno de 6,3, 8,1, 12,7 e/ou 16,5. Tam-
bém, o padrao de difragdo de raio x em p6 é substancialmente conforme mostrado na
Figura 19B.

[0132]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difragdo de raio x em p6 com um pico em torno de 5,1, 10,2, 16,3, 17,1, 19,2, 20,1
elou 20,5. Também, o padrao de difragdo de raio x em pd é substancialmente con-
forme mostrado na Figura 15 A.

[0133]20Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um pa-

drao de difragdo de raio x em pé com um pico em torno de 5,1, 6,2, 10,2, 12,4, 16,4
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elou 17,2. Também, o padréao de difragdo de raio x em pd é substancialmente con-
forme mostrado na Figura 15B.

[0134]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difracdo de raio x em pé com um pico em torno de 4,6, 5,2, 9,3, 16,5, 17,0 e/ou
18,6. Também, o padrao de difracdo de raio x em po é substancialmente conforme
mostrado na Figura 20A.

[0135]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difracéo de raio x em pé com um pico em torno de 3,8, 6,0, 9,2, 9,9, 11,8, 12,4 e/ou
13,7. Também, o padrao de difracdo de raio x em po é substancialmente conforme
mostrado na Figura 20B.

[0136]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difragédo de raio x em p6 com um pico em torno de 5,3, 10,1, 10,5, 15,8, 16,5, 19,1,
19,6 e/ou 21,1. Também, o padrao de difracdo de raio x em po6 é substancialmente
conforme mostrado na Figura 21A.

[0137]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino tem um padrao
de difracdo de raio x em pé com um pico em torno de 6,6, 7,1, 9,2, 14,6 e/ou 15,2.
Também, o padrao de difracdo de raio x em p6 substancialmente conforme mostrado
na Figura 21B.

[0138]Conforme com todos os tipos de instrumentacgao, o tipo de equipamento
e condicdes de operagao podem afetar os dados. Como tal, os dados de padrao de
difracdo de raio x em p6 podem ser ligeiramente alterados, dependendo do equipa-
mento e das condigdes. Consequientemente, os dados de padrao de difragcao de raio
X em po podem ser precisos dentro de 0,5, mais preferivelmente 0,2 e, ainda mais
preferivelmente, cerca de 0,1. Também, a caracterizagdo das estruturas de cristal
pode incluir pelo menos 2 picos, 3 picos, 4 picos, 5 picos, 6 picos, 7 picos, 8 picos, 9
picos e/ou 10 picos, dependendo do padrao de difragdo de raio x em po.

[0139]Também, os padrées de difragcao de raio x em p6 foram medidos usando
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radiagéo de cobre-K alfa-um (Cu Ka1) em torno de 1,54056 A. Também, os padrdes
de difracao de raio x em pé podem ser medidos. Também, a radiacdo Cu Ka1 e Cu
Ko2 podem ser usadas com um comprimento de onda de 1,54178 A, o qual é para
nao decomposto.

[0140]Unidades de cristal unicas podem ser medidas com um Monocromador
de grafite, mas sem um filtro de folha. O comprimento de onda pode ser 0,71073 A
para um unico cristal. Também, 0,71073 A pode ser usado para radiacdo Mo néo de-
composta ou 0,71073 A exclusivamente para Ka1.

[0141]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino esta presente
em uma quantidade terapeuticamente eficaz.

[0142]lll. Preparo de analogos de rapamicina cristalinos

[0143]Analogos de rapamicina cristalinos podem ser preparados através dos
métodos descritos aqui. Como tal, varios parametros comuns podem ser controlados
para promover a cristalizagdo. Tais parametros de processamento comuns incluem,
mas ndo estao limitados a ajuste da temperatura; ajuste do tempo; ajuste do pH; ajuste
da quantidade ou concentracdo do composto de interesse; ajuste da quantidade ou
da concentracdo de um componente; identidade de um componente (por exemplo,
adicao de um ou mais componentes adicionais); ajuste da taxa de remocéao de sol-
vente; introducdo de um evento de nucleagao; introdu¢do de um evento de precipita-
¢ao; controle de evaporagao do solvente (por exemplo, ajuste de um valor de pressao
ou ajuste da area de superficie evaporativa); e ajuste da composicao do solvente.
Outros métodos de cristalizagao incluem sublimacéo, difusdo de vapor, desolvatagao
de solvatos cristalinos e trituragao (Guillory, J. K., Polymorphism in Pharmaceutical
Solids, 186, 1999).

[0144]Em uma modalidade, a cristalizacdo do analogo de rapamicina pode ser
conduzida através de modulacdo da temperatura ou ciclizagdo da temperatura para

induzir a cristalizagdo. Como tal, o processo de cristalizagcédo inclui dissolugdo do
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analogo de rapamicina em um ou mais solventes que podem ou n&o incluir um ou
mais anti-solventes. A solubilidade €, comumente, controlada pela composicéo (por
exemplo, identidade dos componentes) e/ou pela temperatura. Controle de tempera-
tura é mais comum em cristalizadores industriais onde uma solugdo de uma substan-
cia é esfriada de um estado no qual ela é livremente soltuvel para um onde a solubili-
dade é excedida, desse modo, sendo supersaturada. Por exemplo, os analogos de
rapamicina cristalinos podem ser preparados através de aquecimento para uma tem-
peratura (T1), de preferéncia para uma temperatura na qual todos os sélidos sao com-
pletamente dissolvidos em solugdo. A composicao €, entdo, esfriada para uma tem-
peratura menor (T2). A presenga de solidos pode, entdo, ser determinada. Um sensor
de temperatura pode ser usado para registrar a temperatura quando o primeiro cristal
ou precipitado é detectado.

[0145]Em uma modalidade, um grande numero ou série de composi¢des de
analogo de rapamicina pode ser processada individualmente ao mesmo tempo com
relacdo a temperatura e pequenos aquecedores, espirais de resfriamento e sensores
de temperatura para cada amostra sao fornecidos e controlados. Essa abordagem é
util se cada amostra tem a mesma composi¢cao e o experimento é criado para amos-
tragem de um grande numero de perfis de temperatura para descobrir aqueles perfis
qgue produzem formas sélidas desejadas. Em uma modalidade, a composi¢cao de cada
amostra é controlada e a série toda de composicoes é aquecida e esfriada como uma
unidade.

[0146]Tipicamente, varias temperaturas e/ou perfis de temperatura distintos
sao testados durante as fases de nucleacao e crescimento de cristal. A temperatura
pode ser controlada de uma maneira estatica ou dindmica. Temperatura estatica sig-
nifica que uma temperatura de incubacao ajustada é usada por toda a cristalizagao.
Alternativamente, um gradiente de temperatura pode ser usado. Por exemplo, a tem-

peratura pode ser diminuida em uma determinada taxa por toda a cristalizacdo. Além
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disso, a temperatura pode ser controlada de forma a ter componentes estaticos e di-
namicos. Por exemplo, uma temperatura constante (por exemplo, 60 graus Celsius) é
mantida durante a mistura dos reagentes de cristalizacdo. Apds mistura dos reagentes
estar completa, declinio controlado de temperatura € iniciado (por exemplo, 60 graus
Celsius a cerca de 25 graus Celsius durante minutos).

[0147]Em uma modalidade, a cristalizacdo do analogo de rapamicina pode ser
conduzida através de modulagdo do tempo de incubagdo da composi¢do para induzir
a cristalizagdo. Conseqlientemente, diferentes composi¢cées de analogo de rapami-
cina podem ser incubadas durante varios periodos de tempo (por exemplo, 5 minutos,
60 minutos, 48 horas, etc.) para induzir e completar a cristalizacdo. Uma vez que al-
teracdes de fase podem ser tempo-dependentes, pode ser vantajoso monitorar a cris-
talizacao do analogo de rapamicina como uma fungao do tempo.

[0148]Em muitos casos, o controle do tempo é muito importante, por exemplo,
a primeira forma soélida a cristalizar pode nao ser a mais estavel, mas antes uma forma
metastavel a qual pode, entao, se converter a uma forma estavel durante um periodo
de tempo. Esse processo é denominado "envelhecimento”. O envelhecimento também
pode estar associado a alteragdes no tamanho e/ou estrutura de cristal. Esse tipo de
fenébmeno de envelhecimento € denominado amadurecimento de Ostwald. Assim, in-
cubacao da composicao de cristalizacao durante diferentes periodos de tempo pode
ser usada para induzir a cristalizagdo, bem como promover a cristalizacdo no produto
de cristal desejado.

[0149]Em uma modalidade, a cristalizacdo do analogo de rapamicina pode ser
conduzida através de modulagdo do pH da composi¢ao para induzir ou promover a
cristalizagdo. O pH da composi¢cao de analogo de rapamicina pode determinar o es-
tado fisico e propriedades do cristal que é gerado. O pH pode ser controlado através
da adi¢ao de acidos e bases inorganicas e organicas, tais como tampdes bem conhe-

cidos que sdo padrdes na técnica. O pH das amostras pode ser monitorado com
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medidores de pH padrées modificados de acordo com o volume da amostra.

[0150]Em uma modalidade, a cristalizacdo do analogo de rapamicina pode ser
conduzida através de modulacéo da concentracdo do analogo de rapamicina na com-
posicao para induzir ou promover a cristalizacdo. Supersaturacao é a forga de acio-
namento termodindmica para nucleacéo e crescimento de cristal e, assim, € uma va-
riavel chave no preparo de analogos de rapamicina cristalinos. A supersaturacio € o
desvio do equilibrio de solubilidade termodinamica, de modo que mais soluto (por
exemplo, analogo de rapamicina) esta suspenso na solugao. Assim, o grau de satura-
¢ao pode ser controlado pela temperatura e as quantidades ou concentracdes do ana-
logo de rapamicina e outros componentes, tais como adutos. Em geral, o grau de
saturagao pode ser controlado na regido metastavel e, quando o limite metastavel foi
atingido, a nucleacéo sera induzida.

[0151]A quantidade ou concentragao do analogo de rapamicina e/ou outros
componentes pode afetar grandemente o estado fisico e propriedades da forma soélida
resultante. Como tal, para uma dada temperatura, nucleagao e crescimento ocorrerao
em quantidades variadas de super-saturacéo, dependendo da composicéo da solugio
inicial. A taxa de nucleagao e crescimento aumenta com o aumento da saturacgéo, o
que pode afetar a estrutura de cristal. Por exemplo, crescimento rapido deve acomo-
dar a liberacéo do calor de cristalizagao. Esse efeito do calor é responsavel pela for-
macéao de dendritos durante a cristalizagao. O formato macroscépico do cristal € pro-
fundamente afetado pela presenca de dendritos e mesmo dendritos secundarios.

[0152]0 segundo efeito que as quantidades relativas de analogo de rapami-
cina e solvente tem é a composi¢ao quimica da forma sélida resultante. Por exemplo,
o primeiro cristal a ser formado a partir de uma solugao concentrada é formado em
uma temperatura maior do que aquela de um formado a partir de uma solugao diluida.
A fase sélida em equilibrio pode primeiro formar cristais do hemihidrato quando preci-

pitada a partir de uma solugéo aquosa em alta temperatura. O dihidrato pode, contudo,
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ser o primeiro a se formar quando comegando com uma solucgéao diluida. Nesse caso,
o diagrama de fase de analogo de rapamicina/solvente € um no qual o dihidrato se
decompde em hemihidrato em uma alta temperatura. Esse é normalmente o caso e
usualmente se mantém para os solvatos comumente observados.

[0153]Em uma modalidade, a cristalizacdo do analogo de rapamicina pode ser
conduzida através de modulacao da identidade dos componentes na composicao, tais
como solventes e/ou adutos, para induzir ou promover a cristalizagdo. A identidade
dos componentes na composi¢ao pode ter um efeito profundo sobre quase todos os
aspectos de cristalizacdo. A identidade do componente pode promover ou inibir a nu-
cleacgao e crescimento de cristal, bem como o estado fisico e propriedades dos cristais
resultantes. Assim, um componente pode ser uma substancia cujo efeito pretendido é
induzir, inibir, prevenir ou reverter a formacao de formas cristalinas do analogo de
rapamicina.

[0154]Um componente pode direcionar a formagéao de cristais, solidos amor-
fos, hidratos, solvatos ou outras formas de sal do analogo de rapamicina. Componen-
tes também podem afetar a estrutura interna e externa dos cristais formados, tal como
a forma polimérfica e a estrutura de cristal. Exemplos de componentes incluem, mas
nao estao limitados a, excipientes, solventes, sais, acidos, bases, gases; pequenas
moléculas, tais como hormébnios, esterdides, nucleotideos, nucleosideos e aminoaci-
dos; grandes moléculas, tais como oligonucleotideos, polinucleotideos, conjugados de
oligonucleotideo e polinucleotideo, proteinas, peptideos, peptidomiméticos e polissa-
carideos; outros produtos farmacéuticos; aditivos de cristalizacao, tais como aditivos
gue promovem e/ou controlam a nucleagao, aditivos que afetam a estrutura de cristal
e aditivos que afetam a forma polimorfica; aditivos que afetam o tamanho de particula
ou cristal; aditivos que estabilizam estruturalmente formas soélidas cristalinas ou amor-
fas; aditivos que dissolvem formas sélidas; aditivos que inibem a cristalizagéo ou for-

macao de solido; solventes opticamente ativos; reagentes opticamente ativos; e
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catalisadores opticamente ativos.

[0155]Em uma modalidade, a cristalizacdo do analogo de rapamicina pode ser
conduzida através de modulagao da taxa de remocéao de solvente e/ou taxa de remo-
cao de anti-solvente para induzir ou promover a cristalizagcdo. Controle de remocéao de
solvente esta interconectada com o controle de saturacdo. A medida que o solvente é
removido, a concentragdo do analogo de rapamicina e componentes menos volateis
se torna maior. Dependendo da composicao restante, o grau de saturacdo mudara
dependendo de fatores tais como a polaridade e viscosidade da composic¢ao restante.
Por exemplo, a medida que o solvente € removido, a concentracdo do analogo de
rapamicina pode se elevar até que o limite metastavel seja atingido e nucleagéao e
crescimento de cristal ocorrem.

[0156]A taxa de remocao de solvente pode ser controlada pela temperatura e
pressdo e a area de superficie sob a qual evaporagdo pode ocorrer. Por exemplo,
solvente pode ser removido através de destilagcdo em uma temperatura e pressao pre-
definidas ou o solvente pode ser removido simplesmente permitindo que o solvente
evapore em temperatura ambiente. Em alguns casos, absorventes de solvente podem
ser usados.

[0157]Em uma modalidade, a cristalizacdo do analogo de rapamicina pode ser
conduzida atraveés de introducéo de um evento de nucleagéo ou precipitacdo. Em ge-
ral, isso envolve sujeicdo de uma solucdo de analogo de rapamicina supersaturada a
alguma forma de energia, tal como estimulagéo ultra-sénica ou mecéanica ou através
de inducado de super-saturacéo através de adicdo de componentes extra.

[0158]A nucleacao de cristal é a formagao de uma fase sélida de cristal a partir
de um liquido, uma fase amorfa, um gas ou de uma fase solida de cristal diferente. A
nucleacao ajusta o carater do processo de cristalizagao e, portanto, € um dos compo-
nentes mais criticos ao projetar processos de cristalizagdo comerciais (The Encyclo-

pedia of Chemical Technology, Kirk-Othomer (42 ed. em 692)(1993)).
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[0159]Nucleacao primaria pode ocorrer através de mecanismos homogéneos
ou heterogéneos, ambos os quais envolvem a formacéao de cristal através de combi-
nacgao sequencial de constituintes de cristal. A nucleagao primaria nao envolve os cris-
tais existentes do analogo de rapamicina, mas resulta de formagao espontanea de
cristais. A nucleacdo primaria pode ser induzida através de aumento da saturacéo
além do limite metastavel ou, quando o grau de saturacdo esta abaixo do limite me-
tastavel, através de nucleacio. Eventos de nucleacdo incluem estimulagcdo mecanica,
tal como contato do meio de cristalizagdo com o rotor de agitacdo do cristalizador e
exposicao a fontes de energia, tais como energia acustica (ultra-som), elétrica ou laser
(Garetz e colaboradores, 1996 Physical Review Letters 77: 3475). A nucleacgao prima-
ria também pode ser induzida através da adicdo de promotores de nucleag¢ao primaria,
tais como outras substancias que ndo uma forma soélida do analogo de rapamicina.

