8 0 85 8 1A 2 %

enproscessr1az NI

(22) Data de Depdsito: 05/03/2008 (51) Int.CL.:

(43) Data da Publicag¢ao: 16/09/2014 CO07D 217/20

(RPI 2280) CO07B 57/00
(54) Titulo: "METODO PARA SEPARAR (57) Resumo:

CISATRACL'JRIOACOM ALTA PUREZA DE UMA
MISTURA DE ISOMEROS DE (1R, 1'R) - ATRACURIO"

(30) Prioridade Unionista: 26/03/2007 US 60/908,088
(73) Titular(es): Chemagis Ltd
(72) Inventor(es): ELENA OSTROVSKY

(74) Procurador(es): Antonio Mauricio Pedras Arnaud

(86) Pedido Internacional: PCT 1L.2008000291 de 05/03/2008

(87) Publicacao Internacional: wo 2008/117271de
02/10/2008



10

15

20

25

30

35

“METODO PARA SEPARAR CISATRACURIO COM ALTA PUREZA DE UMA
MISTURA DE ISOMEROS DE (1R, 1'R)-ATRACURIO”.

Campo da invengéo

A presente invencao refere-se a cro9matografia e, mais
particularmente, a um método melhorado para separar os
isdbmeros de sais de (1R,1'R)—atracirio por meio de
cromatografia liquida de alta pressao (HPLC).

Antecedentes da invencao

Agentes bloqueadores neuromusculares (p.ex., besilato de
atracurio brometo de pacurdnio, brometo de rocurdnio,
brometo de vecurdnio) sdo conhecidos por apresentarem
atividade paralisante muscular que ¢é semelhante ao
alcaldide do curare ou d-curarina. Os agentes
blogqueadores neuromusculares interrompem a transmissdo de
impulsos nervosos na Jjuncdo neuromuscular esquelética e
sdo tipicamente divididos em dois tipos: Dblogueadores

competitivos, estabilizantes (agentes neuromusculares ndo

despolarizantes) e agentes nao competitivos,
despolarizantes (agentes neuromusculares
despolarizantes). Ambos oS tipos evitam que a

acetilcolina dispare a contracgao muscular e sao
tipicamente usados como adjuvante de anestesia no campo

das operagdes para auxiliar na entubacdo, p.ex., " no

relaxamento das cordas vocais, traquéia, misculos
maxilares, etc., e também em cirurgias, 1i.é, provendo
relaxamento muscular generalizado, como relaxantes

durante eletrochoques, em estados convulsivos, etc.
Tipicamente, a terapia é realizada por administracdo i.v.
de uma forma de dosagem adequada.

O besilato de atracurio dibenzenossulfonato de [2,27-
[1,5-pentanodiilbis[oxi (3-0x0~3,l-propanodiil]lbis[1l-
[(3,4-dimetoxifenil)metil]-1,2,3,4-tetrahidro-6.7-
dimetoxi-2-metil-isoquinolinio] foi primeiramente
aprovado para uso médico em 1982. O isbébmero 1lR-cis-1’R-
cis-2,272,2"-[1,5-pentanodiilbis [oxi (3-0ox0-3,1-
propanodiil] ]bis[1-[(3,4-dimetoxifenil) metill-1,2,3,4-

tetrahidro-6, 7-dimetoxi-2-metil-isoquinolinio é
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denominado de besilato de cisatracirio e é 3-4 vezes mais
potente que o prdéprio besilato de atracurio. O produto
foi langado pela GSK e Abbott Laboratories em 1996 sob a
designacdo comercial NIMBEX®. O NIMBEX® ¢é uma solucao
agquosa nao pirogénica, estéril que é ajustada em pH 3,25
a 3,65 com &acido benzenossulfdénico. O farmaco é provido
em ampolas de 2,5 mL, 5 mL e 10 mL tendo uma poténcia de
2 mg/mL de besilato de cisatracurio. Adicionalmente, um
frasco de 30 mL contendo 5 mg/mL de besilatco de
cisatracurio também esta comercialmente disponivel.

O besilato de cisatracurio tem a seguinte férmula

estrutural abaixo:

MeO OMe
MeO "+ /\"’ + OMe
z O O

PhSO, .
PhSO,

MeO OMe
OMe OMe

Besilato de cisatracurio (I)

Devido ao fato de composto de atractrio possuir 4 centros
quirais, existem teoricamente 16 ©possiveis isdmeros.
Devido a simetria da molécula, o numero de isdmeros &
reduzido para 10 (isdbmeros oéticos e geométrico). Isto é
discutido em detalhe por J.B. Stenlake et al., em
“Biodegradable neuromuscular blocking agents Eur. Med.
Chem. — Chem. Ther., 19, n° 5, paginas 441-450 (1984).

A preparacgdo do besilato de cisatracurio é descrita nas
patentes U.S. n®° 5.453.519, e 5.556.987 e conforme
mostra o esquema 1 abaixo. O processo envolve reagir 1,5-
pentanodiol com &cido 3-bromopropidénico em tolueno com um
vestigio de 4acido p-toulenossulfdnicc para produzir
diacrilato de 1,5-pentametileno. Hidrocloreto de (+) -
tetrahidropapaverina ¢é resolvido com N-acetil-L-leucina
para obter N-acetil-L-leucinato de (R) =

tetrahidropapaverina, que ¢ convertido na base livre e
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reagido com diacrilato de 1,5-pentametileno em &cido
acético glacial qguente, purificado em cromatografia de
coluna, e tratado com &cido oxalico para dar (1R,1'R)-
2,2’"-(3,11-dioxo-4,10-dioxatridecileno)-bis-(1,2,3,4-
tetrahidro-, 67-di8metdéxi-2-metil-1-veratriliso-
gquinoliniodioxalato (11), que é tratado como
benzenossulfonato de metila para obter besilato de
(1R, 1’R) -atracurio, 1i.é, isdébmeros (1lR-cis,1l’R-cis), (1R-
cis,1l”"R-trans), (lR-trans,l’R-trans), em uma proporcdo de
58:34:6, respectivamente. A mistura é separada por meio
de cromatografia liquida, usando uma coluna de silica
irregular ou esférica um uma mistura de diclorometano e
um acido forte, p.ex., acido metanossulfénico, ou uma
mistura de diclorometano, metancl e um &acido forte,
p.ex., acido benzenossulfdnico.

