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DESCRIPCIÓN 

Formas sólidas cristalinas de tigeciclina y procedimientos de preparación de las mismas  

La presente invención se refiere a una forma sólida cristalina de tigeciclina, composiciones de la misma, y 
procedimientos para su preparación. 

La tigeciclina es un antibiótico de la familia de las tetraciclinas y un análogo químico de la minociclina. La síntesis de 5 
la tigeciclina y su aislamiento en forma de un polvo se desvela en la patente de Estados Unidos número 5.675.030. 
Se ha usado como un tratamiento frente a bacterias resistentes a fármacos, y se ha mostrado que funciona cuando 
otros antibióticos han fallado. Por ejemplo, es activa frente a Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, 
Streptococcus pneumoniae resistente a la penicilina, enterococos resistentes a la vancomicina (D.J. Beidenbach y 
col., Diagnostic Microbiology and Infectious Disease 40: 173-177 (2001); H.W. Boucher y col., Antimicrobial Agents & 10 
Chemotherapy 44: 2225-2229 (2000); P.A. Bradford Clin. Microbiol. Newslett. 26: 163-168 (2004); D. Milatovic y col., 
Antimicrob. Agents Chemother. 47: 400-404 (2003); R. Patel y col., Diagnostic Microbiology and Infectious Disease 
38: 177-179 (2000); P.J. Petersen y col., Antimicrob. Agents Chemother. 46: 2595-2601 (2002); y P.J. Petersen y 
col., Antimicrob. Agents Chemother. 43: 738-744(1999)), y organismos portadores de cualquiera de las dos formas 
principales de resistencia a tetraciclinas: proyección de flujo de salida y ribosómico (C. Betriu y col., Antimicrob. 15 
Agents Chemother. 48: 323-325 (2004); T. Hirata y col. Antimicrob. Agents Chemother. 48: 2179-2184 (2004); y P.J. 
Petersen y col., Antimicrob. Agents Chemother. 43: 738-744 (1999)). 

La tigeciclina se ha administrado históricamente por vía intravenosa, ya que generalmente ha presentado escasa 
biodisponibilidad cuando se administra por vía oral. La solución intravenosa se puede preparar por reconstitución de 
un polvo amorfo con agua estéril, inyección de Cloruro Sódico al 0,9%, USP, o inyección de Dextrosa al 5%, USP. 20 
La tigeciclina se proporciona típicamente en el polvo amorfo mediante liofilización sin excipientes para fines de 
esterilización. Debido a la tendencia de la tigeciclina a degradarse, sin embargo, estos polvos se preparan y se 
procesan en condiciones de poco oxígeno y baja temperatura. Este procesamiento es caro, ya que necesita equipos 
y manipulación especial. Además, los materiales amorfos por lo general son menos estables que las formas 
cristalinas del mismo compuesto. (Polymorphism in Pharmaceutical Solids, H. G. Brittain (ed.), 1999, página 208). 25 
Sería ventajoso, por lo tanto, si alguien fuera capaz de usar y fabricar formas sólidas cristalinas de tigeciclina sin 
necesidad de sistemas de manipulación especiales.  

Los compuestos cristalinos son sólidos con matrices ordenadas de las moléculas, mientras que los compuestos 
amorfos se componen de moléculas desordenadas. Estas matrices también se denominan redes cristalinas y están 
compuestas por segmentos de repetición estructural denominados celdas unitarias. Cuando la misma molécula, 30 
como por ejemplo una molécula orgánica, se puede ordenar a sí misma en un sólido en más de una forma, esa 
molécula presenta lo que se denomina polimorfismo. Por ejemplo, el elemento carbono presenta polimorfismo (en 
los elementos se denomina alotropismo). El carbono sólido existe en tres formas cristalinas sólidas conocidas: 
grafito, diamante, y fullerenos. Aunque cada forma sólida cristalina es carbono, cada uno tiene diferentes 
propiedades ya que la estructura en el estado sólido de cada forma es diferente. Por ejemplo, mientras que el 35 
diamante es una de las sustancias más duras conocidas, el grafito es extremadamente blando. También se conoce 
que muchos compuestos orgánicos son polimórficos ya que sus estructuras difieren en la forma en la que se 
compactan entre sí para formar sólidos cristalinos. (Véase por ejemplo, Stephenson, G. A; Stowell, J, G; Toma, P.H; 
Dorman, D.E.; Greene, J.R.; Byrne, S. R.; "Solid state analysis of polimorphic, isomorphic and solvated forms of 
Dirithromycin", J. Am. Chem. Soc., 1994, 116, 5766). 40 

En base a una estructura química, que es la conectividad química de los átomos para hacer una molécula, no se 
puede predecir con cierto grado de certeza si un compuesto cristalizará, en qué condiciones cristalizará, cuántas 
formas sólidas cristalinas del compuesto pueden existir, o la estructura en el estado sólido de cualquiera de esas 
formas. La expresión "estructura en el estado sólido" como se usa en el presente documento significa la estructura 
obtenida cuando las moléculas se compactan entre sí para formar un sólido. 45 

En algunas ocasiones, se llegan a incorporar moléculas de disolvente o de agua en la red cristalina de un sólido 
cristalino. Dicho sólido cristalino se puede denominar solvato o hidrato, respectivamente. Solvatos, hidratos, y 
polimorfos a menudo se denominan formas sólidas cristalinas. Aquí, como en la mayoría de las técnicas químicas en 
el estado sólido, los solvatos y los hidratos débilmente unidos se incluyen también como formas sólidas cristalinas en 
las que las moléculas de disolvente o de agua se encuentran en canales o no están incorporadas en la red cristalina. 50 
Las formas amorfas a menudo se denominan formas sólidas, pero no son formas sólidas cristalinas.  