[0160]Aditivos que diminuem a energia de superficie do analogo de rapami-
cina podem induzir a nucleagdo. Uma diminui¢do da energia de superficie favorece a
nucleacdo, uma vez que a barreira a nucleagédo é causada por aumento de energia
quando de formacgao da superficie sélido-liquido. Assim, a nucleagao pode ser contro-
lada através de ajuste da tensao interfacial do meio de cristalizagéo por meio de intro-
ducdo de moléculas semelhantes a tensoativo através de pré-tratamento da camara
de cristalizagao ou através de adigao direta. O efeito de nucleagdo das moléculas de
tensoativo é dependente de sua concentracdo e, assim, esse parametro devera ser
cuidadosamente controlado. Tais aditivos para ajuste de tensdo n&o estao limitados a
tensoativos. Muitos compostos que séo relacionados ao analogo de rapamicina po-
dem ter atividade de superficie significativa. Outros aditivos heterogéneos que indu-
zem a nucleacao incluem particulas solidas de varias substancias, tais como excipi-
entes em fase solida ou mesmo impurezas deixadas para tras durante sintese ou pro-
cessamento do analogo de rapamicina.

[0161]A nucleacdo secundaria envolve tratamento do meio de cristalizacao
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com um promotor de nucleagdo secundario que € uma forma sodlida, de preferéncia
um cristal tendo caracteristicas que sado desejadas para o analogo de rapamicina cris-
talino. Uma pequena forma de cristal desejada do analogo de rapamicina pode ser
usada como um promotor de nucleagédo secundario. Cultura direta com uma plurali-
dade de sementes de nucleagao do analogo de rapamicina em varios estados fisicos
proporciona um meio para induzir a formagao de diferentes formas de cristal em dife-
rentes composi¢des. Em uma modalidade, outras particulas que ndo o analogo de
rapamicina podem ser adicionadas as composicdes de cristalizacdo. Em outra moda-
lidade, cristais com tamanho de nandmetro (por exemplo, nanoparticulas) do analogo
de rapamicina s&o adicionados as amostras.

[0162]Formas cristalinas de um analogo de rapamicina, tal como ABT-578
(isto é, zotarolimus), foram descobertas em solventes organicos que incluem acetona,
tolueno, acetonitrila, formato de etila, acetato de isopropila, acetato de isobutila, eta-
nol, N,N dimetil formamida e anisol. O solvente de acetonitrila pode ser usado para
cristalizar o solvato de acetonitrila de rapamicina o qual, entdo, forma um desolvato
cristalino (isto é, solvato desolvatado de acetonitrila) quando de secagem (por exem-
plo, condi¢cdes de secagem apropriadas como pressao, temperatura e ambiente de
vapor), de modo a remover o acetonitrila do cristal.

[0163]0 solvato desolvatado de acetonitrila cristalino pode possuir proprieda-
des de estabilidade quimica que permitem a eliminacédo de adicdo de BHT como um
antioxidante ao ABT-578 amorfo, conforme é praticado atualmente. Além disso, o per-
fil de impureza do ABT-578 pode ser aperfeigoado significativamente através de in-
corporacado de uma etapa de cristalizagdo no processo de fabricagdao, conforme des-
crito aqui. Em alguns dos padrées de difracao de raio x em p6 (PXRD) mostrados nas
figuras, dois picos a ~ 38 e 44 sédo do prendedor de raios X.

[0164]Existem varios métodos de preparo de um analogo de rapamicina cris-

talino. Em uma modalidade, um método de preparo de uma substancia de farmaco de
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analogo de rapamicina cristalino inclui cristalizacdo do analogo de rapamicina a partir
de um solvente ou mistura de solventes farmaceuticamente aceitavel. Em outras mo-
dalidades, um método de preparo de uma substancia de farmaco de analogo de rapa-
micina cristalino inclui cristalizacdo do analogo de rapamicina a partir de um solvente
organico ou mistura de solventes. Naturalmente, aqueles habilitados na técnica seréo
capazes de apreciar todos o0s solventes que podem ser utilizados com as modalidades
da invencao e néo estéo limitados aos solventes listados aqui.

[0165]Em uma modalidade, a presente invencio inclui um processo para o
preparo de uma forma cristalina de um analogo de rapamicina. Tal processo compre-
ende o seguinte: combinagdo do analogo de rapamicina com pelo menos um meio
organico para formar uma mistura; incubagao da mistura até que o analogo de rapa-
micina cristalize; e recuperacéo do analogo de rapamicina cristalino do meio organico.

[0166]Em uma modalidade, o meio organico pode ser compreendido de pelo
menos um solvente para formar a mistura. Como tal, o processo para preparo da forma
cristalina do analogo de rapamicina inclui fazer com que o analogo de rapamicina dis-
solva no solvente e incubagao do solvente até que o analogo de rapamicina cristalize.

[0167]Em uma modalidade, o processo inclui formagao de uma paste de ana-
logo de rapamicina cristalino na solugdo. Em uma modalidade, o processo inclui agi-
tacdo da mistura de analogo de rapamicina até que o analogo de rapamicina cristalize.
Em uma modalidade, o processo inclui saturacao da solugdo de analogo de rapami-
cina. Isso pode incluir a formacado de uma solugéo de analogo de rapamicina super-
saturada.

[0168]Em uma modalidade, o processo inclui 0 uso de um anti-solvente para
auxiliar na formacao do analogo de rapamicina cristalino. Tal método inclui combina-
¢ao de pelo menos um anti-solvente com o analogo de rapamicina e o solvente para
formar uma mistura bifasica e incubacdo da mistura bifasica para fazer uma diviséo

de fase liquido-liquido, com uma maioria do analogo de rapamicina estando no
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solvente e uma minoria do analogo de rapamicina estando no anti-solvente. Opcional-
mente, o solvente pode ser separado do anti-solvente antes que os cristais sejam
separados.

[0169]Em uma modalidade, o meio orgéanico é tolueno, acetonitrila, etanol,
acetato de isobutila, formato de etila, acetato de isopropila, etanol, N,N, dimetil forma-
mida e combina¢gdes dos mesmos.

[0170]Em uma modalidade, o solvente € um solvente organico. Como tal, o
solvente organico pode ser um solvente organico polar. Exemplos de solventes orga-
nicos polares incluem acetona, acetato de etila, metanol, etanol, n-propanol, isopro-
panol, isobutanol, terc-butanol, 2-butanol, acetonitrila, tetraidrofurano, acetato de
isobutila, acetato de n-butila, formato de etila, acetato de n-propila, acetato de isopro-
pila, metil etil cetona ou qualquer combinacao dos mesmos. De preferéncia, o solvente
organico polar € acetona. Exemplos do anti-solvente incluem ciclohexano, heptano,
hexano, n-octano, iso-octano, metilciclohexano ou qualquer combina¢cdo dos mesmos.
De preferéncia, o anti-solvente é heptano. De preferéncia, o meio organico é farma-
ceuticamente aceitavel para fazer um preparado farmacéutico. Por exemplo, o0 meio
organico pode ser um solvente farmaceuticamente aceitavel que é aceitavel para o
preparo de uma composi¢cao de grade farmacéutica.

[0171]Em uma modalidade, a solugéo de analogo de rapamicina (por exem-
plo, mistura, bifasica, etc.) & formada, incubada, misturada, transformada em pasta,
saturada e/ou cristalizada em uma temperatura de cerca de -20 graus Celsius a cerca
de 20 graus Celsius, mais preferivelmente de cerca de -10 graus Celsius a cerca de
10 graus Celsius, ainda mais preferivelmente a cerca de -5 graus Celsius a cerca de
5 graus Celsius e, ainda mais preferivelmente, a cerca de 0 graus Celsius.

[0172]Em uma modalidade, a solugéo de analogo de rapamicina (por exem-
plo, mistura, bifasica, etc.) & formada, incubada, misturada, transformada em pasta,

saturada e/ou cristalizada em uma temperatura de cerca de 10 graus Celsius a cerca
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de 40 graus Celsius, mais preferivelmente de cerca de 12 graus Celsius a cerca de 32
graus Celsius, ainda mais preferivelmente a cerca de 20 graus Celsius a cerca de 25
graus Celsius e, ainda mais preferivelmente, a cerca de 22 graus Celsius.

[0173]Em uma modalidade, a solugéo de analogo de rapamicina (por exem-
plo, mistura, bifasica, etc.) é formada, incubada, agitada, misturada, transformada em
pasta, saturada e/ou cristalizada durante cerca de 0,1 a cerca de 35 horas, mais pre-
ferivelmente de cerca de 1 a cerca de 30 horas, ainda mais preferivelmente de cerca
de 5 a cerca de 25 horas, ainda mais preferivelmente de cerca de 10 a cerca de 20
horas e, ainda mais preferivelmente, durante cerca de 15 horas.

[0174]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina combinado com o meio
organico € uma forma cristalina. Por exemplo, a forma cristalina do analogo de rapa-
micina pode ser um solvato de acetonitrila, solvato desolvatado de acetonitrila (isto €,
desolvato de acetonitrila). Alternativamente, o analogo de rapamicina pode estar em
um estado amorfo.

[0175]Em uma modalidade, a mistura de rapamicina no meio organico € com-
binada com um segundo meio organico e em que a mistura que é ainda processada
(por exemplo, incubada, agitada, misturada, transformada em pasta, saturada e/ou
cristalizada) inclui o segundo meio organico. Por exemplo, o primeiro meio organico
pode ser acetonitrila, tolueno, etanol, acetato de isobutila, anisol ou combinacdes dos
mesmos. Exemplos do segundo meio organico podem ser formato de etila, acetato de
isopropila, etano, N,N dimetil formamida, anisol e combinagbes dos mesmos.

[0176]Em uma modalidade, um analogo de rapamicina cristalino na forma de
um solvato de acetonitrila pode ser preparado através de incubacdo de uma mistura
bifasica de analogo de rapamicina dissolvido, acetona e heptano a cerca de 0 graus
Celsius. Consequientemente, o analogo de rapamicina pode ser adicionado a um
frasco contendo acetona e heptano de modo a saturar a fase liquida. Uma fase liquido-

liquido ocorre a medida que o analogo de rapamicina € dissolvido em solucéo,
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resultando em uma fase inferior rica em analogo de rapamicina-acetona e uma fase
superior rica em heptano. Por exemplo, a mistura bifasica pode ser incubada a cerca
de 0 graus Celsius durante cerca de 0,1 a cerca de 10 dias ou mais, até que cristais
possam ser observados no fundo do frasco. Os cristais podem, entdo, ser analisados
através de difracdo de raio x em p6, o qual € mostrado pela Figura 2A. Os cristais
podem ser equilibrados em temperatura ambiente, seguido por secagem adicional a
cerca de 30 graus Celsius sob vacuo (aproximadamente 3 polegadas de mercurio).
Os cristais secos podem ser analisados através de difragao de raio x em po, o qual é
mostrado na Figura 3 A.

[0177]Em uma modalidade, um analogo de rapamicina cristalino na forma de
solvato de acetona pode ser preparado através de dissolugcdo do analogo de rapami-
cina amorfo em acetona em temperatura ambiente e incubagao da solucao resultante
a cerca de 5 graus Celsius, até que sélidos cristalinos sejam observados. Os cristais
podem ser analisados através de difragdo de raio x em po, o qual € mostrado na Figura
2B. Os cristais podem ser equilibrados em temperatura ambiente, seguido por seca-
gem adicional a cerca de 30 graus Celsius sob vacuo (aproximadamente 3 polegadas
de mercurio). Os cristais secos podem ser analisados através de difragcao de raio x em
po, o qual é mostrado na Figura 3B.

[0178]Em uma modalidade, um analogo de rapamicina cristalino na forma de
um solvato de tolueno pode ser preparado. Como tal, cristais do solvato de tolueno de
analogo de rapamicina podem ser preparados através de dissolu¢do do analogo de
rapamicina amorfo em tolueno para formar uma solugao. A solucao pode ser agitada
a cerca de 22 graus Celsius durante cerca de 15 horas ou até que uma pasta espessa
de sdlidos cristalinos possa ser observada. Também, cristais podem ser preparados
usando um analogo de rapamicina cristalino, tal como um solvato de acetonitrila, para
cultivar a composigao e induzir a cristalizagao. Os cristais podem, entéo, ser analisa-

dos através de difragao de raio x em pd, o qual € mostrado pela Figura 4A.
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[0179]Em uma modalidade, um analogo de rapamicina cristalino na forma de
outro solvato de acetonitrila pode ser preparado. Como tal, cristais de um solvato de
acetonitrila podem ser gerados através de saturacdo de acetonitrila com analogo de
rapamicina amorfo a cerca de 22 graus Celsius e incubagdo em cerca de 0 graus
Celsius durante cerca de 2 horas ou até que cristais se formassem. Os cristais podem,
entao, ser analisados através de difracao de raio x em po, o qual € mostrado pela
Figura 5A. A Figura 6A mostra os dados de analise de padrao de difragcao de raio x
em po para o desolvato de acetonitrila de analogo de rapamicina, o qual pode ser
obtido através de secagem do solvato de acetonitrila.

[0180]Em uma modalidade, um analogo de rapamicina cristalino na forma de
um solvato de formato de etila podem ser preparados. Como tal, cristais do solvato de
formato de etila do analogo de rapamicina podem ser gerados transformando em
pasta um bolo umido do solvato de acetonitrila em formato de etila a cerca de 0 graus
Celsius. Os cristais podem, entao, ser analisados através de difracao de raio x em po,
o qual é mostrado pela Figura 7A.

[0181]Em uma modalidade, um analogo de rapamicina cristalino na forma de
um solvato de acetato de isopropila pode ser preparado. Como tal, cristais do solvato
de acetato de isopropila de analogo de rapamicina podem ser gerados transformando
em pasta um bolo umido de solvato de acetonitrila em acetato de isopropila a cerca
de 0 graus Celsius.

[0182]Em uma modalidade, o analogo de rapamicina cristalino na forma de
um solvato de acetato de isobutila pode ser preparado. Como tal, cristais do acetato
de isobutila de analogo de rapamicina podem ser preparados através de adi¢cdo do
analogo de rapamicina amorfo a um frasco e carregamento de acetato de isobutila no
frasco para permitir dissolugdo. A solugcédo pode, entédo, ser incubada a cerca de 0
graus Celsius durante cerca de 16 horas ou até que uma pasta cristalina seja obtida.

Os cristais podem, entao, ser analisados através de difragao de p6 de raios X, o qual
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€ mostrado na Figura 9A.

[0183]Em uma modalidade, um analogo de rapamicina cristalino na forma de
um solvato de etanol pode ser preparado. Como tal, cristais do solvato de etanol do
analogo de rapamicina podem ser preparados através de adi¢cado do analogo de rapa-
micina amorfo a um frasco e carregando etanol (200 proof) no frasco para permitir
dissolugdo. A solugao pode ser cultivada apos cerca de 15 horas com um desolvato
de acetonitrila e, entdo, incubada em torno de 0 graus Celsius durante mais cerca de
16 horas até que uma pasta cristalina seja obtida.

[0184]Em uma modalidade, um analogo de rapamicina cristalino na forma de
um solvato de N,N dimetil formamida pode ser preparado. Como tal, cristais do solvato
de N,N dimetil formamida de analogo de rapamicina podem ser gerados através de
transformacgao em pasta de um bolo iUmido do solvato acetonitrila em N,N dimetil for-
mamida em cerca de 0 graus Celsius. Os cristais podem, entéo, ser analisados atra-
vés de difragao de po de raios X, o qual € mostrado na Figura 10A.

[0185]Em uma modalidade, um analogo de rapamicina cristalino na forma de
um solvato de anisol pode ser preparado. Como tal, cristais do solvato de anisol do
analogo de rapamicina podem ser gerados através de transformagao em pasta de um
bolo umido do solvato acetonitrila em anisol a cerca de 0 graus Celsius. Os cristais
podem, entdo, ser analisados através de difracdo de p6 de raios X, o qual € mostrado
na Figura 11A.