Esquema 1

o
O o
H
H§>\o NH resolucdo otica 3
o - HS&O ‘ NH
(Rogd o :
H,c”
Hac\ 3
(o] H,C
a \\O
(+/-)-tetrahidropapaverina (R) ~hidropapaverina
o o
HO _~_~_CH + Br oH 1. TsOH HCF NN ~CH
o 2. EtN
1,5-pentanodil &cido 3-bromopropandico diacrilato de 1,5-
pentametileno

(@)
H,c” SN P
3 Hzc/\‘r O\lﬁt“’“?
H,C o NH +

o] (o]

Hiree

PN
H.C P lacrilato de ;-

pentametileno
(R) - AcOH

tetrahidropapaverina (CO,H),
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HiC” l!i Ocn
H’“O ‘ N\/\n/o\/\/\/o\"/\/N O o,CH:
Hye™ Q o o o . 2 (CO,H),
HCN

an O CH,
: O/CH’

benzenossulfonato de metila

o] PRS0, PhSO,”
e IID - 3 o\cu
H N 3
30\0 +\/\n/°\N\/O\n/\>N \ 0 O’CHJ
o
H:C/ 0 (o] o O‘CH
H,c\o mistura de isémeros de O /c':
besilato de cisatracurio (o) 3
separacgdo de isdmeros
PhSO,” PhsSO,”
o
H,c” o]
HJL\\ ? ]/ \CHS
3 fe) v f-.ﬁ,’/\n/o\/\/\/o \N+ OICH]
o 2 \ﬂ/\/
e D/ ° ° O~cH
H,C o 3
o PhSO, O o~ CHs

besilato de cisatracurio
A patente U.S. n®° 5.453.510 (coluna 1, linhas 31-39)
ensina que fases méveis aquosas nao permitem a
recuperacao dos isémeros do (1R, 1’'R) —atracurio sem
substancial degradacdo do produto. A instabilidade dos
isémeros do (1lR,1’R)-atracurio em fases aquosas mdveis é
problematica e preclui o uso de métodos que poderiam de
outra maneira ser desejdveis para purificar besilato de
cisatracurio, particularmente em uma escala comercial.
Ademais, -—os métodos .de HPLC para separar isbmeros de
besilato de (1R,1’R)-cisatracurio usando acidos fortes
poderdo ser insatisfatdérios para produgdes em larga
escala uma vez que O ago inoxidavel (comumente usado em
instrumentos de HPLC) n&o é compativel com &cidos fortes
(tais como o &cido benzenossulfdnico) devido a uma

corrosdao excessiva dos componentes de aco inoxidavel
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resultando numa possivel contaminagdo do produto, que
também ¢é indesejavel, especialmente em larga escala.
Consequentemente, existe uma necessidade de um método
melhorado para separar os 1isémeros do besilato de
(1R, 1'R)-cisatracurio, particularmente um método
comercialmente viavel, gque empregue uma fase aquosa mdvel
e ainda assim evite problemas associados com a
instabilidade da fase mével aquosa. A presente invencio
prové tais métodos.

Sumario da invengao

Em uma concretizacgdo, a presente invencdo prové um método
cromatogradfico para separar misturas de isdmeros de sais
de (1R,1'R)-atracurio (p.ex., sal besilato), gque inclui
Cromatografia Liquida de Alto Desempenho (HPLC), de Fase
Reversa, para produzir o isdmero 1R-cis,1l’R-cis altamente
puro. De acordo com a presente inveng&o, o desejado
isébmero 1R-cis,1l’R-cis poderd ser separado da mistura de
isédmeros de sais de (1R,1'R)-atracurio:

carregando uma solucédo de sal de 1R,1'R-atracurio
(p.-ex., o sal besilato) em um sistema de HPLC equipado
com uma coluna de separagao compreendendo uma fase
estaciondria de Fase Reversa (RP);

eluindo a coluna com um eluente, gque inclua uma fase
aquosa, um solvente orgédnico ou uma mistura destes;
coletando pelo menos uma fra¢gdo compreendendc o produto
desejado; e

isolando o produto.

Fases estacionadrias de RP adequadas poderdo incluir, por
exemplo, uma fase estacionaria de Cc1, uma fase
estacionaria de C3, uma fase estacionaria de C4, uma fase
estacionaria de C8, uma fase estaciondria de Cl4, uma
fase estacionaria de C1l8, outro carregamento polimérico,
p.ex., de poliamida, polimetacrilato, poliestireno, e
assemelhados.

Dai, um método preferido da invencg&o inclui realizar uma
separagdo por HPLC usando uma fase estacionaria de C18,

que é eluida com uma fase mével compreendendo um tampao,
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isto é, uma mistura de um acido fraco e seu sal conjugado
(p.-ex., acido acético e acetato de sdédio, acido citrico e
citrato de sdédio, ou formiato de amdédnio e &cido fdérmico)
e um solvente tal como metanol.

Breve descricdo dos desenhos

A figura 1 representa o efeito da concentragdo do tampéo
na retencdo do isdmero 1R-cis,1l’R-cis;

A figura 2 representa o efeito da concentragdo do tampédo
na resolucdo dos isdémeros 1R-cis,1l’R-trans e 1R-cis,1l’R-
cis;

A figura 3A representa o cromatograma de uma amostra de
referéncia de besilato de atracurio;

A figura 3B lista dados de pico associados com o
cromatograma representado na figura 3A;

A figura 4A representa o cromatograma do Dbesilato de
atracuirio, amostra 1;

A figura 4B lista dados de pico associados com o©
cromatograma representado na figura 4A;

A figura 5A representa o cromatograma do besilato de
atracirio, amostra 2;

A figura 5B lista dados de pico associados com o
cromatograma representado na figura 5A;

A figura 6A representa o cromatograma do besilato de
(1R, 1’ R)—atracurio obtido de acordo com o gradiente
detalhado na tabela 3;

A figura 6B lista dados de pico associados com o
cromatograma representado na figura 6A;

A figura 7 representa a estabilidade do besilato de
(1R, 1’"R)—-atracirio com diferentes valores de pH.

Descrigcdo detalhada da invencéao

Contrariamente aos ensinamentos da patente U.S. n°
5.453.510, foi descoberto surpreendentemente pelos
inventores da presente invencgéo que métodos em

cromatografia de coluna de Cromatografia Liquida de Alto
Desempenho (HPLC) de Fase Reversa (RP) podem ser
aplivados para separar os isémeros de sais de (1R,1'R)-

atracurio (p.ex., sal besilato) e para obter o 1isdmero



10

15

20

25

30

35

1R-cis, 1]’ R-cis em forma altamente pura, usando uma fase
mével ligeiramente acida ou tamponada, p.ex., uma mistura
de &cido fraco, tal como &cido acético e seu sal
conjugado, tal como acetato de sdédio. Portanto, usando
uma fase mdével contendo um solvente e uma fase aquosa
ligeiramente &cida ou tamponada possibilita separar os
isémeros em condic¢cdes nas quais o isbdmero 1lR-cis,1l’R-cis
seja estavel.

O termo fase moével “ligeiramente acida”, conforme
descrito aqui, refere-se a uma fase mdédvel contendo um
solvente e uma fase aquosa, que inclui um acido orgéanico,
tendo um valor de pKa de 2,5 e superior, tal como &acido
acético. A fase mével “ligeiramente acida” é distinguivel
dos métodos acima, usando Acidos fortes (tendo valores de
pKa de 0 e inferiores), tais como e} acido
benzenossulfénico.

O termo fase mbével “tamponada”, conforme descrito aqui,
refere-se a fases mdéveis contendo uma fase aquosa, gque
inclui um acido orgédnico fraco e seu sal conjugado, tal
como &acido férmico como formiato de sdédio.

Conforme usado aqui, o termo “substancialmente livre de
outros 1isdmeros geométricos e OSticos” significa que
nenhum outro isdémero geométrico e oético poderd ser
detectado dentro dos limites do método de HPLC.

