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DESCRIPCION

Campo técnico

Esta invencion se refiere a nuevas formas cristalinas de un antibiético de
antraciclina, particularmente daunomicina (también conocida como daunorubicina), y a
un procedimiento para producir las mismas.

Antecedentes de la técnica

Se sabe que la daunomicina (también conocida como daunorubicina; en lo
sucesivo abreviada como DM), que es un antibiético de antraciclina representado por

la siguiente férmula (1)

(Y

HsC

NH,-HC1
HO
se obtiene a partir de un medio de cultivo de un actinomiceto, y tiene un amplio
espectro anticanceroso contra tumores animales experimentales. De hecho, la DM
estd siendo ampliamente usada como agente quimioterapéutico para el cancer en
aplicaciones clinicas.

Sin embargo, la forma mayoritaria de DM (hidrocloruro de DM) disponible en la
actualidad es un polvo amorfo o un sdlido que esta clasificado provisionalmente como
cristalino pero tiene una alta higroscopicidad y una escasa estabilidad. Desde el punto
de vista de la preparacion de DM en medicinas, las propiedades fisicas y quimicas, no
s6lo de su polvo mayoritario final sino también de sus productos intermedios, tienen
una gran significacion. Por ejemplo, la escasa estabilidad quimica requiere una gran
precaucion en el almacenamiento, y la alta higroscopicidad hace que su manejo sea
dificil. Ademas, en consideraciéon a su uso como farmaco, cualquier disolvente residual
puede constituir un inconveniente fatal.

Entre la técnica anterior, la patente europea EP 0 306 541 describe un
procedimiento mejorado para la purificacién de hidrocloruro de daunorubicina a partir
de caldo de fermentacion, caracterizado por el uso de una columna de silice y una

mezcla de cloroformo y metanol que contiene acido férmico.
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Ademas, la patente britanica GB 1 003 383 describe un laborioso procedil’
miento para la purificacion de daunorubicina a partir de caldo de cultivo que incluye
mezclar con un material absorbente, suspender en acetona, filtrar, seguido de varias
etapas de extraccién-concentracion y recristalizacion.

La patente de EE.UU. 4.861.870 describe un procedimiento para purificar un
glicésido de antraciclinona mediante la adsorcion selectiva de una disolucién acuosa
ligeramente acida de un glicésido impuro sobre al menos una resina y la posterior
desabsorcion del glicésido purificado por elucién con agua acida o una mezcla de
agua y un disolvente polar.

Por consiguiente, un objeto de la presente invencién es proporcionar un
producto solido de hidrocloruro de DM que tenga una excelente estabilidad quimica v,
preferiblemente, que tenga ademdas una baja higroscopicidad y un contenido de
disolvente residual permisible.

Descripcion de lainvencion

Los presentes inventores hicieron repetidas investigaciones con la idea de
solucionar los problemas descritos anteriormente, y han encontrado ahora que la
cristalizacion de hidrocloruro de DM usando un cierto sistema disolvente produce una
forma cristalina especifica de hidrocloruro de DM que tiene una excelente estabilidad
quimica y, en algunos casos, esta forma cristalina también tiene una baja higroscopi-
cidad y puede solucionar el problema con el disolvente residual.

Por tanto, segun la presente invencion, se proporciona una forma cristalina de
hidrocloruro de DM que tiene al menos valores 20 caracteristicos (en grados) de 6,18,
7,88, 9,82, 11,60, 13,30, 15,80, 20,88 y 23,12 medidos por el método de difraccién de
rayos X en polvo.

Segun la presente invencion, también se proporciona un procedimiento para
producir la forma cristalina mencionada anteriormente de hidrocloruro de DM a partir
de una disolucion que contiene hidrocloruro de DM, comprendiendo el procedimiento
las etapas de preparar la disolucién mencionada anteriormente a partir de un polvo de
hidrocloruro de daunomicina que tiene una pureza relativa mayor que 90% usando un
sistema disolvente compuesto de un mal disolvente para el antibidtico y un buen
disolvente que es miscible con el mal disolvente y capaz de disolver el antibiético; y
someter la disolucion asi preparada a un tratamiento de cristalizacion, en donde el mal
disolvente contiene al menos 1-butanol y en donde el buen disolvente se selecciona

entre agua, metanol, etanol y mezclas de dos o mas de ellos.
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Breve descripcion del dibujo

La FIG. 1 es un grafico que muestra los resultados del analisis por difraccion de
rayos X en polvo de polvos de hidrocloruro de DM y diversas formas cristalinas de
hidrocloruro de DM. En este grafico, b) muestra el resultado del analisis por difraccion
de rayos X en polvo de una forma cristalina de hidrocloruro de DM de acuerdo con la
presente invencion; a), d), e) y f) muestran los resultados del analisis por difraccién de
rayos X en polvo de polvos de hidrocloruro de DM amorfos (polvos comparativos); y c),
g) y h) muestran los resultados del analisis por difraccién de rayos X en polvo de
formas sélidas de hidrocloruro de DM que se consideran cristalinas pero no muestran
las propiedades de la forma cristalina de acuerdo con la presente invencion (formas
cristalinas comparativas).