Diferentes formas sólidas cristalinas del mismo compuesto a menudo poseen diferentes propiedades en el estado 
sólido tales como punto de fusión, solubilidad, manipulación, y estabilidad. Por lo tanto, una vez que se han 
identificado las diferentes formas sólidas cristalinas del mismo compuesto, se puede determinar la forma sólida 
cristalina óptima en cualquier conjunto dado de condiciones de procesamiento y fabricación así como las diferentes 55 
propiedades en el estado sólido de cada forma sólida cristalina. 

Existe un número de procedimientos analíticos que un experto en la materia de la química del estado sólido puede 
usar para analizar formas sólidas. El término "analizar" como se usa en el presente documento significa obtener 
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información sobre la estructura de las formas sólidas en el estado sólido. Por ejemplo, la difracción de rayos X de 
polvo es una técnica adecuada para la diferenciación de formas sólidas amorfas a partir de formas sólidas cristalinas 
y para la caracterización y la identificación de formas sólidas cristalinas de un compuesto. La difracción de rayos X 
de polvo también es adecuada para cuantificar la cantidad de una forma sólida cristalina (o formas) en una mezcla. 
En la difracción de rayos X de polvo, los rayos X se dirigen sobre un cristal y se mide la intensidad de los rayos X 5 
difractados como una función de dos veces el ángulo entre la fuente de rayos X y el haz difractado por la muestra. 
La intensidad de estos rayos X difractados se puede representar en un gráfico como los picos en los que el eje x es 
dos veces el ángulo (ésto se conoce como el ángulo "2θ") entre la fuente de rayos X y los rayos X difractados y 
siendo el eje y la intensidad del pico de los rayos X difractados. Este gráfico se denomina patrón de difracción de 
rayos X de polvo o patrón de polvo. Diferentes formas sólidas cristalinas presentan diferentes patrones de polvo ya 10 
que la ubicación de los picos en el eje x es una propiedad de la estructura en el estado sólido del cristal. 

Dichos patrones de polvo, o porciones de los mismos, se pueden usar como una huella de identificación de una 
forma sólida cristalina. Por lo tanto, se podría tomar un patrón de polvo de una muestra desconocida y comparar ese 
patrón de polvo con un patrón de polvo de referencia. Un resultado positivo significaría que la muestra desconocida 
es de la misma forma sólida cristalina que la de la referencia. También se podría analizar una muestra desconocida 15 
que contiene una mezcla de formas sólidas mediante la adición y la sustracción de patrones de polvo de compuestos 
conocidos. 

Cuando se seleccionan picos en un patrón de polvo para caracterizar una forma sólida cristalina o cuando se usa un 
patrón de polvo de referencia para identificar una forma, se identifica un pico o un grupo de picos en una forma en la 
que no está presente en las otras formas sólidas. 20 

El término "caracterizar" como se usa en el presente documento significa seleccionar un conjunto de datos 
apropiados capaces de distinguir una forma sólida de otra. Dicho conjunto de datos en la difracción de rayos X de 
polvo es la posición de uno o más picos. Se dice que la selección cuyos picos de difracción de rayos X de polvo de 
la tigeciclina definen una forma particular caracteriza esa forma. 

El término "identificar" como se usa en el presente documento se refiere a tomar una selección de datos 25 
característicos de una forma sólida y al uso de esos datos para determinar si esa forma está presente en una 
muestra. En la difracción de rayos X de polvo, esos datos son las posiciones en el eje x del uno o más picos que 
caracterizan la forma en cuestión como se ha analizado anteriormente. Por ejemplo, una vez que se determina que 
un número selecto de picos de difracción de rayos X caracterizan una forma sólida en particular de tigeciclina, se 
pueden usar esos picos para determinar si esa forma está presente en una muestra que contiene tigeciclina. 30 

Cuando se caracterizan y/o se identifican formas sólidas cristalinas del mismo compuesto químico con difracción de 
rayos X de polvo, a menudo no es necesario usar todo el patrón de polvo. Se puede usar a menudo un subconjunto 
más pequeño de todo el patrón de polvo para realizar la caracterización y/o la identificación. Al seleccionar un grupo 
de picos que diferencian la forma sólida cristalina de otras formas sólidas cristalinas del compuesto, se puede confiar 
en los picos tanto para caracterizar la forma como para identificar la forma, por ejemplo, en una mezcla desconocida. 35 
Se pueden añadir datos adicionales, tal como a partir de otra técnica analítica o picos adicionales a partir del patrón 
de polvo, para caracterizar y/o identificar la forma, por ejemplo, se identificarían formas polimorfas adicionales 
posteriormente. 

Debido a diferencias en instrumentos, muestras, y preparación de la muestra, los valores de los picos se indican con 
el modificador "aproximadamente" delante de los valores de los picos. Esto es una práctica común en las técnicas 40 
químicas del estado sólido debido a la variación inherente en los valores de los picos. Una precisión típica del valor 
en el eje x de 2θ de un pico en un patrón de polvo es del orden de más o menos 0,2º 2θ. Por lo tanto, un pico de 
difracción de polvo que aparece a "aproximadamente 9,2º 2θ," significa que el pico podría estar entre 9,0º 2θ y 9,4º 
2θ cuando se mide en la mayoría de los difractómetros de rayos X en la mayoría de condiciones. La variabilidad en 
la intensidad del pico es un resultado de como los cristales individuales se orientan en el recipiente de la muestra 45 
con respecto a la fuente de rayos X externa (conocido como "orientación preferente"). Este efecto de orientación no 
proporciona información estructural sobre el cristal. 

La difracción de rayos X de polvo es sólo una de varias técnicas analíticas que se pueden usar para caracterizar y/o 
identificar formas sólidas cristalinas. Se pueden usar técnicas espectroscópicas tales como Raman (incluyendo 
Raman microscópica), infrarrojos, y espectroscopías de RMN en el estado sólido para caracterizar y/o identificar 50 
formas sólidas cristalinas. Estas técnicas también se pueden usar para cuantificar la cantidad de una o más formas 
sólidas cristalinas en una mezcla. 