O termo “pureza isomérica”, conforme definido aqui,
refere-se a &rea percentual do pico correspondente ao

isémero 1R-cis,l’R-cis relativo as &areas do (isdémero 1R-

cis,1l’R-cis), isdbmeros (l1R-cis,1l’R-trans) e (1R-
trans,l’R-trans). A pureza isomérica poderd ser expressa
em termos da seguinte equacgao:
—— Pureza isomérica = ——;é——— X 100
A+B+C

onde A = area % do isbmero 1R-cis,l1l’R-cis, B = Area do
isébmero 1R-cis,l’R-trans, e C = 4&rea do 1isdmero 1R-
trans,1l’R-trans.

Portanto, a presente invencéao prové um método

cromatografico para separar os isémeros do sal de
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(1R, 1'R) —atracurio (p.ex., sal Dbesilato), gque wusa um
método de HPLC de Fase Reversa (RP HPLC) para obter um
produto altamente puro, que é o sal isbmero 1R-cis,l1l'R-
cis (p.ex., o sal besilato), tendo uma pureza superior a
99,5%.

De acordo com uma outra concretizagdo da presente
invencdo, é separado o desejado isbdmero 1R-cis,l’R-cis de
uma mistura de isdmeros por um método, que inclui:
carregar uma solugdo de sal de (1R,1’R)-atracurio (p.ex.,
o sal besilato) em um sistema de HPLC de Fase Reversa,
equipado com uma coluna de separacgao adequada
compreendendo uma fase estaciocnaria;

eluir a coluna com uma fase mdvel eluente gque inclua uma
fase aquosa, um solvente orgdnico ou uma mistura destes;
coletar pelo menos uma fragao compreendendo o produto
desejado; e

isolar o produto.

O isbmero 1R-cis,l’R-cis obtido de acordoc com a presente
invencao preferivelmente estara substancialmente livre de
outros 1isémeros geométricos e Oéticos. Conforme ficara
evidente da secd&o experimental do presente pedido, o sal
de isémero 1R-cis,l’R-cis (p.ex., o sal besilato) obtido
contém menos que cerca de 1% do isdmero 1R-trans,l’R-
trans e/ou 1R-cis,l’R-trans, preferivelmente menos que
cerca de 0,1% do isémero 1R-trans,l’R-trans e/ou 1R-
cis,l’”R-trans. Portanto, o isdbmero 1R-cis, 1’ R-cis
altamente puro é obtido tendo uma pureza de isdmero de
pelo menos 98,5%, e preferivelmente tendo uma pureza de
isdémero superior a 99,5%.

De acordo com a presente 1invengdo, uma coluna de fase
estacionaria de RP adequada poderd incluir uma fase
estacionaria de Cl, uma fase estaciondria de C3, uma fase
estacionaria de C4, uma fase estacionaria de C8, uma fase
estaciondria de Cl4, uma fase estacionaria de C1l8, outro
carregamento polimérico, p.ex., de poliamida,
polimetacrilato, poliestireno, e assemelhados.

0 método de separacdo por RP HPLC da presente invencgéao
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podera ser utilizado em escalas analitica, semi-
preparativa e preparativa. Fases reversas ligadas
organicas preferidas para obter o isdémero 1lR-cis,l’R-cis
incluem fases de Cl, C4 e Cl8. Os resultados de métodos
de RP exemplificativos para isolar o isbmero 1R-cis,1’R-
cis da mistura de isémeros de besilato de (1R,1'R)-
atractirio em diferentes fases estacionarias s&o providos

na tabela 1 abaixo.

Tabela 1
Fase Resultado
Estacionédria
C18 Separacdo completa de todos os isdmeros
C4 Separagdo completa de todos os isbmeros
Ccl Separagcdo completa de todos os isbmeros
CN Separacdo pobre do isbdmero 1R-cis,1l’R-cis do

isémero 1R-cis,l1’R-trans, boa separacao do
isbmero 1R-trans,l1l’R-trans
Fenila Nenhuma separacgdo do isdmero 1R-cis,l’R-cis
do isdmero 1R-cis,l’R-trans, boa separacdo
do isdémero 1lR-trans,l’R-trans

De acordo com uma concretizagcdo preferida da presente
invencdo, o eluente inclui uma fase aquosa que contenha
pelo menos um solvente organico. A fase aquosa
preferivelmente compreende uma mistura agquosa de um &acido
e opcionalmente tambpém um sal inorgdnico (p.ex., NaCl) ou
uma amina (p.ex., trietilamina).

Em wuma concretizacdo preferida, a fase aquosa inclui
ainda um tampao (p.ex., uma mistura de um &acido fraco e
seu sal conjugado (p.ex., acido acético e acetato de
sédio ou acido citrico e citrato de sdédio). Tampdes
adequados incluem, por exemplo, misturas de &cido acético
e acetato de sdédio, &cido citrico e citrato de sdédio,
dcido férmico e formiato de ambénio, e assemelhados. O
dcido poderd ser orgdnico ou inorgdnico. Acidos organicos
preferidos incluem, por exemplo, acido acético, acido
citrico, acido férmico, acido canférico, acido
adamantancacético e assemelhados, e combinacdes destes.
Acidos inorganicos preferidos incluem, por exemplo, &cido

cloridrico, dcido Dbromidrico, dcido fosférico, acido
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bérico, &cido nitrico, e assemelhados, e combinacdes
destes.

Solventes adequados que poderdao ser incluidos na fase
mével aquosa de acordo com a presente invenc¢ao incluem,
por exemplo, acetonitrila, metanol, etanol, adlcool
isopropilico, tetrahidrofurano (THF), e assemelhados, e
misturas destes.

Em uma concretizacdo, os isdmeros do Dbesilato de (1R-
cis,1l’R-cis)-atracurio sd&o separados eluindo com uma fase
aquosa que contenha um sal de um acido, ou um acido e um
‘sal conjugado de um Aacido (p.ex., Aacido nitrico e
nitrato de sdédio), a um pH de cerca de 1,0 a cerca de
5,5, e mais preferivelmente a um pH de cerca de 3,0 a
cerca de 3,5. Sais de &cidos adequados poderdo incluir,
por exemplo, formiato de amdénio, formiato de sdédio,
acetato de amdénio, acetato de sdbédio, nitrato de sdbédio,
cloreto de sédio, cloreto de potassio, cloreto de bario,
brometo de sédio, brometo de calcio, dihidrogenofosfato
monocalcico, dihidrogenofosfato monossdédico, e
assemelhados, e combinacdes destes.

Concentracdes de tampdo preferidas, para isolar o isdmero
1R-cis,1l’"R~-cis, variam de cerca de 30 mM a cerca de 40
mM. Em alguns casos, uma concentra¢dao de tampdo em uma
faixa superior aumenta o tempo de retengao do isdmero 1R-
cis,1l’"R-cis, conforme representado na figural, e também
melhora a separacdo do isdmero, conforme representado na
figura 2.

