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DESCRIPCION
Polimorfos de 20,23-piperidinil-5-O-micaminosiltilonolida
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a formas cristalinas solvatadas y no solvatadas de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-
tilonolida, asi como a métodos para preparar tales formas cristalinas, medicamentos que comprenden (u obtenidos a
partir de) tales formas cristalinas, métodos para preparar medicamentos que comprenden (u obtenidos a partir de)
tales formas cristalinas, métodos de tratamiento usando formas cristalinas y kits que comprenden tales formas
cristalinas.

Antecedentes de la invenciéon
Se sabe desde hace mucho que los macrdélidos son eficaces para tratar enfermedades infecciosas en seres humanos,

ganado, aves de corral y otros animales. Los primeros macrolidos incluian macroélidos de 16 miembros tales como, por
ejemplo, tilosina A:

HsC 3C €L
. 3 _CH
HO : N : OH
0
1 OM CH,
HC~0 O cH. ©
Hy o CH, ‘OH

Véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N.° 6,514,946, la Patente de Estados Unidos N.° 4,920,103 (col. 5,
lineas 12-38). Véase también, la Patente de Estados Unidos N.° 4,820,695 (col. 7, lineas 1-32) y el documento EP
0103465B1 (pagina 5, linea 3). A lo largo de los afos, se han desarrollado diversos derivados de tilosina con el objetivo
de potenciar la actividad antibacteriana y la selectividad.

Los derivados de tilosina incluyen, por ejemplo:

HO

H,C—(¢

CH,

tilosina B (también conocida como desmicocina)
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HO

OH
CH;
HO
CH, OH
CH;
tilosina C (también conocida como macrocina), y
H;C - LN
HO N—CHs OH
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o O O CH;
H,C—0O ()\ . i CH, O .
"H; : CH, OH

CH;

tilosina D (también conocida como relomicina).

Los derivados de tilosina también incluyen, por ejemplo, los compuestos desvelados en la Patente de Estados Unidos
10  N.° 6,514,946 cuya estructura se corresponde con la Férmula (1):

().
Aqui:

cada uno de R' y R® es metilo, y R? es hidrogeno; cada uno de R' y R® es hidrogeno, y R? es metilo; o cada uno
15 de R', R? y R3es hidrogeno; y

cada uno de R* y R® es metilo, y R® es hidrogeno; cada uno de R* y R® es hidrogeno, y R® es metilo; o cada uno

de R*, R%y R es hidrégeno.

Tales compuestos incluyen, por ejemplo, 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida, que tiene la siguiente
20 estructura:
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Se cree que estos compuestos, y particularmente 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida, tienen atributos
farmacocinéticos y farmacodinamicos para seguridad y tratamiento eficaz de, por ejemplo, pasteurelosis, enfermedad
respiratoria bovina y enfermedad respiratoria porcina. Una discusién que se dirige al uso de estos compuestos para
tratar enfermedades en el ganado y las aves de corral se incluye en la Patente de Estados Unidos N.° 6,514,946. Esa
discusién se incorpora por referencia en esta patente. Los solicitantes no son conscientes de que se haya descrito
alguna forma cristalina estable de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

A la vista de la importancia de los macrodlidos en el tratamiento de una plétora de afecciones patoldgicas, sigue
habiendo una necesidad de procesos rentables y con alto rendimiento para preparar macrolidos. También existe una
necesidad de formas cristalinas de macrolido que, por ejemplo, muestren una estabilidad fisica, estabilidad quimica,
propiedades de empaquetamiento, propiedades termodinamicas, propiedades cinéticas, propiedades superficiales,
propiedades mecanicas, propiedades de filtracién o pureza quimica ventajosas; o puedan usarse ventajosamente para
hacer que las formas en estados solidos muestren tales propiedades. La siguiente divulgacion esta dirigida a estas
necesidades.

Sumario de la invencién
Esta invencion se refiere a formas cristalinas de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

Brevemente, esta divulgacion esta dirigida, en parte, a una primera forma cristalina de 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida (identificada en esta patente como "polimorfo de Forma I"). El polimorfo de Forma | generalmente
puede caracterizarse como que tiene, por ejemplo, al menos una (y normalmente mas de una) de las siguientes
caracteristicas:

a. un espectro FT-Raman que comprende una banda de absorcion a una o mas frecuencias seleccionadas del
grupo que consiste en aproximadamente 2935, aproximadamente 1633, aproximadamente 1596,
aproximadamente 1712, aproximadamente 1683 y aproximadamente 781 cm";

b. un espectro de difraccién de rayos X en polvo que comprende al menos un pico seleccionado entre el grupo que
consiste en 5,0 (£ 0,2) y 5,6 (+ 0,2) grados 26;

c. un espectro de infrarrojos de reflexion total atenuada que comprende una banda de absorcién a una o mas
frecuencias seleccionadas del grupo que consiste en aproximadamente 2932, aproximadamente 1711,
aproximadamente 1682, aproximadamente 1635, aproximadamente 1599, aproximadamente 1442,
aproximadamente 1404, aproximadamente 1182, aproximadamente 1079, aproximadamente 1053,
aproximadamente 1008, aproximadamente 985 , aproximadamente 842 y aproximadamente 783 cm-";

d. un punto de fusién de aproximadamente 192 a aproximadamente 195 °C; o

e. una entalpia de fusiéon de aproximadamente 57 J/g.

Esta divulgacion también se dirige, en parte, a una segunda forma cristalina de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-
tilonolida (identificada en esta patente como el "polimorfo de Forma I1"). El polimorfo de Forma Il generalmente puede
caracterizarse como que tiene, por ejemplo, al menos una (y normalmente mas de una) de las siguientes
caracteristicas:

a. un espectro de TF-Raman que comprende una banda de absorcion en una o mas frecuencias seleccionadas
entre el grupo que consiste en aproximadamente 2929, aproximadamente 1625, aproximadamente 1595,
aproximadamente 1685y 783 cm™™;

b. un espectro de difraccion de rayos X en polvo que comprende un pico a 6,5 (+ 0,2) grados 26;

c. un espectro de infrarrojos de reflexion total atenuada que comprende una banda de absorciéon en una o mas
frecuencias seleccionadas entre el grupo que consiste en aproximadamente 2935, aproximadamente 1736,
aproximadamente 1668, aproximadamente 1587, aproximadamente 1451, aproximadamente 1165,
aproximadamente 1080, aproximadamente 1057, aproximadamente 1042, aproximadamente 1005,
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aproximadamente 981, aproximadamente 838 y aproximadamente 755 cm™';
d. un punto de fusién de aproximadamente 113 a aproximadamente 119 °C; o
e. una entalpia de fusion de aproximadamente 15 J/g.

Esta invencion se dirige, en parte a una tercera forma cristalina de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida
(identificada en esta patente como el "polimorfo de Forma IlI"). El polimorfo de Forma Il generalmente puede
caracterizarse como que tiene, por ejemplo, al menos una (y normalmente more mas de una) de las siguientes
caracteristicas:

a. un espectro de TF-Raman que comprende una banda de absorciéon en una o mas frecuencias seleccionadas
entre el grupo que consiste en aproximadamente 2943, aproximadamente 2917, aproximadamente 1627,
aproximadamente 1590, aproximadamente 1733, aproximadamente 1669, aproximadamente 1193,
aproximadamente 1094 y aproximadamente 981 cm™";

b. un espectro de difraccion de rayos X en polvo que comprende al menos un pico seleccionado entre el grupo que
consiste en 5,6 (+ 0,2) y 6,1 (+ 0,2) grados 26;

c. un espectro de infrarrojos de reflexion total atenuada que comprende una banda de absorcion en una o mas
frecuencias seleccionadas entre el grupo que consiste en aproximadamente 2931, aproximadamente 1732,
aproximadamente 1667, aproximadamente 1590, aproximadamente 1453, aproximadamente 1165,
aproximadamente 1081, aproximadamente 1057, aproximadamente 1046, aproximadamente 1005,
aproximadamente 981, aproximadamente 834 y aproximadamente 756 cm";

d. un punto de fusién de aproximadamente 107 a aproximadamente 134 °C; o

e. una entalpia de fusion de aproximadamente 38 J/g.

Esta invencion también se dirige, en parte a una cuarta forma cristalina de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida
(identificada en esta patente como el "polimorfo de Forma IV"). El polimorfo de Forma IV generalmente puede
caracterizarse como que tiene, por ejemplo, al menos una (y normalmente ambas) de las siguientes caracteristicas:

a. un espectro de infrarrojos de reflexion total atenuada que comprende una banda de absorcién en una o mas
frecuencias seleccionadas entre el grupo que consiste en aproximadamente 3559, aproximadamente 2933,
aproximadamente 1743, aproximadamente 1668, aproximadamente 1584, aproximadamente 1448,
aproximadamente 1165, aproximadamente 1075, aproximadamente 1060, aproximadamente 1045,
aproximadamente 1010, aproximadamente 985, aproximadamente 839 y aproximadamente 757 cm™'; o

b. un punto de fusién de aproximadamente 149 a aproximadamente 155 °C.

Esta invencién/divulgacion también se dirige, en parte, a formas cristalinas solvatadas de 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida como se ha desvelado anteriormente en el presente documento.

En algunas realizaciones, la forma cristalina solvatada comprende una forma cristalina solvatada con un acetato de
etilo (0 "EtOACc"), etanol o dietil cetona de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida; asi como cualquier otro solvato
cristalino que sea isomaérfico con la forma cristalina solvatada de acetato de etilo, etanol o dietil cetona. Estos solvatos
cristalinos se identifican colectivamente en esta patente como "solvatos cristalinos S1".

En algunas realizaciones, la forma cristalina solvatada comprende una forma cristalina solvatada de terc-butil metil
éter (o "tBME") de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida, asi como cualquier otro solvato cristalino que sea
isomorfico con la forma cristalina solvatada de tBME. Estos solvatos cristalinos se identifican colectivamente en esta
patente como "solvatos cristalinos S2".

En algunas realizaciones, la forma cristalina solvatada comprende una forma cristalina solvatada de tetrahidrofurano
(0 "THF") de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida, asi como cualquier otro solvato cristalino que sea isomoérfico
con la forma cristalina solvatada de THF. Estos solvatos cristalinos se identifican colectivamente en esta patente como
"solvatos cristalinos S3".

En algunas realizaciones, la forma cristalina solvatada comprende una forma cristalina solvatada de acetato de metilo
o formiato de etilo de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida, asi como cualquier otro solvato cristalino que sea
isomorfico con la forma cristalina solvatada de acetato de metilo o formiato de etilo. Estos solvatos cristalinos se
identifican colectivamente en esta patente como "solvatos cristalinos S4".

Esta invencion también se dirige, en parte, a composiciones que comprenden 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-
tilonolida. En estas realizaciones, una cantidad (generalmente al menos una cantidad detectable) de la 20,23-
dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en las composiciones consiste en una de las formas cristalinas solvatadas o no
solvatadas descritas anteriormente de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

Esta invencion también se dirige, en parte a un método para el tratamiento de una enfermedad, tal como la
pasteurelosis, la enfermedad respiratoria porcina o la enfermedad respiratoria bovina. EI método comprende:

combinar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién que contiene cristales discutida anteriormente,
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con al menos un excipiente para formar una composicion farmacéutica, y
administrar la composicién farmacéutica a un animal que necesite tal tratamiento.

En algunas de tales realizaciones, por ejemplo, la cantidad terapéuticamente eficaz de la composicidon que contiene
cristales se disuelve en un excipiente liquido (o excipientes liquidos) para formar una soluciéon que puede, a su vez,
utilizarse para la administracion parenteral u oral. En otra de tales realizaciones, la cantidad terapéuticamente eficaz
de la composicion que contiene cristales se suspende en un excipiente liquido (o excipientes liquidos) para formar una
suspension que puede, a su vez, utilizarse para la administracion parenteral u oral.

Esta invencion también se dirige, en parte, a un uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de una composiciéon que
contiene cristales discutida anteriormente para preparar un medicamento para el tratamiento de una enfermedad (por
ejemplo, la pasteurelosis, la enfermedad respiratoria porcina o la enfermedad respiratoria bovina) en un animal.

La invencion también se dirige, en parte, a una composicién farmacéutica preparada mediante un proceso que
comprende combinar al menos un excipiente con una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion que
contiene cristales discutida anteriormente. En algunas de tales realizaciones, por ejemplo, una cantidad
terapéuticamente eficaz de la composicidon que contiene cristales se disuelve en un excipiente liquido (o excipientes
liquidos) para formar una soluciéon que puede, a su vez, utilizarse para la administracién parental u oral. En otra de
tales realizaciones, por ejemplo, se suspende una cantidad terapéuticamente eficaz de la composiciéon que contiene
cristales en un excipiente liquido (o excipientes liquidos) para formar una suspensién que puede, a su vez, utilizarse
para la administracion parenteral u oral.

Esta invencién también se dirige, en parte a un kit. El kit comprende:

una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicidon que contiene cristales discutida anteriormente, e
instrucciones para combinar la composicidon que contiene cristales con al menos un excipiente.

El kit puede comprender adicionalmente (o de forma alternativa) componentes adicionales, tales como, por ejemplo,
uno 0 mas excipientes, uno o mas materiales farmacéuticos o bioldgicos adicionales y/o una o mas herramientas de
diagnostico.

A partir de la lectura de la presente memoria descriptiva seran obvios para un experto en la materia los aspectos y
beneficios adicionales de la invencién de los solicitantes.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra un espectro de difraccion de rayos X en polvo ("PXRD") ilustrativo para el Polimorfo de Forma
| de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

La Figura 2 muestra un espectro de Raman por transformada de Fourier ("TF-Raman") para el Polimorfo de Forma
| de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

La Figura 3 muestra resultados de una termogravimetria acoplada a espectroscopia de infrarrojos por
transformada de Fourier ("TG-FTIR") ilustrativos para el Polimorfo de Forma | de 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida.

La Figura 4 muestra resultados de calorimetria de exploracion diferencial ("DSC") ilustrativos para el Polimorfo de
Forma | de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

La Figura 5 muestra resultados de sorcion de vapor dindmica ("DVS") ilustrativos para el Polimorfo de Forma | de
20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

La Figura 6 muestra un espectro de infrarrojos de reflexion total atenuada ("ATR-IR") (o "perfil de banda de
absorcion") ilustrativo para el Polimorfo de Forma | de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

La Figura 7 muestra un espectro IR ilustrativo para una suspension de nujol que contiene el Polimorfo de Forma |
de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

La Figura 8 muestra un espectro de PXRD ilustrativo para el polimorfo de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida.

La Figura 9 muestra un espectro de TF-Raman ilustrativo para el polimorfo de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida.

La Figura 10 muestra resultados de TG-FTIR ilustrativos para el polimorfo de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida.

La Figura 11 muestra resultados de DSC ilustrativos para el polimorfo de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida. La linea continua se corresponde con la primera exploraciéon y la linea discontinua se
corresponde con la segunda exploracion.

La Figura 12 muestra resultados de DVS ilustrativos para el polimorfo de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida.

La Figura 13 muestra un espectro de ATR-IR ilustrativo para el polimorfo de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida.

La Figura 14 muestra un espectro IR ilustrativo para una suspensién de nujol que contiene el polimorfo de Forma
Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.
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La Figura 15 muestra un espectro de PXRD ilustrativo para el polimorfo de Forma Ill de 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida.

La Figura 16 muestra un espectro de TF-Raman ilustrativo para el polimorfo de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-
O-micaminosil-tilonolida.

La Figura 17 muestra resultados de TG ilustrativos para el polimorfo de Forma IIl de 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida.

La Figura 18 muestra resultados de DSC ilustrativos para el polimorfo de Forma Ill de 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida. La linea continua se corresponde con la primera exploraciéon y la linea discontinua se
corresponde con la segunda exploracion.

La Figura 19 muestra resultados de DVS ilustrativos para el polimorfo de Forma Ill de 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida.

La Figura 20 muestra un espectro de ATR-IR ilustrativo para el polimorfo de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida.

La Figura 21 muestra un espectro IR ilustrativo para una suspensién de nujol que contiene el polimorfo de Forma
Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

La Figura 22 muestra un espectro de PXRD ilustrativo para el polimorfo de Forma IV de 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida.

La Figura 23 muestra resultados de DSC ilustrativos para el polimorfo de Forma IV de 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida.

La Figura 24 muestra un espectro de ATR-IR ilustrativo para el polimorfo de Forma IV de 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida.

La Figura 25 muestra un espectro IR ilustrativo para una suspensién de nujol que contiene el polimorfo de Forma
IV de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

La Figura 26 muestra un espectro de PXRD ilustrativo para una muestra de solvato cristalino S1 de acetato de
etilo de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

La Figura 27 muestra un espectro de TF-Raman ilustrativo para una muestra de solvato cristalino S1 de acetato
de etilo de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

La Figura 28 muestra resultados de TG-FTIR ilustrativos para una muestra solvato cristalino S1 de acetato de etilo
de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

La Figura 29 muestra resultados de TG-FTIR ilustrativos para una muestra de solvato cristalino S1 de etanol de
20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

La Figura 30 muestra resultados de TG-FTIR ilustrativos para una muestra de solvato cristalino S1 de dietil cetona
de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

La Figura 31 muestra un espectro de PXRD ilustrativo para una muestra de solvato cristalino S2 de tBME de 20,23-
dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

La Figura 32 muestra un espectro de TF-Raman ilustrativo para una muestra de solvato cristalino S2 de tBME de
20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

La Figura 33 muestra resultados de TG-FTIR ilustrativos para una muestra de solvato cristalino S2 de tBME de
20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

La Figura 34 muestra un espectro de PXRD ilustrativo para una muestra de solvato cristalino S3 de THF de 20,23-
dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

La Figura 35 muestra un espectro de TF-Raman ilustrativo para una muestra de solvato cristalino S3 de THF de
20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

La Figura 36 muestra resultados de TG-FTIR ilustrativos para una muestra de solvato cristalino S3 de THF de
20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

La Figura 37 muestra un espectro de PXRD ilustrativo para una muestra de solvato cristalino S4 de acetato de
metilo de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

La Figura 38 muestra un espectro de TF-Raman ilustrativo para una muestra de solvato cristalino S4 de acetato
de metilo de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

La Figura 39 muestra resultados de TG-FTIR ilustrativos para una muestra de solvato cristalino S4 de acetato de
metilo de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

La Figura 40 muestra resultados de TG-FTIR ilustrativos para una muestra de solvato cristalino S4 de formiato de
etilo de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

Descripcion detallada de realizaciones preferidas

Esta descripcion detallada de realizaciones preferidas esta destinada unicamente a familiarizar a otros expertos en la
materia con la invencion de los solicitantes, sus principios y su aplicacion practica para que otros expertos en la materia
puedan adaptar y aplicar la invencién en sus numerosas formas, de modo que puedan adecuarse de mejor manera a
los requerimientos de un uso particular. Esta descripcion detallada y sus ejemplos especificos, aunque indican
realizaciones preferidas de esta invencion, estan destinados Unicamente a propdsitos de ilustracién. Esta invencion,
por lo tanto, no se limita a las realizaciones preferidas descritas en esta solicitud, y puede modificarse de diversas
maneras dentro del alcance de las presentes reivindicaciones.