[0186]IV. Composicbes de analogo de rapamicina cristalino

[0187]0O analogo de rapamicina cristalino da presente invengao pode ser pre-
parado em qualquer composicao farmacéutica, tal como as composicbes comumente
empregadas com analogos de rapamicina amorfos. Consequentemente, o analogo de
rapamicina cristalino pode ser formulado em uma composigao polimérica, tal como um
revestimento de stent ou semelhante. A composicéo polimérica pode incluir polimeros

que sao hidrofilicos, hidrofébicos, biodegradaveis, ndo biodegradaveis e qualquer
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combinacgédo dos mesmos. O polimero pode ser selecionado do grupo consistindo de
poliacrilatos, polimetacrilatos, acidos policarboxilicos, polimeros de celulose, gelatina,
polivinilpirrolidona, polimeros de anidrido maleico, poliamidas, alcoois polivinilicos,
oxidos de polietileno, glicosaminoglicanas, polissacarideos, poliésteres, poliuretanos,
silicones, poliortoésteres, polianidridos, policarbonatos, polipropilenos, acidos polilac-
ticos, acidos poliglicolicos, policaprolactonas, polihidroxibutirato valeratos, poliacrila-
midas, poliéteres e misturas e copolimeros dos precedentes. Também, dispersdes
poliméricas, tais como dispersdes de poliuretano (BAYHYDROL, etc.) e dispersbes de
latex/acido acrilico também podem ser usadas.

[0188]Polimeros biodegradaveis que podem ser usados incluem acido (poli)L-
lactico, acido (poli)DL-lactico, policaprolactona, (poli)hidréxi butirato, poliglicolideo,
(poli)diaxanona, (poli)hidréxi valerato, poliortoéster, copolimeros de (poli)lactideo-co-
glicolideo, (poli)hidroxi butirato-co-valerato, poliglicolideo-co-trimetileno carbonato,
polianidridos, polifosfoéster, polifosfoéster-uretano, poli aminoacidos, policianoacrila-
tos, biomoléculas, fibrina, fibrinogénio, celulose, amido, colageno, acido hialurénico e
qualquer combinacédo dos mesmos. Polimeros biestaveis também podem ser usados,
tais como poliuretano, silicones, poliésteres, poliolefinas, poliamidas, policaprolac-
tame, poliimida, cloreto de polivinila, polivinil metil éter, alcool polivinilico, polimeros e
copolimeros acrilicos, poliacrilonitrilo, copolimeros de poliestireno de monémeros de
vinila com olefinas (tais como copolimeros de estireno-acrilonitrilo, copolimeros de eti-
leno-metil metacrilato, acetato de vinila-etileno), poliéteres, rayons, celulésicos (tais
como acetato de celulose, nitrato de celulose, propionato de celulose, etc.), parileno e
derivados dos mesmos e qualquer combinagdo dos mesmos.

[0189]O0utros polimeros que podem ser usados incluem uma subunidade de
MPC, incluindo (poli)(MPCw:LAMx:HPMAy:TSMAZz) onde w, X, y € z representam as
proporcdes molares de monémeros usados para o preparo do polimero e MPC repre-

senta a unidade 2-metacriloiloxi etil fosforil colina, LMA representa a unidade lauril
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metacrilato, HPMA representa a unidade 2-hidréxipropil metacrilato e TSMA repre-
senta a unidade 3-trimetoéxi-sililpropil metacrilato.

[0190]Adicionalmente, os analogo de rapamicina cristalinos podem ser prepa-
rados em qualquer composicao farmacéutica adequada. Tais composi¢cdes farmacéu-
ticas podem incluir um veiculo ou excipiente farmaceuticamente aceitavel, o qual pode
ser administrado oralmente, retalmente, parenteralmente, intracisternalmente, intrava-
ginalmente, intraperitonealmente, topicamente (como através de pés, pomadas, gotas
ou emplastro transdérmico), bucalmente, como um spray oral ou nasal ou localmente,
tal como em um stent colocado dentro da vasculatura. A frase "veiculo farmaceutica-
mente aceitavel" se refere a um enchedor, diluente, material de encapsulagéo ou au-
xiliar de formulagao sélido, semi-sélido ou liquido nao toxico de qualquer tipo. O termo
"parenteral" se refere a modos de administragdo os quais incluem injegao, infuséo e
colocacdao intravenosa, intra-arterial, intramuscular, intraperitoneal, intra-esternal, sub-
cutanea e intra-articular tal como, por exemplo, na vasculatura.

[0191]As composicbes farmacéuticas podem incluir solugdes, dispersées,
suspensdes ou emulsdes aquosas ou nao aquosas estéreis farmaceuticamente acei-
taveis, bem como pés estéreis para reconstituicdo em solugdes ou dispersdes estéreis
injetaveis exatamente antes de uso. Exemplos de veiculos, diluentes, solventes ou
carreadores aquosos e nao aquosos adequados incluem agua, etanol, polidis (por
exemplo, glicerol, propileno glicol, polietileno glicol e semelhantes), carboxi metil ce-
lulose e misturas adequadas dos mesmos, 6leos vegetais (tal como d6leo de oliva) e
ésteres organicos injetaveis, tal como lecitina, através da manutencéo do tamanho de
particula requerido no caso de dispersdes e através do uso de tensoativos.

[0192]As composicdes farmacéuticas podem também conter adjuvantes, tais
como conservantes, agentes de umedecimento, agentes de emulsificacdo e agentes
de dispersdo. Prevencao da acdo de microorganismos pode ser assegurada atraves

da inclusdo de varios agentes antibacterianos e antifungicos, por exemplo, parabeno,
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clorobutanol, acido sorbico, fenol e semelhantes. Pode também ser desejavel incluir
agente isotdnicos, tais como agucares, cloreto de sddio e semelhantes. Absorc¢ao pro-
longada da forma farmacéutica injetavel pode ser obtida através da inclusao de agen-
tes que retardam a absorcéo, tais como monoestearato de aluminio e gelatina.

[0193]Em alguns casos, de forma a prolongar o efeito do analogo de rapami-
cina cristalino, é desejavel diminuir a absor¢do do analogo de rapamicina cristalino a
partir de injecdo subcutanea ou intramuscular. Isso pode ser obtido através do uso de
uma suspenséo liquida de material cristalino ou amorfo com pobre solubilidade em
agua. A taxa de absorcgéo do analogo de rapamicina cristalino, entdo, depende de sua
taxa de dissolugao a qual, por sua vez, pode depender do tamanho de cristal e forma
cristalina. Alternativamente, absorc¢ao retardada de uma forma de farmaco parenteral-
mente administrado é obtida através de dissolugao ou suspensao do farmaco em um
veiculo oleoso.

[0194]Formas de depdsito injetaveis séo feitas através de formacao de matri-
zes de microcapsula do farmaco em polimeros biodegradaveis, tal como polilactideo-
poliglicolideo. Dependendo da proporg¢ao de farmaco para polimero e da natureza do
polimero empregado em particular, a taxa de liberacdo de farmaco pode ser contro-
lada. Exemplos de outros polimeros biodegradaveis incluem (poli)ortoésteres e
(poli)anidridos. Formulacdes injetaveis em depdsito também sao preparadas encer-
rando o farmaco em lipossomas ou microemulsdes, os quais sao compativeis com
tecidos corporais.

[0195]As formulagdes injetaveis podem ser esterilizadas, por exemplo, por
meio de filtragdo através de um filtro de reteng¢ao de bactérias ou através de incorpo-
racao de agentes de esterilizagdo na forma de composicdes solidas estéreis as quais
podem ser dissolvidas ou dispersas em agua estéril ou outro meio injetavel esteéril
exatamente antes de uso.

[0196]Formas de dosagem sélidas para administragdo oral incluem capsulas,
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tabletes, pilulas, pés e granulos. Em tais formas de dosagem sélida, o analogo de
rapamicina cristalino € misturado com pelo menos um excipiente ou veiculo inerte far-
maceuticamente aceitavel, tal como citrato de sddio ou fosfato de dicalcio e/ou (a)
enchedores ou extensores, tais como amidos, lactose, sacarose, glicose, manitol e
acido silicico, (b) aglutinantes tais como, por exemplo, carboximetil celulose, alginatos,
gelatina, polivinilpirrolidona, sacarose e acacia, (c) umectantes, tal como glicerol, (d)
agentes de desintegracdo, tais como Agar-agar, carbonato de calcio, amido de batata
ou tapioca, acido alginico, determinados silicatos e carbonato de sodio, (e) agentes
de retardo de solucgéo, tal como parafina, (f) aceleradores de absorcao, tais como
compostos de aménio quaternario, (g) agentes de umedecimento tais como, por
exemplo, alcool cetilico e monoestearato de glicerila, (h) absorventes, tais como cau-
lim e argila bentonita e (i) lubrificantes, tais como talco, estearato de calcio, estearato
de magnésio, polietileno glicdis solidos, lauril sulfato de sodio e misturas dos mesmos.
No caso de capsulas, tabletes e pilulas, a forma de dosagem pode também compre-
ender agentes de tamponamento.

[0197]Composicdes solidas de um tipo similar também podem ser emprega-
das como enchedores em capsulas de gelatina moles, semi-solidas e duras cheias ou
capsulas cheias de liquido usando excipientes tais como lactose ou agucar de leite,
bem como polietileno glicois de elevado peso molecular e semelhantes.

[0198]As formas de dosagem sélidas de tabletes, drageas, capsulas, pilulas
e granulos podem ser preparadas com revestimentos e envoltorios, tais como reves-
timentos entéricos e outros revestimentos bem conhecidos na técnica de formulagao
farmacéutica. Eles podem, opcionalmente, conter agentes de opacificacao e também
podem ser de uma composigcao de modo que eles liberam o(s) ingrediente(s) ativo(s)
apenas ou, de preferéncia, em uma determinada parte do trato intestinal, opcional-
mente de uma maneira retardada. Exemplos de composi¢des de incrustacdo que po-

dem ser usadas incluem substancias poliméricas e ceras. Aquelas composi¢cdes de
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incrustacdo contendo um farmaco podem ser colocadas sobre dispositivos médicos,
tais como stents, enxertos, cateteres e balées. O analogo de rapamicina cristalino
também pode estar na forma micro-encapsulada, se apropriado, com um ou mais dos
excedentes mencionados acima.

[0199]Formas de dosagem liquida para administracao oral incluem emulsdes,
solugdes, suspensdes, xaropes e elixires farmaceuticamente aceitaveis. Além do ana-
logo de rapamicina cristalino, as formas de dosagem liquidas podem conter diluentes
inertes comumente usados na técnica tais como, por exemplo, agua ou outros solven-
tes, agentes de solubilizagdo e emulsificantes, tais como alcool etilico, alcool isopro-
pilico, carbonato de etila, acetato de etila, alcool benzilico, benzoato de benzila, pro-
pileno glicol, 1,3-butileno glicol, dimetil formamida, 6leos (em particular 6leos de se-
mente de algodao, amendoim, milho, germe, oliva, mamona e gergelim), glicerol, al-
cool tetrahidrofurfurilico, polietileno glicois e ésteres de acido graxo de sorbitan e mis-
turas dos mesmos. Além de diluentes inertes, as composi¢cdes orais também podem
incluir adjuvantes, tais como agentes de umedecimento, agentes de emulsificagcéo e
suspensao, agentes adogantes, de flavorizagao e aromaticos.

[0200]Suspensbes, além dos compostos ativos, podem conter agentes de
suspenséo tais como, por exemplo, alcoois isoestearilico etoxilados, polioxietileno sor-
bitol e sorbitan ésteres, celulose microcristalina, metahidroxido de aluminio, bentonita,
Agar-agar e tragacanto e misturas dos mesmos.

[0201]Administracdo tdpica inclui administracdo a pele ou mucosa, incluindo
superficies dos pulmbes e olhos. Composi¢cdes para administragao tépica, incluindo
aquelas para inalacéo, podem ser preparadas como um po seco o qual pode ser pres-
surizado ou ndo pressurizado. Em composi¢cdes em p6 ndo pressurizadas, o ingredi-
ente ativo na forma finalmente dividida pode ser usado em mistura com um veiculo
inerte farmaceuticamente aceitavel de maior tamanho compreendendo particulas

tendo um tamanho, por exemplo, de até 100 micrometros de didmetro. Veiculos
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inertes adequados incluem acucares, tal como lactose. Desejavelmente, pelo menos
95% em peso das particulas do ingrediente ativo tém um tamanho de particula eficaz
na faixa de cerca de 0,01 a cerca de 10 micrometros. Composi¢cdes para uso topico
sobre a pele também incluem pomadas, cremes, lo¢des e géis.

[0202]Alternativamente, a composi¢ao pode ser pressurizada e conter um gas
comprimido, tal como nitrogénio ou um propelente de gas liquefeito. O meio propelente
liquefeito e, na verdade, a composigao total sao tais, de preferéncia, que o ingrediente
ativo n&o dissolve no mesmo em qualquer grau substancial. A composicao pressuri-
zada pode também conter um agente superficie ativo. O agente superficie ativo pode
ser um agente superficie ativo liquido ou sdlido n&o-ibnico ou pode ser um agente
superficie ativo sélido anidnico. E preferido usar o agente superficie ativo sélido ani6-
nico na forma de um sal de sédio.

[0203]Uma outra forma de administracéo tépica € aos olhos, conforme para o
tratamento de condi¢des imune-mediadas dos olhos, tais como doencas autoimunes,
condicbes alérgicas ou inflamatodrias e transplantes de cérnea. O analogo de rapami-
cina cristalino é distribuido em um veiculo oftalmico farmaceuticamente aceitavel, de
modo que o composto € mantido em contato com a superficie ocular durante um pe-
riodo de tempo suficiente para permitir que 0 composto penetre nas regides corneal e
interna dos olhos como, por exemplo, a cadmara anterior, cAmara posterior, corpo vi-
treo, humor aquoso, humor vitreo, cornea, iris/cilios, lentes, coréide/retina e esclera.
O veiculo oftalmico farmaceuticamente aceitavel pode ser, por exemplo, uma pomada,
Oleo vegetal ou um material de encapsulacéo.

[0204]Composicbes para administragao retal ou vaginal sdo, de preferéncia,
supositorios ou enemas de retencdo os quais podem ser preparados através de mis-
tura do analogo de rapamicina cristalino com excipientes ou veiculos nio irritativos
adequados, tais como manteiga de cacau, polietileno glicol ou uma cera para suposi-

tério, os quais sao liquidos em temperatura ambiente, mas liquidos na temperatura
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corporal e, portanto, fundirdo no reto ou cavidade vaginal e liberardo o composto ativo.

[0205]0O analogo de rapamicina cristalino também pode ser administrado na
forma de lipossomas. Conforme é conhecido na técnica, lipossomas séo geralmente
derivados de fosfolipidios ou outras substancias lipidicas. Lipossomas sao formados
por cristais liquidos hidratados mono- ou multi-lamelares que séo dispersos em um
meio aquoso. Qualquer lipidio n&o toxico, fisiologicamente aceitavel e metabolizavel
capaz de formacéo de lipossomas pode ser usado. As presentes composi¢des na
forma de lipossoma podem conter, além do composto da presente invengao, estabili-
zantes, conservantes, excipientes e semelhantes. Os lipidios preferidos séo os fosfo-
lipidios e as fosfatidil colinas (lecitinas), naturais e sintéticos. Métodos para formar
lipossomas sdo conhecidos na técnica (veja Prescott, Ed., Methods in Cell Biology,
Volume XIV, Academic Press, New York, N.Y. (1976), pagina 33 em diante).

[0206]O analogo de rapamicina cristalino pode ser aplicado a stents que te-
nham sido revestidos com um composto polimérico. Incorporagcdo do composto ou
farmaco no revestimento polimérico do stent pode ser realizada através de imersao
do stent revestido com polimero em uma solugao contendo o composto ou farmaco
durante um periodo de tempo suficiente (tal como, por exemplo, cinco minutos) e,
entao, secagem do stent revestido,de preferéncia por meio de secagem a ar durante
um periodo de tempo suficiente (tal como, por exemplo, 30 minutos). O stent revestido
de polimero contendo o composto ou farmaco pode, entao, ser distribuido ao vaso
coronariano através de implante a partir de um cateter com baldo. Além de stents,
outros dispositivos que podem ser usados para introduzir os farmacos da presente
invencdo na vasculatura incluem, mas nao estao limitados a, enxertos, cateteres e
baldes. Além disso, outros compostos ou farmacos que podem ser usados em lugar
dos farmacos da presente invengao incluem, mas nao estéo limitados a, A-94507 e
SDZ RAD (a.k.a. Everolimus).