O sal de cisatracurio é substancialmente estéavel sob as
condicgdes de separacgdo da presente invengdo. Por exemplo,
a extensdo da degradagcdo do cisatracurio é apenas
ligeiramente (menor que 2%) apds 26 horas a temperatura
ambiente em uma mistura solvente, p.ex., a PH 2, usando
tampdo de nitrato, e quase nenhuma degradacdo (0,2%) foi
observada apdés 26 horas em uma mistura solvente a 4°C
usando um tampdo de nitrato (vide exemplo 6, tabela 12).
Um contra-ion desejado podera ser introduzido, p.ex., por

um processo de troca idnica, que podera incluir, p.ex.,
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adicionar os contra-ions desejados ao sistema para troca
com outros anions utilizados no processo de separacgéao,
gque poderd associar com um ou mais dos isdmeros de
(1R, 1"R) —atracurio. Quaisquer métodos de troca idnica
adequados poderdo ser utilizados também, p.ex., uma
resina de troca idnica adequada.

O isolamento do cisatracirio da mistura ligquida de
eluicdo poderd ser realizado por qualquer método adequado
tal como por Extracdo em Fase Sdélida (SPE). Um exemplo
ndo limitativo de um método para isolar a solugdo de
cisatracurio do ligquido de eluigcdo ¢é por SPE. Por
exemplo, o 1isolamento poderd ser feito sucessivamente
transferindo uma amostra de solucgdo de besilato de
cisatracurio (contendo a fase aquosa e o solvente
orgdnico) e agua através de um sorvente de Cl8, o que
ocasiona a separacdo do besilato de cisatracdrio da
espécie de tampdo. O besilato de cisatracGrio retido pelo
sorvente poderd entdo ser removido, p.ex., eluindo o
sorvente com metanol. A avaliacao dos dnions é
preferivelmente efetuada por HPLC, e os cétions sé&o
preferivelmente avaliados indiretamente (uma vez gque os
cidtions e o0s Aanions sdo removidos & mesma taxa). A
recuperacdo do material isolado e os &nions poderd ser
verificada apdés cada etapa do método de SPE.

Dai, a presente invencdo prové um método por SPE para
isolar um produto (p.ex., um isdmero de Dbesilato de
(1R, 1’R)-—atractrio) de uma mistura liquida de eluicao, o
qual método preferivelmente inclui:

sucessivamente transferir a solugdo de amostra e Aagua
através de um sorvente;

eluir o produto do sorvente com um solvente organico,
p.ex., metanol; e

lavar o sorvente com um solvente orgédnico, p.-ex.,
metanol.

O método de SPE da presente invencgdo poderd ser utilizado
para isolar o isémero 1R-cis,1l’R-cis de uma mistura

liquida de eluigcdo por HPLC deste. Em uma concretizacgdo,
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o método inclui:

opcionalmente evaporar pelo menos uma porg¢ao do solvente
orgadnico de um liquido de eluig¢do por HPLC aguoso
contendo um solvente organico;

adicionar um solvente orgdnico e separar as fases e
opcionalmente lavar a camada orgéanica;

isolar o produto da fase aquosa secando por aspersao ou
secagem criogénica.

O solvente orgdnico adicionado no método de SPE da
presente invengdo poderd incluir, por exemplo, acetato de
etila, acetato de n-propila, acetato de isopropila,
acetato de n-butila, acetato de isobutila, tolueno,
cloroférmio, diclorometano, e assemelhados, e misturas
destes. Um solvente preferido para o método de SPE da
presente inveng¢do & diclorometano.

A presente invencdo prové uma composicdo farmacéutica
compreendendo besilato de cisatracurio substancialmente

puro, que poderad ser obtido de acordo com a presente

invencdo, e podera ser empregado, p.exXx., em cirurgias
como um agente blogueador neuromuscular como uma
formulacdo para administracdo, p,ex., por 1injegdo ou
infuséao.

A figura 3 representa o cromatograma de uma amostra de
referéncia obtida diluindo uma amostra de Dbesilato de
atracurio liofilizada, contendo, dentre outros,
aproximadamente 54% de isdémero 1R-cis,l’R-cis, 34% de 1R-
cis,l’R-trans e 6% de 1R-trans,l’R-trans (dagqui por
diante amostra de referéncia), e uma pequena gquantidade
de acido benzenossulfénico na correspondente fase aquosa,
e injetando a mistura em um sistema de HPLC, equipado com
uma—Ffase estaciondria de C1l8 de acordo com um método
gradiente no qual o eluente contenha uma mistura de uma
fase aquosa e pelo menos um solvente. A figura 4
representa o cromatograma de uma amostra de partida
exemplificativa de mistura de isdémero de besilato de
(1R, 1'R)-atracurio (daqui por diante (“amostra 1”), e a

figura 5 representa o cromatograma de uma solucdo tampdo
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de besilato de cisatractrio (NIMBEX®) (dagui por diante

“amostra 2”).
Os seguintes exemplos ilustram adicionalmente a invencgéao,

mas, evidentemente, ndo deverdao ser considerados de

nenhuma maneira como limitativos da sua abrangéncia.

EXEMPLOS
Besilato de cisatracurio foi analisado por Cromatografia
Liquida de Alto Desempenho (HPLC). Separag¢gdes por HPLC
exemplificativas foram realizadas usando, p.ex., as
seguintes condig¢des: coluna e carregamento - Hypersil
Hyperprep HS €18, 250x21,2 mm, 15w, P.N. 37115-125;

taxa de fluxo: 13
Eluente A: NaNO3 20mM, pH ajustado em
Eluente B:

deteccdo de UV - UV operado a 280 nm;

mL/min; Fase mbvel:
2,0 com HNOs.

conforme detalhada na tabela 2:

metanol. A eluigdo gradiente é

Tabela 2
Tempo, minutos $ Eluente A % Eluente B
0 60 40
65 60 40
67 55 45
90 55 45

Outro exemplo de separagao por HPLC usando a mesma coluna
deteccdo de UV em 280 nm; taxa de
Fase mdével: Eluente A:

(DEA),

do exemplo anterior é:
13 mL/min;
40 mM contendo dietilamina
Eluente B:

fluxo: solugdo tampé&o
pH ajustado em 3,5 com
metanol.

dcido férmico; A eluigdo gradiente é

conforme detalhada na tabela 3:

Tabela 3
Tempo, minutos % Eluente A $ Eluente B
0 65 35
70 65 35
72 55 45
. 90 . 55 45

O cromatograma correspondente a separagdo de besilato de

(1R,1’R)—-atraciurio, de acordo com o método usando o

gradiente detalhado na tabela 3,
EXEMPLO 1

é mostrado na figura 6.

Este exemplo demonstra um procedimento de Fase Reversa

para isolar besilato de cisatracurio em fase estacionaria



10

14

de C18 usando diferentes fases aquosas.