A. Formas cristalinas de 20,23-Dipiperidinil-5-O-Micaminosil-Tilonolida
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Las propiedades quimicas y fisicas de macrolidos, y particularmente 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida, son
habitualmente importantes para su desarrollo comercial. Estas propiedades incluyen, por ejemplo: (1) estabilidad
fisica; (2) estabilidad quimica; (3) propiedades de empaquetamiento, tales como volumen molar, densidad e
higroscopicidad; (4) propiedades termodinamicas, tales como temperatura de fusion, presion de vapor y solubilidad;
(5) propiedades cinéticas, tales como tasa de disolucién y estabilidad (incluyendo estabilidad en condiciones
ambientales, especialmente en humedad y condiciones de almacenamiento); (6) propiedades superficiales, tales como
area superficial, humectabilidad, tension superficial y forma; (7) propiedades mecanicas, tales como dureza, tension
de rotura, compactabilidad, manejo, flujo y mezclado; (8) propiedades de filtracién; y (9) pureza quimica. Estas
propiedades pueden afectar, por ejemplo, al procesado y almacenamiento de composiciones farmacéuticas que
comprenden 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. Aunque los solicitantes creen que todas las formas de
estado solido de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida descritas en la presente patente son terapéuticamente
eficaces, son generalmente deseables formas de estado soélido que proporcionan una mejora en una o mas de las
propiedades enumeradas anteriormente con respecto a otras formas de estado sdlido de 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida, puesto que son formas de estado sélido que pueden usarse como intermedios en procesos
para la fabricacion de las formas de estado solido deseadas.

De acuerdo con la presente invencion, se han preparado varias formas cristalinas de 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida. Estas formas cristalinas poseen generalmente una o mas de las propiedades quimicas y/o
fisicas ventajosas descritas anteriormente con respecto a otras formas de estado sélido de 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida y/o son utiles como intermedios en la preparacién de una o mas de otras formas de estado soélido
de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. Las formas cristalinas especificas de 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida que se han descubierto incluyen los siguientes:

(1) Una primera forma cristalina anhidra y no solvatada de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida que posee
propiedades Unicas con respecto a otras formas de estado sélido de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida
(identificada en esta patente como el "Polimorfo de Forma I");

(2) una segunda forma cristalina anhidra y no solvatada de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida que posee
propiedades Unicas con respecto a otras formas de estado sélido de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida
(identificada en esta patente como el "Polimorfo de Forma II");

(3) una tercera forma cristalina anhidra y no solvatada de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida que posee
propiedades Unicas con respecto a otras formas de estado soélido de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida
(identificada en esta patente como el "Polimorfo de Forma III");

(4) una cuarta forma cristalina anhidra y no solvatada de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida que posee
propiedades Unicas con respecto a otras formas de estado sélido de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida
(identificada en esta patente como el "Polimorfo de Forma IV");

(5) formas cristalinas solvatadas isomorficas de acetato de etilo, etanol y dietil cetona de 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida (identificadas colectivamente en esta patente como "solvatos cristalinos S1");

(6) una forma cristalina solvatada de terc-butil metil éter de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida
(identificada en esta patente como un "solvato cristalino S2");

(7) una forma cristalina solvatada de tetrahidrofurano de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida (identificada
en esta patente como un "solvato cristalino S3"); y

(8) formas cristalinas solvatadas isomoérficas de acetato de metilo y formiato de etilo de 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida (identificadas colectivamente en esta patente como "solvatos cristalinos S4").

La presente divulgacion se refiere al Polimorfo de Forma | de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. Los
métodos ilustrativos para fabricar el Polimorfo de Forma | incluyen, por ejemplo, los mostrados en los Ejemplos 3
(Parte F) y 12-16. Basado en las observaciones de los solicitantes, se cree que el Polimorfo de Forma | posee
generalmente mayor estabilidad a temperatura ambiente que las otras formas enumeradas anteriormente de estado
sélido de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida, particularmente en ausencia de disolvente. En muchas
realizaciones, es deseable usar una forma de estado sélido, tal como el Polimorfo de Forma |, que normalmente no
requiere condiciones especiales de procesado o almacenamiento, y evita la necesidad de reemplazo frecuente de
inventario. Por ejemplo, seleccionando una forma de estado soélido que sea fisicamente estable durante un proceso
de fabricacion (tal como durante el molido para obtener un material con un tamafio de particula reducido y area
superficial aumentada) puede evitar la necesidad de condiciones de procesado especiales y los costes aumentados
asociados generalmente con tales condiciones especiales de procesado. De forma anéloga, la seleccion de una forma
de estado solido que sea fisicamente estable a lo largo de una amplia gama de condiciones de almacenamiento
(considerando especialmente las posibles condiciones diferentes de almacenamiento que pueden suceder durante la
vida util de un producto de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida) pueden ayudar a evitar cambios polimdrficos
u otros degradantes en la 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida que pueden conducir a una pérdida de producto
o deterioro de la eficacia del producto. Por lo tanto, la seleccién de una forma de estado sélido que tiene estabilidad
fisica mayor proporciona un beneficio significativo sobre formas de estado solido menos estables de 20,23-dipiperidinil-
5-O-micaminosil-tilonolida. El Polimorfo de Forma | también tiende a mostrar menos captaciéon de agua que otras
formas de estado sélido de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida, por ejemplo, en condiciones ambientales (por
ejemplo, 25°C). Ademas, se plantea la hipétesis de que el Polimorfo de Forma | muestra propiedades de
empaquetamiento, propiedades termodinamicas, propiedades cinéticas, propiedades superficiales, propiedades
mecanicas, propiedades de filtracion o pureza quimica ventajosas con respecto a otras formas de estado sélido de
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20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

El Polimorfo de Forma | puede identificarse usando diversas técnicas analiticas. En algunas realizaciones, el Polimorfo
de Forma | se define como que tiene una (y normalmente dos, tres, cuatro o todas las cinco) de las siguientes
caracteristicas:

a. un espectro de TF-Raman que comprende una banda de absorcion en una o mas frecuencias seleccionadas
entre el grupo que consiste en aproximadamente 2935, aproximadamente 1633, aproximadamente 1596,
aproximadamente 1712, aproximadamente 1683 y aproximadamente 781 cm'";

b. un espectro de difraccion de rayos X en polvo que comprende al menos un pico seleccionado entre el grupo que
consiste en 5,0 (+ 0,2) y 5,6 (+ 0,2) grados 26;

c. un espectro de infrarrojos de reflexion total atenuada que comprende una banda de absorcion en una o mas
frecuencias seleccionadas entre el grupo que consiste en aproximadamente 2932, aproximadamente 1711,
aproximadamente 1682, aproximadamente 1635, aproximadamente 1599, aproximadamente 1442,
aproximadamente 1404, aproximadamente 1182, aproximadamente 1079, aproximadamente 1053,
aproximadamente 1008, aproximadamente 985, aproximadamente 842 y aproximadamente 783 cm-".

d. un punto de fusién de aproximadamente 192 a aproximadamente 195 °C; o

e. una entalpia de fusiéon de aproximadamente 57 J/g.

El Polimorfo de Forma | se define como que tiene un espectro de TF-Raman que comprende una banda de absorcion
en 2935 cm™'. El Polimorfo de Forma | se define como que tiene un espectro de TF-Raman que comprende una banda
de absorcion en aproximadamente 1633 cm™.

El Polimorfo de Forma | se define como que tiene un espectro de difraccion de rayos X en polvo que comprende un
pico a 5,0 (+ 0,2) grados 26.

El Polimorfo de Forma | se define como que tiene un espectro de infrarrojos de reflexidn total atenuada que comprende
una banda de absorcion en una o mas frecuencias seleccionadas entre el grupo que consiste en aproximadamente
1711, aproximadamente 1682, aproximadamente 1635, aproximadamente 1599, aproximadamente 1404,
aproximadamente 1182 y aproximadamente 783 cm'. En algunas de tales realizaciones, por ejemplo, el Polimorfo de
Forma | se define como que tiene un espectro de infrarrojos de reflexion total atenuada que comprende una banda de
absorcion en una o mas frecuencias seleccionadas entre el grupo que consiste en aproximadamente 1711 y
aproximadamente 1682 cm'. En otras de tales realizaciones, el Polimorfo de Forma | se define como que tiene un
espectro de infrarrojos de reflexion total atenuada que comprende una banda de absorcién en una o mas frecuencias
seleccionadas entre el grupo que consiste en aproximadamente 1635, aproximadamente 1404 y aproximadamente
1182 cm™.

El Polimorfo de Forma | se define como que tiene una (y normalmente dos o las tres) de las siguientes caracteristicas:

a. un espectro de difraccion de rayos X en polvo sustancialmente como se muestra en la Figura 1,
b. un espectro de TF-Raman atenuado sustancialmente como se muestra en la Figura 2, o
c. un espectro de infrarrojos de reflexién total atenuada sustancialmente como se muestra en la Figura 6.

La presente divulgacion también se refiere a composiciones que comprenden 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-
tilonolida, en las que al menos una cantidad detectable de la 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en la
composicién es el Polimorfo de Forma |, o, por ejemplo, al menos aproximadamente un 50 % (o al menos
aproximadamente un 75 %, al menos aproximadamente un 85 %, al menos aproximadamente un 90 %, al menos
aproximadamente un 95 %, al menos aproximadamente un 99 %, o al menos aproximadamente un 99,9 %) de la
20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en la composicién es el Polimorfo de Forma |, o, una cantidad
terapéuticamente eficaz de la 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en la composicién es la Forma | o la 20,23-
dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en la composicién es la Forma | cristalina sustancialmente en fase pura de
20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

La presente divulgacion también se refiere al polimorfo de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.
Los métodos para fabricar el polimorfo de Forma Il incluyen, por ejemplo, el método mostrado en el Ejemplo 4. Como
con el Polimorfo de Forma |, el polimorfo de Forma |l tiende a mostrar menos captacion de agua que otras formas de
estado sélido de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida, por ejemplo, en condiciones ambientales. Se plantea la
hipotesis de que el polimorfo de Forma Il muestra estabilidad fisica, estabilidad quimica, propiedades de
empaquetamiento, propiedades termodinamicas, propiedades cinéticas, propiedades superficiales, propiedades
mecanicas, propiedades de filtracién o pureza quimica ventajosas con respecto a otras formas de estado solido de
20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. El polimorfo de Forma Il también es util como un intermedio para la
preparacion de diversas otras formas de estado soélido. La Tabla 1 resume ejemplos de tales métodos.
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Tabla 1
Uso del Polimorfo de Forma Il para Preparar Otras Formas cristalinas de 20,23-Dipiperidinil-5-O-Micamosil-
Tilonolida
Forma cristalina preparada llustraciones del
a partir del polimorfo de Ejemplo del método que puede usarse

Forma Il método de Ejemplo

Disolver el polimorfo de Forma Il en un disolvente de

Polimorfo de Forma | tBME/heptano y retirar el disolvente

Ejemplos 12, 13y 16

Disolver el polimorfo de Forma Il en disolvente de acetonitrilo,
Polimorfo de Forma Il someter la mezcla resultante a repetidos ciclos de Ejemplo 11
calentamiento y refrigeracion retirar el disolvente

Solvato cristalino S1 de Disolver el polimorfo de Forma Il en disolvente de acetato de .
Ejemplos 6,8y 9

acetato de etilo etilo y retirar el disolvente
Solvato cristalino S1 de Disolver el polimorfo de Forma Il en disolvente de etanol y .
) - Ejemplo 17
etanol retirar el disolvente
Solvato cristalino S1 de dietil|Disolver el polimorfo de Forma Il en disolvente de dietil cetona .
. . Ejemplo 18
cetona y retirar el disolvente
Solvato cristalino S2 de Disolver el polimorfo de Forma Il en disolvente de tBME y .
. . Ejemplo 19
tBME retirar el disolvente
Solvato cristalino S3 de THF Disolver el polimorfo c_ie Forma Il en disolvente de THF y Ejemplo 20
retirar el disolvente
Solvato cristalino S4 de Disolver el polimorfo de Forma Il en disolvente de acetato de .
. . . . Ejemplo 21
acetato de metilo metilo y retirar el disolvente
Solvato cristalino S4 de | Disolver el polimorfo de Forma Il en disolvente de formiato de .
Ejemplo 22

formiato de etilo etilo y retirar el disolvente

El polimorfo de Forma Il puede identificarse usando diversas técnicas analiticas. En algunas realizaciones, el polimorfo
de Forma Il se define como que tiene una (y normalmente dos, tres, cuatro o todas las cinco) de las siguientes
caracteristicas:

a. un espectro de TF-Raman que comprende una banda de absorciéon en una o mas frecuencias seleccionadas
entre el grupo que consiste en aproximadamente 2929, aproximadamente 1625, aproximadamente 1595,
aproximadamente 1685y 783 cm™;

b. un espectro de difraccion de rayos X en polvo que comprende un pico a 6,5 (+ 0,2) grados 26;

c. un espectro de infrarrojos de reflexion total atenuada que comprende una banda de absorcién en una o mas
frecuencias seleccionadas entre el grupo que consiste en aproximadamente 2935, aproximadamente 1736,
aproximadamente 1668, aproximadamente 1587, aproximadamente 1451, aproximadamente 1165,
aproximadamente 1080, aproximadamente 1057, aproximadamente 1042, aproximadamente 1005,
aproximadamente 981, aproximadamente 838 y aproximadamente 755 cm™;

d. un punto de fusién de aproximadamente 113 a aproximadamente 119 °C; o

e. una entalpia de fusiéon de aproximadamente 15 J/g.
El polimorfo de Forma Il se define como que tiene un espectro de TF-Raman que comprende una banda de absorcion
en aproximadamente 2929 cm™'. El polimorfo de Forma Il se define como que tiene un espectro de TF-Raman que

comprende una banda de absorcion en aproximadamente 1685 cm™.

El polimorfo de Forma Il se define como que tiene un espectro de difraccion de rayos X en polvo que comprende un
pico a 6,5 (+ 0,2) grados 26.

El polimorfo de Forma Il se define como que tiene una (y normalmente dos o todas las tres) de las siguientes
caracteristicas:

a. un espectro de difraccién de rayos X en polvo sustancialmente como se muestra en la Figura 8,

b. un espectro de TF-Raman sustancialmente como se muestra en la Figura 9, o

c. un espectro de infrarrojos de reflexién total atenuada sustancialmente como se muestra en la Figura 13.
La presente divulgacion también se dirige a composiciones que comprenden 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-
tilonolida en las que al menos una cantidad detectable de la 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en la
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composicion es el polimorfo de Forma I, o, por ejemplo, al menos aproximadamente un 50 % (o al menos
aproximadamente un 75 %, al menos aproximadamente un 85 %, al menos aproximadamente un 90 %, al menos
aproximadamente un 95 %, al menos aproximadamente un 99 % o al menos aproximadamente un 99,9 %) de la 20,23-
dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en la composicion es el polimorfo de Forma Il, o, una cantidad terapéuticamente
eficaz de la 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en la composicién es el polimorfo de Forma I, o, la 20,23-
dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en la composicion la Forma |l cristalina en sustancialmente en fase pura de
20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

En otras realizaciones, la invencion se dirige al polimorfo de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.
Los métodos ilustrativos para preparar el polimorfo de Forma Il incluyen, por ejemplo, los mostrados en los Ejemplos
7,10 y 11. Se cree que el polimorfo de Forma Ill muestra mayor estabilidad con respecto a otras formas de estado
solido de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. También se tienen la hipdtesis de que el polimorfo de Forma
Il muestra propiedades de empaquetamiento, propiedades termodinamicas, propiedades cinéticas, propiedades
superficiales, propiedades mecanicas, propiedades de filtracion o pureza quimica ventajosas con respecto a otras
formas de estado sélido de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. El polimorfo de Forma Il también es, por
ejemplo, util para la preparacion del Polimorfo de Forma | de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. Esto puede
conseguirse, por ejemplo, disolviendo cristales de polimorfo de Forma Ill en un disolvente de tBME/heptano y retirando
el disolvente. Véase, por ejemplo, el Ejemplo 15.

El polimorfo de Forma Il puede identificarse usando diversas técnicas analiticas. En algunas realizaciones, el
polimorfo de Forma Ill se define como que tiene una (y normalmente dos, tres, cuatro o todas las cinco) de las
siguientes caracteristicas:

a. un espectro de TF-Raman que comprende una banda de absorcion en una o mas frecuencias seleccionadas
entre el grupo que consiste en aproximadamente 2943, aproximadamente 2917, aproximadamente 1627,
aproximadamente 1590, aproximadamente 1733, aproximadamente 1669, aproximadamente 1193,
aproximadamente 1094 y aproximadamente 981 cm-";

b. un espectro de difraccion de rayos X en polvo que comprende al menos un pico seleccionado entre el grupo que
consiste en 5,6 (£ 0,2) y 6,1 (+ 0,2) grados 26;

c. un espectro de infrarrojos de reflexion total atenuada que comprende una banda de absorcion en una o mas
frecuencias seleccionadas entre el grupo que consiste en aproximadamente 2931, aproximadamente 1732,
aproximadamente 1667, aproximadamente 1590, aproximadamente 1453, aproximadamente 1165,
aproximadamente 1081, aproximadamente 1057, aproximadamente 1046, aproximadamente 1005,
aproximadamente 981, aproximadamente 834 y aproximadamente 756 cm™';

d. un punto de fusién de aproximadamente 107 a aproximadamente 134 °C; o

e. una entalpia de fusion de aproximadamente 38 J/g.

En algunas realizaciones, el polimorfo de Forma Il se define como que tiene un espectro de TF-Raman que comprende
una banda de absorcién en una o mas frecuencias seleccionadas entre el grupo que consiste en aproximadamente
2943, aproximadamente 2917, aproximadamente 1590, aproximadamente 1733, aproximadamente 1669,
aproximadamente 1193, aproximadamente 1094 y aproximadamente 981 cm'. En algunas de tales realizaciones, por
ejemplo, el polimorfo de Forma Il se define como que tiene un espectro de TF-Raman que comprende una banda de
absorciéon en una o mas frecuencias seleccionadas entre el grupo que consiste en aproximadamente 2943,
aproximadamente 2917, aproximadamente 1590, aproximadamente 1733, aproximadamente 1094 vy
aproximadamente 981 cm-.

En algunas realizaciones, el polimorfo de Forma Il se define como que tiene un espectro de difraccién de rayos X en
polvo que comprende un pico a 6,1 (+ 0,2) grados 26.

En algunas realizaciones, el polimorfo de Forma lll se define como que tiene una (y normalmente dos o todas las tres)
de las siguientes caracteristicas:

a. un espectro de difraccién de rayos X en polvo sustancialmente como se muestra en la Figura 15,
b. un espectro de TF-Raman sustancialmente como se muestra en la Figura 16, o
c. un espectro de infrarrojos de reflexion total atenuada sustancialmente como se muestra en la Figura 20.