[0207]0 analogo de rapamicina cristalino pode ser usado em combinagao com
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outros agentes farmacologicos. Os agentes farmacolégicos que podem ser eficazes
na prevencao de restenose podem ser classificados em categorias de agentes anti-
proliferativos, agentes anti-plaqueta, agentes anti-inflamatérios, agentes anti-trombo-
ticos e agentes tromboliticos. Essas classes podem ser ainda sub-divididas. Por
exemplo, agentes anti-proliferativos podem ser anti-mitéticos. Agentes anti-mitéticos
inibem ou afetam a divisao celular, pelo que processos normalmente envolvidos em
divisdo celular ndo ocorrem. Uma sub-classe de agentes anti-mitéticos inclui vinca
alcaldides. Exemplos representativos de vinca alcaldides incluem, mas n&o estao li-
mitados a, vincristina, paclitaxel, etoposideo, nocodazola, indirubina e derivados de
antraciclina tais como, por exemplo, daunorubicina, daunomicina e plicamicina. Outras
sub-classes de agentes anti-mitéticos incluem agentes de alquilagédo anti-mitéticos tais
como, por exemplo, tauromustina, bofumustina e fotemustina e metabdlitos anti-mito-
ticos tais como, por exemplo, metotrexato, fluorouracila, 5-bromodedxiuridina, 6-aza-
citidina e citarabina. Agentes de alquilagado anti-mitéticos afetam a divisédo celular atra-
vés de modificagdo covalente de DNA, RNA ou proteinas, desse modo, inibindo a
replicacdo de DNA, transcricdo de RNA, traducdo de RNA, sintese de proteina ou
combinacgdes dos precedentes.

[0208]Agentes anti-plaqueta sdo entidades terapéuticas que atuam através de
(1) inibicao de adesao de plaquetas a uma superficie, tipicamente uma superficie trom-
bogénica, (2) inibicdo de agregacao de plaquetas, (3) inibicdo de ativacao de plaque-
tas ou (4) combinacdes dos precedentes. A ativagao de plaquetas € um processo pelo
qual as plaquetas sdo convertidas de um estado quiescente, em repouso para um no
qual as plaquetas sofrem uma série de alteragcbes morfologias induzidas por contato
com uma superficie trombogénica. Essas alteragdes incluem alteracées no formato
das plaquetas, acompanhadas da formacgao de pseusopods, ligacdo a receptores na
membrana e secrecdo de pequenas moléculas e proteinas tais como, por exemplo,

ADP e fator plaquetario 4. Agentes anti-plaqueta que atuam como inibidores de
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adeséao de plaquetas incluem, mas nao estao limitados a, eptifibatida, tirofiban, RGD
(peptideo baseados em (Arg-Gly-Asp) que inibem a ligagao a gplibllla ou av@3, anti-
corpos que blogueiam a ligagao a gplibllla ou avp3, anticorpos anti-p-selectina, anti-
corpos anti-E-selectina, compostos que bloqueiam a ligagao de p-selectina ou E-se-
lectina a seus respectivos ligantes, saratina e anticorpos anti-fator de von Willebrand.
Agentes que inibem a agregacao plaquetaria ADP-mediada incluem, mas ndo estéo
limitados a, disagregina e cilostazol.

[0209]Agentes anti-inflamatdérios podem também ser usados. Exemplos dos
mesmos incluem, mas nao estdo limitados a, prednisona, dexametasona, hidrocorti-
sona, estradiol, fluticasona, clobetasol e anti-inflamatorios nao esteroidais tais como,
por exemplo, acetaminofeno, ibuprofeno, naproxeno e sulindac. Outros exemplos des-
ses agentes incluem aqueles que inibem a ligagdo de citocinas ou quimiocinas aos
receptores cognatos para inibir sinais pro-inflamatérios transduzidos pelas citocinas
ou as quimiocinas. Exemplos representativos desses agentes incluem, mas nao estéao
limitados a, anticorpos anti-IL1, anti-IL2, anti-IL3, anti-IL4, anti-IL8, anti-IL15, anti-1L18,
anti-GM-CSF e anti-TNF.

[0210]Agentes anti-trombdéticos incluem entidades quimicas e bioldgicas que
podem intervir em qualquer estagio na via de coagulagdo. Exemplos de entidades
especificas incluem, mas nao estédo limitados a, pequenas moléculas que inibem a
atividade do fator Xa. Além disso, agentes do tipo heparindide que podem inibir FXa
e trombina, quer direta ou indiretamente, tais como, por exemplo, heparina, sulfato de
heparina, heparinas de baixo peso molecular tal como, por exemplo, 0 composto tendo
a marca comercial Clivarin® e oligossacarideos sintéticos tal como, por exemplo, o
composto tendo a marca comercial Arixtra®. Também incluidos sao inibidores diretos
de trombina tais como, por exemplo, melagatran, ximelagatran, argatroban, inogatran
e peptidomiméticos do sitio de ligagdo do substrato de fibrinogénio Phe-Pro-Arg para

trombina. Outra classe de agentes anti-tromboéticos que podem ser distribuidos sao

Peticaio 870200057676, de 11/05/2020, pég. 62/132



53/86

inibidores de fator VH/Vlla tais como, por exemplo, anticorpos anti-fator VH/Vlla,
rNAPc2 e inibidor da via de fator tecidual (TFPI).

[0211]Agentes tromboliticos, os quais podem ser definidos como agentes que
ajudam a degradar trombos (coagulos), podem também ser usados como agentes
adjuntos, porque a acao de lise de um coagulo ajuda a dispersar as plaquetas encer-
radas dentro da matriz de fibrina de um trombo. Exemplos representativos de agentes
tromboliticos incluem, mas néo estao limitados a, uroquinase ou uroquinase recombi-
nante, pro-uroquinase ou pré-uroquinase recombinante, ativador de plasminogénio
tecidual ou sua forma recombinante e estreptoquinase.

[0212]Outros farmacos que podem ser usados em combinagao com o analogo
de rapamicina cristalino sao farmacos citotéxicos tais como, por exemplo, indutores
de apoptose, tal como TGF e inibidores de topoisomerase, tais como 10-hidréxicamp-
totecina, irinotecan e doxorubicina. Outras classes de farmacos que podem ser usa-
dos em combinagao com o analogo de rapamicina cristalino sao farmacos que inibem
a de-diferenciagao celular e farmacos citostaticos. Outros agentes que podem ser usa-
dos com o analogo de rapamicina cristalino incluem fenofibrato, batimistat, antagonis-
tas do receptor de endotelina-A tal como, por exemplo, darusentan e antagonistas do
receptor de integrina avf33.

[0213]O analogo de rapamicina cristalino pode também ser co-administrado
com um ou mais agentes imunossupressores. Os agentes imunossupressores dentro
do escopo da presente invengao incluem, mas nao estao limitado a, IMURAN® azati-
oprina sodica, brequinar sédico, SANIDIN® trihidrocloreto de gusperimus (também co-
nhecido como deodxispergualina), mizoribina (também conhecida como bredinina),
CELLCEPT® micofenolato mofetil, NEORAL® Ciclosporina A (também comerciali-
zado como formulagao de Ciclosporina A sob a marca comercial SANDIMMUNE®),
PROGRAF® tacrolimus (também conhecido como FK-506), sirolimus e

RAPAMUNE®, leflunomida (também conhecida como HWA-486), glicocorticoides, tal
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como prednisolona e seus derivados, terapias com anticorpo, tais como ortoclona
(OKT3) e Zenapax®, e globulinas anti-midcitos, tais como timoglobulinas.

[0214]V. Tratamentos com analogo de rapamicina cristalino

[0215]O0s analogos de rapamicina cristalinos possuem atividade imunomodu-
latéria em mamiferos (especialmente seres humanos). Como imunossupressores, 0s
analogos de rapamicina cristalinos séo uteis para o tratamento e prevencao de doen-
cas imune-mediadas, tais como a resisténcia através de transplante de 6rgéos ou te-
cidos, tais como coracao, rim, figado, medula éssea, pele, cérnea, pulméo, pancreas,
intestino, membros, musculo, nervos, duodeno, intestino delgado, célula da ilhota pan-
creatica e semelhantes; doencas enxerto versus hospedeiro quando de transplante
de medula 6ssea; doengas autoimunes, tais como artrite reumatdide, lupus eritema-
toso sistémico, tiroidite de Hashimoto, esclerose multipla, miastenia gravis, diabetes
do Tipo I, uveite, encefalomielite alérgica, glomerulonefrite e semelhantes. Outros
usos incluem o tratamento e profilaxia de doencgas inflamatérias e hiperproliferativas
da pele e manifestagcdes cutaneas de enfermidades imunologicamente mediadas, tais
como psoriase, dermatite atdpica, dermatite de contato e outras dermatites eczema-
tosas, dermatite seborreica, lichen planus, pénfigo, pénfigo bolhoso, epidermdlise bo-
Ihosa, urticaria, angioedemas, vasculitides, eritemas, eosinofilias cutaneas, lupus eri-
tematoso, acne e alopecia areata; varias doencas dos olhos (autoimunes e outras),
tais como queratoconjuntivite, conjuntivite vernal, uveite associada a doenca de
Behcet, queratite, queratite herpética, cérnea cbnica, distrofia do epitélio da cornea,
leucoma corneal e pénfigo ocular. Além disso, doenca obstrutiva reversivel das vias
aéreas, as quais incluem condi¢des tais como asma (por exemplo, asma brénquica,
asma alérgica, asma intrinseca, asma extrinseca e asma por poeira), particularmente
asma cronica ou inveterada (por exemplo, asma tardia e hiper-responsividade das vias
aéreas), bronquite, rinite alergia e semelhantes sdo objetivadas pelos analogos de

rapamicina cristalinos. Inflamagéo da mucosa e vasos sanguineos, tais como ulceras
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gastricas, dano vascular causado por doencas isquémicas e trombose. Além disso,
doencgas vasculares hiperproliferativas, tais como hiperplasia de células do musculo
liso do intimo, restenose e oclus&o vascular, particularmente apos lesao vascular bio-
I6gica ou mecanicamente mediada, poderiam ser tratadas ou prevenidas pelos analo-
gos de rapamicina cristalinos.

[0216]

[0217]Outras condicdes trataveis incluem, mas nao estao limitadas a, doengas
isquémicas do intestino, doencgas inflamatdérias do intestino, enterocolite necrosante,
inflamacdes/alergias intestinais, tais como doencga celiaca, proctite, gastroenterite eo-
sinofilica, mastocitose, doenga de Crohn e colite ulcerativa; doencas nervosas, tais
como miosite multipla, sindrome de Guillain-Barre, doenca de Meniere, polineurite,
neurite multipla, mononeurite e radiculopatia; doencas enddcrinas, tais como hiperti-
roidismo e doencga de Basedow; doencas hematicas, tais como aplasia pura de células
vermelhas, anemia aplastica, anemia hipoplastica, trombocitopenia purpura idiopatica,
anemia hemolitica autoimune, agranulocitose, anemia perniciosa, anemia megalo-
blastica e aneritroplasia; doencas dsseas, tal como osteoporose; doengas respiratéd-
rias, tais como sarcoidose, pulmao fibréide e pneumonia intersticial idiopatica; doen-
cas da pele, tais como dermatomiosite, leucoderma vulgaris, ictiose vulgaris, sensibi-
lidade foto-alérgica e linfoma de células T cutaneas; doencas circulatérias, tais como
arteriosclerose, aterosclerose, sindrome aortica, poliarterite nodosa e miocardose; do-
encas de colageno, tais como escleroderma, granuloma de Wegener e sindrome de
Sjogren; adipose; fasciite eosinofilica; doenca periodontal, tal como lesbes da gen-
giva, periodéntio, osso alveolar e substantia 6ssea dentis; sindrome nefrética, tal como
glomerulonefrite; alopecia de padrao masculino e crescimento de cabelos; distrofia
muscular; sindrome de Sezary e pioderma; doenca de Addison; doencas mediadas
por oxigénio ativo tais como, por exemplo, lesdes de érgaos, tais como lesao por re-

perfusao-isquemia de 6rgaos (tais como coragao, figado, rim e trato digestivo) as quais
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ocorrem quando de preservagao, transplante ou doenca isquémica (por exemplo,
trombose e enfarte cardiaco); doencas intestinais, tais como choque por endotoxina,
colite pseudomembranosa e colite causada por farmaco ou radiagao; doengas renais,
tais como insuficiéncia renal aguda isquémica e insuficiéncia renal crénica; doengas
pulmonares, tais como toxinose causada por pulmao-oxigénio ou farmaco (por exem-
plo, paracort e bleomicinas), cancer de pulméo e enfisema pulmonar; doencas oscu-
lares, tais como catarata, siderose, retinite pigmentosa, degeneracdo macular senil,
cicatrizagao vitreal e queimadura corneal por alcali; dermatites, tais como eritema mul-
tiforme, dermatite bolhosa linear por IgA e dermatite por cimento; e outras, tais como
gengivite, periodontite, sepsia, pancreatite, doengas causadas por poluicdo ambiental
(por exemplo, poluigdo do ar), envelhecimento, carcinogénese, metastase de carci-
noma e hipobaropatia; doencas causadas por histamina ou liberacdo de leucotrieno-
C4; doenca de Behcet, tal como doenca de Behcet intestinal, vasculo- ou neuro- e
também Behcet a qual afeta a cavidade oral, pele, olhos, vulva, articulagéo, epididimo,
pulmao, rim e assim por diante.

[0218]Além disso, 0s analogos de rapamicina cristalinos sdo uteis para o tra-
tamento e prevencdo de doenca hepatica, tais como doengas imunogénicas (por
exemplo, doencas hepaticas autoimunes cronicas, tais como hepatite autoimune, cir-
rose biliar primaria e colangite esclerosante), ressec¢ao parcial do figado, necrose
hepatica aguda (por exemplo, necrose causada por toxina, hepatite viral, choque ou
anoxia), hepatite pelo virus B, hepatite ndo-A/ndo-B, cirrose (tal como cirrose alcoo-
lica) e insuficiéncia hepatica, tal como insuficiéncia hepatica fulminante, insuficiéncia
hepatica de inicio tardio e insuficiéncia hepatica "aguda-sobre-crénica" (insuficiéncia
hepatica aguda sobre doencas hepaticas crénicas) e, além disso, sao Uteis para varias
doencas em virtude de sua atividade util, tais como aumento de efeito quimioterapéu-
tico, infecgdo por citomegalovirus, particularmente infeccao pelo HCMV, atividade

anti-inflamatoria, doencgas esclerosantes e fibréticas, tais como nefrose, escleroderma,
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fibrose pulmonar, arteriosclerose, insuficiéncia cardiaca congestiva, hipertrofia ventri-
cular, adesbes poés-cirurgicas e cicatrizes, derrame, enfarte do miocardio e lesao as-
sociada a isquemia e reperfusao e semelhantes.

[0219]Adicionalmente, analogos de rapamicina cristalinos possuem proprie-
dades antagonisticas de FK-506. Os analogos de rapamicina cristalinos podem, as-
sim, ser usados no tratamento de imunodepressao ou um disturbio envolvendo imu-
nodepressdo. Exemplos de disturbios envolvendo imunodepressao incluem AIDS,
cancer, infecgdes fungicas, deméncia senil, trauma (incluindo cicatrizagao de ferimen-
tos, cirurgia e choque), infecgao bacteriana cronica e determinados disturbios do sis-
tema nervoso central. A imunodepressao a ser tratada pode ser causada por uma
overdose de um composto macrociclico imunossupressor, por exemplo, derivados de
12-(2-ciclohexil-1-metilvinil)-13,19,21,27-tetrametil-11,28-dioxa-4-azatrici-
clo[22,3,1,4,9] octacos-18-eno, tal como FK-506 ou rapamicina. A overdose de tais
medicamentos pelo paciente é muito comum quando eles esquecem que tomaram o
medicamento no horario prescrito € pode levar a graves efeitos colaterais.

[0220]A capacidade dos analogos de rapamicina cristalinos de tratar doengas
proliferativas pode ser demonstrada de acordo com métodos descritos em Bunchman
ET e CA Brookshire, Transplantation Proceed. 23 967-968 (1991); Yamagishi, e cola-
boradores, Biochem. Biophys. Res. Comm. 191 840-846 (1993); e Shichiri, e colabo-
radores, J. Clin. Invest. 87 1867-1871 (1991). Doengas proliferativas incluem prolife-
racao de musculo liso, esclerose sistémica, cirrose do figado, sindrome de dificuldade
respiratéria em adultos, cardiomiopatia idiopatica, lupus eritematoso, retinopatia dia-
bética ou outras retinopatias, psoriase, escleroderma, hiperplasia prostatica, hiperpla-
sia cardiaca, restenose apos lesdo arterial ou outra estenose patolégica dos vasos
sanguineos. Além disso, os analogos de rapamicina cristalinos antagonizam respos-
tas celulares a varios fatores de crescimento e, portanto, possuem propriedades anti-

angiogénicas, tornando os mesmos agentes Uteis para controlar ou reverter o
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crescimento de determinados tumores, bem como doencgas fibréticas dos pulmébes,
figado e rim.