Amostra de referéncia de besilato de atracurio (10 mg/mL)
foi analisada em uma fase estaciondria de C18 por eluicao
gradiente, usando diferentes fases aguosas nas misturas
de solventes com metanol. Coluna e carregamento: Alltech,
Altima C18, 250x4,65x5u, Cat. n° 88056; deteccdo de UV:
280 nm; taxa de fluxo: 1 mL/min. Os resultados, incluindo

as eluigdes gradiente, estdao detalhados na tabela 4:

Tabela 4
Fase Gradiente Resultado*
aquosa
1| Solugd@o |Tempo % % MeOH Isbmero RT Reso-
aguosa a Tampdo lugéo
pH=3 com 0 65 35 trans- |26,4
acido 20 65 35 trans 39,6 1,8
trifluor- 25 60 40 cis-trans [33,0 1,5
acético 60 60 40 cis-cis
(TEFA) 6l 65 35
70 65 35
2|10 mL tri|Tempo % % MeOH | Isdmero RT Reso-
etilamina Tampao lugédo
(TEA) em 0 65 35 trans- 45,5
1L &gua, 20 65 35 trans 51,8 3,7
pH=3, 0, 25 55 45 cis—-trans 59,5 >4,5
com TFA 60 55 45 cis-cis
61 65 35
70 65 35
3| Solugdo |Tempo % % MeOH Isémero RT Reso-
agquosa a Tampdo lucgéo
pH=3, 0, 0 80 20 Nenhuma separag¢do entre
com TFA 30 60 40 os isdmeros
65 60 40 (RT’s = 27 - 30 min)
61 80 20
70 80 20
41 2 mL TEA |Tempo % % MeOH Isbmero RT Reso-
em 1L de Tampao lugéo
agua a 0 70 30 trans- 35,5
pH=3,5 30 60 40 trans 37,8 >2,0
(com 60 60 40 cis-trans 41,0 >1,5
adcido 61l 70 30 cis-cis
acético) 70 70 30
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516,45 g de|Tempo % % MeOH Isbémero RT Reso-
citrato Tamp&o lugéo
de sdédio Mesmo gradiente do trans- 31,2
+ 5 g de experimento n° 4 trans 34,5 2,5
acido cis—-trans |38, 4 1,9
citrico cis-cis
em de 1L
dgua a
pH=3,5
6| Solucdo |Tempo 3 % MeOH Isbmero RT Reso-
aquosa a Tampdo lugédo
pH=3,0 0 75 25 trans- 29,0
(com 30 65 35 trans 32,1 >2,5
acido 60 65 35 cis-trans 35,5 ~2,0
férmico) 6l 75 25 cis-cis
70 75 25
711,26 g de|Tempo % % MeOH Isbmero RT Reso-
formiato Tampdo lucgéao
de amdénio 0 70 35 Nenhuma separacdo entre
(0, 02M) 30 60 35 O0s 1sdmeros
em 1L de 60 60 35 (RT's = 20 — 26 min)
agua a 61 70 25
pH=3,0 70 70 25
(com
acido
férmico)
8 Solucédo [Tempo % % MeOH Isémero RT Reso-
aquosa a Tampao lucgado
pH=3,0 Mesmo gradiente do |Nenhuma separacdo entre
(com HC1) exemplo 7 os isdbémeros
(RT’s = 00 - 20 min)
911,25 g de|Tempo % % MeOH Isbmero RT Reso-
NaCl em Tampao lucgao
1L de Mesmo gradiente do trans- 32,1
agua exemplo 7 trans 35,5 2,0
(0,02M), cis-trans |40,0 1,6
pH= 3,0 cis-cis
(com HC1)
10 4,16 g Tempo % % MeOH Isébmero RT Reso-
BaCl, Tampao lucgéo
(0, 02M Mesmo gradiente do trans-— 33,3
Ba?") em exemplo 7 trans 36,9 >2,0
1L de cis-trans (41,6 >2,0
agua a cis-cis
pH=3,0
(com HC1)

* A ordem de eluicdo dos isbmeros de atracurio

na fase
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Cl18 é a seguinte: trans-—-trasn, cis-trans, cis-cis, RT =
Tempo de Retencdo (minutos)
Resolucdo = 2(tz-t;)/(wi-wz), onde t;, t, sao tempos de
retencgao (RT) dos picos eluidos e wy, Wo sdo as
correspondentes larguras nas bases dos picos obtidos
extrapolando os lados relativamente retos dos picos a
linha base.

EXEMPLO 2
Este exemplo demonstra a comparagdo de tampdes de acetato
e formiato em separagdes cromatograficas de RP de
isémeros de besilato de (1lR,1’R)-atracurio.
A férmula de dosagem acabada do besilato de (1R,1’R)-
atracurio (a amostra de referéncia), tendo uma
concentracdo de 10 mg/mL, foi analisada em wuma fase
estacionaria de Cl1l8 por eluicdo gradiente, usando uma
mistura de metanol e tampdo (pH 3,5). Dois tampdes foram
comparados: tampao de acetato e tampao de formiato (ambos
preparados usando o correspondente sal de AMONIA). Os

resultas s&o apresentados na tabela 5.

Tabela 5
Tampao de Acetato Tampdo de Formiato
Isébmero |RT, | Reso- |Area %| Isémero |RT, | Reso- |Area %
min lucéao min lucéao
trans- (40,5 5,8 trans- |20,1 5,8
trans trans
cis-trans{4o, 1 1,5 34,9 |[cis-trans|29,2 1,5 34,5
cis-cis (54,3 1,2 55,1 cis-cis 32,6 1,2 54,5
min = minutos
EXEMPLO 3
Este exemplo demonstra o efeito do pH em separacdes
cromatograficas de isdémeros de besilato de (1R, 1’ R) -
atracurio.

A férmula de dosagem acabada do besilato de (1R,1’R)-
atracurio (a amostra de referéncia), tendo uma
concentragdo de 10 mg/mL, foi analisada em uma fase
estaciondria de C(Cl18 por eluigcdo gradiente, usando uma
mistura de metanol e um tampdo. O pH do tampdo de acetato

de ambdnio (20 mM) foi variado de 3,0 a 5,5. Os resultados
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sdao mostrados na tabela 6.

Tabela 6
pH Isébmero Isébmero cis—-|Isbmero cis- Resolucéao
trans-trans, |trans, (min) cis, (min) Isb-meros
(min) cis-trans e
cis-cis
3,0 19,1 21,4 24,3 1,0
3,5 24,5 27,2 30,5 1,1
4,0 26,5 29,4 32,8 1,1
4,5 27,1 30,0 33,4 1,1
5,5 30,2 32,9 35,9 1,2
min = minutos
EXEMPLO 4

Este exemplo demonstra o efeito da concentragdo de sal
tamp&o na separacgdo cromatogrdfica de (RP) dos isdmeros
do besilato de (1R,1’R)-atracurio.

A férmula de dosagem acabada do besilato de (1R,1'R)-
atracurio (a amostra de referéncia), tendo uma
concentragdo de 10 mg/mL, foi analisada em uma fase
estacionaria de C18 por eluigdo gradiente, usando uma
mistura de metanol e tampao. A concentracdo do tampadao de
acetato de aménio (pH = 3,5) foi wvariada de 5 mM a 100

mM. Os resultados estao representados na tabela 7.

Tabela 7
Concentracao RT de RT de RT de Resolugédo de
de CH3COO NH4 tarns- cis—-trans|cis-cis| isbmeros cis-
{rM) trans (min) (min) trans
(min) e cis-cis
5,0 36,9 39,3 41,8 0,9
10,0 39,7 41,8 44,1 1,2
20,0 41,6 44,0 46,1 1,4
100,0 43,1 45, 6 47,7 1,6

min = minutos

Este exemplo demonstra a separacgao da amostra de
referéncia de besilato de (1R,1’R)-atracurio.