Algunas realizaciones de esta invencion estan dirigidas a composiciones que comprenden 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida en las que al menos una cantidad detectable de la 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida
en la composicién es el polimorfo de Forma Ill. En algunas de tales realizaciones, por ejemplo, al menos
aproximadamente un 50 % (o al menos aproximadamente un 75 %, al menos aproximadamente un 85 %, al menos
aproximadamente un 90 %, al menos aproximadamente un 95 %, al menos aproximadamente un 99 % o al menos
aproximadamente un 99,9 %) de la 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en la composicion es el polimorfo de
Forma lll. En otras de tales realizaciones, una cantidad terapéuticamente eficaz de la 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida en la composicion es el polimorfo de Forma Ill. En otras mas de tales realizaciones, la 20,23-
dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en la composicion es la Forma lll cristalina sustancialmente en fase pura de
20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.
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En otras realizaciones, la invencion se dirige al polimorfo de Forma IV de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.
Los métodos para preparar el polimorfo de Forma IV incluyen, por ejemplo, el método mostrado en el Ejemplo 23. Se
plantea la hipétesis de que el polimorfo de Forma IV muestre estabilidad fisica, estabilidad quimica, propiedades de
empaquetamiento, propiedades termodinamicas, propiedades cinéticas, propiedades superficiales, propiedades
mecanicas, propiedades de filtracion o pureza quimica ventajosas con respecto a otras formas de estado sélido de
20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

El polimorfo de Forma IV puede identificarse usando diversas técnicas analiticas. En algunas realizaciones, el
polimorfo de Forma IV se define como que tiene una (y normalmente ambas) de las siguientes caracteristicas:

a. un espectro de infrarrojos de reflexion total atenuada que comprende una banda de absorcion en una o mas
frecuencias seleccionadas entre el grupo que consiste en aproximadamente 3559, aproximadamente 2933,
aproximadamente 1743, aproximadamente 1668, aproximadamente 1584, aproximadamente 1448,
aproximadamente 1165, aproximadamente 1075, aproximadamente 1060, aproximadamente 1045,
aproximadamente 1010, aproximadamente 985, aproximadamente 839 y aproximadamente 757 cm™'; o

b. un punto de fusién de aproximadamente 149 a aproximadamente 155 °C.

En algunas realizaciones, el polimorfo de Forma IV se define como que tiene un espectro de infrarrojos de reflexion
total atenuada que tiene una banda de absorcién en 1743 cm™. En otras realizaciones, el polimorfo de Forma IV se
define como que tiene un espectro de infrarrojos de reflexion total atenuada que comprende una banda de absorcién
en 3559 cm™.

En otras realizaciones, el polimorfo de Forma IV se define como que tiene una (y normalmente ambas) de las
siguientes caracteristicas:

a. un espectro de difraccién de rayos X en polvo sustancialmente como se muestra en la Figura 22, o
b. un espectro de infrarrojos de reflexion total atenuada sustancialmente como se muestra en la Figura 24.

Algunas realizaciones de esta invencién estan dirigidas a composiciones que comprenden 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida en las que al menos una cantidad detectable de la 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida
en la composicion es el polimorfo de Forma IV. En algunas de tales realizaciones, por ejemplo, al menos
aproximadamente un 50 % (o al menos aproximadamente un 75 %, al menos aproximadamente un 85 %, al menos
aproximadamente un 90 %, al menos aproximadamente un 95 %, al menos aproximadamente un 99 % o al menos
aproximadamente un 99,9 %) de la 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en la composicion es el polimorfo de
Forma IV. En otras de tales realizaciones, una cantidad terapéuticamente eficaz de la 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida en la composicion es el polimorfo de Forma IV. En otras mas de tales realizaciones, la 20,23-
dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en la composicion es la Forma IV cristalina sustancialmente en fase pura de
20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

En otras realizaciones, la forma cristalina de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida comprende una forma
cristalina solvatada. En algunas realizaciones, las formas cristalinas solvatadas de particular interés son aquellas que
pueden convertirse en una forma de estado sélido mas deseable. En otras realizaciones, formas cristalinas solvatadas
farmacéuticamente aceptables de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida se usan directamente en
composiciones farmacéuticas. Se plantea la hipodtesis, por ejemplo, de que algunos solvatos cristalinos tienden a
mostrar estabilidad fisica, estabilidad quimica, propiedades de empaquetamiento, propiedades termodinamicas,
propiedades cinéticas, propiedades superficiales, propiedades mecanicas, propiedades de filtracidon o pureza quimica
ventajosas con respecto a otras formas de estado sélido de 20,23-diperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. También se
cree que las formas cristalinas solvatadas colectivamente pueden ofrecer diversas tasas de disolucion diferentes en,
por ejemplo, formas de dosificacion sélidas. Cuando se usan directamente en composiciones farmacéuticas, las
formas cristalinas solvatadas preferiblemente son sustancialmente exclusivas de disolventes que no son
farmacéuticamente aceptables.

En algunas realizaciones, la forma cristalina de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida comprende el solvato
cristalino S1 de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. Los métodos ilustrativos para preparar el solvato
cristalino S1 de acetato de etilo incluyen, por ejemplo, los mostrados en los Ejemplos 3 (Parte E), 6, 8 y 9. Los
métodos para preparar el solvato cristalino S1 de etanol incluyen, por ejemplo, el método mostrado en el Ejemplo 17.
y los métodos para preparar el solvato cristalino S1 de dietil cetona incluyen, por ejemplo, el método mostrado en el
Ejemplo 18. El solvato cristalino S1 de acetato de etilo, por ejemplo, es util como un intermedio para preparar otras
formas de estado sélido. La Tabla 2 resume los ejemplos de tales métodos.
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Tabla 2
Uso de Solvato Cristalino de Acetato de Etilo para Preparar Otras Formas cristalinas de 20,23-Dipiperidinil-
5-O-Micaminosil-Tilonolida

Forma cristalina llustraciones del método

preparada a partir de Ejemplo del método que puede usarse -
de Ejemplo
solvato S1
Polimorfo de Forma | Combinar cristales de solvato S1 de acetat.o de etilo con Ejemplo 3, Parte F
heptano, calentar la mezcla resultante y retirar el heptano
Polimorfo de Forma lll Secar cristales de solvato S1 de acetato de etilo al vacio Ejemplos 7y 10
Combinar cristales de S1 acetato de etilo con heptano; calentar

. la mezcla resultante a al menos, por ejemplo, .

Polimorfo de Forma IV aproximadamente 80 °C durante un periodo de tiempo Ejemplo 23
prolongado con agitacion; y retirar el heptano

En algunas realizaciones, la forma cristalina de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida el solvato cristalino S2 de
20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. Los métodos para preparar el solvato cristalino S2 incluyen, por ejemplo,
el método mostrado en el Ejemplo 19. Se contempla que el solvato cristalino S2 (es decir, la forma cristalina solvatada
de tBME) puede ser particularmente adecuada para su uso directamente en composiciones farmacéuticas. Este
solvato cristalino muestra estabilidad a, por ejemplo, 60 °C a 1 mbar (absoluto) durante 1 dia.

En algunas realizaciones, la forma cristalina de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida el solvato cristalino S3 de
20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. Los métodos para preparar el solvato cristalino S3 incluyen, por ejemplo,
el método mostrado en el Ejemplo 20.

En algunas realizaciones, la forma cristalina de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida comprende el solvato
cristalino S4 de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. Los métodos para preparar el solvato cristalino S4 de
acetato de metilo incluyen, por ejemplo, el método mostrado en el Ejemplo 21. y los métodos para preparar el solvato
cristalino S4 de formiato de etilo incluyen, por ejemplo, el método mostrado en el Ejemplo 22.

Algunas realizaciones de esta invencion estan dirigidas a composiciones que comprenden 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida en las que al menos una cantidad detectable de la 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida
en la composicion es una de las formas cristalinas de solvato referenciadas anteriormente. En algunas realizaciones,
por ejemplo, al menos aproximadamente un 50 % (o al menos aproximadamente un 75 %, al menos aproximadamente
un 85 %, al menos aproximadamente un 90 %, al menos aproximadamente un 95 %, al menos aproximadamente un
99 % o al menos aproximadamente un 99,9 %) de la 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en la composicion
es la forma de solvato cristalino. En algunas de tales realizaciones, al menos aproximadamente un 50 % (o al menos
aproximadamente un 75 %, al menos aproximadamente un 85 %, al menos aproximadamente un 90 %, al menos
aproximadamente un 95 %, al menos aproximadamente un 99 % o al menos aproximadamente un 99,9 %) de la 20,23-
dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en la composiciéon es el solvato cristalino S1 de acetato de etilo. En otras
realizaciones, una cantidad terapéuticamente eficaz de la 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en la
composicion esta en una de las formas de solvato cristalino enumeradas anteriormente. En otras realizaciones mas,
la 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en la composicion esta sustancialmente en fase pura como para una
de las formas de solvato cristalino descritas anteriormente. En algunas de tales realizaciones, por ejemplo, la 20,23-
dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en la composicion es solvato cristalino S1 de acetato de etilo en fase
sustancialmente pura.

En otras realizaciones, la invencion se dirige a una combinacion de dos o mas formas de estado sélido seleccionadas
entre el grupo que consiste en el polimorfo de Forma |, el polimorfo de Forma 1, el polimorfo de Forma 111, el polimorfo
de Forma IV y las formas cristalinas solvatadas de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. Tales combinaciones
pueden ser utiles, por ejemplo, en la preparacion de composiciones farmacéuticas sélidas que tengan diversos perfiles
de disolucién, incluyendo composiciones de liberacion controlada. En una realizacion, una combinacién comprende el
Polimorfo de Forma | en al menos una cantidad detectable, siendo el resto de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-
tilonolida una o mas formas de estado sdlido seleccionadas entre el grupo que consiste en el polimorfo de Forma I,
polimorfo de Forma lll, polimorfo de Forma IV y formas cristalinas solvatadas. En otra realizacion, la combinacion
comprende el polimorfo de Forma Il en al menos una cantidad detectable, siendo el resto de 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida una o mas formas de estado solido seleccionadas entre el grupo que consiste en el Polimorfo
de Forma [, polimorfo de Forma IIl, polimorfo de Forma IV y formas cristalinas solvatadas. En otra realizacion, la
combinacién comprende el polimorfo de Forma Ill en al menos una cantidad detectable, siendo el resto de 20,23-
dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida una o mas formas de estado sélido seleccionadas entre el grupo que consiste
en el Polimorfo de Forma |, polimorfo de Forma Il, polimorfo de Forma IV y formas cristalinas solvatadas. En otra
realizacién mas, la combinacion comprende el polimorfo de Forma IV en al menos una cantidad detectable, siendo el
resto de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida una o mas formas de estado sdélido seleccionadas entre el grupo
que consiste en el Polimorfo de Forma |, polimorfo de Forma Il, polimorfo de Forma 11l y formas cristalinas solvatadas.

Dependiendo del uso pretendido de la forma de estado sélido de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida, las
consideraciones de procesado pueden favorecer la seleccion de una forma de estado sélido especifica o una
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combinacion especifica de tales formas de estado sdlido. La facilidad de preparacion de formas de estado soélido de
20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida (o formas de estado solido de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-
tilonolida que tienen una pureza de fase minima) se diferencian generalmente de una forma de estado sélido a otra.

Caracterizacion de Formas de Estado Soélido
Técnicas

Las muestras de las formas de estado sélido de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida preparadas de acuerdo
con esta invencioén se caracterizaron usando varias técnicas diferentes. Estas técnicas incluyen las siguientes.

Se obtuvieron espectros de difraccion de rayos X en polvo ("PXRD") para todas las muestras salvo el polimorfo de
Forma IV con un difractémetro de rayos X Bruker D8 Advance usando radiacion de CuKa (longitudes de onda para el
calculo de valores d: A = 1,5418 A); polvo del tubo 35 kV/45 mA; un detector VANTEC1; y a un tamafio de etapa de
0,017° 26, 1055 segundos por etapa y un intervalo de exploracién de 2°-50° 26. Se usaron portamuestras de un solo
cristal de silicio que tenian un diametro interno de 12 mm y una profundidad de 0,1 mm. El espectro de PXRD para el
polimorfo de Forma IV se obtuvo con un difractémetro de rayos X Siemens D5000 usando software Diffract Plus, un
tamano de etapa de 0,04° 26, un tiempo de 2 segundos por etapa, un intervalo de exploracion de 5,0°-80,0° 26, la
rendija de divergencia se ajusté a V20, la rendija anti dispersion se ajustd a V20, la rotacién de detector de ranura de
salida, tensién de generador 40 kV, corriente del generador 30 mA, un contador de centelleo de alta sensibilidad y un
tubo de rayos X de Cu.

Se obtuvieron espectros de Raman por transformada de Fourier ("TF-Raman") con un espectrémetro Bruker RFS100
FT-Raman con un laser Nd:YAG usando longitud de onda de excitacion de 1064 nm, una energia de laser de 100 mW,
un detector de Ge, 64 exploraciones, un intervalo de 50-3500 cm™', una resolucion de 2 cm™ y un portamuestras de
aluminio.

Se obtuvieron mediciones de termogravimetria acoplada a espectroscopia de infrarrojos por transformada de
Fourier("TG-FTIR") usando un Netzsch Thermo-Microbalance TG 209 con un espectrémetro Bruker Vector 22 FT-IR
usando un crisol de aluminio (con micro-hueco o abertura), una atmésfera de N2, una velocidad de calentamiento de
10 °C/min y un intervalo de temperaturas de 25-250 °C.

Se obtuvieron mediciones de termogravimetria ("TG") con un analizador termogravimétrico Perkin Elmer TGS 2 usando
un crisol de aluminio (abierto), una atmdsfera de N2, una velocidad de calentamiento de 10 °C/min y un intervalo de
temperaturas de 25-500 °C.

Se obtuvieron mediciones de calorimetria de exploracion diferencial ("DSC") para los polimorfos de Formas I, Il y 1lI
con un calorimetro de exploracién diferencial Perkin Elmer DSC 7 usando crisoles de oro; a una velocidad de
calentamiento de 10 °C/min. Estas mediciones se realizaron en bandejas de muestras selladas herméticamente
cerradas en una atmésfera de gas inerte (es decir, en ausencia de oxigeno) después de la retirada de cualquier
disolvente residual o humedad. Una exploracion se realizé con el Polimorfo de Forma I. Dicha exploracion se realizé
desde -50 °C a aproximadamente 210 °C. Dos exploraciones se realizaron para los polimorfos de Formas Il y lIl,
realizandose la primera exploracion desde -50 °C a 150 °C, y realizandose la segunda exploracion desde -50 °C a
200 °C. Se obtuvieron mediciones de DSC para el polimorfo de Forma IV con un Mettler DSC-822e usando un crisol
de aluminio, aire como gas de cobertura, una velocidad de calentamiento de 10 K/min, un intervalo de calentamiento
de 30 a 200 °C y un tamafio de muestra de 5 mg. Los solicitantes creen que la DSC es particularmente propensa a
variaciones y por tanto debe usarse con cautela.

Se obtuvieron mediciones de sorcion de vapor dinamica ("DVS") con un analizador de sorcién de vapor de agua Projekt
Messtechnik SPS11-100n. Las muestras se pusieron en crisoles de aluminio en una microbalanza, y se dejaron
equilibrar a 25 °C y humedad relativa del 50 % antes de iniciar el siguiente programa de humedad predefinida a 25 °C:
humedad relativa de 50-95-0-50 %, y exploraciéon con un cambio del 5 % en la humedad relativa por hora y periodos
de equilibrado iso-humedo a valores extremos.

Se obtuvieron espectros de infrarrojos ("IR") usando un espectrometro Excalibur FT-IR de Portmann Instruments AG
(ahora Varian). Se usaron dos técnicas. La primera técnica fue espectroscopia de infrarrojos reflexion total atenuada
("ATR"). Para obtener un espectro usando ATR, se puso una punta de espatula de muestra en el area de muestra de
la célula de ATR (torsion 120 n*cm), y los espectros de infrarrojos deseados se registraron desde 3600 a 700 cm™. La
segunda muestra usé una muestra molida en nujol (es decir, una suspension en nujol). Para obtener un espectro
usando dicha muestra, una punta de espatula de muestra se molié a conciencia en un mortero con dos o tres gotas
de nujol hasta que se obtuvo una pasta homogénea. La pasta, a su vez, se extendié sobre una placa de NaCl y se
presiond con una segunda placa de NaCl para formar una pelicula homogénea delgada. Para estas muestras, los
espectros de infrarrojos se registraron desde 3600 a 600 cm".

Finalmente, los solicitantes hicieron diversas observaciones con respecto a las formas y tamafios de las formas de
estado solido de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida, y han resumido dichas observaciones mas adelante.
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Polimorfo de Forma |
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La siguiente discusion proporciona diversas caracteristicas observadas del Polimorfo de Forma .

i. Apariencia del Polimorfo de Forma |

El Polimorfo de Forma | estaba generalmente en forma de particulas pequefias.

ii. Espectro de difraccion de rayos X en polvo para el Polimorfo de Forma |

El espectro de PXRD observado para el Polimorfo de Forma | se muestra en la Figura 1, y los datos correspondientes

se muestran en la siguiente Tabla 3:

Tabla 3
Datos de Difraccion de rayos X para el Polimorfo de Forma |
Angulo (grados 26) | Valor d (A) |Intensidad (cps) |Intensidad Rel. (%)

5,0 17,673 34 36,0
5,6 15,781 84 87,8
9,0 9,826 50 52,2
10,5 8,425 26 26,7
11,2 7,900 14 14,3
12,6 7,025 59 62,3
13,5 6,559 35 37,0
13,7 6,463 58 60,7
14,4 6,151 36 37,7
14,6 6,067 49 51,3
15,5 5,717 38 39,3
15,8 5,609 21 21,7
16,1 5,505 62 65,0
16,4 5,405 48 50,6
16,6 5,340 31 32,0
16,8 5,277 95 100,0
17,8 4,983 83 86,9
18,1 4,901 94 98,3
18,3 4,848 61 63,6
19,3 4,599 29 30,6
19,6 4,529 75 78,3
20,3 4,375 51 53,8
20,6 4,311 36 38,2
21,1 4,210 22 23,1
21,6 4,114 43 45,1
22,5 3,952 30 31,5
23,1 3,850 15 15,9
24,3 3,663 24 25,2
24,8 3,590 19 19,8
251 3,548 18 19,2
26,5 3,363 14 14,5
28,1 3,175 15 16,2
31,7 2,823 12 12,3

Las propiedades caracteristicas del espectro incluyen los picos iniciales a 26 = 5,0° y 5,6°.

Con algunas muestras, el espectro de PXRD mostré contaminacién hasta cierto punto con 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida amorfa. Se cree, sin embargo, que no habia esencialmente ninguno de tal material amorfo en la
muestra correspondiente al espectro de PXRD descrito anteriormente.

iii. Espectro de TF-Raman para el Polimorfo de Forma |
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El Espectro de TF-Raman observado para el Polimorfo de Forma | se muestra en la Figura 2, y los datos
correspondientes se muestran en la siguiente Tabla 4:

Tabla 4
Datos de TF-Raman para el Polimorfo de
Formal l
Posicion (cm™) Intensidad

2935 0,234
2894 0,122
2788 0,038
1712 0,013
1683 0,022
1633 0,182
1596 0,330
1452 0,058
1394 0,023
1318 0,042
1295 0,036
1249 0,034
1206 0,027
1156 0,020
1118 0,029
1041 0,035
975 0,026
887 0,023
864 0,023
844 0,022
781 0,036
512 0,023
464 0,018
440 0,020
410 0,022

86 0,080

Las propiedades caracteristicas del espectro incluyen picos intensos a 2935 cm™, 1633 cm™ y 1596 cm"; y picos mas
pequefias a 1712 cm™, 1683 cm™' y 781 cm-".

iv. Termogravimetria para el Polimorfo de Forma |

La Figura 3 muestra los resultados de un analisis de TG-FTIR del Polimorfo de Forma |. Una pérdida de peso del
0,6 % se observé en el intervalo de temperaturas desde 60 a 180 °C. Los solicitantes creen que esto es atribuible a
pérdida de agua. Debido a la pequefia cantidad, los solicitantes creen ademas que esta pérdida de agua fue resultado
del agua absorbida en la superficie en lugar de ser atribuible a un hidrato.

v. Calorimetria de exploracion diferencial para el Polimorfo de Forma |

La Figura 4 muestra los resultados de un analisis de DSC para el Polimorfo de Forma I. Existe un pico de fusién agudo
a 195 °C con una entalpia de fusion de AHns de 57 J/g. Como se mostrara mas adelante, estas son ambas mayores
que los puntos de fusion y entalpias de fusién para el polimorfo de Forma Il y el polimorfo de Forma lll. En la Figura
4, la etapa Tg es apenas distinguible. Se cree que esto confirma que la muestra es mas del 90 % cristalina.