Las técnicas térmicas tales como punto de fusión, en y de sí mismas, no necesariamente caracterizan y/o identifican 
diferentes formas sólidas cristalinas de un compuesto ya que es posible que diferentes formas sólidas cristalinas del 
mismo compuesto tengan puntos de fusión indistinguibles. En dichas circunstancias, sin embargo, los puntos de 55 
fusión se podrían usar junto con otro procedimiento analítico, tal como difracción de rayos X de polvo, para 
caracterizar y/o identificar formas sólidas cristalinas. 
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La presente invención se dirige a una forma sólida cristalina de tigeciclina identificada como Forma I. La invención 
también se dirige a composiciones, que incluyen composiciones farmacéuticas, que contienen esta forma sólida 
cristalina de tigeciclina. La invención se dirige adicionalmente a procedimientos para preparar esta forma sólida 
cristalina de tigeciclina. 

Breve Descripción de los Dibujos 5 

La presente invención se refiere exclusivamente a la forma 1 de la tigeciclina. 

La Figura 1 es el patrón de difracción de rayos X de polvo y la lista de picos para la tigeciclina de Forma I. 

La Figura 2 es el patrón de difracción de rayos X de polvo y la lista de picos para la tigeciclina de Forma II. 

La Figura 3 es el patrón de difracción de rayos X de polvo y la lista de picos para la tigeciclina de Forma III. 

La Figura 4 es la difracción de rayos X de polvo y la lista de picos para la tigeciclina de Forma IV. 10 

La Figura 5 es la difracción de rayos X de polvo y la lista de picos para la tigeciclina de Forma V. 

La Figura 6 es una superposición de difracción de rayos X de polvo de las Formas I-V de la tigeciclina. 

La Figura 7 es una versión ampliada de la superposición de la difracción de rayos X de polvo de las Formas I-V de 
la tigeciclina. 

La Figura 8 es un análisis termogravimétrico ("TGA") de la tigeciclina  Forma II. 15 

La Figura 9 es un ciclo de calor-frío por TGA de la tigeciclina de Forma II. 

Descripción detallada de la invención 

La presente invención se refiere exclusivamente a la forma 1 de la tigeciclina. 

Se usaron dos difractómetros de rayos X en los trabajos que conducen a la presente invención. Los datos en la 
Figura 1 y en la Figura 2 se recogieron usando un Sistema de Difracción Rigaku Miniflex (Rigaku MSC Inc., Tokio, 20 
Japón). Las muestras de polvo se depositaron sobre un soporte para muestras de silicio pulido de fondo cero. Un 
tubo de rayos X de cobre de enfoque normal se hace funcionar a 30 kV y 15 mA, y el instrumento está equipado con 
un filtro de Ni K. El análisis de la muestra es a 0,02º/paso de 3,00 a 40,00º. 2θ. El procesamiento de datos se realiza 
usando software Jade 6.0 (Molecular Data Systems Inc., Livermore, CA). Los datos en la Figura 3 y en la Figura 4, 
y en la Figura 5 se recogieron usando el Modelo X2 de un Sistema de Difracción Scintag Advanced (Scintag, Inc. 25 
Cupertino, CA) con un soporte para las muestras de cuarzo. El generador de rayos X de cobre se hace funcionar a 
45 kV y 40 mA, y la exploración se hace de 3 a 40º 2θ a 0,02º por paso. El procesamiento de datos se hace usando 
un software Jade 6.0 (Molecular Data Systems). Cada una de las Figuras 1-5 contiene dos partes: un difractograma 
de rayos X de polvo de picos seleccionados y una lista de picos. Las listas de picos se generaron usando 
parámetros convencionales y software comercial. 30 

Cuando los expertos en la técnica química del estado sólido analizan patrones de polvo para discernir si los patrones 
aparentemente diferentes representan en realidad diferentes formas sólidas cristalinas, a menudo superponen los 
patrones de polvo, por ejemplo, en una caja de luz o en una pantalla de ordenador. Un ejemplo de sólo una 
superposición tal se puede encontrar en la Figura 6 que es la superposición que representan las cinco formas 
sólidas cristalinas de la tigeciclina que se caracterizaron e identificaron. Una versión ampliada de la superposición 35 
está en la Figura 7. 

Toda la difracción de rayos X de polvo se puede usar para caracterizar cada forma sólida cristalina de la tigeciclina, 
sin embargo, se puede seleccionar un subconjunto más pequeño de picos en cada patrón para caracterizar cada 
forma sólida cristalina de la tigeciclina. Esos picos seleccionados después se pueden usar para identificar la 
presencia de formas sólidas cristalinas de tigeciclina en particular en una muestra desconocida de o que contiene 40 
tigeciclina. 

Como ilustración, la Tabla 1 enumera los primeros 6 picos en los difractogramas de la Forma I y de la Forma II. 