[0221]Composicdes liquidas aquosas sao particularmente Uteis para o trata-
mento e prevencao de varias doengas dos olhos, tais como doencgas autoimunes (in-
cluindo, por exemplo, cornea cdnica, queratite, distrofia epitelial corneal, leucoma, ul-
cera de Mooren, esclevite e oftalmopatia de Graves) e rejeigao a transplante de coér-
nea. Quando usados nos tratamentos acima ou outros, uma quantidade terapeutica-
mente eficaz de um dos analogos de rapamicina cristalinos pode ser empregada na
forma pura ou, onde tais formas existem, em uma forma de sal, éster ou pro-farmaco
farmaceuticamente aceitavel. Alternativamente, os analogos de rapamicina cristalinos
podem ser administrados como uma composi¢ao farmacéutica contendo o composto
de interesse em combinagdo com um ou mais excipientes farmaceuticamente aceita-
veis. A frase "quantidade terapeuticamente eficaz" do analogo de rapamicina cristalino
significa uma quantidade suficiente do composto para tratar disturbios, em uma pro-
porcao beneficio/risco razoavel aplicavel a qualquer tratamento médico. Deve ser en-
tendido, contudo, que o uso diario total dos compostos e composi¢cdes da presente
invencao sera decidido pelo médico que faz o atendimento, dentro do escopo do jul-
gamento médico. O nivel de dose terapeuticamente eficaz especifico para qualquer
paciente em particular dependera de uma variedade de fatores, incluindo o disturbio
qgue esta sendo tratado e a gravidade do disturbio; atividade do composto especifico
empregado; a composicao especifica empregada; a idade, peso corporal, saude geral,
sexo e dieta do paciente; o tempo de administracdo, via de administracdo e taxa de
excregao do composto especifico empregado; a duragdo do tratamento; farmacos
usados em combinagdo ou coincidentes com o composto especifico empregado; e
fatores bem conhecidos na técnica médica. Por exemplo, esta bem dentro da capaci-
dade da técnica comecar as doses do composto em niveis menores do que o reque-

rido para obter o efeito terapéutico desejado e aumentar gradualmente a dosagem até
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que o efeito desejado seja obtido.

[0222]A dose diaria total do analogo de rapamicina cristalino administrado a
um ser humano ou animal inferior pode oscilar de cerca de 0,01 a cerca de 10
mg/kg/dia. Para fins de administragdo oral, doses mais preferiveis podem estar na
faixa de cerca de 0,001 a cerca de 3 mg/kg/dia. Para fins de distribui¢cao local a partir
de um stent, a dose diaria que um paciente recebera depende da extensio do stent.
Por exemplo, um stent coronariano de 15 mm pode conter um farmaco em uma quan-
tidade oscilando de cerca de 1 a cerca de 120 microgramas e pode distribuir esse
farmaco durante um periodo de tempo oscilando de varias horas a varias semanas.
Se desejado, a dose diaria eficaz pode ser dividida em multiplas doses para fins de
administragdo; consequentemente, composicdes com uma unica dose podem conter
tais quantidades ou submultiplos das mesmas para compor a dose diaria. Administra-
cao topica pode envolver doses oscilando de cerca de 0,001 a cerca de 3 mg/kg/dia,
dependendo do local de aplicagao.

[0223]EXEMPLOS

[0224]Exemplo 1

[0225]0s analogos de rapamicina e processos da presente invengao serao
melhor compreendidos em conjunto com os esquemas sintéticos a seguir e métodos
de producéo de analogos de rapamicina e producgéo de formas cristalizadas dos ana-
logos de rapamicina, os quais ilustram os métodos pelos quais os analogos de rapa-
micina cristalinos da presente invencdo podem ser preparados.

[0226]0s analogos de rapamicina da presente invengao podem ser prepara-
dos através de uma variedade de vias sintéticas. Um procedimento exemplificativo é
mostrado na Figura 1. Conforme mostrado na Figura 1, conversao da C-42 hidroxila
de rapamicina a um grupo de conducao trifluorometano-sulfonato ou fluoro-sulfonato
proporcionou a Estrutura A. Deslocamento do grupo de condugdo com tetrazola na

presenca de uma base nao nucleofilica impedida, tal como 2,6-lutidina ou, de
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preferéncia, diisopropil etil amina, proporcionou a Férmula 2 e Férmula 3, as quais
foram separadas e purificadas através de cromatografia rapida em coluna.

[0227]0 precedente pode ser melhor compreendido através de referéncia aos
exemplos a seguir, os quais ilustram os métodos pelos quais os compostos da inven-
¢do podem ser preparados e nao se destinam a limitar o escopo da invencéo, con-
forme definido nas reivindicagées em anexo.

[0228]Exemplo 1A

[0229]Rapamicina (7,5 g) foi dissolvida em DCM (30 g). 2,6-Lutidina (1,76 g)
foi adicionada. A solucao foi esfriada para -30C em um banho de acetonitrila-gelo seco
e anidrido triflico (2,89 g) foi lentamente adicionado em 10 minutos. A mistura de rea-
cao foi agitada durante 20 minutos e, entdo, ensaiada com relagao a presenca de
rapamicina para determinar o consumo na reacgao. 1-H-tetrazola (1,44 g), seguido por
DIEA (5,29 g) foram adicionados. A mistura de reacéao foi agitada durante 6 horas em
temperatura ambiente e, entdo, diretamente carregada sobre uma coluna de gel de
silica (270 g) preparada em THF:n-heptano a 1:1 (v/v). A mistura de reacao bruta foi
purificada com THF:n-heptano a 1:1. As fragdes contendo produto que eluem depois
(isbmero N-2 elui primeiro, seguido pelo isémero N-1) foram coletadas e concentra-
das. Os sélidos concentrados foram dissolvidos em um minimo de DCM e carregados
sobre uma coluna de gel de silica (135 g) empacotada em n-heptano:acetona a 70:30.
A coluna foi eluida com n-heptano:acetona a 70:30 e fragbes contendo produto puro,
conforme identificado através de cromatografia em camada fina (TLC), foram concen-
tradas.

[0230]O produto purificado foi dissolvido em t-BME (9 g) e adicionado lenta-
mente a n-heptano (36 g) com agitacao vigorosa a 10 +/- 10 °C. Os solidos precipita-
dos foram agitados a 5-10 °C durante 1 hora, filtrados, lavados com n-heptano e secos
sobre o funil com nitrogénio. BHT (0,006 g) foi adicionado aos solidos. Os sélidos

foram dissolvidos em acetona (20 g), passados através de um filtro e concentrados.
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O residuo foi tratado com acetona duas vezes (20 g cada) e concentrados a cada vez
até secagem. O produto foi seco sob vacuo durante ndo mais do que 18 horas em nao
mais do que 50 °C para proporcionar 2,5 g de zotarolimus.

[0231]Exemplo 1B

[0232]Uma solugédo do Exemplo 1A em acetato de isopropila (0,3 mL) foi tra-
tada sequencialmente com diisopropiletilamina (87 uL, 0,5 mmoles) e 1H-tetrazola (35
mg, 0,5 mmoles) e, apds o que, agitada durante 18 horas. Essa mistura foi dividida
entre agua (10 mL) e éter (10 mL). Os orgéanicos foram lavados com salmoura (10 mL)
e secos (Na2S04). Concentragao dos organicos proporcionou um solido amarelo vis-
coso, o qual foi purificado através de cromatografia sobre gel de silica (3,5 g, 70-230
mesh) eluindo com hexano (10 mL), hexano:éter (4:1 (10 mL), 3:1 (10 mL), 2:1 (10
mL), 1:1 (10 mL)), éter (30 mL), hexano: acetona (1:1 (30 mL)). Um dos isdmeros foi
coletado nas fragdes de éter (MS (ESI) m/e 966 (M)+; 42-(2-tetrazolil)-rapamicina (is6-
mero menos polar) correspondendo a Féormula 3 da Figura 1).

[0233]Exemplo 1C

[0234]Coleta da menor banda movel da coluna de cromatografia usando a
fase mével de hexano:acetona (1:1) no Exemplo 1C proporcionou o composto desig-
nado (MS (ESI) m/e 966 (M)+; 42-(1-tetrazolil)-rapamicina (isbmero mais polar) cor-
respondendo a Férmula 2 da Figura 1).

[0235]Exemplo 2

[0236]A atividade imunossupressora dos analogos de rapamicina obtidos do
Exemplo 1B e Exemplo 1C foi comparada com a rapamicina e dois analogos de rapa-
micina: 40-epi-N-[2'-piridona]-rapamicina e 40-epi-N-[4'-piridona]-rapamicina, ambos
divulgados na Patente U.S. No. 5.527.907. A atividade foi determinada usando o en-
saio de reagao com linfocitos humanos misturados (MLR) descrito por Kino, T. e cola-
boradores em Transplantation Proceedings, XIX(5): 36-39, Supl. 6 (1987). Os resulta-

dos do ensaio demonstram que os compostos da invengdo sdo imunomoduladores
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eficazes em concentragcdes nanomolares, conforme mostrado na Tabela 1.

Exemplo MLR humano
ICs0 £ S.E.M.(nM)
Rapamicina 0,91 +0,36
2-piridona 12,39+ 5,3
4-piridona 0,43 +£0,20
Exemplo 1B 1,70+ 0,48
Exemplo 1C 0,66 + 0,19

[0237]0s comportamentos farmacocinéticos dos analogos de rapamicina do
Exemplo 1B e Exemplo 1C foram caracterizados ap6s uma uUnica dose intravenosa de
2,5 mg/kg em macacos cynomolgus (n = 3 por grupo). Cada composto foi preparado
como uma solugéo a 2,5 mg/mL em etanol a 20%:propileno glicol a 30%:Cremophor
EL a 2%:dextrose a 48% em veiculo de agua. A dose intravenosa de 1 mL/kg foi ad-
ministrada como um bolo lento (~1-2 minutos) em uma veia safenosa dos macacos.
Amostras de sangue foram obtidas de uma artéria ou veia femoral de cada animal
antes de dosagem e 0,1 (IV apenas), 0,25, 0,5, 1, 1,5, 2, 4, 6, 9, 12, 24 e 30 horas
apo6s dosagem. As amostras preservadas em EDTA foram totalmente misturadas e
extraidas para subsequente analise.

[0238]Uma aliquota de sangue (1,0 mL) foi submetida a hemdlise com meta-
nol a 20% em agua (0,5 ml) contendo um padrao interno. As amostras submetidas a
hemdlise foram extraidas com uma mistura de acetato de etila e hexano (1:1 (v/v), 6,0
mL). A camada organica foi evaporada até secagem com uma corrente de nitrogénio
em temperatura ambiente. As amostras foram reconstituidas em metanol:agua (1:1,
150 uL). Os compostos do titulo (injegdo de 50 ulL) foram separados dos contaminan-
tes usando HPLC de fase reversa com detecgao de UV. As amostras foram mantidas
frias (4 graus Celsius) por toda a operagao. Todas as amostras de cada estudo foram
analisadas como um unico lote sobre a HPLC.

[0239]Medicdes da area sob a curva (AUC) dos analogos de rapamicina do

Exemplo 1B, Exemplo 1C e do padréo interno foram determinadas usando o software
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Sciex MacQuan™. Curvas de calibragdo foram derivadas da proporgao de area de
pico (farmaco precursor/padrao interno) de padroes de sangue usando regressao li-
near dos minimos quadrados da proporg¢ao versus a concentracao tedrica. Os méto-
dos foram lineares para ambos os compostos sobre a faixa da curva padrao (correla-
¢ao > 0,99) com um limite de quantificacdo estimado de 0,1 ng/mL. A concentragao
maxima no sangue (CMAX) e o tempo para atingir a concentragdo maxima no sangue
(TMAX) foram lidos diretamente a partir dos dados de concentragao no sangue-tempo
observados. Os dados de concentragdao no sangue foram submetidos a adaptacao de
curva multi-exponencial usando CSTRIP para obter estimativas de parametros farma-
cocinéticos. Os parametros estimados foram ainda definidos usando NONLIN84. A
area sob a curva de concentragdao no sangue-tempo de 0 a t horas (ultimo ponto de
tempo mensuravel de concentragdo no sangue) apos dosagem (AUCo-t) foi calculada
usando a regra trapezoidal linear para os perfis de tempo-sangue. A area residual
extrapolada até a infinidade, determinada como a concentragcédo de sangue final me-
dida (Ct) dividido pela constante da taxa de eliminagao terminal () e adicionada a

AUCo-t para produzir a area total sob a curva (AUCo-t).

Tabela 2

Composto AUC t1/2
mg/h/mL (hora)

Rapamicina 6,87 16,7

2-piridona 2,55 2,8

4-piridona 5,59 13,3

Exemplo 1 2,35 5,0

Exemplo 2 2,38 6,9

[0240]Exemplo 3

[0241]A finalidade desse exemplo foi determinar os efeitos de um analogo de
rapamicina sobre a formagao de neointimo em artérias coronarias de suinos contendo
stents. Esse exemplo ilustra que o analogo de rapamicina A-179578 (por exemplo,

ABT-578; correspondendo a Férmula 2 da Figura 1), quando composto e distribuido a
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partir do stent Biocompatibles BiodiviYsio PC Coronary, afeta favoravelmente a hiper-
plasia do neointimo e tamanho de lumen em artérias coronarias de suino. Essa des-
coberta sugere que tal combinagao pode ser de beneficio clinico substancial se apro-
priadamente aplicada em seres humanos através de limitacdo de hiperplasia do neo-
intimo.

[0242]0 estudo apresentado nesse exemplo foi criado para avaliar a capaci-
dade do analogo de rapamicina A-179578 de reduzir a hiperplasia do neointimo em
um modelo de stent coronariano suino. A eficacia de A-179578 nesse modelo sugeriria
seu potencial clinico para a limitac&o e tratamento de restenose coronariana em stents
apos revascularizagao percutanea. O suino doméstico foi usado porque esse modelo
parece proporcionar resultados comparaveis com outras investigacdes buscando limi-
tar a hiperplasia do neointimo em seres humanos.

[0243]0 A-179578 exemplificativo testado eluiu de stents coronarianos colo-
cados em porcos de fazenda jovens e esses resultados comparados com stents de
controle. Os stents de controle sédo revestidos com polimero sem farmaco. Isso é im-
portante, porque o polimero em si hdo deve estimular hiperplasia do neointimo em um
grau substancial. A medida que o farmaco eluido desaparece, uma resposta inflama-
téria ao polimero poderia resultar, concebivelmente, em um "fenémeno de catch-up"
tardio, onde o processo de restenose nao é cessado, mas antes, reduzido. Esse fe-
némeno resultaria em restenose em datas posteriores em seres humanos.

[0244]Stents foram implantados em dois vasos sanguineos em cada porco.
Porcos usados nesse modelo tinham, em geral, 2-4 meses de idade e pesavam 30-
40 kg. Dois stents coronarios foram, assim, implantados em cada porco através de
avaliacao visual em uma propor¢ao de artérias com stent "normal” de 1,1-1,2.

[0245]Comecgando a partir do dia do procedimento, aos porcos foi fornecida
aspirina oral (325 mg ao dia) e continuada durante o restante de seu curso. Anestesia

geral foi obtida por meio de injecao intramuscular, seguido por cetamina intravenosa
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(30 10 mg/kg) e xilazina (3 mg/kg). Medicacao adicional no momento de indugao in-
cluia atropina (1 mg) e flocilina (1 g) administradas intramuscularmente. Durante o pro-
cedimento de colocagao de stent, um bolo intra-arterial de 10.000 unidades de heparina foi
administrado.

[0246]Acesso arterial foi obtido através de corte sobre a carétida externa di-
reita e colocagao de um protetor 8F. Apds o procedimento, os animais foram mantidos
sob uma dieta normal sem colesterol ou outra suplementacao especial.

[0247]0 stente BiodivYsio foi usado, com um tamanho alvo de vaso normal de
3,0 mm. Duas artérias coronarias por porco foram atribuidas aleatoriamente ao im-
plante dos stents. O stent era um stent eluindo farmaco (stent com polimero mais far-
maco) ou um stent revestido com um polimero apenas (stent com polimero apenas).
Os stents foram distribuidos por meio de cateteres e fios guia padrdes. Os balées dos
stents foram inflados até os tamanhos apropriados durante menos de 30 segundos.