Las muestras del Polimorfo de Forma | se analizaron independientemente para determinar el un punto de fusién. Las
muestras que tenian una pureza de aproximadamente 98 % (p/p) mostraron un punto de fusién de 192 a 195 °C.

vi. Sorcion de Vapor Dindmica para el Polimorfo de Forma |

La Figura 5 muestra los resultados para un analisis DVS del Polimorfo de Forma |. Este andlisis se realizé a 25 °C.
Se observo una captacién de agua maxima de menos del 1 % (en peso) a humedad relativa del 95 %.

vii. Espectro IR para el Polimorfo de Forma |
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La Figura 6 muestra un espectro de ATR-IR para el Polimorfo de Forma | y la Figura 7 proporciona el espectro IR
para el Polimorfo de Forma | en una suspension de nujol. Los datos correspondientes se muestran en la siguiente
Tabla 5:

Tabla 5
Datos de IR para el Polimorfo de Forma |
Frecuencias de bandas de absorcion de IR intensas | Frecuencias de bandas de absorcion de IR intensas
observadas con técnica ATR (cm™) observadas con técnica de Nujol (cm™')
3544
2932 se solapa con banda de vibracién de nujol
1711 1712
1682 1683
1635 1635
1599 1599
1442 se solapa con banda de vibracién de nujol
1404 1406
1373 se solapa con banda de vibracién de nujol
1350 1351
1307 1309
1262 1263
1182 1187
1123
1107 1108
1079 1082
1053 1054
1008 1009
985 986
958 960
928
909 900
877
861
842 843
818 816
783 782
722

Las propiedades caracteristicas de los espectros, particularmente del espectro de ATR, incluyen bandas de absorcion
intensa a 2932 cm™, 1711 cm™, 1682 cm™, 1599 cm™, 1442 cm™, 1182 cm™', 1079 cm™, 1053 cm™, 1008 cm', 985 cm~
1,842 cm™ y 783 cm, las bandas de absorcion a 1711 cm™ y 1682 cm™' parecen ser particularmente Gnicas para este
polimorfo. Las bandas de absorcion a 1635 cm-, 1404 cm™' y 1182 cm-' también parecen ser particularmente Gnicas
para este polimorfo.

Polimorfo de Forma ll

La siguiente discusion proporciona diversas caracteristicas observadas del polimorfo de Forma Il.

i. Apariencia del Polimorfo de Forma Il

El polimorfo de Forma Il estaba generalmente en forma de cristales prismaticos con un tamafio de hasta varios cientos
de micrometros.

ii. Espectro de difraccion de rayos X en polvo para el Polimorfo de Forma Il

El espectro de PXRD observado para el polimorfo de Forma Il se muestra en la Figura 8 y los datos correspondientes
se muestran en la siguiente Tabla 6:
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Tabla 6
Datos de Difraccion de rayos X para el Polimorfo de Forma Il
Angulo (grados 26) | Valord (A) |Intensidad (cps) | Intensidad Rel. (%)
6,5 13,598 250,71 100,0
8,7 10,164 86,09 34,3
9,7 9,118 29,90 11,9
9,9 8,934 35,38 14,1
12,4 7,138 34,12 13,6
13,0 6,810 43,56 17,4
15,0 5,906 55,07 22,0
15,8 5,609 44,94 17,9
16,1 5,505 19,86 7,9
16,3 5,438 22,40 8,9
17,0 5,216 85,44 34,1
17,9 4,955 30,02 12,0
18,1 4,901 56,47 22,5
19,7 4,506 50,08 20,0
20,0 4,439 125,24 50,0
21,3 4,171 43,10 17,2
249 3,576 14,93 6,0
26,3 3,389 12,77 5,1
27,4 3,255 15,40 6,1

Las propiedades caracteristicas del espectro incluyen que el pico inicial y mas intenso esté a 26 = 6,5°.
iii. Espectro de TF-Raman para el Polimorfo de Forma Il

El Espectro de TF-Raman observado para el polimorfo de Forma Il se muestra en la Figura 9, y los datos
correspondientes se muestran en la siguiente Tabla 7:

Tabla 7
Datos de TF-Raman para el Polimorfo de
Formalll
Posicién (cm™) Intensidad

2929 0,435
1685 0,044
1625 0,550
1595 1,118
1451 0,114
1361 0,062
1311 0,100
1270 0,085
1248 0,100
1195 0,074
1117 0,060
1095 0,075
1023 0,073
984 0,047
925 0,051
873 0,058
783 0,084
513 0,063
379 0,066

87 0,198

Propiedades caracteristicas del espectro incluyen picos intensos a 2929 cm™, 1625 cm™ y 1595 cm™', y picos mas
pequefios, pero agudos, a 1685 cm™y 783 cm™.

iv. Termogravimetria para el Polimorfo de Forma Il
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La Figura 10 muestra los resultados de un analisis de TG-FTIR del polimorfo de Forma Il. Se observé una pérdida de
peso del 0,7 %, principalmente en el intervalo de temperaturas de 50 a 100 °C. Los solicitantes creen que esto es
atribuible a pérdida de agua. La descomposicion comenzé a una temperatura de mas de 220 °C.

v. Calorimetria de exploracion diferencial para el Polimorfo de Forma Il
La Figura 11 muestra los resultados de un analisis de DSC del polimorfo de Forma II. La primera exploracién (la linea
continua) muestra un pico de fusién a 113 °C con una entalpia de fusion de AHws = 15 J/g. La segunda exploracion (la

linea discontinua) muestra una temperatura de transicion vitrea ("Tg") de 96,1 °C. No se observé recristalizacion.

Las muestras del polimorfo de Forma Il se analizaron independientemente para determinar el punto de fusion. Las
muestras que tenian una pureza de aproximadamente 96 % (p/p) mostraron un punto de fusién de 113 a 119 °C.

vi. Sorcion de Vapor Dindmica para el Polimorfo de Forma Il

La Figura 12 muestra los resultados de un analisis DVS del polimorfo de Forma Il. Este analisis se realizé a 25 °C. Se
observo una captacion maxima de agua de aproximadamente 2 % (en peso) a una humedad relativa del 95 %.

vii. Espectro IR para el Polimorfo de Forma Il

La Figura 13 muestra Espectro de ATR-IR para el polimorfo de Forma Il, y la Figura 14 proporciona el espectro IR

para el polimorfo de Forma Il en una suspension de nujol. Los datos correspondientes se muestran en la siguiente
Tabla 8:

Tabla 8
Datos de IR para el Polimorfo de Forma ll
Frecuencias de bandas de absorcién de IR intensas | Frecuencias de bandas de absorcion de IR intensas
observadas con técnica ATR (cm™) observadas con técnica de Nujol (cm™')
3540
2935 se solapa con banda de vibracién de nujol
1736 1741
1668 1669
1626
1587 1591
1451 se solapa con banda de vibracién de nujol
1372 se solapa con banda de vibracién de nujol
1352 1349
1310 1313
1302
1277 1277
1242 1245
1217
1187
1165 1166
1116
1080 1087
1057 1058
1042 1044
1005 1005
981 980
966 966
934 933
910 908
882
859 858
838 837
811
781 780
755 755
722

Las propiedades caracteristicas de los espectros, particularmente del espectro de ATR, incluyen bandas de absorcion
intensa a 2935 cm™, 1736 cm™, 1668 cm™, 1587 cm™, 1451 cm™, 1165 cm™, 1080 cm™, 1057 cm™, 1042 cm™,
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1005 cm™, 981 cm™, 838 cm™ y 755 cm"",

Polimorfo de Forma lll

La siguiente discusion proporciona diversas caracteristicas observadas del polimorfo de Forma lIl.
i. Apariencia del Polimorfo de Forma lll

El polimorfo de Forma Il estaba generalmente en forma de agujas finas.

ii. Espectro de difraccion de rayos X en polvo para el Polimorfo de Forma 11l

El espectro de PXRD observado para el polimorfo de Forma Ill se muestra en la Figura 15, y los datos correspondientes
se muestran en la siguiente Tabla 9:

Tabla 9
Datos de Difraccion de rayos X para el Polimorfo de Forma lll
Angulo (grados 26) | Valord (A) |Intensidad (cps) | Intensidad Rel. (%)
5,6 15,781 36 17,3
6,1 14,489 209 100,0
8,3 10,653 54 25,8
11,0 8,043 44 21,2
12,2 7,255 40 19,2
13,2 6,707 45 21,4
13,7 6,463 21 9,8
14,2 6,237 26 12,4
15,2 5,829 16 7,9
15,7 5,644 53 25,2
16,1 5,505 19 9,2
16,8 5,277 105 50,1
17,9 4,955 28 13,3
18,2 4,874 22 10,6
18,9 4,695 37 17,8
19,6 4,529 17 8,1
20,5 4,332 86 411
21,6 4,114 44 21,2
22,5 3,952 20 9,4
243 3,663 14 6,6
26,0 3,427 15 7,1

Las propiedades caracteristicas del espectro incluyen el pico mas intenso estando a 26 = 6,1°, que esta acompafado
de un pico mas pequefio a 206 = 5,6°. Se ha observado que la intensidad relativa de estos dos picos varia de lote en
lote, como lo hacen las intensidades relativas de otros picos en el espectro. Tales variaciones no son poco comunes
para PXRD. Con frecuencia, estas se originan desde efectos de orientacion, particularmente en el contexto de cristales
anisotropicos (es decir, tipo aguja y placa). Estas variaciones, sin embargo, generalmente no incluyen la identificacion
de la forma polimorfica debido a que esta depende normalmente de las posiciones de pico en lugar de las intensidades.

iii. Espectro de TF-Raman para el Polimorfo de Forma Il

El Espectro de TF-Raman observado para el polimorfo de Forma Ill se muestra en la Figura 16, y los datos
correspondientes se muestran en la siguiente Tabla 10:

Tabla 10
Datos de TF-Raman para el Polimorfo de Forma lll
Posicién (cm™) Intensidad
2943 0,214
2917 0,199
2785 0,049
1733 0,014
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(continuacién)

Datos de TF-Raman para el Polimorfo de Forma lll
Posiciéon (cm™) Intensidad

1669 0,038
1627 0,256
1590 0,447
1443 0,064
1314 0,040
1269 0,051
1257 0,037
1217 0,021
1193 0,037
1116 0,035
1094 0,043
1041 0,029
981 0,034
908 0,026
881 0,031
863 0,025
833 0,022
810 0,018
781 0,027
505 0,030
444 0,021
399 0,025
216 0,042
173 0,033
108 0,070
84 0,068

Las propiedades caracteristicas del espectro incluyen picos intensos a 2943 cm™', 2917 cm™', 1627 cm™ y 1590 cm’,
y picos mas pequefios a 1733 cm™, 1669 cm™', 1193 cm™!, 1094 cm™' y 981 cm™.

iv. Termogravimetria para el Polimorfo de Forma lll

El analisis de TG-FTIR de una muestra mostré una pérdida de peso del 1,7 % hasta 220 °C, sucediendo la mayoria
de la pérdida entre 50 y 120 °C. Se plantea la hipétesis de que esta pérdida de peso sea debida a agua o acetonitrilo
en la muestra (la sensibilidad del detector IR para acetonitrilo es baja).

La Figura 17 muestra los resultados de un analisis TG del polimorfo de Forma Ill. Una pérdida de peso de menos del
0,05 % se observo hasta 200 °C. La descomposicion comenzé a una temperatura de mas de 270 °C.

v. Calorimetria de exploracion diferencial para el Polimorfo de Forma IlI

La Figura 18 muestra los resultados de un analisis de DSC del polimorfo de Forma Ill. La primera exploracién (la linea
continua) muestra un pico de fusion a 134 °C con una entalpia de fusion de AHsws = 38 J/g. Después de la refrigeracion,
el material se solidificé en el estado amorfo. La segunda exploracion (la linea discontinua) muestra un Tg de 96 °C,
recristalizacion y fusién de nuevo a 195 °C

Las muestras del polimorfo de Forma lll se analizaron independientemente para determinar el punto de fusion. Las
muestras que tenian una pureza de aproximadamente 99 % mostraron un punto de fusioén de 122 a 126 °C.

vi. Sorcion de Vapor Dindmica para el Polimorfo de Forma Il

La Figura 19 muestra los resultados de un analisis DVS del polimorfo de Forma lll. Este analisis se realizé a 25 °C.
Se observé una captacion de agua de aproximadamente 6 % a humedad relativa entre el 70 y el 85 %.

vii. Espectro IR para el Polimorfo de Forma lll

La Figura 20 muestra Espectro de ATR-IR para el polimorfo de Forma Ill y la Figura 21 proporciona el espectro IR

para el polimorfo de Forma Ill en una suspensién de nujol. Los datos correspondientes se muestran en la siguiente
Tabla 11:

21



10

15

ES 2 805534 T3

Tabla 11
Datos de IR para el Polimorfo de Forma lll
Frecuencias de bandas de absorcién de IR intensas | Frecuencias de bandas de absorcion de IR intensas
observadas con técnica ATR (cm™) observadas con técnica de Nujol (cm™)
3541
2931 se solapa con banda de vibracién de nujol
1732 1734
1667 1669
1626
1590 1591
1453 se solapa con banda de vibracién de nujol
1376 se solapa con banda de vibracién de nujol
1350 1350
1304 1312
1277 1277
1256 1256
1217 1217
1189
1165 1165
1081 1087
1057 1060
1046
1005 1004
981 980
965 966
934 935
908 908
881
859
834 836
812 811
780
756 757
722

Las propiedades caracteristicas de los espectros, particularmente del espectro de ATR, incluyen bandas de absorcion
intensa a 2931 cm™, 1732 cm™, 1667 cm™, 1590 cm™, 1453 cm™, 1165 cm™, 1081 cm™, 1057 cm™, 1046 cm™,

1005 cm-', 981 cm™, 834 cm™' y 756 cm-".

Polimorfo de Forma IV

La siguiente discusion proporciona diversas caracteristicas observadas del polimorfo de Forma IV.

i. Espectro de difraccion de rayos X en polvo para el Polimorfo de Forma IV

El espectro de PXRD observado para el polimorfo de Forma IV se muestra en la Figura 22 y los datos correspondientes

se muestran en la siguiente Tabla 12:

Tabla 12
Datos de Difraccion de rayos X para el Polimorfo de Forma IV
Angulo (grados 26) | Valor d (A) [Intensidad (cps)|Intensidad Rel. (%)
6,232 14,171 135 6,4
6,848 12,898 367 17,5
8,653 10,211 709 33,8
10,16 8,7007 1650 78,7
10,64 8,3119 887 423
11,18 7,9106 706 33,7
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(continuacién)

Datos de Difraccion de rayos X para el Polimorfo de Forma IV
Angulo (grados 26) | Valor d (A) |Intensidad (cps)|Intensidad Rel. (%)
11,95 7,4034 314 15,0
12,29 7,1957 253 12,1
13,84 6,3955 328 15,6
15,06 5,8779 804 38,3
15,49 5,7158 831 39,6
16,06 5,5147 1600 76,3
17,50 5,0638 2097 100
18,75 4,7291 1144 54,6
19,93 4,4510 1435 68,4
20,49 4,3321 1815 86,6
21,40 4,1473 1189 56,7
22,59 3,9328 838 40,0
23,50 3,7830 517 24,7
23,96 3,7118 745 35,5
25,06 3,5507 493 23,5
25,32 3,5147 522 249
25,74 3,4588 574 27,4
26,92 3,3091 464 221
27,83 3,2036 691 33,0
28,24 3,1576 470 22,4
29,02 3,0748 389 18,6
29,36 3,0396 335 16,0
30,92 2,8902 454 21,6
31,30 2,8554 506 241
32,42 2,7594 650 31,0
33,60 2,6649 361 17,2
35,38 2,5347 436 20,8
35,85 2,5027 390 18,6
36,66 2,4492 345 16,5
37,66 2,3869 426 20,3
38,63 2,3287 426 20,3

ii. Calorimetria de exploracion diferencial para el Polimorfo de Forma IV

La Figura 23 muestra los resultados de un analisis de DSC del polimorfo de Forma IV. La curva muestra un pico a
155 °C, que se cree que se corresponde con el polimorfo de Forma IV. La curva también muestra un pico a 191 °C,
que se cree que se corresponde con el Polimorfo de Forma |. Se cree que la muestra contenia los polimorfos tanto de
la Forma | como de la Forma IV, o que el polimorfo de Forma IV se convierte en el Polimorfo de Forma | durante el
calentamiento.

Las muestras del polimorfo de Forma IV se analizaron independientemente para determinar el punto de fusion. Las
muestras que eran aproximadamente una 90,0 % (p/p) puras mostraron un punto de fusion desde 149 a 152 °C.

iv. Espectro IR para el Polimorfo de Forma IV

La Figura 24 muestra el espectro de ATR-IR para el polimorfo de Forma IV, y la Figura 25 proporciona el espectro IR
para el polimorfo de Forma IV en una suspension de nujol. Los datos correspondientes se muestran en la siguiente
Tabla 13:

Tabla 13
Datos de IR para el Polimorfo de Forma IV
Frecuencias de bandas de absorcion de IR intensas | Frecuencias de bandas de absorcion de IR intensas
observadas con técnica ATR (cm™) observadas con técnica de Nujol (cm™')
3559 3568
2933 se solapa con banda de vibracién de nujol
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Datos de IR para el Polimorfo de Forma IV
Frecuencias de bandas de absorcién de IR intensas | Frecuencias de bandas de absorcion de IR intensas
observadas con técnica ATR (cm™) observadas con técnica de Nujol (cm™)
1743 1745
1668 1670
1620
1584 1588
1448 se solapa con banda de vibracion de nujol
1441
1394
1370 se solapa con banda de vibracién de nujol
1351
1314
1307
1272 1271
1259 1259
1215
1195 1195
1165 1166
1140
1118 1116
1075 1075
1060
1045 1046
1010 1010
985 992
954 953
936
910
872
860
839 839
810
785 784
757 756
722

Las propiedades caracteristicas de los espectros, particularmente del espectro de ATR, incluyen bandas de absorcion
intensa a 2933 cm™', 1743 cm™, 1668 cm™, 1584 cm™, 1448 cm™, 1165 cm™, 1075 cm™, 1060 cm™, 1045 cm™,
1010 cm™', 985 cm-!, 839 cm™ y 757 cm'. La banda de absorciéon a 3559 cm parece ser particularmente Gnica para
este polimorfo.