Tabla 1 

Forma de Tigeciclina  º 2θ º 2θ º 2θ º 2θ º 2θ º 2θ 

Forma I 5,2 8,3 10,4 11,1 13,2 13,7 

Forma II 9,2 9,7 11,6 13,3 15,4 17,7 

En base a una comparación de estos datos, y sólo teniendo en cuenta estas dos formas de tigeciclina, es evidente 
que se podría confiar en los 6 picos de la Forma I indicados para caracterizar la Forma I ya que el grupo de 6 picos 
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no está presente a + 0,2º 2θ en la Forma II. Sin embargo, no es necesario confiar en todos los 6 picos para concluir 
que la Forma I difiere de la Forma II. De hecho, el único pico a aproximadamente 5,2º 2θ en la Forma I caracteriza 
únicamente la Forma I porque el pico de la Forma II más cercano a aproximadamente 5,2º 2θ se encuentra a 
aproximadamente 9,2º 2θ, a 4 grados 2θ de distancia. Esta diferencia de 4º 2θ es significativamente mayor que los 
0,4º 2θ obtenidos por combinación de la variabilidad (0,2º 2θ) en cualquiera de los dos picos. En otras palabras, 5 
siempre que un pico en una muestra sea superior a 0,4º 2θ de distancia de cualquier pico en otra muestra, entonces 
éstos representan diferentes formas sólidas cristalinas ya que la posibilidad de que cualquier pico dado en una forma 
sólida cristalina variaría en más de 0,4º 2θ de muestra a muestra y/o de instrumento a instrumento es 
extremadamente pequeña. Por lo tanto, en un sistema que contiene solamente la Forma I y la Forma II, un patrón de 
polvo de tigeciclina que contiene un pico a aproximadamente 5,2º 2θ caracteriza la Forma I de la tigeciclina y la 10 
presencia de ese pico se puede usar para identificar la Forma I. De forma análoga, cuando se caracteriza la Forma 
II, se podría usar solamente el pico a aproximadamente 9,2º 2θ ya que no existe pico de la Forma I dentro de 0,4º 2θ 
de ese pico. 

No todos los picos de la Tabla 1 se podrían usar para caracterizar la Forma I. Por ejemplo, el pico a 
aproximadamente 13,2º 2θ en la Forma I no se podría usar en y por sí mismo para caracterizar la Forma I porque la 15 
Forma II posee un pico a aproximadamente 13,3º 2θ que solamente está a 0,1º 2θ de distancia. 

Los datos de difracción de rayos X de polvo se recogieron para las cinco formas cristalinas de tigeciclina, las Formas 
I, II, III, IV, y V, y los picos por debajo de aproximadamente 26º 2θ aparecen en la Tabla 2. Se determina que los 
picos de mayor intensidad eran más susceptibles a los efectos de orientación preferentes. Además, los picos 
indicados en la Tabla 2 se seleccionaron teniendo en cuenta las listas de picos en las Figuras 1-5. Por lo tanto, los 20 
datos en la Tabla 2 se pueden usar para encontrar los subconjuntos de picos para caracterizar y/o identificar las 
formas sólidas cristalinas de tigeciclina. 

Tabla 2 

Formas (picos enumerados en º 2θ) 

I II III IV V 

5,2 9,2 5,2 4,6 4,3 

8,3 9,7 6,0 8,8 8,6 

10,4 11,6 8,3 9,2 11,4 

11,1 13,3 9,3 11,9 12,9 

13,2 15,4 10,6 12,6 13,2 

13,7 17,7 11,8 13,1 14,9 

14,7 18,4 13,1 15,0 15,5 

15,6 19,8 13,7 15,7 16,2 

16,6 20,4 14,4 16,1 16,6 

19,0 21,4 15,0 16,8 17,3 

19,3 22,3 15,5 18,0 18,9 

19,9  17,8 19,5 19,9 

21,2  21,4 19,9 20,5 

22,4  24,8 20,4 21,1 

23,1   21,2 21,6 

24,8   22,0 22,0 

   22,9 22,9 

   23,4 24,1 

   24,4 25,9 

   25,3  

De acuerdo con la invención, debido a que ninguno de los picos enumerados para la Forma I es mayor que 0,4º 2θ a 
partir de cualquier otro pico de cada una de las Formas II, III, IV, y V, ningún pico único de la Forma I caracteriza la 
Forma I a partir de cada una de las Formas II, III, IV, y V. Por ejemplo, mientras que el pico a aproximadamente 5,2º 25 
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2θ en la Forma I se podría usar para distinguir entre la Forma I y la Forma II, éste solo no se podría usar para 
distinguir entre la Forma I y la Forma III ya que la Forma III también presenta un pico a 5,2º 2θ. Sin embargo, el 
subconjunto de los picos de la Forma I a aproximadamente 5,2º 2θ y a aproximadamente 11,1 º 2θ se podría usar 
para distinguir la Forma I a partir tanto de la Forma II como de la Forma III ya que el pico a aproximadamente 11,1º 
2θ es mayor que 0,4º 2θ a partir de cualquier pico en la Forma III. Mediante el mismo razonamiento, el pico a 5,2º 2θ 5 
se podría usar para distinguir la Forma I a partir de la Forma IV y de la Forma V. Por lo tanto, los picos de difracción 
de rayos X a aproximadamente 5,2º 2θ y a aproximadamente 11,1 º 2θ son característicos de la Forma I y se pueden 
usar para identificar la Forma I en una muestra. En la caracterización y en la identificación de la Forma I, también se 
puede contar con algunos o todos los otros picos a partir de la lista de picos del patrón de polvo de la Forma I en la 
Figura 1. 10 

Un análisis similar se hace para las Formas II, III, IV, y V para construir conjuntos de picos característicos por 
difracción de rayos X de polvo que se pueden usar para caracterizar e identificar las diferentes formas sólidas 
cristalinas de la tigeciclina de la presente invención. 

Con respecto a la Forma II, el pico a aproximadamente 9,2º 2θ distingue la Forma II de la Forma I y de la Forma V. 
No distingue, en y de sí misma, sin embargo, la Forma II de la Forma III o de la Forma IV. El pico a 15 
aproximadamente 9,7º 2θ es distinguible sobre la Forma IV, pero está a 0,4º 2θ de un pico de la Forma III. El pico a 
aproximadamente 20,4º 2θ en la Forma II lo distingue de la Forma III. Por lo tanto, los picos de la Forma II a 
aproximadamente 9,2º 2θ, a aproximadamente 9,7º 2θ, y a aproximadamente 20,4º 2θ distinguen la Forma II sobre 
las Formas I, III, IV, y V y de este modo caracterizan la Forma II en una muestra. Además, estos picos se pueden 
usar para identificar la Forma II. En la caracterización e identificación de la Forma II, se puede contar con algunos o 20 
todos los otros picos a partir de la lista de picos del patrón de polvo de la Forma II en la Figura 2. 

