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ES 2528490 T3

DESCRIPCION
Forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina y métodos para su preparaciéon
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina y a métodos para la
preparacion de la misma. Ademas, la presente invencion se refiere al uso de la forma cristalina C de dihidrocloruro
de tigeciclina como un producto intermedio en la preparacion de un medicamento antiinfeccioso. Por otra parte, la
presente invencion se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden la forma cristalina C de dihidrocloruro
de tigeciclina en una cantidad eficaz y al uso de la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina como un
medicamento antiinfeccioso.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La tigeciclina, (4S,4aS,5aR,12aS)-4,7-bis(dimetilamino)-9-[[[(1,1-dimetiletillamino]acetil]amino]-1,4,4a,
5,5a,6,11,12a-octahidro-3,10,12,12a-tetrahidroxi-1,11-dioxo-2-naftacenocarboxamida, es un derivado  9-t-
butilgliclamidico de minociclina (Merck Index 142 Edicién, nimero monografico 9432, Nimero de Registro CAS
220620-09-7). En comparacion con otros antibiéticos de tetraciclina, la tigeciclina es mas activa contra cepas
resistentes a tetraciclina y también mas tolerable. La tigeciclina posee actividad contra aislados bacterianos que
contienen los dos determinantes principales responsables de la resistencia a tetraciclina: la proteccion ribosémica y
la descarga activa del farmaco desde la célula bacteriana. Ademas, la tigeciclina posee una actividad de amplio
espectro, p. €j. es activa contra patdgenos grampositivos (p. €j. Staphylococcus aureus resistente a meticilina,
enterococos resistentes a vancomicina), patégenos gramnegativos (p. e€j. Acinetobacter baumannii,
Stenotrophomonas maltophilia) y patdgenos anaerobios. Por ahora, la tigeciclina esta indicada para el tratamiento de
infecciones complicadas de la piel y los tejidos blandos e infecciones intraabdominales. (P.J. Petersen y cols.,
Antimicrob. Agents Chemoth.1999; 43: 738-744. R. Patel y cols., Diagnostic Microbiology and Infectious Disease
2000; 38: 177-179. H.W. Boucher y cols., Antimicrob. Agents Chemoth. 44: 2225-2229. D.J. Biedenbach y cols.,
Diagnostic Microbiology and Infectious Disease 2001; 40: 173-177. P.J. Petersen y cols., Antimicrob. Agents
Chemoth. 2002; 46: 2595-2601. D. Milatovic y cols., Antimicrob. Agents Chemoth. 47: 400-404. T. Hirata y cols.,
Antimicrob. Agents Chemoth. 2004; 48: 2179-2184. G.A. Pankey, Journal of Antimicrobial Chemotherapy 2005; 56:
470-480. R. Harris y cols., P&T 2006; 31: 18-59.).

US 5675030 reivindica un método para extraer dihidrocloruro de tigeciclina de estado soélido desconocido.

WO 2005/056538, WO 2006/130418, WO 2006/130431, WO 2006/130500 y WO 2006/130501 divulgan tigeciclina,
sales de adicién de acido de tigeciclina y asimismo procedimientos para preparar las mismas. Sin embargo, en la
bibliografia no se describe dihidrocloruro de tigeciclina cristalino ni un método para su preparacion.

La tigeciclina esta disponible en el mercado como un polvo liofilizado para inyeccién, el creador es Wyeth. Durante el
procedimiento de formulacién, en primer lugar la tigeciclina se disuelve en agua y a continuacién se liofiliza. Por lo
tanto, una forma cristalina de tigeciclina o una sal de adicién de &cido cristalina alternativa de tigeciclina debe
mostrar gran solubilidad en agua. Los inventores de la presente invencién encontraron sorprendentemente que la
forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina muestra claramente la mayor solubilidad en agua en comparacion
con cualquiera de las formas cristalinas de tigeciclina o hidrocloruro de tigeciclina.

Generalmente, los sélidos cristalinos tienen una estabilidad quimica y fisica mejorada sobre la forma amorfa y
formas con baja cristalinidad, por lo tanto, el dihidrocloruro de tigeciclina cristalino se prefiere mas que el
dihidrocloruro de tigeciclina amorfo. Asi, sigue habiendo una necesidad de dihidrocloruro de tigeciclina cristalino con
alta solubilidad en agua y propiedades de estabilidad adecuadas para la formulacion de un medicamento
antiinfeccioso.