A amostra de referéncia de besilato de (1R,1’R)-atracurio
foi separada pelo método de HPLC de Fase Reversa conforme
segue: Hypersil Hyperprep HS C18, 250x21,2 mm, coluna de
15n, NaNO; 20 mM, pH ajustado em 2,0 com HNO;. Eluente B:
metanol. Taxa de fluxo: 13 mL/minuto. A eluig¢do gradiente

é conforme detalhada na tabela 2.
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As de

preparativa foram preparadas conforme segue:

HPLC
Solugao 1,

solugdes amostras para a separagdao por
827,3 mg da amostra de referéncia foram dissolvidos em 20
ml. de eluente A (concentracdo: 33,1 mg/mL). Solucgdo 2,
623,5 mg da de de de
(1R, 1'R)—atracuirio foram dissolvidos em 20 mL de eluente
31,2 mg/mL) .

(1R,1’R)-atracuario,

amostra referéncia besilato

A (concentracgéao: Uma amostra de referéncia
de besilato de

de 1,56 mg/mL foi preparada e mantida fria para uso na

tendo uma concentracio

identificacdo e quantificacdo dos isdmeros.
As de

foram carregadas

solucdes amostras para a separacgdao

Cl8 de

preparativa

na coluna de Fase Reversa. A

coluna foi eluida com solugdo de NaNO; 20 mM (pH ajustado
em 2,0 com HNO3) e metanol. A tabela 8 sumariza os
resultados de 11 partidas de analises de fracgdes
combinadas.
Tabela 8
Par- |Concentracao|Carregamento|Carregamento|Carregamento
tida | da mistura da mistura total do total do
isomé-rica, | isomé-rica, isbd-mero cation cis-
mg/mL mg cis-cis, mg cis, mg

1 33,1 49,6 27,8 20,7

2 33,1 49,6 27,8 20,7

3 33,1 49,6 27,8 20,7

4 33,1 49,6 27,8 20,7

5 33,1 49,6 27,8 20,7

S 33,1 49,6 27,8 20,7

7 33,1 49,6 27,8

8 31,2 46,8 26,2 19,5

9 31,2 46,8 26,2 19,5

10 31,2 46,8 26,2 19,5

11 31,2 46,8 26,2 19,5
Total 534,4 299,14 222,9

Frqgées do eluato da coluna foram coletadas,

fragdes contendo o isdmero 1R-cis,1l’R-cis

foram

referéncia. A

Conforme
total de besilato de

combinadas

indicado

e analisadas
tabela 9

analises dos isémeros do besilato de

nas tabelas

sumariza

(1R, 1"R) —atracurio

contra a

os

9 e 10, o

resultados

e aquelas

(cisatracuario),

de
de

solucédo

(1R, 1’"R)—atracturio.

carregamento

foi de 299,4 mg
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e o carregamento total de cisatracurio base foi de 222,9

mg (90% de rendimento).

Tabela 9
Fracgdo|l Volume Teor de Area % do|Area % do |Quantidade
N° total, |cisatracirio| isdmero isémero |do isdmero
mL base total, cis-cis |cis-trans| cis-cis,
mg mg
1 705 74,2 100,0 0,0 99,4
2 245 51,1 99,5 0,5 68,5
3 165 28,8 98,7 1,2 38,6
4 110 16,8 96,0 3,9 22,5
5 125 16,8 95,8 4,1 22,5
%) 120 13,7 92,2 7,8 18,4
7 13 1,3 76,0 11,5 1,7
Total 202,77 271, 6
Tabela 10
N° |% Pureza % Quantidade do Rendimento do
isomérical Pureza besilato de besilato de
Total |cisatracurio, mg| cisatracurio, %
1 >99,5 >99,5 167,8 56,0
2 >98,5 >98,5 38,6 12,9
3 >95,5 >95,5 45,0 15,0
4 >92,0 >92,0 18,4 6,1
Total 269,8 90,0
EXEMPLO 6

Este exemplo demonstra a estabilidade do besilato de
(1R, 1’ R) —atracirio em diferentes tampdes e a diferentes
temperaturas. A estabilidade da solucdo de besilato de
(1R, 1’R) —atracirio a temperatura ambiente para periodos
de tempo de até 24 horas foi verificada usando diferentes
tipos de tampdes (variando com a natureza do cation e do
anion). O diluente era uma mistura de 90% de tampido e 10%
de metanol. A concentragdo de cdtions em cada tampdo era

de 20 mM. As condig¢des de HPLC foram de acordo com o

_procedimento USP. Os resultados s&o representados nas

tabelas 10 e 11. A degradacgao (D), de acordo com os dados
apresentados na tabela 11, foram calculados conforme

segue:
Xo — Xog
D = X 100
Xo

de cisatracuirio em Ty e Xps = % de

Il

onde, Xj

oo
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cisatracurio apdés 24 horas.

Tabela 11
N° Tampdo pH $ de % de besilato %
besilato de|de cisatracu-|Degra-
cisatracu- |rio apds 24 h|dacédo
rio em T=0
1| NH,"CH3CO0™/CH3COOH [3,5 54,7 52,9 3,3
2 NH,"CH3COO /HCOOH |3,5 54,6 54,3 0,5
3| Na'CH;COO™/CH3COOH |[3,5 54,5 52,5 3,7
4 Na‘'NO3~/HNO; 3,0 54,5 54,5 0
5 K H,POq 3,0 54,7 53,7 1,8
6 CaBr?/HBr 3,5 54,4 54,4 0
7 |dietilamina/CH3COOH (3,5 54,7 53,2 2,7
8 [trietilamina/CH3COOH|3, 5 54,4 52,1 4,2
S Na*Cl04/HC104 O besilato de cisatracurio é
precipitado na presenga de um ion
ClO,4

Um grafico representando a estabilidade do isdmero 1R~
cis,l’R-trans em diferentes valores de pH ¢é provido na
figura 7, gque demonstra que em pH 3, apds 20 horas a &rea
$ do isOmero 1R-cis, 1’ R~-cis é apenas ligeiramente
reduzida enquanto que em pH 5,5 a area % do isédmero 1R-
cis,1l’R-cis é significativamente reduzida.

A degradacdo (D) de acordo com os dados apresentados na

tabela 12 foi calculada conforme segue:
Xo — X221
D = X 100
Xo

onde, Xp; = % de cisatracurio em To e X1 = % de

cisatracurio apdés 21 horas.

Tabela 12
Tempo, horas pH
3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 5,50
0,0 53,4 53,6 53,4 53,9 53,6 53,6
10,0 51,3 51,0 50,5 49,9 46,1 40,8
- —21,0- 50,0 49,2 47,9 46,2 38,4 27,8
Degradagao %* 6,4 8,2 10,3 14,3 28,4 48,1

* O tampdo usado foi o tampdo Na'CH3COO /CH3COOH com 3
diferentes valores de pH, isto é, valores de pH de 3,0,
4,6 e 5,5. Os valores da tabela s&o apresentados como %
de besilato de cisatracurio.

Uma solucdo amostra de besilato de (1R,1’R)-atracurio (10
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mg/mL) foil preparada usando duas solugdes tampdes em
valores de pH de 1,0 e 2,0 e analisada na fase
estacionaria de C18 por eluig¢do gradiente [tampdo de KNO;3
20 mM (no pH correspondente a preparagdo da amostra) -
metanol]. A estabilidade da solucdo amostra nos valores
mencionados de pH foi demonstrada a temperatura ambiente

e a 4°C, conforme mostradoc na tabela 13.