En la Forma III, el pico a aproximadamente 6,0º 2θ distingue la Forma III sobre las Formas I, II, IV, y V y caracteriza 
adicionalmente la Forma III. Además, este pico se puede usar para identificar la Forma III en una muestra. En la 
caracterización y en la identificación de la Forma III, se puede contar con algunos o todos los otros picos a partir de 
la lista de picos del patrón de polvo de la Forma III en la Figura 3. 25 

En la Forma IV, el pico a aproximadamente 4,6º 2θ distingue la Forma IV sobre las Formas I, II, y III, y el pico a 
aproximadamente 9,2º 2θ es mayor que 0,4º 2θ a partir de los picos en la Forma V. Por lo tanto, los picos a 
aproximadamente 4,6º 2θ y a aproximadamente 9,2º 2θ distinguen la Forma IV de las Formas I, II, III, y V y de este 
modo caracterizan la Forma IV. Además, estos picos se pueden usar para identificar la Forma IV en una muestra. En 
la caracterización y en la identificación de la Forma IV, se puede contar con algunos o todos los otros picos a partir 30 
de la lista de picos del patrón de polvo de la Forma IV en la Figura 4. 

Para la Forma V, el pico a aproximadamente 4,3º 2θ distingue la Forma V de las Formas I, II, y III. El pico de la 
Forma V a 11,4º 2θ distingue adicionalmente la Forma V de la Forma IV. Por lo tanto, los picos a aproximadamente 
4,3º 2θ y a aproximadamente 11,4º 2θ distinguen la Forma V sobre las Formas I, II, III, y IV y por lo tanto 
caracterizan la Forma V. Además, estos picos se pueden usar para identificar la Forma V en una muestra. En la 35 
caracterización y en la identificación de la Forma V, se puede contar con algunos o todos los otros picos a partir de 
la lista de picos del patrón de polvo de la Forma V en la Figura 5. 

En el análisis de las formas sólidas cristalinas de tigeciclina también pueden ser útiles otras técnicas analíticas. Se 
pueden usar técnicas espectroscópicas tales como Raman (incluyendo Raman microscópica), infrarrojos, y 
espectroscopía de RMN de estado sólido para caracterizar y/o identificar formas sólidas cristalinas. Estas técnicas 40 
también se pueden usar para cuantificar la cantidad de una o más formas sólidas cristalinas en una mezcla. 

La Tabla 3 expone los datos que muestran el comienzo del punto de fusión por microscopía en platina caliente en 
varias muestras de las Formas I, II, III, IV y V. Las técnicas térmicas, tales como el comienzo del punto de fusión por 
microscopía en platina caliente, no necesariamente caracterizan o identifican, en y de sí mismas, las diferentes 
formas sólidas cristalinas de tigeciclina en base a los datos que se muestran en la Tabla 3. Por ejemplo, la Forma I y 45 
la Forma IV, cada una incluye un comienzo del punto de fusión medido por microscopía en platina caliente de 
aproximadamente 170 ºC y de este modo no se puede distinguir una de otra mediante esta técnica. En contraste, la 
Forma III es distinguible de la Forma V usando esta técnica ya que la Forma V tiene un comienzo del punto de fusión 
en platina caliente de aproximadamente 174 ºC y la Forma III a aproximadamente 167 ºC. Los comienzos del punto 
de fusión por microscopía en platina caliente se pueden usar junto con otro procedimiento analítico, tal como 50 
difracción de rayos X de polvo, para caracterizar y/o identificar las formas sólidas cristalinas de tigeciclina. 
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Tabla 3 

Forma de Tigeciclina  Comienzo del Punto de Fusión por Microscopía en platina
Caliente 

Forma I (3 muestras) 170 ºC, 172 ºC, 172 ºC 

Forma II 169 ºC 

Forma III 167 ºC 

Forma IV 170 ºC 

Forma V 174 ºC 

En las mediciones de microscopía en platina caliente, la temperatura de la fase para el microscopio en platina 
caliente se controla mediante un Controlador de Creative Devices, Inc (Neshanic Station, NJ), Modelo 50-600. La 
tasa de calentamiento de la muestra es de 10 ºC/min. El microscopio usado es un sistema DIAPHOT 300 de Nikon 
(Tokio, Japón). Las imágenes se procesaron con el software Image-Pro Plus. Los valores del comienzo del punto de 5 
fusión se indican con el modificador "aproximadamente," que es terminología convencional en las técnicas químicas 
del estado sólido y justifica los cambios en el punto de fusión debido a la presencia de agua, disolvente, o impurezas 
químicas, así como la variabilidad introducida en las medidas del punto de fusión mediante el instrumento analítico y 
la metodología usada. 