[0248]Cada porco tinha um stent com polimero apenas e um stent com poli-
mero mais farmaco colocado em artérias coronarias distintas, de modo que cada porco
teria um stent para farmaco e um para controle. Um tamanho de amostra de 20 porcos
no total foi escolhido para detectar uma diferenca projetada na espessura do neoin-
timo de 0,2 mm com um desvio padrédo de 0,15 mm, em um poder de 0,95 e beta 0,02.

[0249]0s animais foram sacrificados a 28 dias para exame histopatologico e
quantificagao. Apds remocéao do coragao do sistema de bomba de perfuséo, o apén-
dice atrial esquerdo foi removido para acesso as artérias coronarias proximais. Seg-
mentos de artéria coronaria com lesdes foram dissecados do epicardio. Segmentos
contendo lesdes foram isolados, desse modo, permitindo tecido suficiente para conter
vaso sanguineo nao envolvido em sua extremidade. Os segmentos precedentes, cada
um de aproximadamente 2,5 cm de comprimento, foram incrustados e processados
por meio de técnicas de incrustagdo em plastico padrées. Os tecidos foram subse-

guentemente processados e corados com hematoxilina-eosina e técnicas elasticas de
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van Gieson.

[0250]Microscopia com baixo e alto poder de iluminacgao foi usada para fazer
medi¢cdes de comprimento no plano de vista microscopico por meio de um reticulo
calibrado e um sistema de microscopia digital conectado a um computador empre-
gando um software de analise calibrado.

[0251]A gravidade de lesdo do vaso e a resposta do neointimo foram medidas
através de microscopia digital calibrada. A importancia da integridade da lamina elas-
tica interna € bem conhecida por aqueles habilitados na técnica. Um escore de lesdo
histopatolégica nos vasos sanguineos com stent foi validado como estando intima-
mente relacionado a espessura do neointimo. Esse escore esta relacionada a profun-
didade de lesdo e € como segue: 0 € a lamina elastica interna intacta; endotélio tipi-
camente desnudo, meio comprimido mas néo lacerado; 1 é a lamina elastica interna
lacerada; meio tipicamente comprimido, mas néo lacerado; 2 é a lamina elastica in-
terna lacerada; meio visivelmente lacerado; lamina elastica externa intacta, mas com-
primida; e 3 é a lamina elastica externa lacerada; tipicamente grandes laceragdes do
meio se estendendo através da lamina elastica externa; fios em espiral algumas vezes
residindo no adventicio.

[0252]Essa medigao quantitativa de leséo foi avaliada para todos os arames
de stent de cada secao de stent. A imagem digital calibrada foi também usada para
medir, em cada local do fio de stent, a espessura do neointimo. A area do lumen, area
contida com a lamina elastica interna e area dentro da lamina elastica externa foram
também medidas. A espessura do neointimo foi medida para cada stent em uma de-
terminada sec¢ao ao invés da média para determinar a espessura do neointimo para a
secao. O segmento mediano do stent foi usado para medi¢ao, analise e comparagao.
Os dados também foram registrados (e incluidos na secao dados desse relatério) para
os segmentos proximal e distal. Os métodos de analise de dados para esse estudo

nao precisam levar em conta lesdo arterial varidavel através dos grupos de
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tratamento/controle, porque lesdo branda a moderada é sensivel o bastante para de-
tectar diferencas de tratamento. T-testagem emparelhada foi realizada para comparar
variaveis através dos stents com polimero apenas (grupo de controle) e stents com

polimero mais farmaco (grupo de tratamento). Nenhum animal morreu nesse estudo
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antes dos pontos de tempo esquematizados.

[0253]A Tabela 3 mostra os porcos e artérias usados. Na Tabela 3, LCX sig-
nifica o ramo circunflexo da artéria coronaria esquerda, LAD significa a artéria coro-

naria descendente anterior esquerda e RCA significa a artéria coronaria direita.

Tabela 3
Individuo Artérias usadas
1 2000-G-693 RCA - Controle
LCX - Teste
2 2000-G-698 RCA - Teste
LAD - Controle
3 2000-G-702 RCA - Teste
LAD - Controle
4 2000-G-709 RCA - Controle
LAD - Teste
5 2000-G-306 RCA - Controle
LAD - Teste
LCX - Teste
6 2000-G-672 RCA - Teste
LAD - Controle
7 2000-G-712 RCA - Controle
LCX - Teste
8 2000-G-735 RCA - Control
LAD - Teste
9 2000-G-736 RCA - Controle
LCX - Teste
10 2000-G-740 RCA - Teste
LAD - Controle
11 2000-G-742 LAD - Teste
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OM ( LCX) - Controle
12 2000-G-744 RCA - Teste
LAD - Control
13 2000-G-748 RCA - Teste
LAD - Control
14 2000-G-749 RCA - Control
LCX - Test
15 2000-G-753 RCA - Controle
LAD - Teste
16 2000-G-754 RCA - Teste
LCX -Controle
17 2000-G-755 RCA - Controle
LAD - Teste
18 2000-G-756 RCA - Teste
LAD - Controle
19 2000-G-757 LAD - Controle
LCX - Teste
20 2000-G-760 LAD - Teste
LCX -Controle

[0254]A Tabela 4 mostra os resultados resumidos para todos os dados para
lesdo média e espessura do neointimo para cada stent, incluindo segmentos proximal,
mediano e distal. A Tabela 4 também mostra o tamanho do limen, estenose percen-
tual e tamanho da artéria, conforme medido pela lamina elastica interna (IEL) e Iamina
elastica externa (EEL).

Tabela 4. Sumario: todas as medidas (Distal, Mediana, Proximal)
Ref. Ref. | lumen | IEL | EEL |Média | % este- | Area neo- | NIT

Prox. | Dist. leséo | nose intima
Con- Distal
trole

Média 446 |39 4,88 |7,66|9,00( 0,22 | 36,10 2,79 0,41

SD 1,20 1,16 1,30 | 1,15 1,10 | 0,26 | 15,41 1,29 0,17
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Con- | Mediano
trole
Média 4,46 |396( 4,94 |7,71|9,08( 0,08 | 36,23 2,77 0,38
SD 1,20 1,16 | 1,44 (1,07 | 1,15| 0,14 | 14,93 1,20 0,16

Con- | Proximal
trole
Média 446 |39 511 |7,89|930| 0,15 | 35,35 2,78 0,38
SD 1,20 |1,16| 1,38 | 1,33 | 1,42 | 0,22 | 11,94 1,04 0,12

Teste Distal
Média 4,26 341 6,04 (7,70(9,01| 0,26 | 22,35 1,66 0,25
SD 1,26 0,96 | 1,55 | 1,49| 147 | 0,43 8,58 0,58 0,06

Teste | Mediano
Média 4,26 341) 6,35 | 7,75]18,98 | 0,04 | 18,71 1,41 0,22
SD 1,26 0,9 | 1,29 [ 1,18| 1,31 | 0,07 5,68 0,33 0,05

Teste | Proximal
Média 2,56 2,15] 3,31 |4,06|4,66 | 0,19 | 16,79 1,29 0,18
SD 1,66 1,37 2,39 (3,484,175 0,13 9,97 0,80 0,12

[0255]Nao houve diferenca estatisticamente significativa para a area neoin-
tima ou a espessura através de segmentos proximal, mediano ou distal dentro do
grupo de teste (stents com polimero mais farmaco) ou grupos de controle (stents com
polimero apenas). Essa observacao € muito consistente com estudos anteriores e,
assim, permite o uso apenas do segmento mediano para comparagao estatistica de
dispositivos de teste (stents com polimero mais farmaco) vs. dispositivos de controle
(stents com polimero apenas).

[0256]A Tabela 5 mostra as comparagdes de t-teste estatisticas através dos

grupos de teste e grupos de controle. Havia uma diferengca estatisticamente
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significativa na espessura do neointimo, area do neointimo, tamanho do limen e es-
tenose percentual do lUmen, o stent com farmaco sendo claramente favorecido. Inver-
samente, nao existiam diferencas estatisticamente significativas entre o grupo de teste
(stents com polimero mais farmaco) e o grupo de controle (stents com polimero ape-
nas) para o escore de lesao média, areas da lamina elastica externa ou lamina elastica
interna.

Tabela 5: Comparagéao estatistica de parametros de teste vs. controle: dados

de secdo mediana

Estatistica do t-teste
Parametro |Diferenca| t-teste | DF | Desvio | Abaixo | Acima P
padrdo | de 95% | de 95%

Ldmen -1,17 -2,28 | 38 0,52 -2,21 -0,13 0,029
IEL 0,03 0,088 | 38 0,36 -0,71 0,78 0,93
EEL 0,2 0,499 | 38 0,39 -0,599 0,99 0,62

Espessura 0,18 5,153 | 38 | 0,034 0,106 0,244 | <0,001
do NI
Area do NI 1,21 3,62 | 38 0,33 0,53 1,88 0,0008
Lesdo mé- | 0,038 1,137 | 38 | 0,033 -0,02 0,106 0,26
dia
% estenose| 14,54 297 | 38 4,9 4,61 24,47 0,005

[0257]As artérias de referéncia proximal e distal aos segmentos com stent fo-
ram observadas e quantificadas. Esses vasos pareciam normais em todos os casos,
sem lesdo no grupo de controle (stents com polimero apenas) e no grupo de teste
(stents com polimero mais farmaco). Os dados na tabela 6 mostram que nao existiam

diferengas estatisticamente significativas no tamanho entre os stents no grupo de
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controle e os stents no grupo de teste.

Tabela 6
Referéncia Proximal Referéncia Distal
Didmetro (mm) Didmetro (mm)
Controle 4,46 £ 1,20 3,96 + 1,16
(média + SD)
Teste 4,26 + 1,26 3,41 + 0,96
(média + SD)

[0258]0s dados sugerem que existem diferencgas estatisticamente significati-
vas e essas diferencas favorecem o stent que elui A-l 79578. O stent da presente
invengao resulta em menor area do neointimo, menor espessura do neointimo e maior
area do lumen. Nao existiam diferencas significativas dentro do grupo de teste (stents
com polimero mais farmaco) e o grupo de controle (stents com polimero apenas) para
os parametros do neointimo ou lesdes. N&o existiam diferencas significativas nos ta-
manhos das artérias (incluindo o stent) para o grupo de controle comparado com o
grupo de teste. Essas ultimas descobertas ndo sugerem diferenga significativa nas
caracteristicas de remodelamento arterial do revestimento polimérico contendo o far-
maco.

[0259]No maximo, inflamacdo branda foi encontrada sobre o stent com poli-
mero mais farmaco e o stent com polimero apenas. Essa descoberta sugere que o
polimero exibe biocompatibilidade satisfatdéria, mesmo sem carregamento de farmaco.
Outros estudos mostram que, quando o farmaco saiu completamente do polimero, o
polimero em si cria inflamacgao suficiente para causar neointimo. Esse fendmeno pode
ser responsavel pelo fenbmeno de "catch-up" tardio de restenose clinica tardia. Em
virtude do fato de o polimero nesse exemplo ndo causar inflamacao nas artérias co-
rondrias, problemas tardios relacionados ao polimero apés o farmaco ter se esgotado
sao improvaveis.

[0260]Em conclusao, um stent contendo o composto A-179578 com um poli-

mero mostrou uma reducdo na hiperplasia do neointimo no modelo suino quando
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colocado em uma artéria coronaria.

[0261]Exemplo 4

[0262]A finalidade desse exemplo é determinar a taxa de liberagao de farmaco
A-179578 (ABT-578) de Cupons 316L Electropolished Stainless Steel revestidos com
um polimero biocompativel contendo grupos laterais de fosfarilcolina.

[0263]Septos de borracha de tampas de frascos de HPLC foram removidos
dos frascos e colocados em frascos de vidro, de modo que o lado com "Teflon" esti-
vesse para cima. Esses septos serviam como suportes para as amostras de teste. As
amostras de teste eram cupons de aco inoxidavel 316L que tinham sido previamente
revestidos com um polimero biocompativel contendo grupos laterais de fosfarilcolina
(polimero de PC). Stents coronarianos sao feitos, comumente, de aco inoxidavel 316L
e podem ser revestidos com o polimero de PC para proporcionar um local de depdsito
para carregamento de farmacos. Os cupons revestidos, os quais servem para simular
stents, foram colocados sobre os septos. Usando uma seringa de Hamilton, uma so-
lugdo de A-179578 e etanol (10 pl) foi aplicada sobre a superficie de cada cupom. A
solugado continha A-179578 (30,6 mg) dissolvido em etanol a 100% (3,0 ml). A seringa
foi limpa com etanol entre cada aplicagdao. A tampa do frasco de vidro foi colocada
sobre o frasco frouxamente, desse modo, assegurando ventilagao apropriada. O cu-
pom foi deixado secar durante um minimo de 1,5 horas. Doze (12) cupons foram car-
regados dessa forma, seis sendo usados para determinar a quantidade média de far-
maco carregado ao dispositivo e seis sendo usados para medir o tempo necessario
para liberar o farmaco dos dispositivos.

[0264]Para determinar a quantidade total de ABT-578 carregada sobre um
cupom, um cupom foi removido do frasco e colocado em tampao de acetonitrila/fosfato
a 0,01M a 50/50 (pH de 6,0, 5,0 ml). O cupom foi colocado sobre um aparelho de ultra-
som 5210 Branson durante uma hora. O cupom foi, entdo, removido da solugdo e a

solugéo foi ensaiada através de HPLC.

Peticaio 870200057676, de 11/05/2020, pég. 82/132



73/86

[0265]0s estudos de liberagao com o tempo foram realizados através de imer-
séo e remogao de cupons individuais de aliquotas frescas (10,0 ml) de tampéao de fos-
fato a 0,01 M em um pH de 6,0 em cada um dos seguintes intervalos de tempo: 5, 15,
30 e 60 minutos. Para os pontos de tempo restantes de 120, 180, 240, 300, 360 mi-
nutos, volumes de 5,0 ml de tampéao foram usados. Para facilitar a mistura durante a
fase de liberagédo de farmaco, as amostras foram colocadas sobre um agitador Eber-
bach ajustado em baixa velocidade. Todas as aliquotas de solucao foram ensaiadas
através de HPLC apos a testagem da ultima amostra ter sido terminada.

[0266]A analise por HPLC foi realizada com um instrumento Hewlett Packard
série 1100 tendo os seguintes ajustes: volume de injecao é de 100 pl; tempo de aqui-
sicao é de 40 minutos; taxa de fluxo é de 1,0 ml/min; temperatura da coluna é de 40
graus Celsius; comprimento de onda é de 278 nm; fase movel € Acetonitrila a

65%/H20 a 35%; e coluna é YMC ODS-A S, 5 um, 4,6 x 250 mm (Parte No.

A12052546WT).
Tabela 7
Tempo (min.) Liberacao percentual Desvio padrao

0,00 0,00 0,00

5,00 1,87 1,12

15,00 2,97 1,47

30,00 3,24 1,28

60,00 3,29 1,29

120,00 3,92 1,28

180,00 4,36 1,33

240,00 4,37 1,35

300,00 6,34 2,07

360,00 7,88 1,01

[0267]Exemplo 5
[0268]A finalidade desse exemplo foi determinar o carregamento e liberacao

de ABT-578 de stents de distribuicao de farmaco BiodivYsio de 15 mm. Para carregar
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os stents com farmaco, uma solugéo de ABT-578 em etanol em uma concentragao de
50 mg/ml foi preparada e distribuida em doze frascos. Doze stents revestidos de poli-
mero individuais foram colocados sobre suportes criados para sustentar o stent em
uma posicao vertical e os stents foram imersos verticalmente na solugdo de farmaco
durante cinco minutos. Os stents e suportes foram removidos dos frascos e a solugao
de farmaco em excesso foi seca através de contato dos stents com um material ab-
sorvente. Os stents foram, entdo, deixados secar ao ar durante 30 minutos em uma
posicao vertical invertida.

[0269]0s stents foram removidos dos suportes e cada stent foi colocado em
tampéao de acetonitrila/fosfato a 50/50 (pH de 5,1, 2,0 ml) e submetido a ultra-som
durante uma hora. Os stents foram removidos da solugdo e as solugdes foram ensai-
adas com relacédo a concentracdo de farmaco, permitindo calculo da quantidade de
farmaco originalmente sobre os stents. Esse método mostrou, independentemente, re-
mover pelo menos 95% do farmaco do revestimento do stent. Em média, os stents
continham 60 microgramas de farmaco + 20 microgramas.