Descripcion especificade lainvencion

Especificamente, la forma cristalina de hidrocloruro de DM de acuerdo con la
presente invencion se caracteriza por tener al menos valores 28 caracteristicos (en
grados) de 6,18, 7,88, 9,82, 11,60, 13,30, 15,80, 20,88 y 23,12 medidos por el método
de difraccion de rayos X en polvo (el método de Debye-Scherrer) [véase b) en la FIG.
1]. El término “forma cristalina”, tal como se emplea en la presente memoria, significa
un unico cristal 0 una masa de tales cristales, y los resultados mencionados anterior-
mente de analisis por difraccion de rayos X en polvo son los obtenidos de tales masas.

La forma cristalina de acuerdo con la presente invencion se distingue
claramente de los polvos amorfos [que corresponden a los mostrados como a), d), e) y
f) en la FIG.1] y de las formas sdlidas consideradas provisionalmente como cristalinas
[que corresponden a las mostradas como c), g) y h) en la FIG. 1]. Ademas, como se
describira mas tarde, la forma cristalina b) tiene unas propiedades excelentes desde
los puntos de vista de la higroscopicidad, el disolvente residual y la estabilidad
quimica.

De manera general, y no a modo de limitacion, el procedimiento para producir
la forma cristalina de acuerdo con la presente invencion mencionada anteriormente
comprende las etapas de preparar una disolucion disolviendo un polvo de hidrocloruro
de daunomicina que tiene una pureza relativa mayor que 90% en un disolvente capaz
de disolver la DM; y cristalizar la DM afiadiendo a la disoluciéon un disolvente que es
miscible con el disolvente mencionado anteriormente pero es un mal disolvente para la
DM.

Es importante usar un disolvente que contenga al menos 1-butanol como el mal

disolvente mencionado anteriormente. Los ejemplos tipicos de tales disolventes
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incluyen 1-butanol solo y mezclas de disolventes compuestas de 1-butanol y otros
disolventes organicos (p.ej., acetona, hexano y éter diisopropilico). Por otra parte,
como el disolvente capaz de disolver la DM, se puede usar cualquier disolvente que
pueda disolver la DM, sea miscible con el mal disolvente mencionado anteriormente, y
sea adecuado por ello para el fin de la presente invencion. Los ejemplos tipicos de
tales disolventes incluyen, pero no se limitan a, agua, metanol, etanol y mezclas de
dos o mas de ellos.

De acuerdo con una realizacién preferida, el procedimiento de produccion de la
presente invenciéon comprende las etapas de preparar una disolucién disolviendo un
polvo de hidrocloruro de DM que tiene una pureza relativa mayor que 90% en metanol
(por ejemplo, usando el polvo de hidrocloruro de DM y metanol en una relaciéon de
pesos de 1:5 a 1:20); y cristalizar la DM afiadiendo 1-butanol o una mezcla de 107
butanol y acetona, hexano o éter diisopropilico (por ejemplo, que contiene hasta 60%
de acetona, hexano o éter diisopropilico) a la disolucién mencionada anteriormente en
una cantidad de aproximadamente 1 a 20 partes en volumen en base al metanol.

Cuando la expresion “1-butanol/acetona”, por ejemplo, se usa en relacion con
la presente invencion, significa el uso combinado de 1-butanol y acetona. Por tanto,
segun la presente invencion, el disolvente usado para disolver un polvo de hidrocloruro
de DM puede comprender no solamente metanol solo, sino también una mezcla de
metanol y 1-butanol o una mezcla de metanol, 1-butanol y acetona, hexano o éter
diisopropilico, a condicion de que la mezcla pueda disolver el polvo de hidrocloruro de
DM. Después, como disolvente para fines de cristalizacion, se afiade 1-butanol o una
mezcla de 1-butanol y acetona, hexano o éter diisopropilico a la disolucién de
hidrocloruro de DM asi obtenida, para que se forme un hidrocloruro de DM cristalino.
Esta etapa de cristalizacién se puede llevar a cabo dejando que la disolucién, después
de la adicién del disolvente mencionado anteriormente para fines de cristalizacion,
repose a una temperatura de aproximadamente 5 a 35°C, y preferiblemente a
temperatura ambiente (18 a 27°C), opcionalmente con enfriamiento (hasta aproximal’
damente 5°C) y opcionalmente con agitacion suave. El hidrocloruro de DM cristalino
asi precipitado puede ser recogido mediante una técnica conocida per se tal como
filtracion o centrifugacion.