Las medidas térmicas mediante análisis termogravímetro con un TA Instruments (New Castle, DE) ("TGA") indica 10 
que la Forma II es un hidrato. En la Figura 7, la Forma II presentaba una pérdida de peso de aproximadamente un 
5,3% cuando una muestra de la Forma II se calienta a 10 ºC/minuto comenzando entre aproximadamente 25 ºC a 
aproximadamente 100 ºC. Que la mayoría de esta pérdida de peso sea probablemente debida al agua se indica 
adicionalmente mediante un experimento por TGA de ciclos de calor-frío en la Figura 8. En dicho ciclo, la muestra 
se calienta primero a aproximadamente 55 ºC y después se enfría a aproximadamente 37 ºC y se calienta de nuevo, 15 
se enfría, y se calienta de nuevo. Se observa una pérdida de peso de aproximadamente un 4,4% en el primer ciclo 
de calor-frío, con poca pérdida de peso observada en los ciclos posteriores. Este comportamiento de pérdida de 
peso en un ciclo de calor-frío, en el que básicamente no se observa pérdida de peso adicional después del primer 
ciclo, es coherente con que la muestra sea un hidrato. Por lo tanto, se cree que la Forma II es un hidrato con un nivel 
de hidratación de aproximadamente un 4,4%. 20 

A partir de la fórmula química de la tigeciclina no se podría haber predicho que la tigeciclina cristaliza en cinco 
formas sólidas cristalinas diferentes. Tampoco habría sido posible predecir la estructura o las propiedades de 
cualquiera de las formas sólidas cristalinas. Las cinco formas sólidas cristalinas de tigeciclina se prepararon 
mediante la determinación del conjunto apropiado de condiciones que permitiría que estas formas cristalizaran. 

Las Formas II-V se pueden preparar por suspensión de la Forma I en disolventes orgánicos en condiciones 25 
variables. En las suspensiones, la Forma I se trata con uno o más disolventes orgánicos en cantidades tales en las 
que la Forma I sólida no se disolvió completamente y se mezcló en el disolvente o mezclas de disolventes durante el 
mismo período de tiempo en forma de una suspensión. En algunas ocasiones, las suspensiones se calentaron y en 
otras ocasiones las suspensiones se trataron con otro disolvente. Antes del análisis, las suspensiones se filtraron 
para aislar el sólido, seguido de secado al vacío. Los sólidos resultantes se pudieron analizar después mediante un 30 
número de técnicas analíticas. 

Cuando se ha determinado que un disolvente puede ayudar en la conversión de la forma de partida en otra forma, 
ese disolvente se denomina en el presente documento "disolvente adecuado" para esa conversión. Por ejemplo, se 
determina que por suspensión de la Forma I en diclorometano, la Forma I se convierte en la Forma III. Por lo tanto, 
el diclorometano es un disolvente adecuado para esa conversión. Además, la Forma I se puede convertir en la 35 
Forma III por cristalización a partir de tetrahidrofurano (THF) y agitación con diclorometano. La Forma II se puede 
generar por suspensión de la Forma I en metanol. Por consiguiente, el metanol es un disolvente adecuado para esa 
conversión. Opcionalmente, la Forma II se puede generar por suspensión de la Forma I en metanol/diclorometano en 
la que el contenido de metanol es superior a un 10%. De forma análoga, la Forma I se convierte en la Forma IV por 
suspensión de la Forma I en acetonitrilo. Por lo tanto, el acetonitrilo es un disolvente adecuado para esa conversión. 40 
Además, la suspensión de la Forma I en acetonitrilo/n-heptano genera la Forma IV. Además, la suspensión de la 
Forma I en tetrahidrofurano da como resultado la conversión de la Forma I en la Forma V. Como resultado, el 
tetrahidrofurano es un disolvente adecuado para esa conversión. La suspensión de la forma I en acetona/metanol 
(1:1 en v/v) da como resultado la Forma I como lo hace la cristalización en acetona/metanol. 

Además de suspensión, otros tratamientos con disolventes adecuados pueden producir la conversión de una forma 45 
en otra. Por ejemplo, la Forma II de la tigeciclina se puede preparar por cristalización de tigeciclina en metanol. 
Además, la Forma II de la tigeciclina se puede preparar mediante adición lenta de metanol a una solución de 
tigeciclina en agua que da partículas de la Forma II > 20 µm. Además, mediante la adición de una solución de 
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tigeciclina en agua a metanol se proporcionan partículas de la Forma II que son < 20 µm. Por consiguiente, metanol, 
metanol/agua o agua/metanol son adecuados para la formación de la Forma II por cristalización de la tigeciclina. 

Los datos de longitud de las partículas se recogen a partir de imágenes ópticas de partículas de tigeciclina. El 
análisis por microscopía óptica se realiza usando un microscopio Nikon Eclipse E600 capaz de aumentar de 5x a 
100x, equipado con una cámara digital (Nikon DXM 1200) y un sistema de adquisición de imágenes calibradas 5 
(Nikon ACT-1 v 2,12). Las imágenes se procesan usando un software de procesamiento de imágenes ImagePro plus 
(Media Cybernetics, Silver Spring, MD). El software usa un algoritmo de contraste- diferenciación para aislar las 
partículas de tigeciclina a partir de un fondo uniforme. Los resultados del análisis de datos se muestran en la 
siguiente Tabla 4. 

Tabla 4 

Muestra 
 
 
 

Tamaño de partícula 

Media Mediana 90º percentil

Micrómetros Micrómetros Micrómetros

Adición de metanol a una solución acuosa de tigeciclina 22,67 18,16 47,87 

Acción de una solución acuosa de tigeciclina a metanol 7,28 3,97 18,1 

La Forma III se puede obtener por cristalización de tigeciclina en diclorometano. La Forma IV se puede obtener por 10 
cristalización de tigeciclina en acetonitrilo, y la Forma V se puede obtener por cristalización de tigeciclina en 
tetrahidrofurano. 

De acuerdo con la invención, las formulaciones de tigeciclina para su uso en animales o en seres humanos se 
pueden preparar a partir de las Formas I de la invención. Las solubilidades de las cinco formas sólidas cristalinas de 
tigeciclina son todas mayores que 25 mg/ml en agua, de este modo se espera que todas sean bioequivalentes entre 15 
sí. 