[0270]O0s stents revestidos com farmaco foram colocados sobre os suportes e
colocados em tampéao de fosfato a 0,01 M (pH = 6,0, 1,9 ml) em frascos individuais.
Essas amostras foram colocadas sobre um agitador de Eberbach ajustado em baixa
velocidade para proporcionar agitacdo para frente e para tras. Para evitar aproxima-
cao da saturagao de farmaco no tampéao, os stents foram transferidos periodicamente
para frascos com tampao fresco nos seguintes pontos de tempo: 15, 30, 45, 60, 120,
135, 150, 165, 180, 240, 390 minutos. Os frascos com tampao de dissolugao foram
ensaiados através de HPLC com relagédo a concentragao de farmaco no final do peri-
odo de liberagao de farmaco estudado. Os dados, representados como liberagao cu-
mulativa % de farmaco como uma fungao do tempo, sdo mostrados na tabela abaixo:

Tabela 8

Tempo Liberagdo cumulativa % de farmaco

(min)
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15 0,3
30 1,1
45 2,1
60 3,2
120 4,3
135 5,9
150 6,3
165 6,8
180 7,4
240 10,8
390 13,2
[0271]Exemplo 6

[0272]A finalidade desse exemplo foi avaliar a seguranca e eficacia de dife-
rentes dosagens de farmaco sobre a formagao de neointimo. Farmaco foi distribuido
a partir do stent BiodivYsio OC (15 mm) revestido com ABT-578. A formagao de neo-
intimo no stent foi medida em quatro intervalos de tempo: 3 dias, 1 més e 3 meses
nas artérias coronarias de suinos miniatura adultos. Quarenta (40) animais foram es-
tudados em cada intervalo de tempo (10 animais por dose). Cada animal recebeu um
stent revestido de farmaco e um stent de controle. O stent de controle n&o continha

farmaco. A Tabela 9 mostra o esquema de dosagem para estudo de eficacia em sui-

nos.
Tabela 9
Grupo de Grupo de Grupo de Grupo de
dose 1 (ng) | dose 2 (ug) | dose 3 (ug) | dose 4 (ug)
ABT-578 por stent 15 45 150 400
ABT-578 por mm 1 3 10 27
de stent

[0273]A toxicidade tecidual local potencial foi avaliada em todos os intervalos
de tempo examinando alteragdes histopatolégicas na regido com stent, segmentos

coronarios adjacentes, tecido perivascular e miocardio subjacente. A mortalidade,
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implante angiografico e dados de estudo, dados de histomorfometria e histopatologia
do local com stent foram estudados.

[0274]0 stent revestido com ABT-578 reduziu a formagao de neointimo em
artérias coronarias de suino e forneceu evidéncia clara de um efeito biolégico do far-
maco (trombo nao reabsorvido/depdsitos de fibrina no neointimo) em um més. Houve
uma fraca tendéncia de que o stent revestido com ABT-578 mostrasse um efeito ini-
bitério persistente em um intervalo de tempo a longo prazo de trés meses. Nao houve
toxicidade local para a parede da arterial coronaria na forma de necrose ou mal posi-
cionamento do stent associada a qualquer grupo de dose, incluindo a maior dose de
aproximadamente 27 g/mm de comprimento do stent em qualquer intervalo de tempo
examinado. Todos os stents foram bem incorporados no tecido e ndo houve evidéncia
de respostas de cicatrizacédo estavel na forma de incorporagao de neointimo fibroce-
lular e cobertura endotelial no intervalo de um més e no intervalo de trés meses. A
tendéncia a um efeito inibitério sustentado em trés meses apds o stent ter sido implan-
tado nesse animal é surpreendente e fornece evidéncia de efeitos potencialmente per-
sistentes na prevencao de restenose clinica resultante de stents implantados.

[0275]Exemplo 7

[0276]Cristais de analogo de rapamicina foram preparados através de cristaliza-
¢ao do analogo em uma mistura bifasica. Resumidamente, ABT-578 foi adicionado a um
frasco contendo 0,23 g de acetona e 0,82 g de heptano e incubados a 0 graus Celsius
de modo a saturar a fase liquida. A mistura foi incubada até que um desvio de fase
liquido-liquido ocorresse, a medida que o ABT-578 dissolvia na solu¢do de acetona,
resultando em uma fase inferior rica em ABT-578-acetona e uma fase superior rica
em heptano. A mistura bifasica foi incubada a 0 graus Celsius durante 10 dias, tempo
no qual cristais de analogo de rapamicina foram observados no fundo do frasco. A
Figura 2A mostra o padrao de difracao de raio x em p6 (PXRD).

[0277]0 solvato de acetona foi analisado com relagdo a informacao
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cristalografica pertinente, a qual é incluida na Tabela 10. Foi determinado que as mo-
léculas de solvente ao longo do eixo ¢ separam as moléculas de ABT-578. As molécu-
las de solvente estavam razoavelmente desordenadas, mas elas aparecem como se
existissem quatro moléculas de acetona e duas moléculas de agua por ABT-578. As
moléculas de ABT-578 interagem via interacdes de Van der Waal ao longo dos eixos
aeb.

Tabela 10: Informacao cristalografica do solvato de acetona

Parémetro ABT-578
Sistema de cristal Orto-rébmbico

Grupo espacial P222;

a, A 12,245

b, A 17,401

c, A 33,356
Volume, (A% 7107
Pcaic (g/cm®) 1,120

[0278]Exemplo 8

[0279]Cristais de solvato de tolueno de ABT-578 foram gerados através do
seguinte procedimento. Uma solugao clara foi preparada através de dissolugao de 100
mg de ABT-578 amorfo em 300 mg de tolueno. A solugéo foi agitada a 22 graus Cel-
sius durante 15 horas, quando do que uma pasta espessa de sélidos cristalinos foi
observada. A Figura 4A mostra o difragdo de p6 de raios X de cristais de solvato de
tolueno preparados usando soélidos do preparo acima como sementes.

[0280]Exemplo 9

[0281]Cristais de solvato desolvatado de acetonitrila de ABT-578 foram gera-
dos através de saturagédo de acetonitrila com ABT-578 amorfo a 22 graus Celsius e,
entdo, incubagéo da solugéo saturada a 0 graus Celsius durante 2 horas. A Figura 5A
mostra o padrao de difragao de raio x em po6 dos cristais. Os cristais podem, entao,
ser secos para formar um desolvato de acetonitrila e a Figura 6C mostra os dados de

analise termogravimétrica para o desolvato.
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[0282]Exemplo 10

[0283]Cristais de solvato de formato de etila de ABT-578 foram gerados trans-
formando em pasta um bolo umido de solvato de acetonitrila em formato de etila a 0
graus Celsius. As Figuras 7A e 7C mostram o padrao de difragdo de p6 por raios e
analise termogravimétrica dos cristais, respectivamente.

[0284]Exemplo 11

[0285]Cristais de solvato de acetato de isopropila de ABT-578 foram gerados
transformando em pasta um bolo umido de solvato de acetonitrila em acetato de iso-
propila a 0 graus Celsius.

[0286]Exemplo 12

[0287]Cristais de ABT-578 foram preparados através de adicdo de 380 mg de
ABT-578 amorfo a um frasco e carregando 870 mg de acetato de isobutila ao mesmo
para permitir dissolugdo. Esse foi incubado a 0 graus Celsius durante 16 horas,
guando do que uma pasta cristalina foi obtida. As Figuras 9A e 9C mostram o padrao
de difracéo de raio x em po e analise termogravimétrica dos cristais, respectivamente.

[0288]Exemplo 13

[0289]Cristais de solvato de etanol de ABT-578 foram preparados através de
adicao de 417 mg de ABT-578 amorfo a um frasco e carregando 315 mg de etanol
(200 proof) ao mesmo para permitir dissolugéo. Esse foi cultivado apés 15 horas com
o solvato desolvatado de acetonitrila e incubado a 0 graus Celsius durante mais 16
horas, quando do que uma pasta cristalina foi obtida.

[0290]Exemplo 14

[0291]Cristais de solvato de N,N dimetil formamida de ABT-578 gerados atra-
vés de transformacédo em pasta de um bolo umido de solvato de acetonitrila em N,N
dimetil formamida a graus Celsius. As Figuras 10A e 10B mostram o padrao de difra-
¢ao de raio x em po e analise termogravimeétrica dos cristais, respectivamente.

[0292]Exemplo 15
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[0293]Cristais de solvato de anisol de ABT-578 foram gerados transformando
em pasta um bolo umido de solvato de acetonitrila em anisol a 0 graus Celsius. As
Figuras 11A e 11C mostram o padrao de difracdo de raio x em p6 e analise termogra-
vimétrica dos cristais, respectivamente.

[0294]Exemplo 16

[0295]Um analogo de rapamicina cristalino na forma de solvato de acetona foi
preparado através de dissolugado de aproximadamente 120 mg de analogo de rapami-
cina amorfo em 200 uL de acetona em temperatura ambiente e incubacgéo da solugao
resultante a 5 graus 30 Celsius durante 14 horas ou até que cristais cristalinos fossem
observados em uma pasta cristalina. Os cristais foram analisados através de difragao
de raio x em po, o qual € mostrado na Figura 2B. Os cristais foram equilibrados em
temperatura ambiente, seguido por secagem adicional a 30 graus Celsius sob vacuo
(aproximadamente 3 polegadas de mercurio). Os cristais secos foram, entdo, analisa-
dos através de difragao de raio x em p6, o qual € mostrado na Figura 3B.

[0296]Exemplo 17

[0297]Um analogo de rapamicina cristalino na forma de um solvato de tolueno
foi preparado através de dissolugcéo de aproximadamente 220 mg de analogo de ra-
pamicina amorfo em aproximadamente 400 uL de tolueno a 45 graus Celsius para
formar uma solugao. A solugéo foi incubada a 5 graus Celsius durante cerca de 1 hora
ou até que sélidos cristalinos pudessem ser observados. A Figura 4B € o padrao de
difragdo do solvato de tolueno. Um padrao de difragcdo de um solvato de tolueno de-
solvatado é mostrado na Figura 4E. Os cristais desolvatados foram obtidos permitindo
que os cristais de solvato equilibrassem em temperatura ambiente, seguido por seca-
gem adicional a 30 graus Celsius sob vacuo (aproximadamente 3 polegadas de mer-
curio).

[0298]A perda de tolueno quando de aquecimento pode ser descrita em 3 es-

tagios. No primeiro estagio, a perda de tolueno € em uma temperatura abaixo de 90
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graus Celsius. O segundo estagio € em temperaturas de 90 graus Celsius a 130 graus
Celsius e o ultimo estagio € apds fusao, > 150 graus Celsius. Portanto, o solvato de
tolueno desolvatado cristalino obtido através de secagem € um produto parcialmente
desolvatado. A estrutura de um unico cristal de solvato de tolueno por raios X foi de-
terminada. A informacéao cristalografica € listada na Tabela 11.

Tabela 11: Informacao cristalografica do solvato de tolueno de ABT-578

Solvato de tolueno de ABT-578
TIK 293
Grupo espacial P2i
Sistema de cristal monoclinico
a/A 17,649(5)
b/A 12,299(3)
c/A 17,785(4)
o 113,518(4)
V/A3 3539,83
z 2
Peaic (g/lcm®) 1,138

[0299]0 toluenato de ABT-578 cristaliza no espaco quiral P2; e existem duas
moléculas de ABT-578 em cada célula unitaria. A Figura 4C mostra a estrutura de um
unico cristal por raios X do solvato de tolueno de ABT-578, o qual foi obtido usando
radiagéo alfa k-molibdénio (0,070930). Conforme pode ser observado a partir da es-
trutura, em cada unidade assimétrica do cristal, existem trés moléculas de tolueno e
uma molécula de Zotarolimus. Assim, o solvato de tolueno € um tri tri-toluenato. Dentre
as trés moléculas de tolueno (Ta, Tb e Tc), Ta e Th tém contatos curtos com a molé-
cula de ABT-578 (isto &, interagdes C-H...n e C=0...H-C=C). Tc interage com as mo-
léculas circundantes apenas via uma forga de Van der Waal fraca. De modo interes-
sante, na estrutura de cristal do solvato de tolueno, existem canais de solvente ao
longo do eixo b, conforme mostrado na Figura 4D. As moléculas de tolueno Ta e Tc

estdo mais expostas no canal e espera-se que sejam removidas de modo
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relativamente mais facil dos cristais. Por outro lado, a molécula de tolueno Tb esta
semi-encerrada em uma cavidade circundada por moléculas de ABT-578. Portanto,
para essas trés moléculas de tolueno diferente, Tb se liga hermeticamente, Ta se liga
moderadamente e Tc se liga frouxamente as moléculas de ABT-578. Isso explica o
fato de que o solvato de tolueno mostra perda gradual de tolueno quando de seca-
gem/aquecimento e que remogao completa de tolueno dos cristais é dificil de obter.
Isso também explica a retracédo da latice de cristal ao longo do eixo a quando de se-
cagem, conforme evidenciado pela alteragdo no padrao de PXRD de desolvatagao do
solvato de tolueno, conforme mostrado na Figura 4F.

[0300]Exemplo 18

[0301]Um analogo de rapamicina cristalino na forma de um solvato de aceto-
nitrila foi preparado através de dissolugdo de aproximadamente 100 mg de analogo
de rapamicina amorfo em 200 uL de acetonitrila a 45 graus Celsius e incubagao em
cerca de -12 graus Celsius durante cerca de 30 horas, apds o0 que a solugéo foi culti-
vada com uma quantidade vestigial de cristais de solvato de tolueno. Sdlidos cristali-
nos se formaram apos cultura através de incubacgéao adicional a -12 graus Celsius. Os
cristais podem, entdo, ser analisados através de difracdo de raio x em po, o qual é
mostrado pela Figura 5B. Os cristais foram equilibrados em temperatura ambiente,
seguido por secagem adicional a 30 graus Celsius sob vacuo (aproximadamente 3
polegadas de mercurio). Os cristais secos podem ser analisados através de difracéo
de raio x em po, o qual é mostrado na Figura 6B.

[0302]Exemplo 19

[0303]Um analogo de rapamicina cristalino na forma de um solvato de formato
de etila foi preparado através de dissolugédo de aproximadamente 100 mg de analogo
de rapamicina amorfo em 200 uL de formato de etila a 45 graus Celsius e incubagao
em cerca de 5 graus Celsius durante cerca de 14 horas ou até que cristais se formas-

sem. Figura 7B é o padrao de difracdo do solvato de formato de etila. O padrao de
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difragdo do desolvato de formato de etila € mostrado pela Figura 8. Os cristais desol-
vatados foram obtidos permitindo que os cristais de solvato equilibrassem em tempe-
ratura ambiente, seguido por secagem adicional a 30 graus Celsius sob vacuo (apro-
ximadamente 3 polegadas de mercurio).

[0304]Exemplo 20

[0305]Um analogo de rapamicina cristalino na forma de um solvato de acetato
de isopropila foi preparado através de dissolugao de aproximadamente 100 mg de
analogo de rapamicina amorfo em aproximadamente 200 uL de acetato de isopropila
em temperatura ambiente. A solucéao foi incubada a 5 graus Celsius durante 14 horas
ou até que sdlidos cristalinos fossem observados. O padrao de difragdo do solvato de
acetato de isopropila € mostrado pela Figura 17A. Os cristais desolvatados foram ob-
tidos permitindo que os cristais de solvato equilibrassem em temperatura ambiente,
seguido por secagem adicional a 30 graus Celsius sob vacuo (aproximadamente 3
polegadas de mercurio). A Figura 17B mostra os padrées de difracao de raio x em po
do solvato desolvatado.

[0306]Exemplo 21

[0307]Um analogo de rapamicina cristalino na forma de um solvato de acetato
de isobutila foi preparado através da adigao de aproximadamente 400 mg de analogo
de rapamicina amorfo a um frasco e carregando aproximadamente 870 mg de acetato
de isobutila no frasco para permitir dissolugao em temperatura ambiente. A solugao
foi, entdo, incubada a cerca de 20 graus Celsius durante cerca de 16 horas ou até que
uma pasta cristalina fosse obtida. Os cristais foram, entédo, analisados através de di-
fragdo de raio x em pd, o qual € mostrado pela Figura 9B.

[0308]Exemplo 22

[0309]Um analogo de rapamicina cristalino na forma de solvato de etanol foi
preparado através de dissolu¢gado de aproximadamente 100 mg de analogo de rapami-

cina amorfo em 400 uL de etanol (200 proof) a 45 graus Celsius e incubagao a
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aproximadamente 5 graus Celsius durante 14 horas ou até que cristais se formassem.
A Figura 12A é o padréo de difragédo do solvato. Os cristais desolvatados foram obtidos
permitindo que os cristais de solvato equilibrassem em temperatura ambiente, seguido
por secagem adicional a 30 graus Celsius 30 sob vacuo (aproximadamente 3 polega-
das de mercurio). A Figura 12B mostra os padrées de difragdo de raio x em p6 do
solvato desolvatado.