Solvato Cristalino S1

La siguiente discusion proporciona diversas caracteristicas observadas del solvato cristalino S1. Aunque los datos de
PXRD y TF-Raman posteriores se corresponden con el solvato cristalino S1 de acetato de etilo, estos datos son
generalmente aplicables a la caracterizacion de los solvatos cristalinos de dietil cetona y etanol, también porque son
isomorficos con el solvato cristalino de acetato de etilo.

i. Apariencia del S1 Solvato Cristalino de Acetato de Etilo

El acetato de etilo solvato cristalino S1 estaba generalmente en forma de agujas finas, o cristales mas grandes con
una tendencia a rotura en fibras.

ii. Espectro de difraccion de rayos X en polvo para el Solvato Cristalino S1 de Acetato de Etilo

El espectro de PXRD observado para el solvato cristalino S1 de acetato de etilo se muestra en la Figura 26 y los datos
correspondientes se muestran en la siguiente Tabla 14:
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Tabla 14
Datos de Difraccion de rayos X para Solvato Cristalino S1 de Acetato de Etilo
Angulo (grados 26) Valor d (A) |Intensidad (cps)| Intensidad Rel. (%)

5,6 15,781 199 100,0
6,1 14,489 62 31,3
71 12,450 32 15,9
8,3 10,653 30 15,2
11,0 8,043 32 15,9
11,2 7,900 62 31,3
11,5 7,695 37 18,7
12,0 7,375 22 10,9
12,2 7,255 17 8,5

12,8 6,916 17 8,5

13,3 6,657 24 12,2
13,5 6,559 47 23,6
13,8 6,417 31 15,6
14,4 6,151 26 13,3
14,9 5,946 68 34,3
15,7 5,644 18 8,9

16,8 5,277 71 36,0
17,2 5,155 27 13,6
17,8 4,983 89 44,8
19,0 4,671 41 20,8
19,4 4,575 23 11,5
20,3 4,375 29 14,8
20,5 4,332 29 14,7
21,6 4,114 22 11,0
22,1 4,022 19 9,7

22,6 3,934 21 10,7
23,9 3,723 17 8,6

25,2 3,534 13 6,5

Las propiedades caracteristicas del espectro incluyen picos iniciales a 26 = 5,6° y 6,1°.
iii. Espectro de TF-Raman para el Solvato Cristalino S1 de Acetato de Etilo

El espectro observado de TF-Raman para el solvato cristalino S1 de acetato de etilo se muestra en la Figura 27 y los
datos correspondientes se muestran en la siguiente Tabla 15:

Tabla 15
Datos de TF-Raman para el Solvato Cristalino S1 de Acetato de Etilo
Posicion (cm™) Intensidad
2936 0,212
2877 0,098
2857 0,078
2775 0,040
1745 0,012
1669 0,029
1625 0,198
1586 0,363
1451 0,058
1392 0,022
1300 0,033
1271 0,039
1244 0,030
1215 0,021
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Datos de TF-Raman para el Solvato Cristalino S1 de Acetato de Etilo
Posicion (cm™) Intensidad

1193 0,029
1118 0,028
1097 0,037
1040 0,034
1008 0,024
978 0,038
911 0,018
882 0,024
833 0,018
812 0,017
781 0,023
554 0,012
504 0,029
445 0,019
398 0,021

84 0,076

Las propiedades caracteristicas del espectro incluyen picos intensos a 2936 cm-, 1625-1627 cm™" y 1586 cm™' y picos
mas pequefios, pero agudos, a 1745 cm, 1669 cm™ y 978 cm™,

iv. Termogravimetria para Solvato Cristalinos S1

Las Figuras 28, 29 y 30 muestran los resultados de TG-FTIR para los solvatos cristalinos S1 de acetato de etilo,
etanol y dietil cetona, respectivamente. Estos resultados confirman la existencia de solvatos cristalinos con
aproximadamente una molécula de disolvente por molécula de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida,
asumiendo 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida esencialmente pura. El solvato cristalino S1 de acetato de
etilo mostré una pérdida de peso de aproximadamente el 4,1 % resultante de la liberacion de acetato de etilo. Esto se
corresponde con una proporcion molar de acetato de etilo con respecto a 20,23-dipiperidinil-5-0-micaminosil-tilonolida
de 0,36. El solvato cristalino S1 de etanol mostré una pérdida de peso de aproximadamente el 6,6 % hasta 200 °C
resultante de la liberacién de etanol (el solvato cristalino S1 también puede contener una pequefia cantidad de agua,
que también puede haberse liberado). Esto se corresponde con una proporcion molar de etanol con respecto a 20,23-
dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida de 1,1. Y el solvato cristalino S1 de dietil cetona mostré una pérdida de peso
del 10 % resultante de la liberacion de dietil cetona. Esto se corresponde con una proporcion molar de dietil cetona
con respecto a 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida de 1,0. Estos resultados se resumen en la Tabla 16:

Tabla 16
Resultados de TG-FTIR para Solvato Cristalinos S1
o Disolventes Moléculas de disolvente por molécula de 20,23-dipiperidinil-5-O-
Solvato Cristalino . . o e .
detectados micaminosil-tilonolida
acetato de etilo acetato de etilo agua ~0,4 acetato de etilo + 0,6 agua
etanol etanol 1,1 etanol
dietil cetona dietil cetona 1,0 dietil cetona

Para cada uno de los solvatos cristalinos, la pérdida de peso comienza a de 40 a 50 °C. Esto indica una estabilidad
relativamente baja y es coherente con la observacion de que el solvato cristalino de acetato de etilo puede, por ejemplo,
convertirse facilmente en el polimorfo de Forma Il por secado al vacio a temperatura ambiente. Véase, por ejemplo,
el Ejemplo 7. Los resultados para el solvato cristalino de acetato de etilo indican que la molécula de disolvente puede
estar sustituida con agua, y es coherente con los resultados de DVS para el polimorfo de Forma lIl.

Solvato Cristalino S2

La siguiente discusion proporciona diversas caracteristicas observadas del solvato cristalino S2.

i. Apariencia del S2 Solvato Cristalino de tBME

El solvato cristalino S2 de tBME estaba generalmente en forma de cristales pobremente definidos y no muestran una
tendencia a rotura en fibras, en comparacién con los cristales de solvato cristalino S1 de acetato de etilo.

ii. Solubilidad del Solvato Cristalino S2 de tBME en tBME
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La solubilidad del solvato cristalino S2 de tBME en tBME es de entre 40 y 50 mg/ml. Por consiguiente, la solubilidad
es al menos un orden de magnitudes inferior a la solubilidad del polimorfo de Forma Il en tBME.

iii. Espectro de difraccién de rayos X en polvo para el Solvato Cristalino S2 de tBME

El espectro de PXRD observado para el solvato cristalino S2 de tBME se muestra en la Figura 31 y los datos
correspondientes se muestran en la siguiente Tabla 17:

Tabla 17
Datos de Difraccion de rayos X para el Solvato Cristalino S2 de tBME
Angulo (grados 26) | Valord (A) |Intensidad (cps) | Intensidad Rel. (%)

6,1 14,489 54 73,5
8,6 10,282 20 26,8
9,5 9,309 13 17,3
10,0 8,845 52 71,7
10,3 8,588 56 77,4
10,9 8,117 16 21,5
12,3 7,196 18 24,0
13,5 6,559 39 53,7
13,8 6,417 20 27,1

14,4 6,151 24 33,4
14,7 6,026 23 32,0
15,6 5,680 23 31,4
15,9 5,574 34 46,5
16,4 5,405 38 52,1

17,0 5,216 70 95,4
17,2 5,155 28 38,1

18,0 4,928 33 45,9
18,6 4,770 73 100,0
18,8 4,720 35 48,3
19,3 4,599 35 48,0
20,1 4,418 58 79,9
21,3 4,171 16 21,3
21,5 4,133 16 21,4
22,3 3,986 15 20,3
22,6 3,934 13 18,1

23,0 3,867 13 18,1

23,3 3,818 13 17,4
241 3,693 18 24,8
25,8 3,453 14 19,7
26,4 3,376 12 17,0
28,1 3,175 11 15,7

Las propiedades caracteristicas del espectro incluyen varios picos con intensidad similar a 26 = 6,1°, 10,0°, 10,3°,
17,0°, 18,6°y 20,1°.

iv. Espectro de TF-Raman para el Solvato Cristalino S2 de tBME

El espectro observado de TF-Raman para el solvato cristalino S2 de tBME se muestra en la Figura 32 y los datos
correspondientes se muestran en la siguiente Tabla 18:

Tabla 18
Datos de TF-Raman para el Solvato Cristalino S2 de tBME
Posicion (cm™) Intensidad
2928 0,369
2883 0,184
1674 0,049
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Datos de TF-Raman para el Solvato Cristalino S2 de tBME
Posiciéon (cm™) Intensidad

1623 0,353
1587 0,701
1445 0,108
1393 0,039
1318 0,067
1296 0,056
1276 0,066
1244 0,089
1190 0,073
1154 0,034
1126 0,053
1069 0,051
1038 0,058
1007 0,040
979 0,044
890 0,040
838 0,033
780 0,056
728 0,063
503 0,045
439 0,035
418 0,035

85 0,128

Las propiedades caracteristicas del espectro incluyen picos intensos a 2928 cm™', cm™', 1623 cm™' y 1587 cm™" y picos
mas pequefios, pero agudos, a 1674 cm™', 1244 cm™', 1190 cm-!, 780 cm™' y 728 cm™'.

v. Termogravimetria para el Solvato Cristalino S2 de tBME

La Figura 33 muestra los resultados de TG-FTIR para una muestra del solvato cristalino S2 de tBME. Una pérdida de
peso del de aproximadamente 8,7-10 % sucedi6é debida a liberacién de tBME. Esta pérdida de peso se corresponde
con 0,8-0,9 moléculas de tBME por molécula de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida, asumiendo 20,23-
dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida pura. La mayoria de la pérdida de peso sucede por encima de 90 °C, con una
etapa aguda cuando la temperatura aumenta a mas de 100 °C. Por lo tanto, la mayoria de la pérdida de peso sucede
a temperaturas superiores al punto de ebullicién de tBME. El solvato cristalino tBME parece ser mas estable que el
solvato cristalino S1 de acetato de etilo. La estabilidad se confirmé por un experimento de desolvatacion en el que no
se observé ninguna pérdida de disolvente tras secado al vacio tanto a temperatura ambiente como a 70 °C.

Solvato Cristalino S3
La siguiente discusion proporciona diversas caracteristicas observadas del solvato cristalino S3.
i. Apariencia del Solvato Cristalino S3 de THF

El solvato cristalino S3 de THF estaba generalmente en forma de trozos irregulares y no muestran una tendencia a
romper las fibras, en comparacién de los cristales de solvato S1.

ii. Espectro de difraccion de rayos X en polvo para el solvato cristalino S3 de THF

El espectro de PXRD observado para el solvato cristalino S3 de THF se muestra en la Figura 34 y los datos
correspondientes se muestran en la siguiente Tabla 19:

Tabla 19
Datos de Difraccion de rayos X para el Solvato Cristalino S3 de THF
Angulo (grados 26) | Valord (A) |Intensidad (cps)|Intensidad Rel. (%)
6,2 14,255 35 52,4
8,6 10,282 21 30,6
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Datos de Difraccion de rayos X para el Solvato Cristalino S3 de THF
Angulo (grados 26) | Valord (A) |Intensidad (cps)|Intensidad Rel. (%)
9,5 9,309 17 25,3
10,1 8,758 47 69,7
10,5 8,425 64 94,7
12,5 7,081 13 20,0
13,6 6,511 56 82,8
14,0 6,326 22 32,5
14,6 6,067 28 41,3
14,8 5,985 25 36,5
15,8 5,609 22 32,1
16,0 5,539 28 41,7
16,7 5,309 46 67,7
17,2 5,155 59 88,1
17,4 5,096 35 52,6
17,7 5,011 20 29,6
18,2 4,874 33 48,3
18,8 4,720 64 94,7
19,0 4,671 49 73,4
19,6 4,529 35 51,3
20,5 4,332 67 100,0
21,6 4,114 17 254
22,8 3,900 16 23,1
23,6 3,770 13 19,6
24,5 3,633 14 20,6
26,2 3,401 12 17,8
274 3,255 10 15,4

Las propiedades caracteristicas del espectro incluyen varios picos con intensidad similar a 26 = 6,2°, 10,1°, 10,5°, 13,6’
16,7°, 17,2°,18,8° y 20,5°.

iii. Espectro de TF-Raman para el Solvato Cristalino S3 de THF

El Espectro de TF-Raman observado para el solvato cristalino S3 de THF se muestra en la Figura 35 y los datos
correspondientes se muestran en la siguiente Tabla 20

Tabla 20
Datos de TF-Raman para el Solvato Cristalino S3 de THF
Posicion (cm™) Intensidad
2928 0,340
2883 0,192
1673 0,051
1622 0,405
1586 0,828
1451 0,111
1394 0,039
1318 0,074
1296 0,066
1269 0,073
1244 0,092
1191 0,080
1127 0,057
1067 0,052
1040 0,066
980 0,051
910 0,052
890 0,045
839 0,036
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Datos de TF-Raman para el Solvato Cristalino S3 de THF
Posicion (cm™) Intensidad
782 0,057
503 0,041
438 0,037
419 0,036
100 0,138

Las propiedades caracteristicas del espectro incluyen picos intensos a 2928 cm™', 1622 cm™ y 1586 cm™' y picos mas
pequefios, pero agudos, a 1673 cm™, 1244 cm™, 1191 cm™ y 782 cm™"

iv. Termogravimetria para el Solvato Cristalino S3 de THF

La Figura 36 muestra los resultados de TG-FTIR para el solvato cristalino S3 de THF. La mayoria de la pérdida de
peso sucedié a temperaturas que eran mayores que el punto de ebullicion de THF. Especificamente, menos del 10 %
de la pérdida de peso sucedié desde 60 a 100 °C, mientras que aproximadamente el 80 % de la pérdida sucedié desde
110 a 180 °C. Los resultados muestran una pérdida de peso de aproximadamente 8,1 % sucediendo a temperaturas
mayores a 100 °C debido a la liberacion de THF. Esto se corresponde a aproximadamente 0,8 moléculas de THF por
molécula de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida, asumiendo 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida
esencialmente pura.

Solvato Cristalino S4

La siguiente discusion proporciona diversas caracteristicas observadas del solvato cristalino S4. Aunque los datos de
PXRD y TF-Raman posteriores se corresponden con el solvato cristalino S4 de acetato de metilo, estos datos son
generalmente aplicables a la caracterizacion del solvato cristalino de formiato de etilo asi como debido a su
isomorfismo con el solvato cristalino de acetato de metilo.

i. Apariencia del Solvato Cristalino S4 de Acetato de Metilo

El acetato de solvato cristalino S4 de metilo contenia algunos cristales prismaticos bien desarrollados. Los cristales
no mostraron ninguna tendencia a la rotura en las fibras, en comparacion con los cristales de solvato S1.

ii. Espectro de difraccion de rayos X en polvo para el Solvato Cristalino S4 de Acetato de Metilo

El espectro de PXRD observado para el solvato cristalino S4 de acetato de metilo se muestra en la Figura 37 y los
datos correspondientes se muestran en la siguiente Tabla 21:

Tabla 21
Datos de Difraccion de rayos X para el Solvato Cristalino S4 de Acetato de Metilo
Angulo (grados 20) | Valord (A) | Intensidad (cps) Intensidad Rel. (%)
6,3 14,029 144 66,5
8,7 10,164 44 20,3
9,5 9,309 25 11,7
10,1 8,758 88 40,6
10,5 8,425 90 41,3
11,0 8,043 44 20,2
11,7 7,563 24 11,2
12,6 7,025 44 20,3
13,1 6,758 26 11,9
13,6 6,511 54 25,1
13,9 6,371 40 18,5
14,1 6,281 49 22,4
14,8 5,985 120 55,3
15,8 5,609 50 23,2
16,8 5,277 109 50,1
17,4 5,096 161 74,0
18,0 4,928 71 32,7
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Datos de Difraccion de rayos X para el Solvato Cristalino S4 de Acetato de Metilo|
Angulo (grados 26) Valor d (A) | Intensidad (cps) Intensidad Rel. (%)
18,9 4,695 217 100,0
19,8 4,484 73 33,4
20,5 4,332 49 22,6
20,9 4,250 145 66,6
21,8 4,077 36 16,6
22,5 3,952 26 12,0
23,5 3,786 58 26,8
24,2 3,678 23 10,4
25,0 3,562 41 18,8
26,6 3,351 34 15,7
27,8 3,209 23 10,4
28,5 3,132 29 13,4
29,7 3,008 25 11,7
32,7 2,739 17 7,7

Las propiedades caracteristicas del espectro incluyen varios picos con intensidad similar a 26 = 6,3°, 10,1°, 10,5°,
14,8°, 16,8°, 17,4°, 18,9° y 20,9°.

ii. Espectro de TF-Raman para el Solvato Cristalino S4 de Acetato de Metilo

El Espectro de TF-Raman observado para el solvato cristalino S4 de acetato de metilo se muestra en la Figura 38 y
los datos correspondientes se muestran en la siguiente Tabla 22:

Tabla 22
Datos de TF-Raman para el Solvato Cristalino S4 de Acetato de Metilo
Posiciéon (cm™) Intensidad

2949 0,205
2934 0,223
1740 0,019
1671 0,034
1619 0,242
1581 0,468
1452 0,075
1394 0,027
1318 0,047
1296 0,045
1269 0,048
1243 0,058
1191 0,054
1155 0,024
1128 0,038
1091 0,037
1040 0,048
1008 0,031
981 0,041
889 0,028
864 0,023
841 0,039
815 0,017
782 0,039
641 0,021
502 0,026
436 0,027
419 0,024

92 0,100
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Las propiedades caracteristicas del espectro incluyen picos intensos a 2949 cm™,2934 cm™', 1619-1621 cm™ y 1581-
1584 cm™ y picos mas pequefios, pero agudos, a 1671 cm™, 1243 cm™, 1191 cm™, 981 cm™' y 782 cm™'.

iv. Termogravimetria para Solvato Cristalinos S4

Las Figuras 39 y 40 muestran los resultados de TG-FTIR para los solvatos cristalinos S4 de acetato de metilo y
formiato de etilo, respectivamente. Estos resultados confirman la existencia de los solvatos cristalinos. Para el solvato
cristalino de acetato de metilo, hubo una pérdida de peso de aproximadamente 8,4 % debido a la liberacién de acetato
de metilo. Y para el solvato cristalino de formiato de etilo, hubo una pérdida de peso de aproximadamente 7,7 %.
Basado en los resultados obtenidos, se estimoé que el solvato cristalino de acetato de metilo tiene aproximadamente
0,9 moléculas de acetato de metilo por molécula de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida, u el solvato cristalino
de formiato de etilo tiene de aproximadamente 0,6 a aproximadamente 0,8 moléculas de formiato de etilo por molécula
de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. Ambas de estas estimaciones se asume que son 20,23-dipiperidinil-
5-O-micaminosil-tilonolida esencialmente pura. Menos del 10 % de la pérdida de peso sucedi6 de 70 a 110 °C para el
solvato cristalino de acetato de metilo y de 60 a 90 °C para el solvato cristalino de formiato de etilo. Para ambos
solvatos cristalinos, la desolvatacion sucedié rapidamente. La desolvatacion estaba casi completa a 160 °C para el
solvato cristalino de acetato de metilo y 130 °C para el solvato cristalino de formiato de etilo.