El hidrocloruro de DM se puede obtener como un producto comercial, o se
puede preparar segun el procedimiento descrito en la patente japonesa publicada N°
21394/°84 (correspondiente a la patente de EE.UU. N° 4.592.999). Como material de

partida para el uso en el procedimiento de la presente invencion, se puede usar el
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hidrocloruro de DM que haya sido obtenido por cualquier método, a condicién de que
sea adecuado para el fin de la presente invencion. Sin embargo, generalmente es
favorable usar un hidrocloruro de DM que tenga una pureza no menor que 90% y
preferiblemente no menor que 95%.

La presente invencion se explica de manera mas especifica con referencia a
los siguientes ejemplos. Sin embargo, no se pretende limitar la presente invencion a
ninguno de estos ejemplos.

Ejemplo 1 (ejemplo comparativo)

Se disolvieron 2 g de hidrocloruro de DM en 20 ml de metanol. A temperatura
ambiente, se afadieron 200 ml de acetona a la disolucién, dando como resultado la
formacion de un precipitado. Este precipitado se recogio por filtracion y se seco (a
presion reducida a 60°C durante 16 horas) para obtener 1,2 g de un polvo rojizo-
marron. El resultado de la medicion de este polvo segun el método de difraccion de
rayos X en polvo se muestra como a) en la FIG. 1. Las condiciones de medida incluyel’
ron un angulo de paso de 0,02°, un tiempo de recuento de 1,0 segundos, un voltaje de
tubo de 40,0 kV, y una corriente de tubo de 20,0 mA (se aplicara lo mismo en lo
sucesivo).

Ejemplo 2 (la presente invencion)

Se disolvieron 2 g de hidrocloruro de DM en 20 ml de metanol. A temperatura
ambiente, se afiadieron 200 ml de 1-butanol a la disolucién, dando como resultado la
formacion de un precipitado. Este precipitado se recogio por filtracion y se seco (a
presion reducida a 60°C durante 16 horas) para obtener 1,4 g de un polvo cristalino
rojizo-marrén. El resultado de la medicién de este polvo segun el método de difraccion
de rayos X en polvo se muestra como b) en la FIG. 1.

Ejemplo 3 (ejemplo comparativo)

Se disolvieron 2 g de hidrocloruro de DM en 20 ml de metanol. A temperatura
ambiente, se anadieron 200 ml de etanol a la disolucién, dando como resultado la
formacion de un precipitado. Este precipitado se recogio por filtracién y se secé (a
presion reducida a 60°C durante 16 horas) para obtener 0,9 g de un polvo cristalino
rojizo-marrén. El resultado de la medicidon de este polvo segun el método de difraccion

de rayos X en polvo se muestra como c) en la FIG. 1.
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Ejemplo 4 (ejemplo comparativo)

Se disolvieron 2 g de hidrocloruro de DM en 20 ml de metanol. A temperatura
ambiente, se anadieron 200 ml de éter dietilico a la disolucidén, dando como resultado
la formacion de un precipitado. Este precipitado se recogié por filtracion y se secé (a
presion reducida a 60°C durante 16 horas) para obtener 1,5 g de un polvo rojizo-
marron. El resultado de la medicion de este polvo segun el método de difraccion de
rayos X en polvo se muestra como d) en la FIG. 1.

Ejemplo 5 (ejemplo comparativo)

Se disolvieron 2 g de hidrocloruro de GM en 20 ml de metanol. A temperatura
ambiente, se afiadieron 200 ml de 1-propanol a la disolucién, dando como resultado la
formacion de un precipitado. Este precipitado se recogio por filtracion y se secé (a
presion reducida a 60°C durante 16 horas) para obtener 0,9 g de un polvo rojizo-
marron. El resultado de la medicion de este polvo segun el método de difraccion de
rayos X en polvo se muestra como e) en la FIG. 1.

Ejemplo 6 (ejemplo comparativo)

Se disolvieron 2 g de hidrocloruro de DM en 20 ml de metanol. A temperatura
ambiente, se afiadieron 200 ml de 2-propanol a la disolucién, dando como resultado la
formacion de un precipitado. Este precipitado se recogio por filtracién y se secé (a
presioén reducida a 60°C durante 16 horas) para obtener 1,3 g de un polvo rojizo-
marron. El resultado de la medicion de este polvo segun el método de difraccion de
rayos X en polvo se muestra como f) en la FIG. 1.