Tabela 13
Tempo Area % do isbmero cis-cis
(horas) pH = 1 pH = 2
RT D, % 4°C D, % RT D, % 4°C D, %
0 54,9 54,9 54,8 54,8
6 50,2 8,6 53,8 1,8 54,5 0,5 54,8 0
26 38,8 29,3 | 52,8 3,8 53,8 1,8 54,7 0,2
RT = Temperatura ambiente, D = degradagéao
Xo — Xsg/26
D = X 100
Xo
onde, Xg = % de cisatracurio em Tg e Xgp = % de

cisatracurio apds 6 ou 26 horas.

EXEMPLO 7
Este exemplo demonstra um método para a purificagd@o da
solugdo de cisatracurio da mistura de tampdes por
Extracdo em Fase Sélida (SPE).
Uma série de solucdes amostra de mistura de isdmeros de
besilato de (1R,1’R)-atracurio (55% de isdmero cis-cis,
35% de cis—-trans e 6% de trans-trans) foli preparada em
diluentes contendo diferentes tampdes (variando na
natureza do cadtion e do anion). Os diluentes consistiram
de uma mistura de 90% de tampdo e 10% de metanol. As
solugdes amostra foram purificadas usando um cartucho de
SPE C18.
A avaliacdo dos anions do tampdo foi efetuada por HPLC.
Os céations foram avaliados indiretamente. A recuperacao
do isolado (isdémero 1R-cis,1l’R-cis) e dnions foi
verificada apdés cada etapa do método de SPE, que
compreende as etapas de:
1) sucessivamente transferir a solucdo amostra e Aagua

através do sorvente;
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2) eluicdo da amostra com metanol; e
3) lavar o sorvente com metanol.

Os resultados estd3o sumarizados na tabela 14.

Tabela 14
N° Tampao Remogcdao de &anions Recuperacao de
(%) isbmero cis-cis (%)
Etapa | Etapa | Etapa | Etapa | Etapa | Etapa
1 2 3 1 2 3
1 NH,*CH3C0O0~ 91,5 | 11,5 2,9 0,2 |66,35| 0,1
/CH3COOH, 20
mM, pH = 3,5
2 NH,;"CH3C0O0"~ 79,02 6,04 1,34 1,23 71,4 0,2
/HCOOH, 20 mM,
pH = 3,5
3 NH4 CH3COO~ 85,73 | 15, 66 ND 10 90,8 ND
/NaCOOH, 20
mM, pH = 3,5
4 [Na*NO5; /HNOs3, 20| NE NE NE ND 98,23 | 0,2
mM, pH = 3,0
5 |CaBr,/HBr, pH =|100,42 35 ND ND 103, 8 0,1
3,0
ND-Nao Detectado, NE-Nao Avaliado
EXEMPLO 8

Este exemplo mostra um método de isolamento do produto.
Fracdes de eluatos de coluna contendo o isbmero 1R-
cis,1l’R-cis foram coletados manualmente por Hypersil
Hyperprep HS C18, 250x21,2 mm, 15u, P.N. 37115-125,
usando os seguintes eluentes:

Eluente A: solucdo aquosa de NaNO3 20 mM, pH ajustado em
2,0 com HNO;

Eluente B: metanol.

O gradiente foi conforme descrito na tabela 3, e a
deteccdo foi de 280 nm. A taxa de fluxo foi de 14 mL/min
e o besilato de cisatracurio foi isolado da mistura de
besilato de (1R, 1'R)—-atracurio e analisado usando um
sistema de HPLC. As fracdes foram combinadas
correspondentemente ao teor de isdmero 1R-cis,1l’R-cis,

conforme detalhado na tabela 15.
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Tabela 15
Concentracgdo| Volume de Peso de Peso de %
da solucédo [CarregamentolCarregamentolCarregamento de
amostra (mL) (mg/coluna) | do isdbmero | Isbémero
(mg/mL) cis-cis cis-cis
(mg/coluna)
30,7 1 30,7 17,2 99,1
30,7 1 30,7 17,2 99, 06
30,7 2 61,4 34,4 99,6
30,7 2 61,4 34,4 99,5
Total 184,2 103, 2
As fracdes foram combinadas (400 mL) e misturadas com 200
mL de salmoura acidificada (pH=2 com acido
benzenossulfdénico) e extraidas com 150 mL de
diclorometano (trés extracdes consecutivas, 50 mlL de
doclorometano em cada extragdo). As fases organicas foram

coletadas, secadas com MgSO, e evaporadas até a secura
para produzir um &éleo semi-sdélido (91 mg), que foi
dissolvido em 18 mL de &gua e o pH foi ajustado em ~3 com
dcido benzenossulfdédnico. A solugdo aquosa foi colocada em
um secador criogénico (em trés frascos de vidro) durante
40 horas. A solucdo aquosa foi liofilizada para produzir
72 mg de besilato de cisatracirio com 60% de rendimento,
tendo uma pureza de 96,3% (por HPLC).

Todas as referéncias, incluindo publicag¢des, pedidos de
patente, e patentes, citados agqui sdo agqui incorporadas
por referéncia até como se cada referéncia estivesse
individualmente e =especificamente indicada para ser
incorporada por referéncia e estivesse integralmente

apresentada aqui.

ANY 4 w 7”7 AN ’

e o” e “a

77

O uso dos termos “um” e “uma e referéncias
semelhantes no contexto de descrever a invencéao
(especialmente no contexto das reivindicag¢des a seguir)
deverdo ser entendidos como cobrindo tanto o singular
quanto o plural, salvo indicacdo em contrario aqui ou
claramente contradito no texto. Os termos
“compreendendo”, “tendo”, “incluindo” e “contendo”
deverdo ser entendidos como termos com limites abertos

(i.é, significando “incluindo, mas ndo limitado a”),
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salvo indicacgao em contrario. A apresentagdo de faixas de
valores aqui € pretendida meramente para servir como um
método abreviado para se referir individualmente a cada
valor separado caindo dentro da faixa, salvo indicacgdo em
contrdrio aqui, e cada valor separado é aqui incorporado
ao descritivo como se apresentado individualmente. Todos
os métodos descritos agqui poderdo ser realizados em
qualquer ordem adequada salvo indicagdo em contrario ou
caso claramente contradito pelo texto. O uso de qualquer
dos ou de todos os exemplos, ou linguagem exemplificativa
(p. ex., “tal como”) provido aqui, é pretendido meramente
para melhor iluminar a invengdo e ndo impde nenhuma
limitacdo a abrangéncia da invencgdo, salvo reivindicacéo
em contrdrio. Nenhuma linguagem no descritivo deverad ser
entendido como indicando qualquer elemento nao
reivindicado como essencial para a pratica da invencéo.