B. Preparacion de los medicamentos y métodos para el tratamiento utilizando macrélidos

Se pueden utilizar diversas formas cristalinas de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida descritas anteriormente,
por ejemplo para tratar la pasteurelosis en animales, en particular en animales de produccién y aves de corral. En
algunas realizaciones, la forma (o formas) cristalina de macrolido se utiliza para tratar animales bovinos que tienen
enfermedad respiratoria bovina (ERB) asociada con Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida e Histophilus
somni. En otras realizaciones, la forma (o formas) cristalina de macrélido se utiliza para tratar animales porcinos que
tienen enfermedad respiratoria porcina asociada con Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida y
Bordetella bronchiseptica.

En general, se administra al animal destinatario una cantidad terapéuticamente eficaz del macrélido. Como se utiliza
en la presente patente, la expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” constituye una cantidad que es suficiente para
prevenir, reducir el riesgo de, retrasar el inicio de, mejorar, suprimir o erradicar una infeccién por un patégeno (o
patégenos) que es el objetivo. En general, la cantidad terapéuticamente eficaz se define como la cantidad necesaria
para conseguir una concentracion eficaz para controlar al patdgeno (o patégenos) que es el objetivo en el sitio de
infeccién (o, cuando se utiliza para prevenir, reducir el riesgo de, o retrasar el inicio de, infeccion en el sitio susceptible
de infeccioén). La concentracion en el sitio de infeccién (o en el sitio susceptible de infeccién) preferentemente es al
menos equivalente al nivel de la CIMgo (concentracién inhibidora minima, es decir, la concentracion que inhibe el
crecimiento del 90 % del patégeno que es el objetivo) del macrdlido para el patégeno que es el objetivo. Tal cantidad
puede administrarse al animal destinatario en dos o mas dosis separadas, aunque preferentemente se administra en
una dosis Unica. En la medida en que el macrdlido se administre junto con otro principio activo (o principios activos),
la expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” se dirige a las cantidades totales de macrélido y de otro principio activo
(o principios activos) que juntas sean suficiente para prevenir, reducir el riesgo de, retrasar el inicio de, mejorar,
suprimir o erradicar, una infeccién por un patégeno (o patdégenos) que es el objetivo.

Los factores que afectan el régimen de dosificacion preferente incluyen el tipo (por ejemplo, la especie y raza), la edad,
el peso, el sexo, la dieta, la actividad y el estado del animal destinatario; la gravedad de la patologia; el aparato utilizado
para administrar la composicion; asi como el tipo de administracion utilizado; las consideraciones farmacoldgicas tales
como la actividad, la eficacia, la farmacocinética y los perfiles de toxicologia de la composicion particular administrada;
la existencia de un principio activo (o principios activos) adicional en la composicion y de si la composicion se
administra como parte de una combinaciéon de farmacos y/o una vacuna combinada. Por lo tanto, la dosificacion
realmente empleada puede variar para los pacientes animales especificos y, por lo tanto, puede desviarse de las
dosificaciones tipicas expuestas anteriormente. En general, la determinacion de tales ajustes de la dosificacion
utilizando medios convencionales estd dentro de las habilidades de los técnicos en la materia.

En general, el macrélido puede administrarse una vez a un animal, aunque se contempla que en cambio pueda
administrarse multiples veces.

Para el ganado vacuno la cantidad total de macrolido administrado normalmente es desde aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 40 mg por kg de peso corporal, y mas normalmente desde aproximadamente 1 a aproximadamente
10 mg por kg de peso corporal. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la cantidad administrada al ganado vacuno es
de aproximadamente 4 mg por kg de peso corporal. Aunque el macrélido puede proporcionarse al ganado a cualquier
edad, en algunas realizaciones el macrélido se administra al ganado vacuno que tiene desde aproximadamente 1 mes
hasta aproximadamente 1,5 afios de edad, o desde aproximadamente 6 meses hasta aproximadamente 1 afio. En
algunas realizaciones, el macrélido se administra a terneros destetados que estan entrando en los corrales de engorde
(a menudo aproximadamente a los 6 meses de edad). En aun otras realizaciones, el ganado vacuno son terneros
desde aproximadamente 2 hasta aproximadamente 12 semanas de edad, y el macrolido se administra para la profilaxis
a una dosificacion desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 10 mg por kg de peso corporal o para el
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tratamiento de una infeccion existente a una dosificacion desde aproximadamente 2 hasta aproximadamente 20 mg
por kg de peso corporal.

Para cerdos, la cantidad total de macrdlido administrado normalmente es desde aproximadamente 0,1 hasta
aproximadamente 50 mg por kg de peso corporal y mas normalmente desde aproximadamente 1 hasta
aproximadamente 10 mg por kg de peso corporal. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la cantidad administrada a
los cerdos es de aproximadamente 4 mg por kg de peso corporal. En otras realizaciones, la cantidad administrada a
los cerdos es de aproximadamente 5 mg por kg de peso corporal. Aunque el macrélido puede proporcionarse a los
cerdos a cualquier edad, en algunas realizaciones el macrélido se administra a cerdos de crecimiento-acabado.

El método de administracién puede variarse dependiendo de los animales, pero en el caso de mamiferos grandes
tales como el ganado bovino, los cerdos y los caballos, se administra preferentemente por via oral o parenteral.
“Administracion parenteral” incluye, por ejemplo, inyecciones subcutaneas, inyecciones intravenosas, inyecciones
intramusculares, inyecciones intraesternales, inyecciones submucosales e infusién. En algunas realizaciones, por
ejemplo, el animal destinatario es un animal bovino, y la composicién de macrdlidos se administra por via subcutanea,
tal como en el cuello. En otras realizaciones, por ejemplo, el animal destinatario es un animal porcino, y la composicion
de macrolido se administra por via intramuscular.

La forma (o formas) de macrdlido cristalina puede utilizarse para formar una composicién farmacéutica (o
“medicamento”). Se contempla que tal composicién pueda comprender en su totalidad una o mas de tales formas de
macrolido cristalinas. Normalmente, sin embargo, la composicion comprende también otros ingredientes.

Otros ingredientes en la composicién pueden comprender, por ejemplo, otros principios activos. Como alternativa (o
ademas), tales otros ingredientes pueden comprender uno o mas transportadores, vehiculos y/o adyuvantes
farmacéuticamente aceptables (denominados de forma colectiva como “excipientes”). La seleccion de tales excipientes
dependera de diversos factores, tales como el modo de administracion; el aparato utilizado para administrar la
composicion; las consideraciones farmacolégicas, tal como la actividad, eficacia, farmacocinética y los perfiles de
toxicologia de la composicion particular; la existencia de un principio activo (o principios activos) adicional en la
composicién y si la composicion se administra como parte de una combinaciéon de farmacos y/o una vacuna
combinada.

Las composiciones de macroélido sdélidas puede comprender, por ejemplo, sacaridos tales como lactosa, glucosa y
sacarosa; almidones tales como almidéon de maiz y almidon de patata; derivados de celulosa, tales como
carboximetilcelulosa de sodio, etilcelulosa y acetato de celulosa; etc.

Las composiciones de macrdlido liquidas pueden comprender y pueden estar presentes, por ejemplo, agua, solucion
salina fisioldgica isotdnica, solucion de Ringer, alcohol etilico y/o solucion tamponadora fosfato. Tales composiciones
también pueden comprender aceites, tales como aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodén, aceite de cartamo,
aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soja, y/o alcoholes polihidricos tales como el glicerol, el
propilenglicol, el sorbitol, el manitol, el polietilenglicol y el poli(etilenglicol-2-propilenglicol-2-polietilenglicol). También,
por ejemplo, en algunos casos puede ser conveniente para la composicidon comprender uno o mas conservantes. La
presencia de un conservante puede, por ejemplo, proporcionar el beneficio a las composiciones o disolventes de poder
almacenarse durante periodos prolongados de tiempo, por ejemplo, durante dias, semanas, meses o afios. Cuando
se selecciona un conservante adecuado, los factores a considerar incluyen, por ejemplo, su actividad antimicrobiana;
el intervalo de pH al que tiene la actividad antimicrobiana deseada; la concentracion minima a la que tiene la actividad
antimicrobiana deseada; su solubilidad acuosa y otras caracteristicas fisicas (por ejemplo, el potencial para provocar
espumado); su idoneidad para el uso parenteral; sus posibles interacciones con el principio activo (o principios activos)
(por ejemplo, su efecto sobre la solubilidad de un principio activo); sus interacciones posibles con principios no activos
(por ejemplo, su efecto sobre la estabilidad del disolvente) y cualquiera de las regulaciones oficiales que puedan ser
aplicables en el lugar donde la composicion o disolvente se fabrica, comercializa o utiliza. Los conservantes
contemplados incluyen, por ejemplo, parabenos, propilenglicol, cloruro de benzalconio, feniletanol, clorocresol,
metacresol, etanol, fenoxietanol y alcohol bencilico.

Se puede encontrar una discusion adicional con respecto a los excipientes farmacéuticamente aceptables que puedan
ser adecuados para la composicion de macrolido en, por ejemplo, “Gennaro, Remington: The Science and Practice of
Pharmacy" (202 Edicion, 2000) (incorporada como referencia en la presente patente). Como ejemplificacion, otros
excipientes adecuados puede incluir, por ejemplo, agentes colorantes; agentes saborizantes y agentes espesantes,
tales como povidona, carboximetilcelulosa y/o hidroxipropilmetilcelulosa.

Normalmente, el macrélido ocupa al menos aproximadamente el 0,5 % en peso de la composicion farmacéutica. Por
ejemplo, en algunas realizaciones para su uso en cerdos, las concentraciones adecuadas de macrdlido para la
administracion parenteral pueden ser, por ejemplo, desde aproximadamente 5 a aproximadamente 500 mg/ml, desde
aproximadamente 10 hasta aproximadamente 100 mg/ml o desde aproximadamente 20 hasta aproximadamente
60 mg/ml (por ejemplo, aproximadamente 40 mg/ml). Como ejemplificacion adicional, en algunas realizaciones para
el uso en bovinos, las concentraciones de macrolido adecuadas para la administracion parenteral pueden ser, por
ejemplo, desde aproximadamente 5 mg/ml hasta aproximadamente 2,0 g/ml, desde aproximadamente 10 mg/ml hasta

33



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 805534 T3

aproximadamente 1,0 g/ml, 50 hasta aproximadamente 500 mg/ml o desde aproximadamente 100 hasta
aproximadamente 300 mg/ml (por ejemplo, 180 mg/ml).

Debe reconocerse que la concentracion de macrélido puede variarse dependiendo de la forma de dosificacion.
Cuando, por ejemplo, el macrélido se administra por via parenteral, la concentracion de macrolido preferentemente es
suficiente para proporcionar la cantidad terapéuticamente eficaz deseada del macrdlido en un volumen que sea
aceptable para la administracion parenteral. El volumen maximo aceptable puede variar, dependiendo de, por ejemplo,
el aparato utilizado para la administracion, el tipo de administracion parenteral, el tamafio del animal destinatario y el
deseo subjetivo del usuario.

En algunas realizaciones, la composicidon farmacéutica comprende una composicion liquida formada mediante un
proceso que comprende disolver la forma (o formas) cristalina de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en el
excipiente (o excipientes). En otras realizaciones, la composicion comprende una suspension formada mediante un
proceso que comprende suspender la forma (o formas) cristalina de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en
el excipiente (o excipientes).

Se puede encontrar una discusién adicional con respecto al uso de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida y de
derivados de la misma para tratar enfermedades de animales de produccién y de aves de corral en, por ejemplo, la
patente de Estados Unidos N.° 6.514.946. Como se indica anteriormente, la discusion se incorpora como referencia la
presente patente.

Esta invencion también se dirige a kits que son, por ejemplo, adecuados para uso en la realizacién de los métodos de
tratamiento descritos anteriormente. En algunas realizaciones, el kit comprende una cantidad terapéuticamente eficaz
de al menos una de las formas cristalinas descritas anteriormente de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida (por
ejemplo, una cantidad terapéuticamente eficaz del polimorfo de Forma I), e instrucciones para la combinacién de la
forma cristalina con al menos un excipiente, tal como, por ejemplo, instrucciones para disolucion o suspensién de la
forma cristalina en un excipiente liquido. El kit puede comprender adicionalmente (o como alternativa) componentes
adicionales, tales como, por ejemplo, uno o mas aparatos (por ejemplo, una jeringa) para la administracion de una
composicién que comprende (o se obtiene de) la forma (o formas) cristalina de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-
tilonolida, uno o mas materiales farmacéuticos o bioldgicos adicionales, uno o mas excipientes y/o una o mas
herramientas de diagnostico.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos son meramente ilustrativos de realizaciones de la invencion, y no limitan el resto de esta
divulgacion de ninguna manera.

Ejemplo 1. Preparacion de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida a partir de tilosina A.
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Parte A. Aminacion reductora. Preparacion de 23-O-Micinosil-20-Piperidinil-5-O-Micaminosil-Tilonolida,
Compuesto (2).
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Se cargaron tolueno (19,2 kg), tilosina A (1) (3,68 kg; =80 % tilosina A; 295 % tilosina A, B, C y D), piperidina (0,40 kg)

y acido férmico (0,55 kg) en un reactor. La mezcla se calenté a 70-80 °C, mientras se agitaba. Después, se continud

agitando a esa temperatura durante 1-2 horas mas. La formacion del compuesto (2) de 20-piperidinil-tilosina se

controld por HPLC. Después de que se completara la reaccion (2 % tilosina A (1)), la mezcla de producto se enfrié a
10 temperatura ambiente.

Parte B. Hidrolisis acida de sustituyente de micarosiloxi. Preparacion de 23-O-micinosil-20-piperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida, Compuesto (3).

0 0
Mmoo L owg

Hoo . . HCo ) | ) +
Hyl El . H,C H;C ¥ . Hl .
d - - CH, HBr 3 . ; CIL
HO- ' HO N 3 o1l HO- | ¢ 1o N .
HC-0 o O o o cn. 0Tl ) Le-0 o O 0 | o CH
CHs o~ on P (H,; OH CH; “ o OH ’
CHy CH;
15 @) 3

Se afiadio HBr (48 % de HBr diluido al 24 %) a la mezcla de producto de Parte A mientras se agitaba y se mantenia
la mezcla a menos de 40 °C. Después de esto, las fases en la mezcla de producto se separaron usando un periodo
de separacién de fases de 20 minutos. La mezcla del producto estuvo a 20-25 °C durante esta separacién de fases.

20 La HPLC de la fase inferior se us6 para confirmar la finalizaciéon de la reaccion (£ 2 % de 20-piperidinil-tilosina,
compuesto (2)).

Parte C. Hidrolisis acida de sustituyente de micinosiloxi. Preparacion de 23-Hidroxil-20-Piperidinil-5-O-
Micamosil-Tilonolida (4).

25
o 0
CH; N AL M N
e | e )| HC
H+( 3 ;¢ . HBr : : B CH,
HO— | o “Ho L ONCHy Ho  N-CHs
] f HLC ~ | —OH Y H:C . S —QOH
Leo o O 0 R HOU Q] T N,
o 0 “OH ’ o OH
CH; CHy
3) 4)

Se afadio un veinticuatro por ciento de HBr (18,4 1) a temperatura ambiente a la fase acuosa obtenida de la Parte B,
seguido de calentamiento a 54 + 3 °C en aproximadamente 1 hora mientras se agitaba. La agitacion se continué a
30 estatemperatura durante 2-4 horas mas, mientras la reaccion se supervisaba usando HPLC. Después de la finalizacion
de la reaccion (< 2 % de 23-O-micinosil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida, compuesto (3)), la mezcla se enfrié
a temperatura ambiente usando una camisa de refrigeracion a -10 °C. Después de un periodo de refrigeracion, la
mezcla se extrajo tres veces con diclorometano (9,8 kg cada vez). El producto acuoso se enfrio a 4-8 °C, y después
se afiadié lentamente NaOH 6 N (33,6 kg) para ajustar el pH a 210. La mezcla resultante se extrajo con diclorometano
35 tres veces (con 32,6 kg, 29,3 kg y 24,5 kg) a temperatura ambiente. Las fases organicas combinadas se cargaron en
un reactor separado. Se afadié sulfato sdédico (2,9 kg; Na2S0a4) y se retird por filtracion. Después, se afadio
diclorometano (4,9 kg) y se retiré mediante destilacion. El producto en bruto resultante se disolvid y se recristalizé dos

35



10

15

20

25

30

35

ES 2 805534 T3

veces en terc-butil metil éter (6,1 kg cada vez) a temperatura ambiente. Después, el producto se aislé en un filtro
Nutsch, se lavé dos veces con terc-butil metil éter (1,0 kg cada vez) y se secd en un secador de bandeja al vacio
durante una noche a 40 °C. El producto final se analizé usando HPLC.

Parte D. Yodacién. Preparacion de compuesto activado (5).

(0] CHy
| -~ 4 3 N
L CHy N s | N
. . trifenilfosfina ILC LA HC
BE A N A —CHx piridina ' [(HO & NCTs
[ HO N 3 > OH
H.C | ! __'(')I] —_— . i [)l_;(. o—~
HOT (0 O - T I CH,
I i 3 ) ‘OH '
o Ol i 0 '
CHs ?
“4) (3

Se disolvieron trifenilfosfina (0,9 kg) y piridina (0,3 kg; libre de agua) en diclorometano (11,7 kg) a temperatura
ambiente. Después, se afiadio yodo (0,8 kg). Después, la mezcla resultante se agité hasta que se disolvié todo el
yodo. Después, la mezcla se enfrié a 13 °C. La mezcla enfriada se afiadié al producto de la Parte C en diclorometano
(11,7 kg) mientras se agitaba a 15 £+ 3 °C. La reaccion se controlé por HPLC y se determind que estaba completa en
2-2,5 horas (= 2 % de compuesto de 23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida).

Parte E. Aminacion. Preparacion de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida (6).
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Se afiadieron carbonato potasico (1,8 kg), acetonitrilo (16,7 kg) y piperidina (1,1 kg) al producto de la Parte D.
Después, la mezcla resultante se calentd a 78 °C mientras se retiraba por destilacion diclorometano. Después de un
intercambio de disolvente a acetonitrilo, la mezcla se agité durante 2-2,5 horas a reflujo y después se enfrid a
temperatura ambiente. Después, el carbonato potasico residual se retiré por filtracién, la torta de filtro se lavo con
acetonitrilo (2,8 kg) y el disolvente se retird por destilacion al vacio a una temperatura de camisa de 50 °C. El residuo
resultante se disolvié en acetato de etilo (15,8 kg) y se mezclé con HCI 0,5 N (35,6 kg). Las fases se separaron a
temperatura ambiente y la fase acuosa inferior se extrajo tres veces con acetato de etilo (se usaron 15,8 kg cada vez).
La fase acuosa resultante se ajusté a un pH de 11 mediante la adicién de NaOH 6 N (6,4 kg) y se extrajo tres veces
con diclorometano (18,7 kg cada vez) a temperatura ambiente. Las fases organicas inferiores combinadas se cargaron
de nuevo en el reactor con sulfato sédico (5,3 kg). Después, la mezcla se filtré para formar una torta, que, a su vez,
se lavé con diclorometano (4,9 kg) y se secé al vacio a una temperatura de camisa de 50 °C para formar un producto
de macrolido. Este producto, a su vez, se mezclé con acetonitrilo (21,7 1) y se recristalizd. Los cristales resultantes se
aislaron en un filtro Nutsch, se lavaron dos veces con acetonitrilo frio (3,5 | cada vez) y se secaron al vacio a 40 °C
durante una noche para formar un producto de macrdlido (5). La composicion del producto se confirmé usando HPLC.