Ejemplo 7 (ejemplo comparativo)

Se disolvieron 2 g de hidrocloruro de DM en 20 ml de metanol. A temperatura
ambiente, se anadieron 200 ml de n-hexano a la disolucion, dando como resultado la
formacion de un precipitado. Este precipitado se recogié por filtracion y se seco (a
presion reducida a 60°C durante 16 horas) para obtener 1,3 g de un polvo cristalino
rojizo-marrén. El resultado de la medicion de este polvo segun el método de difraccion
de rayos X en polvo se muestra como g) en la FIG. 1.

Ejemplo 8 (ejemplo comparativo)

Se disolvieron 2 g de hidrocloruro de DM en 20 ml de metanol. A temperatura
ambiente, se afadieron 200 ml de éter isopropilico a la disolucién, dando como
resultado la formacién de un precipitado. Este precipitado se recogio por filtracion y se
secO (a presion reducida a 60°C durante 16 horas) para obtener 1,6 g de un polvo
cristalino rojizo-marron. El resultado de la medicién de este polvo segun el método de

difraccién de rayos X en polvo se muestra como h) en la FIG. 1.
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Ejemplo 9 (la presente invencion)

Se disolvieron 0,5 g de hidrocloruro de DM en 5 ml de metanol. A temperatura
ambiente, se afadieron 50 ml de una mezcla (2:3) de 1-butanol y acetona a la
disolucién, dando como resultado la formacién de un precipitado. Este precipitado se
recogi6é por filtracion y se secéd (a presion reducida a 60°C durante 16 horas) para
obtener 0,28 g de un polvo cristalino rojizo-marrén. El resultado de la medicion de este
polvo segun el método de difraccién de rayos X en polvo mostré el mismo patréon que
el de b)enla FIG. 1.

Ejemplo 10 (la presente invencién)

Se disolvieron 0,5 g de hidrocloruro de DM en 5 ml de metanol. A temperatura
ambiente, se anadieron 50 ml de una mezcla (3:2) de 1-butanol y hexano a la
disolucion, dando como resultado la formacion de un precipitado. Este precipitado se
recogié por filtracion y se secd (a presion reducida a 60°C durante 16 horas) para
obtener 0,38 g de un polvo cristalino rojizo-marrén. El resultado de la medicién de este
polvo segun el método de difraccién de rayos X en polvo mostré el mismo patréon que
el de b) enla FIG. 1.

Ejemplo 11 (la presente invencion)

Se disolvieron 0,5 g de hidrocloruro de DM en 5 ml de metanol. A temperatura
ambiente, se afiadieron 50 ml de una mezcla (3:2) de 1-butanol y éter diisopropilico a
la disolucion, dando como resultado la formacion de un precipitado. Este precipitado
se recogio por filtraciéon y se secé (a presion reducida a 60°C durante 16 horas) para
obtener 0,38 g de un polvo cristalino rojizo-marrén. El resultado de la medicion de este
polvo segun el método de difraccion de rayos X en polvo mostré el mismo patron que
elde b)enla FIG. 1.

Ejemplo 12 (ensayos de higroscopicidad)

Se almacenaron muestras de los polvos (o polvos cristalinos) obtenidos en los
Ejemplos 1-8 a 30°C y a humedades relativas que oscilaron de 32 a 91%. Se midieron
sus contenidos de humedad hasta que se alcanzé un estado estable. Las humedades
relativas criticas calculadas a partir de los aumentos o disminuciones en el contenido

de humedad se muestran en la Tabla 1 a continuacion.

Tabla 1
Polvo Ej.1 Ej.2 E.3 £Ej.4 E.5 E.6 E.7 E.8
Humedad relativa
critica (%) 34 73 41 28 29 29 41 53
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Se puede ver, a partir de los resultados descritos anteriormente, que el
hidrocloruro de DM cristalino obtenido en el Ejemplo 2 (la presente invencion) tiene
una higroscopicidad muy baja.

Ejemplo 13 (ensayos de estabilidad quimica)

Cada una de las mismas muestras usadas en el Ejemplo 12 se puso en un
recipiente sellado herméticamente y se almacend a 60°C durante 1 mes. Después, la
muestra se analizé por HPLC para determinar el contenido de DM en la muestra. Los

resultados asi obtenidos se muestran en la Tabla 2 a continuacion.