Las composiciones farmacéuticas para uso parenteral también se pueden preparar con cualquiera de las Formas I-V 
con o sin una etapa de liofilización. Las composiciones farmacéuticas de tigeciclina cristalina que usan la Forma I 
también se pueden preparar de acuerdo con la invención. Dichas composiciones se pueden usar para administrar 
cantidades farmacéuticamente eficaces de la Forma I de tigeciclina. La composición puede comprender la forma 20 
cristalina de tigeciclina en combinación o en asociación con un vehículo farmacéuticamente adecuado. 

Los siguientes ejemplos no limitantes ilustran varios procedimientos para preparar las Formas I-V de la tigeciclina. 

Ejemplo 1 - Preparación de la Forma I 

300 gramos de 9-cloroacetamidominociclina en bruto se añaden a temperatura ambiente (25-28 ºC) lentamente con 
agitación eficaz a 2000 ml de t-butilamina en un matraz de fondo redondo de tres bocas de 5 litros con un agitador y 25 
un termómetro. Se añaden cuarenta y ocho gramos de yoduro sódico y la mezcla de reacción se agita a 35-40 ºC 
durante 6 horas. La reacción se controla por HPLC y cuando permanece < 2% de material de partida, se trata con 
500 ml de metanol y el disolvente se separa por evaporación en un evaporador rotatorio a 40 ºC. Se añaden al 
residuo 1100 ml de metanol y 1700 ml de agua. La solución se enfría a 0-2 ºC y se ajusta a pH 7,2 con HCl 
concentrado (-250 ml). El volumen total de la mezcla de reacción en este punto es 3500 ml. Se diluye a 8,5 litros con 30 
agua y el pH se ajusta a 4,0-4,2 con HCl concentrado (12 ml). Se añaden a la solución 1,6 kg de resina Amber-
chrom® lavada (CG 161 cd) (NVM al 27%) y se agita durante 30 minutos ajustando el pH a 4,0-4,2. La resina se 
retira por filtración y la solución acuosa consumida se ensaya para el producto y se almacena a 4-8 ºC. La resina se 
suspende en 2,0 litros de metanol al 20% en agua (vol./vol). La suspensión se agita durante 15 minutos ajustando el 
pH a 4,0-4,2. La resina se retira por filtración de nuevo y el filtrado se somete a ensayo para el producto. La 35 
extracción de la resina se repite 2 veces más con 2,0 litros de metanol al 20% en agua. Todos los extractos de 
resina y la solución acuosa consumida a partir de lo mencionado anteriormente se combinaron y el pH se ajustó a 7-
7,2 con hidróxido de amonio al 30%. La solución acuosa se extrae con 6 X 3,0 litros de cloruro de metileno ajustando 
el pH a 7,0-7,2 entre extracciones. El extracto combinado de cloruro de metileno se filtra a través de 250 gramos de 
sulfato sódico anhidro, se concentra a 500 ml y se enfría a 0-3 ºC. El producto cristalizó. La suspensión se agita 40 
durante 1 hora a 0-3 ºC y los sólidos se filtraron y se lavaron con 2 X 50 ml de cloruro de metileno frío y se secaron a 
40 ºC en vacío (98 kPa). El peso del sólido obtenido es 110 gramos. El sólido obtenido se puede identificar por 
difracción de rayos X de polvo como tigeciclina de Forma I. (97,9% de área por HPLC, 0,3% de epímero). 

Ejemplo 1A - Preparación de Resina a partir del Ejemplo 1 

La resina del Ejemplo 1 se lava antes de su uso tomando 1 kg un Amberchrom® (CG 161 CD de Toso Haas) y se 45 
suspende en 6-7 litros de 2-propanol al 12% en agua (vol./vol.) y se agita durante 12-16 horas. Se filtra y se agita en 
6-7 litros de acetonitrilo-agua al 50% (vol./vol.) durante 30 minutos. La suspensión se filtra y después se vuelve a 
suspender en 7 litros de acetonitrilo, se agita durante 30 minutos, y se filtra. La suspensión de acetonitrilo se repite 
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dos veces y se filtra. La resina se suspende después en 6 litros de metanol, se agita durante 1 hora, y se filtra. La 
resina después se suspende en 7 litros de agua desionizada, se agita durante 16 horas, y se filtra. La resina 
después se suspende de nuevo en 7 litros de agua, se agita durante 1 hora, y se filtra. La suspensión de agua se 
repite 3 veces más. La resina se filtra y se retira tanta como agua como sea posible sobre el embudo de filtro durante 
10-12 horas. Se embotella y se almacena en frío (5-8 ºC). 5 

Ejemplo 2 - Preparación de la Forma 1 

Se añaden en porciones 10,00 gramos de 9-aminominociclina a 60 ml de agua a 0-5 ºC. Se añaden en porciones 
10,98 g de clorhidrato de cloruro de ácido de t-butilglicina manteniendo la temperatura a 0-5 ºC. Después de agitar 
durante 40-60 minutos, se añade gota a gota hidróxido de amonio al 30% a la mezcla de reacción manteniendo la 
temperatura a 0-5 ºC para ajustar el pH a 7,2. Se añaden a la solución 83 ml de metanol seguido de 60 ml de cloruro 10 
de metileno. Después de agitar durante 15 minutos, las fases se separaron. La fase acuosa se extrae con 4 X 40 ml 
de cloruro de metileno ajustando el pH a 7,2 antes de cada extracción. A los compuestos orgánicos combinados se 
añaden 10 ml de metanol y la solución se seca sobre sulfato sódico y después se filtra. La solución se concentra. La 
suspensión resultante se agita a 5-10 ºC durante 1 hora y después se filtra. El sólido se lava con 2 X 10 ml de 
cloruro de metileno frío y después se seca para dar 8,80 g de producto. (Rendimiento de un 76,8%); Pureza por área 15 
de HPLC de un 98,4% y epímero C-4 de un 0,1%; MS (FAB): m/z 586 (M+H); 585 (M+). 