Ejemplo 2. Aminacién alternativa. Preparacion de 20,23-Dipiperidinil-5-O-Micaminosil-Tilonolida (2).
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Se afadieron carbonato potasico (0,94 kg), xileno (51) y piperidina (0,55 kg) a 1,0 kg del compuesto activado (1)
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preparado de acuerdo con el procedimiento de la Parte D. Después, la mezcla resultante se calenté a 95-105 °C
durante 15 horas. El tratamiento incluy6 disolver el K2COs en agua; retirar el exceso de piperidina; extraer en HCI
diluido; extraer en terc-butil metil éter a un pH de 11; realizar un cambio de disolvente a etanol; y precipitar, aislar y
secar el producto en bruto. Después el producto se recristalizé en acetato de metilo o acetato de etilo. La composicién
del producto se confirmé usando HPLC.

Ejemplo 3. Preparacion del Polimorfo de Forma | de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

Parte A. Aminacion reductora. Preparacion de 23-O-micinosil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida,
compuesto (2).
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Se cargaron fosfato de tilosina (1) y diclorometano (1,31 por kg de fosfato de tilosina) en un reactor. La mezcla
resultante se agité para producir una solucién transparente. Después, se cargaron secuencialmente en el reactor
piperidina (1,2 equiv., basado en el fosfato de tilosina), acido formico (4,5 equiv., basado en el fosfato de tilosina) y
tolueno (6,7 | por kg de fosfato de tilosina). La mezcla resultante se calent6 a 76 °C mientras se agitaba. Después, se
continud agitando a esa temperatura durante 2,5 horas. Después, se cargé mas cantidad de piperidina (0,1 equiv.,
basado en el fosfato de tilosina) y la mezcla resultante se agité a 76 °C durante una hora mas. La mezcla del producto
se enfrio a 50 °C.

Parte B. Hidrdlisis acida de sustituyente de micarosiloxi. Preparacion de 23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida (4).
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Se afiadié HBr acuoso (23,3 equiv., basado en el fosfato de tilosina usado en la Parte A) a la mezcla de producto de
la Parte A a 50 °C. La mezcla resultante se agité a 56 °C durante 5 horas. Se usé HPLC para supervisar la reaccion.

Una vez se obtuvo la conversidon deseada, la mezcla de producto se enfrié. La fase acuosa se extrajo dos veces con
diclorometano a 25-30 °C. Después, la fase acuosa se enfrié a 0 °C y el pH se ajustdé a 10-10,5 con NaOH a <5 °C.
Después, la fase acuosa se extrajo dos veces con diclorometano a 20 °C. Las fases organicas combinadas resultantes
se extrajeron dos veces con NaHCOs acuoso. Después, el diclorometano se retiré de las fases organicas combinadas
mediante destilacion y se reemplazé por alcohol isopropilico. Después, se afiadié heptano a 45 °C para iniciar la
precipitacion. Después, la mezcla se agité a 0 °C. Después, el producto cristalino se aislo por filtracion. Los cristales
aislados se lavaron con heptano y alcohol isopropilico, se secaron y se analizaron usando HPLC.

El procedimiento anterior produjo 0,23 kg de producto por kilogramo de fosfato tilosina usado en la Parte A. Este
producto puede contener alcohol isopropilico. Para retirar el alcohol isopropilico, el producto puede disolverse en
tolueno y diclorometano, seguido de destilacion.

Parte C. Yodacién. Preparacion del compuesto activado (5).
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Se disolvio trifenilfosfina (0,41 kg por kg de producto de la Parte B) en diclorometano (12 | por kg de trifenilfosfina,
<100 ppm de H20) a 25 °C. Después, se afiadid piridina (0,3 kg por kg de trifenilfosfina). Después, se afiadié yodo
(0,9 kg por kg de ftrifenilfosfina) en 5 porciones a 25 °C. La mezcla resultante se agité durante 40 minutos a 25°C y
después se enfrié a -6 °C. Después, la mezcla se afiadié al producto de la Parte B durante 50 minutos mientras se
agitaba a -6 °C. Después, se continud agitando durante 7 horas mientras se mantenia la mezcla a -5 °C. La reaccion
se controlé por HPLC (si no se alcanza suficiente conversién, la mezcla puede agitarse a -5 °C durante un periodo de
tiempo adicional, por ejemplo, 1,5 horas).

Cuando se alcanzé la conversion deseada, la mezcla de producto se lavé con una solucion acuosa de Na2S0Os a -5 °C.
Después, el diclorometano se retird de la fase organica por destilacién y se reemplazé por tetrahidrofurano.

Parte D. Aminacion. Preparacién de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida (6).
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Se afadio piperidina (0,55 kg por kg de producto de la Parte B) al producto de la Parte C, seguido de carbonato
potasico (0,94 kg por kg de producto de la Parte B). La mezcla resultante se calenté a 55 °C y después se mantuvo a
esa temperatura durante 3 horas mientras se agitaba. Después, la mezcla se calenté a 72 °C durante 1 hora y después
se agitd a esa temperatura durante 6 horas. La composicion del producto se analizé usando HPLC.

Una vez se obtuvo la conversién deseada, la mezcla de producto se enfrio a 20 °C y se afiadié tolueno. La mezcla
resultante se lavd dos veces con agua y la fase organica se extrajo dos veces con HCI acuoso, dando como resultado
una fase acuosa que tenia un pH de <3. Esta mezcla se enfrié a 0-5 °C.

Parte E. Preparaciéon de solvato cristalino S1 de acetato de etilo de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-
tilonolida. La solucion de producto acida preparada de acuerdo con la Parte D se combiné con acetato de etilo (6,7 |
por kg de producto de la Parte B) a 3 °C. El pH de la emulsion resultante se ajustdé a 10,5-11,0 a 3 °C con sosa caustica.
Las fases se separaron a 3 °C. La fase organica se lavé una vez con agua. Después de la separacion de fases, la fase
organica se concentré por destilacién, dando como resultado una soluciéon de acetato de etilo. Tras la siembra,
comenzo la cristalizacion. El producto resultante se retird por filtracion para obtener una torta de filtro del solvato
cristalino de acetato de etilo. La torta de filtro se lavé con heptano a 0 °C. Esto produjo aproximadamente 0,78 kg de
solvato cristalino humedo en bruto por kg de producto de la Parte B usado.

Parte F. Preparacion del Polimorfo de Forma | de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. Una torta de
filtro de solvato cristalina lavada, formada de acuerdo con la Parte E se combiné con heptano (6,1 | por kg de torta
humeda). La suspension resultante se calenté a 72 °C y se sembrd. Después, la suspension se agité a 72 °C y después
a 20 °C. Después, la suspension se filtrd, y los solidos resultantes se lavaron con heptano y se secaron. Esto produjo
aproximadamente 0,53 kg de cristales de la Forma | por kg de producto de la Parte B usado (o 0,68 kg de cristales de
la Forma | por kg de producto de solvato cristalino himedo en bruto de la Parte E usado).

Ejemplo 4. Preparacion del polimorfo de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.
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Parte A. Preparaciéon de compuesto activado. Se preparé 23-Hidroxil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida (50 g)
de acuerdo con los procesos descritos en el Ejemplo 1, Partes A-C, excepto porque el acido usado en las reacciones
de hidrdlisis acida (es decir, Partes B y C) fue HCI en lugar de HBr. La 23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-
tilonolida a 13 °C se cargd en un reactor de agitacion que contenia diclorometano (250 ml a 13 °C). La mezcla
resultante se agitdé durante aproximadamente 5 minutos a 13 °C. En paralelo, se cargd diclorometano (250 ml a
temperatura ambiente) en un reactor separado y se inicié la agitacion. Después, se cargd ftrifenilfosfina (24,6 g a
temperatura ambiente) en el reactor, seguido de piridina (7,8 ml a temperatura ambiente) y después yodo (22,83 g a
temperatura ambiente). Después, la mezcla se agitdé durante 2 minutos a temperatura ambiente y después se combind
con la mezcla de diclorometano que contenia 23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida a 13 °C usando un
embudo de goteo. La mezcla resultante se agitdé durante 130 minutos a 13 °C para formar un producto activado.

Parte B. Preparacion del polimorfo de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

Se afadieron carbonato potasico (51,81 g), después acetonitrilo (600 ml) y finalmente piperidina (37,1 ml) se
anadieron al producto activado de la Parte A a 13 °C. Después, la mezcla resultante se calenté a 78 °C durante 90
minutos y después se agitdé a esa temperatura (reflujo) durante 130 minutos mas. Después, la mezcla se enfrié a 15-
25 °C durante 60 minutos y se interrumpio la agitacion. Después, el carbonato potasico residual se retird por filtracion,
la torta de filtro se lavé con acetonitrilo (100 ml) y el disolvente se retiré por destilacion al vacio a 50 °C durante 60
minutos. El residuo resultante se disolvié en acetato de etilo (500 ml) y se mezclé con HCI 0,5 N (1000 ml). Después
de agitar durante 5 minutos, se detuvo la agitacion y las fases se separaron. La fase acuosa inferior se extrajo tres
veces con acetato de etilo (se usaron 500 ml cada vez). Se inicié la agitacion de la fase acuosa resultante y la
temperatura se redujo a 5-8 °C. Después, el pH se ajusté a un pH de 11 mediante la adicion de NaOH 6 N (150 ml).
Después, la mezcla con el pH ajustado se extrajo tres veces con diclorometano (400 ml cada vez) a temperatura
ambiente. Las fases organicas inferiores combinadas se cargaron de nuevo en el reactor con sulfato sédico (150 g) a
temperatura ambiente. La mezcla resultante se agitd durante 15 minutos y después se filtré para formar una torta, que,
a su vez, se lavo con diclorometano (100 ml). El disolvente se retiré por destilacion y el producto resultante se secé al
vacio a 50 °C durante 60 minutos. Esto produjo 57,5 g de producto de macrélido en bruto.

El producto en bruto se cristalizd en acetonitrilo (90 ml) a 50 °C. Para evitar la formacion de aceite, se afiadieron
cristales de siembra de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida a temperatura ambiente (los cristales de siembra
se obtuvieron anteriormente disolviendo 3 g de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en bruto en 12 ml de
acetonitrilo y recogiendo por filtracion los cristales que se formaron después de 24 horas a temperatura ambiente). El
producto precipité en forma de un solido de color blanquecino durante 5 h a temperatura ambiente y durante una noche
(15 h) a 5 °C. El sélido se separd por filtracion y se lavé dos veces con acetonitrilo frio (2 x 25 ml). El sélido restante
se seco a presion reducida (8 mbar) a 40 °C durante una noche, dando como resultado 18,2 g de 20,23-dipiperidinil-
5-O-micaminosil-tilonolida (contenido: 90 % (p/p) segun se determiné por HPLC). El producto (15 g) se purifico
adicionalmente por recristalizacién en acetonitrilo. Esto dio como resultado 10,7 g de producto (pureza de HPLC a
254 nm: 100 %; contenido: 94 % (p/p) segun se determiné por HPLC).

Ejemplo 5. Recristalizacion del polimorfo de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en
acetonitrilo.

El polimorfo de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida (80 mg) preparado de acuerdo con el
Ejemplo 4 se disolvié en acetonitrilo (2 ml). La solucidn resultante se filtré y se dejo que el acetonitrilo se evaporara a
temperatura ambiente para formar cristales. El espectro de TF-Raman de los cristales de producto fue
aproximadamente idéntico al espectro de los cristales de producto en el Ejemplo 4.

Ejemplo 6. Preparacion de solvato cristalino S1 de acetato de etilo de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-
tilonolida. El polimorfo de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida (312 mg) preparado de acuerdo
con Ejemplo 4 se disolvié en acetato de etilo (0,5 ml). Unos pocos minutos después de la disolucién completa, se
formaron nuevos cristales y, después de unos pocos minutos mas, llenaron la solucién. Se afiadi6 mas cantidad de
acetato de etilo (1 ml) y los cristales se retiraron por filtracién y se secaron a temperatura ambiente y presién
atmosférica.

Ejemplo 7. Preparacion del polimorfo de Forma lll de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. El polimorfo
de Forma lll de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida se preparé secando, al vacio a temperatura ambiente
durante 20 horas, el solvato cristalino S1 de acetato de etilo de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida (50 mg)
preparado de acuerdo con el Ejemplo 6.

Ejemplo 8. Preparacion del solvato cristalino S1 de acetato de etilo de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-
tilonolida. El polimorfo de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida (146,1 mg) preparado de acuerdo
con el Ejemplo 4 se disolvié en acetato de etilo (0,5 ml) con agitacion. Después de que comenzara la cristalizacion,
se anadié heptano (5 ml) mientras se continuaba agitando. El sélido resultante se retird por filtracion después de 3
dias. Todas estas etapas se realizaron a temperatura ambiente. Los cristales resultantes estaban en forma agujas
muy finas. El espectro de TF-Raman de los cristales coincidié con el espectro de TF-Raman de los cristales del
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Ejemplo 6.

Ejemplo 9. Preparacion del solvato cristalino S1 de acetato de etilo de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-
tilonolida. El polimorfo de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida (99,6 mg) preparado de acuerdo
con el Ejemplo 4 se disolvié en acetato de etilo (2 ml). La solucién resultante se filtré y se dejé que se evaporara el
disolvente. Después de la evaporacion de casi todo el disolvente, quedaba un residuo amorfo. Se afiadié de nuevo
acetato de etilo y se dejo evaporar. Se afiadieron unos pocos cristales de siembra preparados en el Ejemplo 6 en
diferentes etapas de evaporacién. Esto produjo cristales en forma de agujas. El espectro de TF-Raman de estos
cristales coincidié con el TF-Raman de los cristales del Ejemplo 6.

Ejemplo 10. Preparaciéon del polimorfo de Forma Illl de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. El
polimorfo de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida se prepar6 secando, al vacio de
aproximadamente 40 a aproximadamente 70 °C durante 3 dias, el solvato cristalino S1 de acetato de etilo de 20,23-
dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida preparado de acuerdo con el Ejemplo 9. El espectro de TF-Raman para estos
cristales coincidié con el espectro de TF-Raman de los cristales del Ejemplo 7.

Ejemplo 11. Preparacion del polimorfo de Forma lll de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. El
polimorfo de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida (150,5 mg) preparado de acuerdo con el
Ejemplo 4 y acetonitrilo (1 ml) se combinaron y se sometieron a un ciclo de temperaturas entre 20 y 40 °C con
intervalos de tiempo de 1 hora para cada etapa de calentamiento/refrigeracién y mantenimiento de temperatura. Este
ciclo se detuvo después de 5 dias. Los cristales resultantes (una forma de agujas finas) se retiraron por filtracién y se
dejaron secar a temperatura ambiente. El espectro de PXRD para estos cristales coincidié con el espectro de PXRD
de los cristales en el Ejemplo 7.

Ejemplo 12. Preparacion del Polimorfo de Forma | de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. El polimorfo
de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida (170,5 mg) preparado de acuerdo con el Ejemplo 4 se
agité a temperatura ambiente durante 4 dias con un disolvente (1 ml) que consistia en heptano y terc-butil metil éter
("tBME") a una proporcion de heptano/tBME de 95:5 (vol/vol). Después, los cristales resultantes se retiraron por
filtracion, se lavaron con mas cantidad de disolvente de heptano/tBME (95:5 vol/vol) y se secaron al vacio.

Ejemplo 13. Preparacion del Polimorfo de Forma | de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. El polimorfo
de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida (147,4 mg) preparado de acuerdo con el Ejemplo 4 se
disolvié en tBME (0,5 ml) con agitacion para formar una solucién transparente. Después, se afiadid heptano,
conduciendo a una ligera precipitacion. Después, los cristales se aislaron después de 3 dias. Todas estas etapas se
realizaron a temperatura ambiente. El espectro de TF-Raman de los cristales resultantes coincidié con el espectro de
TF-Raman de los cristales en el Ejemplo 12.

Ejemplo 14. Preparacion del Polimorfo de Forma | de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. El polimorfo
de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida (164,5 mg) preparado de acuerdo con el Ejemplo 4 se
agité con heptano (1 ml) a temperatura ambiente durante 4 dias. El sélido resultante se retird por filtracion, se lavo con
heptano y se seco al vacio. El producto lavado y seco (90 mg) y en los cristales de polimorfo de Forma Il de 20,23-
dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida (98 mg) se suspendieron en heptano y se agitaron. La temperatura se mantuvo
a 25 °C durante 10 dias, excepto por un breve aumento de temperatura accidental a 60 °C durante la quinta noche. El
espectro de TF-Raman de los cristales resultantes coincidié con el espectro de TF-Raman de los cristales del Ejemplo
12.

Ejemplo 15. Preparacion del Polimorfo de Forma | de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. Los
cristales de polimorfo de Forma lll de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida (171,8 mg) se suspendieron en un
disolvente (1 ml) de heptano y tBME a una proporcion de heptano/tBME de 95:5 (vol/vol). La solucién resultante se
agité a durante 9 dias. El sélido se retird por filtracion y se lavé con heptano (1 ml). Todas estas etapas se realizaron
a temperatura ambiente. El espectro de TF-Raman de los cristales resultante coincidié con el espectro de TF-Raman
de los cristales del Ejemplo 12.

Ejemplo 16. Preparacion del Polimorfo de Forma | de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. Los
cristales de polimorfo de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida (173,4 mg) se suspendieron en un
disolvente (1 ml) de heptano y tBME a una proporcion de heptano/tBME de 95:5 (vol/vol). La solucién resultante se
agité durante 9 dias. El soélido se retird por filtracion y se lavé con heptano (1 ml). Todas estas etapas se realizaron a
temperatura ambiente. Los espectros de TF-Raman de los cristales a los 5 dias y al final de los 9 dias coincidieron
con el espectro de TF-Raman de los cristales del Ejemplo 12.

Ejemplo 17. Preparacion del solvato cristalino S1 de etanol de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.
El polimorfo de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida (150 mg) preparado de acuerdo con el
Ejemplo 4 se disolvié en etanol (1 ml). Después de filtrar, se dejo que se evaporara el etanol a temperatura ambiente.
Se formd un sélido, que se disolvioé una vez de nuevo en etanol (1 ml). Después de filtrar, se dejé que se evaporara el
etanol a temperatura ambiente. Los espectros de PXRD y TF-Raman para los cristales resultantes coincidieron con
los espectros correspondientes para el producto cristalino del Ejemplo 6.
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Ejemplo 18. Preparacion del solvato cristalino S1 de dietil cetona de 20,23- dipiperidinil-5-O-micaminosil-
tilonolida. El polimorfo de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida (206,6 mg) preparado de acuerdo
con el Ejemplo 4 se disolvié en dietil cetona (0,5 ml) y después se dej6 reposar durante una noche. A la manana
siguiente, los cristales se obtuvieron usando filtracion. El espectro de PXRD para los cristales resultantes coincidioé con
el espectro de PXRD para el producto cristalino del Ejemplo 6.

Ejemplo 19. Preparacion del solvato cristalino S2 de tBME de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

El polimorfo de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida (304 mg) preparado de acuerdo con el
Ejemplo 4 se disolvio en terc-butil metil éter (0,5 ml). Durante una noche, se formé un gran cristal en el fondo del
recipiente. Después de rasparlo, todo el volumen de solucién se cargd con cristales en 15 minutos. Se afiadié mas
cantidad de terc-butil metil éter (1 ml). Después, los cristales se retiraron por filtraciéon y se secaron a temperatura
ambiente.