[0310]Exemplo 23

[0311]Cristais de solvato de metanol de ABT-578foram preparados através de
dissolucédo de 93 mg de ABT-578 amorfo em 200 uL de metanol em temperatura am-
biente e armazenamento a -12 graus Celsius durante 30 horas antes de cultivados
com uma quantidade vestigial de cristais de solvato de tolueno. Sdélidos cristalinos se
formaram apés cultura através de incubacgéao adicional a -12 graus Celsius. A Figura
13A e 13B mostram os padrdes de difracao de raio x em p6 dos cristais de solvato e
o solvato desolvatado, respectivamente. Os cristais desolvatados foram obtidos per-
mitindo que os cristais de solvato equilibrassem em temperatura ambiente, seguido
por secagem adicional a 30 graus Celsius sob vacuo (aproximadamente 3 polegadas
de mercurio).

[0312]Exemplo 24

[0313]Cristais de solvato de acetato de etila de ABT-578foram preparados
através de dissolugao de 103 mg de ABT-578 amorfo em 200 uL de acetato de etila
em temperatura ambiente e armazenamento a -12 graus Celsius durante 30 horas
antes de cultivados com uma quantidade vestigial de cristais de solvato de tolueno.
Sdlidos cristalinos se formaram apds cultura através de incubagao adicional a -12
graus Celsius. As Figuras 14A e 14B mostram os padrdes de difracdo de raio x em po
dos cristais de solvato e o solvato desolvatado correspondente, respectivamente. Os
cristais desolvatados foram obtidos permitindo que os cristais de solvato equilibras-

sem em temperatura ambiente, seguido por secagem adicional a 30 graus Celsius sob
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vacuo (aproximadamente 3 polegadas de mercurio).

[0314]Exemplo 25

[0315]Cristais de solvato de metil isopropil cetona de ABT-578foram prepara-
dos através de dissolugado de 96 mg de ABT-578 amorfo em 200 uL de metil isopropil
cetona em temperatura ambiente e armazenamento a -12 graus Celsius durante 30
horas antes de cultivados com uma quantidade vestigial de cristais de solvato de to-
lueno. Sdlidos cristalinos se formaram apoés cultura através de incubagao adicional a
-12 graus Celsius. As Figuras 15A e 15B mostram o padrao de difracdo de raio x em
po6 dos cristais de solvato e o solvato desolvatado correspondente, respectivamente.
Os cristais desolvatados foram obtidos permitindo que os cristais de solvato equili-
brassem em temperatura ambiente, seguido por secagem adicional a 30 graus Celsius
sob vacuo (aproximadamente 3 polegadas de mercurio).

[0316]Exemplo 26

[0317]Cristais de solvato de nitrometano de ABT-578 foram preparados atra-
vés de dissolucado de 100 mg de ABT-578 amorfo em 200 uL de nitrometano em tem-
peratura ambiente e armazenamento a -12 graus Celsius durante 30 horas antes de
cultivados com uma quantidade vestigial de cristais de solvato de tolueno. Sélidos
cristalinos se formaram apds cultura através de incubagao adicional a -12 graus Cel-
sius. Solvato de nitrometano de ABT-578 desolvataram facilmente em temperatura
ambiente e apareceram como uma fase semi-cristalina na analise do padrao de difra-
cao de raio x em po (Figura 16).

[0318]Exemplo 27

[0319]Cristais de solvato de propionitrilo de ABT-578foram preparados atra-
vés de dissolucao de 108 mg de ABT-578 amorfo em 200 uL de propionitrilo a 45
graus Celsius e armazenamento a -12 graus Celsius durante 30 horas antes de culti-
vados com uma quantidade vestigial de cristais de solvato de tolueno. Sdlidos crista-

linos se formaram apds cultura através de incubacgao adicional a -12 graus Celsius. A
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Figura 18A mostra os padrdes de difracdo de raio x em p6 dos cristais de solvato e
desolvatagao dos cristais proporcionou uma fase semi-cristalina. Os cristais desolva-
tados foram obtidos permitindo que os cristais de solvato equilibrassem em tempera-
tura ambiente, seguido por secagem adicional a 30 graus Celsius sob vacuo (aproxi-
madamente 3 polegadas de mercurio). A Figura 18B mostra os padroes de difragédo
de raio x em po do solvato desolvatado.

[0320]Exemplo 28

[0321]Cristais de solvato de metil etil cetona de ABT-578foram preparados
através de dissolugcéo de 94 mg de ABT-578 amorfo em 200 uL de metil etil cetona
em temperatura ambiente e armazenamento a -12 graus Celsius durante 30 horas
antes de cultivados com uma quantidade vestigial de cristais de solvato de tolueno.
Sdlidos cristalinos se formaram apds cultura através de incubagao adicional a -12
graus Celsius. A Figura 19A mostra o padrao de difracéo de raio x em p6 dos cristais
de solvato e desolvatagao dos cristais proporcionou uma fase semi-cristalina. Os cris-
tais desolvatados foram obtidos permitindo que os cristais de solvato equilibrassem
em temperatura ambiente, seguido por secagem adicional a 30 graus Celsius sob va-
cuo (aproximadamente 3 polegadas de mercurio). A Figura 19B mostra os padrées de
difragdo de raio x em p6 do solvato desolvatado.

[0322]Exemplo 29

[0323]Cristais de solvato de tetraidrofurano de ABT-578 foram preparados
através de dissolucéo de 107 mg de ABT-578 amorfo em 200 uL de tetraidrofurano
em temperatura ambiente e armazenamento a -12 graus Celsius durante 30 horas
antes de cultivados com uma quantidade vestigial de cristais de solvato de tolueno.
Sdlidos cristalinos se formaram apds cultura através de incubagao adicional a -12
graus Celsius. A Figura 20A mostra o padrao de difracéo de raio x em p6 dos cristais
e desolvatacao dos cristais proporcionou uma fase semi-cristalina. Os cristais desol-

vatados foram obtidos permitindo que os cristais de solvato equilibrassem em
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temperatura ambiente, seguido por secagem adicional a 30 graus Celsius sob vacuo
(aproximadamente 3 polegadas de mercurio). A Figura 20B mostra os padrdes de di-
fragdo de po por raios do solvato desolvatado.

[0324]Exemplo 30

[0325]Cristais de solvato de 1,2-dimetdxietano de ABT-578 foram preparados
através de dissolugao de 110 mg de ABT-578 amorfo em 200 uL de 1,2-dimetdxietano
em temperatura ambiente e armazenamento a -12 graus Celsius durante 30 horas
antes de cultivados com uma quantidade vestigial de cristais de solvato de tolueno.
Sdlidos cristalinos se formaram apds cultura através de incubagao adicional a -12
graus Celsius. A Figura 21A mostra o padrao de difracéo de raio x em p6 dos cristais
de solvato e desolvatagao dos cristais proporcionou uma fase semi-cristalina. Os cris-
tais desolvatados foram obtidos permitindo que os cristais de solvato equilibrassem
em temperatura ambiente, seguido por secagem adicional a 30 graus Celsius sob va-
cuo (aproximadamente 3 polegadas de mercurio). A Figura 21B mostra os padrées de
difracdo de raio x em p6 do solvato desolvatado.

[0326]Embora a invencgao tenha sido descrita, divulgada e ilustrada e mos-
trada em varios termos de determinadas modalidades ou modificagbes as quais ela
tem assumido na pratica, o escopo da invengao ndo se destina a ser, nem deve ser
considerado como estando limitado pelas mesmas e essas outras modificagbes € mo-
dalidades, conforme possa ser sugerido pelos ensinamentos aqui, sao particularmente
reservadas, especialmente uma vez que elas caem dentro do espirito e escopo das
reivindicagdes aqui em anexo. Adicionalmente, todas as publica¢cdes citadas aqui séo

aqui incorporadas por referéncia.
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REIVINDICACOES

1. Composicéo de analogo de rapamicina CARACTERIZADA pelo fato de que
compreende uma forma cristalina de um analogo de rapamicina de Formula 2, que é
um solvato do composto ou um dessolvato deste;

N
/Xy

N

\

FORMULA 2 ,

em que o solvato compreende um solvente selecionado do grupo que consiste
em acetona, acetato de isobutila, formato de etila, tolueno, N,N dimetil formamida,
anisol e qualquer combinacao destes; e

em que o dessolvato € um dessolvato de acetonitrila.

2. Composigao de analogo de rapamicina, de acordo com a reivindicagéo 1,
CARACTERIZADA pelo fato de que compreende:

um veiculo farmaceuticamente aceitavel; e

uma quantidade terapeuticamente eficaz da forma cristalina de um analogo
de rapamicina.

3. Composicédo de analogo de rapamicina, de acordo com a reivindicagao 2,
CARACTERIZADA pelo fato de que a forma cristalina de um analogo de rapamicina
€ o solvato, em que o solvato € um solvato de acetona; e em que o solvato € definido

pelos parametros de cristalografia de raios-X de cristal unico:
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Parametro Propriedades do solvato
Sistema de cristal Orto-rébmbico

Grupo espacial P2i2i2i

a, A 12,245

b, A 17,401

c, A 33,356
Volume, (A3) 7107
Pcalc (g/cm™3) 1,120

4. Composigao de analogo de rapamicina, de acordo com a reivindicagéo 2,
CARACTERIZADA pelo fato de que a forma cristalina de um analogo de rapamicina
€ o solvato;

em que o solvato é selecionado a partir do grupo que consiste em acetato de
isobutila;

em que o solvato tem um padrao de difragao de raios X em pé com um pico
em cerca de 5,0, 7,0, 9,1, 10,1, 15,4 ¢ 16,0; e

em que o solvato tem uma etapa de analise termogravimétrica de cerca de -
9,1%.

5. Composicédo de analogo de rapamicina, de acordo com a reivindicagao 2,
CARACTERIZADA pelo fato de que a forma cristalina de um analogo de rapamicina
€ o solvato;

em que o solvato € um solvato de formato de etila;

em que o solvato tem um padrao de difragao de raios-X em pé com um pico
em cerca de 5,3, 5,5, 10,6, 15,9, 16,5 e 19,2; e

em que o solvato tem uma etapa de analise termogravimétrica de cerca de -
5,4%.

6. Composicao de analogo de rapamicina, de acordo com a reivindicagéo 2,
CARACTERIZADA pelo fato de que a forma cristalina de um analogo de rapamicina

€ o solvato;
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em que o solvato € um solvato de tolueno; e

em que o solvato é definido pelos parametros de cristalografia de raios-X de

cristal unico:
Parametro Propriedades do solvato
Sistema de cristal Monoclinico
Grupo espacial P2i
a, A 17,649(5)
b, A 12,299(3)
c, A 17,785(4)
s 113,518(4)
Volume, (A3) 3539,83
Z 2
Pcalc (g/cm™3) 1,138

7. Composicao de analogo de rapamicina, de acordo com a reivindicagao 2,
CARACTERIZADA pelo fato de que a forma cristalina de um analogo de rapamicina
€ o solvato; e em que o solvato € selecionado a partir do grupo que consiste em N,N
dimetil formamida e anisol;

em que o solvato de N,N dimetil formamida tem um padrao de difracdo de
raios-X em p6 com um pico em cerca de 5,1, 7,2, 9,0, 9,2, 10,3, 11,5, 15,7 e 16,3;

em que o solvato de N,N dimetil formamida tem uma etapa de analise termo-
gravimétrica de cerca de -7,7%;

em que o solvato de N,N dimetil formamida tem um padrao de difracdo de
raios-X em p6 com um pico em cerca de 6,1, 8,9, 9,4, 10,0, 10,2 e 12,2; e

em que o solvato de N,N dimetil formamida tem uma etapa de analise termo-
gravimétrica de cerca de -2,4%.

8. Composicao de analogo de rapamicina, de acordo com a reivindicagao 2,
CARACTERIZADA pelo fato de que a forma cristalina de um analogo de rapamicina

€ o dessolvato;
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em que o dessolvato € um dessolvato de acetonitrila;

em que o dessolvato tem um padrao de difracdo de raios-X em pé com um
pico em cerca de 3,9, 8,7, 9,5, 13,8, 15,7 € 16,9; e

em que o dessolvato tem uma etapa de analise termogravimétrica de cerca
de -1,1%.

9. Processo para preparagao de uma forma cristalina de um analogo de rapa-

micina de Férmula 2 ou 3:

FORMULA 2 ou

FORMULA 3 ,
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o processo CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

combinar o analogo de rapamicina com pelo menos um meio organico para
formar uma mistura; em que o referido meio organico compreende pelo menos um
solvente organico; em que o referido pelo menos um solvente orgénico € selecionado
a partir de acetona, acetato de etila, metanol, etanol, n-propanol, isopropanol, isobu-
tanol, terc-butanol, 2-butanol, acetonitrila, tetraidrofurano, acetato de isobutila, acetato
de n-butila, formato de etila, acetato de n-propila, acetato de isopropila, metiletil ce-
tona, tolueno, N,N dimetil formamida, anisol, metil isopropil cetona, nitrometano, pro-
pionitrila, 2-butanona, 1,2-dimetoxietano ou qualquer combinacao destes;

fazer com que o analogo de rapamicina dissolva no solvente organico;

incubar o solvente até que o analogo de rapamicina cristalize; e

recuperar o analogo de rapamicina cristalino do meio organico.

10. Processo, de acordo com a reivindicacdo 9, CARACTERIZADO pelo fato
de que ainda compreende:

combinar pelo menos um antisolvente com o analogo de rapamicina e o sol-
vente para formar uma mistura bifasica; em que o antisolvente compreende pelo me-
nos um dentre ciclohexano, heptano, hexano, n-octano, iso-octano, metilciclohexano
ou qualquer combinacdo dos mesmos; e

incubar a mistura bifasica para causar uma separacgao de fase liquido-liquido
com a maior parte do analogo de rapamicina estando no solvente e a menor parte do
analogo de rapamicina estando no antisolvente.

11. Processo, de acordo com a reivindicagdo 10, CARACTERIZADO pelo fato
de que ainda compreende separar o solvente organico do antisolvente.

12. Processo, de acordo com a reivindicacdo 9, CARACTERIZADO pelo fato
de que o solvente orgénico € acetona.

13. Processo, de acordo com a reivindicacdo 9, CARACTERIZADO pelo fato

de que o solvente organico compreende pelo menos um dentre acetona, acetato de
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isobutila, formato de etila, tolueno, N,N dimetil formamida, anisol ou qualquer combi-
nacao destes.

14. Processo, de acordo com a reivindicagao 10, CARACTERIZADO pelo fato
de que o antisolvente & heptano.

15. Processo, de acordo com a reivindicagdo 9, CARACTERIZADO pelo fato
de que a incubacéao é conduzida a uma temperatura de cerca de -10 °C a cerca de 10
°C.

16. Processo, de acordo com a reivindicagdo 9, CARACTERIZADO pelo fato
de que ainda compreende formar uma pasta de analogo de rapamicina cristalino.

17. Processo, de acordo com a reivindicagdo 9, CARACTERIZADO pelo fato
de que ainda compreende agitar a referida mistura até que o analogo de rapamicina
cristalize.

18. Processo, de acordo com a reivindicagdo 9, CARACTERIZADO pelo fato
de que ainda compreende saturar a mistura.

19. Processo, de acordo com a reivindicagdo 9, CARACTERIZADO pelo fato
de que o analogo de rapamicina combinado com o meio organico € uma forma crista-
lina.

20. Processo, de acordo com a reivindicagdo 9, CARACTERIZADO pelo fato
de que ainda compreende combinar a mistura com um segundo meio organico, e em
que a mistura sendo incubada inclui 0 segundo meio organico.

21. Processo, de acordo com a reivindicagédo 9, CARACTERIZADO pelo fato
de que o analogo de rapamicina combinado com o meio organico esta em uma forma
amorfa.

22. Processo, de acordo com a reivindicagédo 9, CARACTERIZADO pelo fato

de que o analogo de rapamicina tem uma estrutura de Férmula 2:
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FORMULA 2
23. Processo, de acordo com a reivindicagao 9, CARACTERIZADO pelo fato

de que o analogo de rapamicina tem uma estrutura de Férmula 3:

U

N

HACO

FORMULA 3
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