Ejemplo de Referencia 3 - Preparación de la Forma II 

0,5 g de la Forma I se suspenden en 8 ml de metanol a 22 ºC. La suspensión se calienta a aproximadamente 35 ºC 
para obtener una solución transparente que se enfría a 22 ºC y se mantiene durante 30 minutos para producir una 
suspensión espesa de color rojo. La suspensión se filtra y se seca al vacío a 25 ºC durante una noche. El sólido 20 
resultante se analiza por análisis termogravimétrico ("TGA") y por difracción de rayos X de polvo. La representación 
del TGA (Figura 8) muestra una pérdida de peso de un 5,3% a 87 ºC y se usa en el experimento una velocidad de 
rampa convencional de 10 ºC por minuto. 

Se ejecuta un ciclo de calor-frío en una muestra recién preparada en una atmósfera de nitrógeno en el interior del 
horno para TGA (Figura 9). En el primer ciclo de calor-frío, se observa un 4,4% de pérdida de peso que no se 25 
observa en el segundo y en el tercer ciclo, indicando que la pérdida de peso es probablemente agua. Después del 
tercer ciclo, el polvo resultante es de color rojo en apariencia. 

Ejemplo de Referencia 4 - Preparación de la Forma II 

30 mg de tigeciclina en bruto se disuelven en 500 µl de agua desionizada a 40 ºC y la solución se agita a 23 ºC. A 
esta solución, se añaden 500 µl de metanol en 100 µl en incrementos durante 15 min. Después de adición completa, 30 
una solución turbia se agita durante aproximadamente 10 min. y a continuación se obtiene un precipitado cristalino 
de color rojo. El material se aísla por filtración en aire y después se seca al vacío a 40 ºC durante 8 horas para 
producir 21,4 mg de la Forma II como se determina por difracción de rayos X de polvo. 

Ejemplo de Referencia 5 - Preparación de la Forma II 

30 mg de tigeciclina en bruto se disuelven en 500 µl de agua desionizada a 40 ºC y la solución se agita a 23 ºC. Esta 35 
solución se añade a 800 µl de metanol y se agita a 10 ºC durante aproximadamente 15 minutos. Se obtiene un 
precipitado cristalino durante la adición. El material se aísla por filtración en aire y después se seca al vacío a 40 ºC 
durante 8 horas para producir 20,2 mg de la forma II como se determina por difracción de rayos X de polvo. 

Ejemplo de Referencia 6 - Preparación de la Forma III 

0,25 g de la Forma I se suspenden en 2 ml de diclorometano a 22 ºC para formar una suspensión. Se añaden 0,01 g 40 
de la Forma V como una semilla. La suspensión se agita durante 96 horas a 22 ºC. La suspensión se filtra 
posteriormente y se seca al vacío a 22 ºC. La Forma III sólida resultante se analiza por microscopía en platina 
caliente, difracción de rayos X de polvo, HPLC (99,98% puro), y microscopía óptica. 

Ejemplo de Referencia 7 - Preparación de la Forma IV 

0,15 g de la Forma I se añaden a 2 ml de acetonitrilo a 22 ºC. Se obtiene una solución transparente que se agita 45 
durante 30 minutos para obtener una suspensión. La suspensión se filtra y se seca al vacío a 22 ºC. La Forma IV 
sólida resultante de color blanquecino se analiza por microscopía en platina caliente, difracción de rayos X de polvo, 
HPLC (93,39% puro), y microscopía óptica. 

Ejemplo de Referencia 8 - Preparación de la Forma IV 

0,167 g de la Forma I se suspenden en acetonitrilo a 22 ºC. La suspensión se calienta a 30 ºC para obtener a 50 
solución transparente. Se añaden a la solución 2 ml de n-heptano durante el transcurso de 5 minutos. Se forma una 
suspensión que se enfría a 22 ºC y se mantiene a esa temperatura durante 30 minutos. La suspensión se filtra y el 
sólido resultante se lava con 5 ml de n-heptano y se seca al vacío a 22 ºC. La Forma IV sólida resultante se analiza 
por difracción de rayos X de polvo, HPLC (96,39% puro), y microscopía óptica. 
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Ejemplo de Referencia 9 - Preparación de la Forma V 

0,22 g de la Forma I se añaden a 2 ml de tetrahidrofurano a 22 ºC y se agita durante 5 minutos. Se obtiene una 
solución transparente a la que se añaden 2 ml de n-heptano. La suspensión resultante se agita a 22 ºC durante 30 
minutos. La suspensión se filtra y se seca al vacío a 22 ºC. La Forma V sólida resultante se analiza por microscopía 
en platina caliente, difracción de rayos X de polvo, HPLC (93,57% puro), y microscopía óptica. 5 
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REIVINDICACIONES 

1. Tigeciclina de Forma I que tiene picos de difracción de rayos X de polvo a 5,2 ± 0,2 º2θ, 11,1 ± 0,2 º2θ, 8,3 ± 0,2 
º2θ, y 24,8 ± 0,2 º2θ. 

2. Tigeciclina de Forma I de la reivindicación 1 que tiene picos de difracción de rayos X de polvo a 5,2, 8,3, 10,4, 
11,1, 13,2, 13,7, 14,7, 15,6, 16,6, 19,0, 19,3, 19,9, 21,2, 22,4, 23,1 y 24,8 ± 0,2 º2θ. 5 

3. Tigeciclina de Forma I de la reivindicación 1 que tiene una temperatura de comienzo del punto de fusión en platina 
caliente de 170 ºC a 172 ºC. 

4. Una composición farmacéutica que comprende tigeciclina de Forma I como se ha definido en una cualquiera de 
las reivindicaciones 1 a 3. 

5. Uso de tigeciclina de Forma I tal como se ha reivindicado en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para 10 
preparar una composición farmacéutica para uso parenteral. 
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