Aunque este procedimiento se repitio con éxito para formar cristales de solvato S2, se formaron lotes adicionales de
cristales de solvato S2 disolviendo una cantidad adicional del polimorfo de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida en terc-butil metil éter, sembrando cristales de S2 del primer lote y retirando el terc-butil metil
éter. En un experimento, el solvato cristalino S2 se preparé disolviendo el polimorfo de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-
5-O-micaminosil-tilonolida (245,7 mg) en terc-butil metil éter (0,5 ml) y evaporando lentamente una porcion del
disolvente a temperatura ambiente. Después de que no se formara ningun cristal, se afiadié mas cantidad de terc-butil
metil éter, seguido de siembra de cristales de solvato S2 del primer lote. Después, se dejé que el disolvente se
evaporara por completo. El espectro de TF-Raman para estos cristales fue aproximadamente idéntico al espectro de
TF-Raman para los cristales del primer lote. En ensayos adicionales, los cristales se secaron al vacio a temperatura
ambiente durante 20 horas y después se secaron de nuevo al vacio durante 24 horas a aproximadamente 70 °C. Los
espectros de TF-Raman de los cristales después de cada etapa de secado coincidieron con el espectro de TF-Raman
del primer lote.

Ejemplo 20. Preparacion del solvato cristalino S3 de tetrahidrofurano de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-
tilonolida. El polimorfo de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida (150 mg) preparado de acuerdo
con el Ejemplo 4 se disolvié en tetrahidrofurano (1,0 ml). La mezcla resultante se filtré y después el disolvente se dejé
evaporar a temperatura ambiente. La cristalizacién sucedié después de que se evaporara una proporcion
relativamente grande del disolvente.

Ejemplo 21. Preparacion del solvato cristalino S4 de acetato de metilo de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-
tilonolida. El polimorfo de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida (204,0 mg) preparado de acuerdo
con el Ejemplo 4 se disolvié en acetato de metilo (0,5 ml). La recristalizacion se inicié durante la disolucién. Después
de 15 minutos, todo el volumen estaba cargado con agujas. El sélido se retird por filtracion. Los cristales finales tenian
una forma prismatica.

Ejemplo 22. Preparacion del solvato cristalino S4 de formiato de etilo de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-
tilonolida. El polimorfo de Forma Il de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida (208,3 mg) preparado de acuerdo
con el Ejemplo 4 se disolvid en formiato de etilo (0,5 ml). El matraz se dej6 abierto durante unos minutos, después de
lo cual se cristalizé lentamente para formar agujas grandes. El sélido se retird por filtracion. Los cristales finales tenian
forma prismatica. El espectro de PXRD para los cristales resultantes coincidié con el espectro de PXRD para el
producto cristalino del Ejemplo 21.

Ejemplo 23. Preparacion del polimorfo de Forma IV de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. Se mezclo
disolvente humedo de solvato cristalino S1 de acetato de etilo de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida (3,4 g,
correspondiente a 2,0 g de producto seco) con 27,7 g de heptano (que se corresponde con una proporcion de 14 g de
disolvente con respecto a 1 g de producto). La mezcla se destilé a 73-95 °C para retirar 8,4 g de disolvente (acetato
de etilo y heptano combinados), que también dio como resultado una disolucién de producto. La solucion se enfrié a
45 °C en 2 horas, lo que condujo a la precipitacion de un poco de sélido pegajoso a 45 °C. La solucién se calenté a
60 °C y se afiadieron cristales de siembra (estos cristales de siembra se prepararon anteriormente mezclando 20,23-
dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en bruto (0,9 g) con heptano (4,5 g), agitando la mezcla a 80 °C durante 8 horas,
agitando la mezcla a 23 °C durante 21 horas y retirando por filtracion los cristales resultantes). La solucion se enfrio a
45 °C, después de lo cual se formé un poco de sdlido. La mezcla se calenté a 80 °C y después se mantuvo a esa
temperatura mientras se agitaba durante 8 horas. Después, la mezcla se enfrié a 22 °C, provocando que se formara
producto en la pared del matraz de reaccion. Este producto se separo.

Las palabras "comprenden", "comprende" y "que comprende" en esta patente (incluyendo las reivindicaciones) deben
interpretarse inclusivamente en lugar de exclusivamente. Esta interpretacién estd destinada a ser igual que la
interpretaciéon que se da a estas palabras en la ley de patentes de Estados Unidos.

La expresion "farmacéuticamente aceptable" se usa adjetivamente en esta patente para decir que el nombre
modificado es adecuado para su uso en un producto farmacéutico. Cuando se usa, por ejemplo, para describir un
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excipiente o una sal, esta caracteriza al excipiente o sal como poseedores de uno o mas beneficios que estan por
encima de cualquier efecto o efectos dafiinos que el excipiente o sal puedan tener para el animal receptor pretendido.

A menos que se caracterice de otro modo por la presente patente, la expresiéon "temperatura ambiente" significa una
temperatura de aproximadamente 20 a aproximadamente 25 °C.

El término "amorfo" segun se aplica a 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en esta patenta se dirige a un
estado de sdlido en el que las moléculas de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida estan presentes en una
disposicion desordenada y no forman ninguna red cristalina o celdilla unidad distinguible. Cuando se somete a
difraccién de rayos X en polvo, la 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida amorfa no produce ninguno de los picos
cristalinos caracteristicos.

La expresion "forma cristalina" segun se aplica a 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en esta patenta se dirige
a una forma de estado sélido en la que las moléculas de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida estan dispuestas
para formar una red cristalina distinguible que: (i) comprende celdillas unidad distinguibles, y (ii) produce picos de
difraccién cuando se somete a radiacion de rayos X de polvo.

El término "cristalizacion" puede referirse a cristalizacion y/o recristalizacion, dependiendo de las circunstancias
aplicables relativas a la preparacion del material de partida de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

La expresion "cristalizacion directa" se dirige a cristalizaciéon de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida
directamente a partir de un disolvente adecuado sin formacién ni desolvatacion de una forma de estado sélido cristalina
solvatada intermedia de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

La expresién "tamafio de particula" se dirige un tamafo de particula, segin se mide por técnicas de medicién de
tamafo de particula convencionales bien conocidas en la técnica, tales como dispersiéon de luz de laser,
fraccionamiento de flujo de campo de sedimentacién, espectroscopia de correlacion de fotones o centrifugacion de
disco. Un ejemplo no limitante de una técnica que puede usarse para medir el tamafio de particula es una técnica de
dispersion liquida que emplea un analizador de tamafio de particulas Sympatec.

El término "HPLC" significa cromatografia liquida de alta presion.

A menos que se caracterice de otro modo por la presente patente, el término "pureza" significa la pureza quimica de
20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida de acuerdo con un ensayo de HPLC convencional.

La expresion "pureza de fase" como se usa en esta patente significa la pureza de estado sélido de 20,23-dipiperidinil-
5-O-micaminosil-tilonolida con respecto a una forma cristalina o amorfa particular de la 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida segun se determina por métodos analiticos de difraccion de polvo de rayos X en esta patente.
La expresion "fase pura" se dirige a pureza con respecto a otras formas de estado solido de 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida, y no implica necesariamente un alto grado de pureza quimica con respecto a otros compuestos.
La expresion "en fase sustancialmente pura” se dirige a al menos aproximadamente un 90 % de pureza (por ejemplo,
al menos aproximadamente un 95 % de pureza) con respecto a otras formas de estado solido de 20,23-dipiperidinil-
5-O-micaminosil-tilonolida.

La presente invencion esta especialmente dirigida a los siguientes aspectos y formas de realizacion:

La presente invencién se dirige en un primer aspecto a una forma cristalina de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-
tilonolido que tiene al menos una de las siguientes caracteristicas:

un espectro FT-Raman que comprende una banda de absorcion a una o mas frecuencias seleccionadas del grupo
que consiste en aproximadamente 2935, aproximadamente 1633, aproximadamente 1596, aproximadamente
1712, aproximadamente 1683 y aproximadamente 781 cm™;

un espectro de difraccion de rayos X en polvo que comprende al menos un pico seleccionado del grupo que
consiste en 5,0 (£ 0,2) y 5,6 (+ 0,2) grados 26;

un espectro infrarrojo de reflexion total atenuada que comprende una banda de absorcién a una o mas frecuencias
seleccionadas del grupo que consiste en aproximadamente 2932, aproximadamente 1711, aproximadamente
1682, aproximadamente 1635, aproximadamente 1599, aproximadamente 1442, aproximadamente 1404,
aproximadamente 1182, aproximadamente 1079, aproximadamente 1053 , aproximadamente 1008,
aproximadamente 985, aproximadamente 842 y aproximadamente 783 cm™'; o

un punto de fusién de aproximadamente 192 a aproximadamente 195 °C.

La presente invencion se dirige en un segundo aspecto a una forma cristalina de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-
tilonolida que tiene al menos una de las siguientes caracteristicas:

un espectro FT-Raman que comprende una banda de absorcion a una o mas frecuencias seleccionadas del grupo
que consiste en aproximadamente 2929, aproximadamente 1625, aproximadamente 1595, aproximadamente 1685
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y 783 cm™;

un espectro de difraccion de rayos X en polvo que comprende un pico a 6,5 (+ 0,2) grados 26; o

un espectro infrarrojo de reflexion total atenuada que comprende una banda de absorcién a una o mas frecuencias
seleccionadas del grupo que consiste en aproximadamente 2935, aproximadamente 1736, aproximadamente
1668, aproximadamente 1587, aproximadamente 1451, aproximadamente 1165, aproximadamente 1080,
aproximadamente 1057, aproximadamente 1042, aproximadamente 1005 , aproximadamente 981,
aproximadamente 838 y aproximadamente 755 cm'.

La presente invencion se dirige en un tercer aspecto a una forma cristalina de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-
tilonolida que tiene al menos una de las siguientes caracteristicas:

un espectro FT-Raman que comprende una banda de absorcion a una o mas frecuencias seleccionadas del grupo
que consiste en aproximadamente 2943, aproximadamente 2917, aproximadamente 1627, aproximadamente
1590, aproximadamente 1733, aproximadamente 1669, aproximadamente 1193, aproximadamente 1094 y
aproximadamente 981 cm™;

un espectro de difraccion de rayos X en polvo que comprende al menos un pico seleccionado del grupo que
consiste en 5.6 (£ 0.2) y 6.1 (+ 0.2) grados 26; o

Un espectro infrarrojo de reflexion total atenuada que comprende una banda de absorcién a una o mas frecuencias
seleccionadas del grupo que consiste en aproximadamente 2931, aproximadamente 1732, aproximadamente
1667, aproximadamente 1590, aproximadamente 1453, aproximadamente 1165, aproximadamente 1081,
aproximadamente 1057, aproximadamente 1046, aproximadamente 1005 , aproximadamente 981,
aproximadamente 834 y aproximadamente 756 cm™'.

La presente invencion se dirige en un cuarto aspecto a una forma cristalina de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-
tilonolida que tiene al menos una de las siguientes caracteristicas:

un espectro infrarrojo de reflexion total atenuada que comprende una banda de absorcién a una o mas frecuencias
seleccionadas del grupo que consiste en aproximadamente 3559, aproximadamente 2933, aproximadamente
1743, aproximadamente 1668, aproximadamente 1584, aproximadamente 1448, aproximadamente 1165,
aproximadamente 1075, aproximadamente 1060, aproximadamente 1045 , aproximadamente 1010,
aproximadamente 985, aproximadamente 839 y aproximadamente 757 cm™'; o

un punto de fusién de aproximadamente 149 a aproximadamente 155 °C.

La presente invencion se dirige en un quinto aspecto a una forma cristalina solvatada de 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida.

Una realizacion de la presente invencion esta dirigida a una forma cristalina solvatada segun el quinto aspecto de la
invencion, en la que la forma cristalina solvatada comprende al menos uno de los siguientes:

una forma cristalina solvatada con acetato de etilo de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida;
una forma cristalina solvatada con etanol de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida;

una forma cristalina solvatada con dietil cetona de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida;

una forma cristalina solvatada con terc-butil metil éter de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida;
una forma cristalina solvatada con tetrahidrofurano de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida;
una forma cristalina solvatada con acetato de metilo de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida; o
una forma cristalina solvatada con formiato de etilo de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

Una realizaciéon de la presente invenciéon se dirige a una composicion que comprende 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida, en la que al menos una cantidad detectable de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en
la composicién consiste en una forma cristalina mencionada en cualquiera de los aspectos primero, segundo, tercero,
cuarto o quinto de la invencién y/o realizaciones de la misma.

Una realizacion de la presente invencion se dirige a una composicion que comprende 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida, en la que al menos el 50 % de la 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en la composicion
consiste de una forma cristalina mencionada en cualquiera de los aspectos primero, segundo, tercero, cuarto o quinto
de la invencién y/o realizaciones de la misma.

Una realizacidon de la presente invenciéon se dirige a una composicion que comprende 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida, en la que la 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en la composicidn es sustancialmente
de fase pura como una forma cristalina mencionada en cualquiera de los aspectos primero, segundo, tercero, cuarto
o quinto de la invencién y/o realizaciones de la misma.

La presente invencion se dirige en un sexto aspecto al uso de una cantidad terapéuticamente efectiva de una

composicion mencionada en cualquiera de los aspectos primero, segundo, tercero, cuarto o quinto de la invencion y/o
realizaciones de la misma para preparar un medicamento para tratar una enfermedad en un animal.
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Una realizacion de la invencion esta dirigida a un uso de acuerdo con el sexto aspecto de la invencién, en el que la
enfermedad se selecciona del grupo que consiste en pasteurelosis, enfermedad respiratoria bovina y enfermedad
respiratoria porcina.

Una realizacién de la invencion esta dirigida a un uso de acuerdo con el sexto aspecto de la invencion y/o realizaciones
de la misma, en la que:

la enfermedad respiratoria bovina esta asociada a al menos uno de Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida
e Histophilus somni; y

la enfermedad respiratoria porcina esta asociada a al menos uno de Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella
multocida y Bordetella bronchiseptica.

La presente invencion se dirige en un séptimo aspecto a una composicién farmacéutica, en la que la composicion
farmacéutica se prepara mediante un proceso que comprende combinar al menos un excipiente con una composicion
mencionada en cualquiera de los aspectos primero, segundo, tercero, cuarto o quinto de la invencion y/o realizaciones
de la misma.

La presente invencién se dirige en un octavo aspecto a una composicion farmacéutica, en la que la composicion
farmacéutica comprende una solucién formada por un proceso que comprende disolver una cantidad terapéuticamente
efectiva de una composicion mencionada en uno de los aspectos primero, segundo, tercero, cuarto o quinto de la
invencion y/o realizaciones de la misma en al menos un excipiente.

La presente invencion se dirige en un noveno aspecto a una composicion farmacéutica, en la que la composicion
farmacéutica comprende una suspension formada por un proceso que comprende suspender una cantidad
terapéuticamente efectiva de una composicién mencionada en uno de los aspectos primero, segundo, tercero, cuarto
0 quinto aspecto de la invencion y/o realizaciones de la misma en al menos un excipiente.

Todas las referencias citadas en esta patente se incorporan por referencia en esta patente.

La descripcién detallada anterior de las realizaciones preferidas esta destinada unicamente a familiarizar a otros
expertos en la materia con la invencion, sus principios y su aplicacion practica para que otros expertos en la materia
puedan adaptar y aplicar la invencién en sus numerosas formas, ya que pueden adaptarse mejor a los requisitos de
un uso particular. Esta invencion, por lo tanto, no esta limitada a las realizaciones anteriores, y puede modificarse de
diversas maneras dentro del alcance reivindicado.
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REIVINDICACIONES

1. Una forma cristalina de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida que tiene al menos una de las siguientes
caracteristicas:

un espectro FT-Raman que comprende una banda de absorcion a una o mas frecuencias seleccionadas del grupo
que consiste en aproximadamente 2943, aproximadamente 2917, aproximadamente 1627, aproximadamente
1590, aproximadamente 1733, aproximadamente 1669, aproximadamente 1193, aproximadamente 1094 y
aproximadamente 981 cm™;

un espectro de difraccion de rayos X en polvo que comprende al menos un pico seleccionado del grupo que
consiste en 5,6 (+ 0,2) y 6,1 (x 0,2) grados 26; o

un espectro infrarrojo de reflexion total atenuada que comprende una banda de absorcién a una o mas frecuencias
seleccionadas del grupo que consiste en aproximadamente 2931, aproximadamente 1732, aproximadamente
1667, aproximadamente 1590, aproximadamente 1453, aproximadamente 1165, aproximadamente 1081,
aproximadamente 1057, aproximadamente 1046, aproximadamente 1005, aproximadamente 981,
aproximadamente 834 y aproximadamente 756 cm'.

2. Una forma cristalina de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida que tiene al menos una de las siguientes
caracteristicas:

un espectro infrarrojo de reflexion total atenuada que comprende una banda de absorcién a una o mas frecuencias
seleccionadas del grupo que consiste en aproximadamente 3559, aproximadamente 2933, aproximadamente
1743, aproximadamente 1668, aproximadamente 1584, aproximadamente 1448, aproximadamente 1165,
aproximadamente 1075, aproximadamente 1060, aproximadamente 1045 , aproximadamente 1010,
aproximadamente 985, aproximadamente 839 y aproximadamente 757 cm™; o un punto de fusion de
aproximadamente 149 a aproximadamente 155 °C.

3. Una forma cristalina solvatada de la 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida cristalina de la reivindicacién 1 o
la reivindicacion 2.

4. Una forma cristalina solvatada de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que la forma cristalina solvatada comprende
al menos uno de los siguientes:

una forma cristalina solvatada con acetato de etilo de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida;
una forma cristalina solvatada con etanol de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida;

una forma cristalina solvatada con dietil cetona de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida;

una forma cristalina solvatada con terc-butil metil éter de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida;
una forma cristalina solvatada con tetrahidrofurano de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida;
una forma cristalina solvatada con acetato de metilo de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida; o
una forma cristalina solvatada con formiato de etilo de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

5. Una composicion que comprende 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida, en la que al menos una cantidad
detectable de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en la composicién consiste en una forma cristalina descrita
en cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 y 4.

6. Una composicion que comprende 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida, en la que al menos el 50 % de
20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida en la composicion consiste en una forma cristalina descrita en una
cualquiera de las reivindicaciones 1, 2y 4.

7. Una composicion que comprende 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida, en la que la 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida en la composiciéon es sustancialmente de fase pura como una forma cristalina descrita en
cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 y 4.

8. Una cantidad terapéuticamente efectiva de una composicion mencionada en cualquiera de las reivindicaciones 5 a
7 para su uso como medicamento para tratar una enfermedad en un animal.

9. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 8, en donde la enfermedad se selecciona del grupo
que consiste en pasteurelosis, enfermedad respiratoria bovina y enfermedad respiratoria porcina.

10. Una composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 9, en donde:
la enfermedad respiratoria bovina esta asociada a al menos uno de Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida
e Histophilus somni; y

la enfermedad respiratoria porcina esta asociada a al menos uno de Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella
multocida y Bordetella bronchiseptica.
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11. Proceso para la preparacion de una composicion farmacéutica que comprende combinar al menos un excipiente
con una composicion mencionada en una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7.

12. Una composicion farmacéutica, en donde la composicidon farmacéutica comprende una suspension formada por
un proceso que comprende suspender una cantidad terapéuticamente efectiva de una composicion descrita en una
cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7 en al menos un excipiente.
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