Tabla 2
Polvo Ej1 E.2 E.3 £Ej.4 E.5 E.6 E.7 E.8
Cantidad de DM
remanente (%) 91,4 100 971 904 975 942 972 96,5

Se puede ver, a partir de los resultados descritos anteriormente, que el polvo
cristalino del Ejemplo 2 tiene una excelente estabilidad quimica.

(Condiciones para el analisis por HPLC)

Columna: YMC A-312 (ODS) (fabricada por YMC Co., Ltd.).

Fase movil: Acetonitrilo-agua (38:62) (ajustada a pH 2,2 con acido fosférico).

Velocidad de flujo: Aproximadamente 1,5 ml/min.

Deteccién: 254 nm.
Ejemplo 14 (contenido de disolvente residual)

Cada una de las mismas muestras usadas en el Ejemplo 12 se analizé por
cromatografia de gases (GC) para determinar su contenido de disolvente residual. Los

resultados asi obtenidos se muestran en la Tabla 3 a continuacion.

Tabla 3
Forma cristalina
Polvo Ej1 Ej.2 E.3 £Ej.4 E.5 E.6 E.7 E.8
Contenido de disol-
vente residual (%) 0,14 040 003 050 0,9 0,18 0,05 0,95

Se puede ver, a partir de los resultados descritos anteriormente, que el
contenido de disolvente residual del polvo cristalino del Ejemplo 2 esta dentro de un

limite aceptable.
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(Condiciones de operacion para el analisis por GC)

Detector: Detector de ionizacién de llama.

Columna: Shimadzu CBP 10-S25-050.

Temperatura de la columna: Puesta en funcionamiento a 40°C durante 5
minutos, y elevada después a 80°C en 5 minutos y mantenida a esa temperatura.

Temperatura de la camara de vaporizacion: Una temperatura constante de
alrededor de 200°.

Gas portador: Helio.

Caudal: un caudal constante en el cual el tiempo de retenciéon de una sustancia
patrén interno (dioxano) es aproximadamente 6 minutos.

Capacidad de explotacién en la industria

La presente invencion proporciona formas cristalinas de hidrocloruro de DM
que muestran una reduccion en la higroscopicidad y en el contenido de disolvente
residual y una mejora en la estabilidad quimica, asi como un procedimiento que puede
producirlas facilmente. Por consiguiente, la presente invencion se puede utilizar, por
ejemplo, en el campo de la fabricacidon de medicinas y materiales masivos para

medicinas.

10
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REIVINDICACIONES
Una forma cristalina de un antibiético de antraciclina representado por la siguiente
férmula (1) y que tiene al menos valores 26 caracteristicos (en grados) de 6,18,
7,88, 9,82, 11,60, 13,30, 15,80, 20,88 y 23,12 medidos por el método de difraccion

de rayos X en polvo.

Y

NH-HC1
0

Un procedimiento para producir una forma cristalina de un antibidtico de
antraciclina representado por la siguiente férmula (1) y que tiene al menos valores
20 caracteristicos (en grados) de 6,18, 7,88, 9,82, 11,60, 13,30, 15,80, 20,88 y

23,12 medidos por el método de difraccion de rayos X en polvo,

Y

NH-HC1
0

a partir de una disolucion que contiene el antibidtico, comprendiendo el
procedimiento las etapas de preparar dicha disolucion a partir de un polvo de
hidrocloruro de daunomicina que tiene una pureza relativa mayor que 90% usando
un sistema disolvente compuesto de un mal disolvente para el antibiético y un buen
disolvente que es miscible con el mal disolvente y capaz de disolver el antibiético; y
someter la disolucion asi preparada a un tratamiento de cristalizacion, en donde el
mal disolvente contiene al menos 1-butanol y en donde el buen disolvente se

selecciona entre agua, metanol, etanol y mezclas de dos o mas de ellos.

11
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3. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 2, en el que el mal disolvente se
selecciona del grupo que consiste en 1-butanol, 1-butanol/acetona, 1-butanol/

hexano y 1-butanol/éter diisopropilico.

4. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, que comprende las etapas de

disolver 1 parte en peso del antibiético de férmula (I) en 5 a 20 partes en peso de
metanol, afiadir 1-butanol o una mezcla de disolventes que comprende 10
butanol/acetona, 1-butanol/hexano o 1-butanol/éter diisopropilico (en donde la
acetona, el hexano o el éter diisopropilico pueden comprender hasta 60% en
volumen de la mezcla de disolventes) a la disolucién resultante en una cantidad de
1 a 20 partes en volumen en base al volumen de metanol, y cristalizar el antibiético

a una temperatura en el intervalo de 5 a 35°C.

12
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