Concretizagdes preferidas da invengdo sdo descritas aqui,
incluinde © melhor modo de conhecimento dos inventores
para praticar a invengdo. Variagdes dessas concretizacgdes
preferidas poderao se tornar aparentes aqueles
medianamente entendidos no assunto através da leitura da
descricdo acima. Os inventores esperam dgque aqueles
entendidos no assunto empreguem tais variagdes como
apropriadas, e os 1inventores pretendem gque a invengac
seja praticada diferentemente do especificamente descrito
aqui. Consequentemente, esta 1invengdo inclui todas as
modificagdes e equivalentes desta matéria conforme
reivindicada nas reivindicacdes apensas conforme
permitido legalmente. Ademais, qualquer combinag¢ido dos
elementos descritos acima em todas as variagdes possiveis
destes estard englobada pela invencdo salvo indicagdo em

contrario ou claramente contradito pelo texto.
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REIVINDICACOES

1. Método para separar cisatracurio com alta pureza de

uma mistura de isbébmeros de (lr,1'r)-atracurio,

caracterizado pelo fato de compreender eluir a mistura de

isébmeros de uma fase estacionaria de Fase Reversa (RP)
com uma fase mével ligeiramente a&cido ou tamponada, para
separar o isdémero 1lR-cis,l’R-cis (cisatracurio) da mesma
com alta pureza isomérica.

2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato de o isdmero 1lR-cis,1l’R-cis exibir uma taxa de
degradacido na fase mével de menos que 2% apds 26 horas a
temperatura ambiente.

3. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato de compreender:

carregar uma solucac de uma mistura de isdmeros de sais
de (1R, 1’ R)-atracirio em um sistema de HPLC de fase
reversa equipado com uma coluna de separagdo e uma fase
estaciondria de fase reversa;

eluir a coluna com um eluente, que inclua uma fase
aquosa, um solvente orgdnico ou uma mistura destes, para
separar um sal de cisatracurio da mistura de isdmeros;
coletar pelo menos uma fracdo compreendendo o sal de
cisatracurio; e

isclar o sal de cisatracurio.

4. Método, de acordo com a reivindicacgdo 3, caracterizado

pelo fato de a fase estacionaria de fase reversa ser uma
fase estacionédria de Cl, uma fase estaciondria de C3, uma
fase estacionaria de C4, uma fase estacionaria de C8, uma
fase estaciondria de Cl4, uma fase estaciondria de C18,

ou um carregamento polimérico.

5. Método, de acordo com a reivindicacdo 4, caracterizado

pelo fato de a fase estaciondria de fase reversa ser uma
fase estacionaria de C18.

6. Método, de acordo com a reivindicacgd&o 3, caracterizado

pelo fato de a fase mével ser uma fase aquosa, que
compreendea um acido e, opcionalmente, um sal ou uma

amina.
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7. Método, de acordo com a reivindicacd&o 6, caracterizado

pelo fato de a fase aquosa compreender um tampdo, que
seja uma mistura de um &cido e um sal conjugado deste.

8. Método, de acordo com a reivindicacdo 6, caracterizado

pelo fato de a fase aquosa compreender um sal, que seja
um formiato de amdénio, formiato de sdédio, acetato de
amdénio, acetato de sbédio, nitrato de sdédio, cloreto de
sédio, cloreto de potassio, cloreto de bario, brometo de
sbébdio, brometo de calcio, dihidrogenofosfato
monopotéssico, dihidrogenofosfato monossddico, ou uma
combinacdoc destes.

9. Método, de acordo com a reivindicacdo 6, caracterizado

pelo fato de o acido ser Acido <cloridrico, acido
bromidrico, &cido fosfdérico, acido bérico, &acido nitrico,
ou uma combinacdo destes.

10. Método, de acordo com a reivindicacéao 6,

caracterizado pelo fato de a fase aquosa compreender

dcido nitrico e nitrato de sdédio.
11. Método, de acordo com a reivindicacéao 6,

caracterizado pelo fato de o &cido ser &cido acético,

dcido citrico, &cido férmico, 4acido canférico, acido
adamantanocacético ou uma combinacdo destes.

12. Método, de acordo com a reivindicacéao

o

caracterizado pelo fato de o tampdc ser

™ma b
i Atia

[«

acido acético e acetato de sdédio, uma mistura de acido
citrico e citrato de sdédio, uma mistura de &acido fdérmico
e formiato de amdénio, ou uma combinacdo destes.

13. Método, de acordo com a reivindicacéao 6,

caracterizado pelo fato de a fase aquosa compreender um

sal de um acido e ter um pH de 1,0 a 5,5.

14. Método, de acordo com a reivindicacéo 13,
caracterizado pelo fato de a fase aquosa ter um pH de 3,0
a 3,5.

15. Método, de acordo com a reivindicacgéo 7,

caracterizado pelo fato de a concentragdo do tampdo na

fase aquosa ser de 20 mM a 40 mM.

leo. Método, de acordo com a reivindicacédo 3,
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caracterizado pelo fato de o eluente compreender pelo

menos um solvente organico, que seja acetonitrila,
metanol, etanol, acool isopropilico, tetrahidrofurano
(THF), ou uma mistura destes.

17. Método, de acordo com a reivindicacéao 3,

caracterizado pelo fato de compreender efetuar uma etapa

de troca idnica.
18. Método, de acordo com a reivindicacé&o 3,

caracterizado pelo fato de o sal de cisatracurio ser

isolado da mistura liquida de eluig¢do por HPLC por um
método de Extracdo em Fase Sélida (SPE), o qgual método
compreende:

contatar o liquido de eluig¢do por HPLC com um sorvente; e
eluir o produto do sorvente com um solvente orgénico.

19. Método, de acordo com a reivindicacéao 18,

caracterizado pelo fato de o método de SPE compreender

ainda:

opcionalmente evaporar pelo menos uma porgdo de um
solvente orgadnico do liguido de eluicdo por HPLC;
adicionar um solvente orgdnico ao liguido de eluic¢&o por
HPLC e separar as fases e opcionalmente lavar a camada
organica;

opcionalmente mudar o anion usando um método de troca
idnica adequado; e

isolar o produto da fase aquosa.

20. Método, de acordo com a reivindicacéao 19,

caracterizado pelo fato de o solvente organico adicionado

ser acetato de etila, acetato de n-propila, acetato de

isopropila, acetato de n-butila, acetato de isobutila,

tolueno, clorofdérmio, diclorometano, ou uma mistura
destes.
21. Método, de acordo com a reivindicacao 20,

caracterizado pelo fato de o solvente orgédnico adicionado

ser diclorometano.
22. Método, de acordo com a reivindicacao 3,

caracterizado pelo fato de o sal de cisatracGrio ser

isolado como besilato de cisatracurio tendo uma pureza



isomérica de pelo menos 98%.
23. Método, de acordo com a reivindicacao 22,

caracterizado pelo fato de o sal de cisatracurio ser

isolado como besilato de cisatracurio tendo uma pureza
isomérica de pelo menos 99%.
24. Método, de acordo com a reivindicacgao 23,

caracterizado pelo fato de o sal de cisatracurio ser

isolado como besilato de cisatracurio tendo uma pureza

isomérica de pelo menocs 99, 5%.
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RESUMO

“METODO PARA SEPARAR CISATRACURIO COM ALTA PUREZA DE UMA
MISTURA DE ISOMEROS DE (1R, 1'R)-ATRACURIO”.

E provido um método para separar cisatractirio de uma
mistura de isdémeros de atracurio, o© qual método inclui
eluir de uma fase estaciondria de Fase Reversa (RP) com
uma fase moével na qual os isdmeros estdo estaveis. O
método da presente invencdo pode ser convenientemente e

economicamente expandido.
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