SUMARIO DE LA INVENCION

En una realizacion, la presente invencion se refiere a la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina.

La forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina se puede describir por un difractograma de rayos X del polvo
gue comprende picos con angulos 2-6 4,7° £ 0,2°, 7,6 £ 0,2°, 9,4 +0,2°, 10,4 £ 0,2°, 12,7 +0,2°, 14,4 +0,2°, 153 +
0,2°, 20,7 £0,2°,21,5+0,2°,23,2+0,2°,25,6 + 0,2°y 26,4 + 0,2°.

Alternativamente, la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina se puede describir mediante un espectro
infrarrojo que comprende picos en niimeros de onda de 3274 + 2 cm™, 2400 + 2 cm™, 1671 + 2 cm™, 1585 + 2 cm™,
1540 +2 cm™, 1489 + 2 cm™, 1434 £ 2 cm™, 1361 + 2 cm™, 1289 + 2 cm™, 1241 £+ 2 cm™, 1199 + 2 cm™, 1106 + 2
cm™, 1056 + 2 cm™, 1027 +2 cm™ 1002 + 2 cm™, 936 + 2 cm™ 879 + 2 cm™ 806 + 2 cm™, 783 + 2 cm™y 716 + 2
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cm™.

También es materia de la presente invencidon un procedimiento para la preparaciéon de la forma cristalina C de
dihidrocloruro de tigeciclina que comprende las etapas de:

a) suspender tigeciclina en acetonitrilo o una mezcla de acetonitrilo con cloruro de metileno;
b) afiadir de 2,0 a 2,2 equivalentes de acido clorhidrico a la suspension;

c) agitar la suspensién a una temperatura que varia de temperatura ambiente al punto de ebullicién del
disolvente o la mezcla de disolventes usados;

d) aislar la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina.

Ademas, la presente invencién se refiere al uso de la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina como un
producto intermedio para preparar un medicamento antiinfeccioso.

Por otra parte, la presente invencion se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden la forma cristalina C
de dihidrocloruro de tigeciclina en una cantidad eficaz.

Ademas, la presente invencién se refiere al uso de la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina como un
medicamento antiinfeccioso.

Otros objetivos, caracteristicas, ventajas y aspectos de la presente invencion se haran evidentes para los expertos a
partir de la siguiente descripcion. Sin embargo, se debe entender que la descripcidon y los siguientes ejemplos
especificos, aunque indican realizaciones preferidas de la invencion, se dan solamente a modo de ilustracién.
Diversos cambios y modificaciones dentro del espiritu y el alcance de la invencién divulgada se haran facilmente
evidentes para los expertos en la técnica a partir de la lectura de la descripcién y de la lectura de otras partes de la
presente divulgacion.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1: Difractograma de rayos X del polvo de la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina
Figura 2: Espectro infrarrojo de la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Segun se usa en la presente memoria, el término "amorfo" se refiere a un material sélido que carece de estructura
cristalina regular.

El término "temperatura ambiente", segun se usa en la presente memoria, indica que la temperatura aplicada no es
critica y que no se ha de mantener un valor de temperatura exacto. Habitualmente, se entiende que "temperatura
ambiente" significa temperaturas de aproximadamente 15°C a aproximadamente 25°C [véase la Farmacopea
Europea 6.0, 1.2 (2008)].

El término "acido clorhidrico concentrado” se refiere a acido clorhidrico que tiene una concentracién de hidrocloruro
de 37%.

La presente invencion se refiere a la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina. La estructura quimica del
dihidrocloruro de tigeciclina se muestra en la Figura A.

Figura A: Estructura quimica del dihidrocloruro de t igeciclina
La forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina se puede caracterizar, p. €j., por un difractograma de rayos X
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del polvo tipico o un espectro infrarrojo. Cada una de estas caracteristicas por si misma es suficiente para definir e
identificar inequivocamente la forma cristalina de dihidrocloruro de tigeciclina, pero también se pueden combinar
entre si.

La presente invencion se refiere a la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina caracterizada por un
difractograma de rayos X del polvo con picos en angulos 2-6 de 4,7° £ 0,2°, 7,6 + 0,2°, 9,4 £ 0,2°, 10,4 +0,2°, 12,7
0,2°, 14,4 £0,2°, 15,3 +0,2°, 20,7 £0,2°, 21,5 + 0,2°, 23,2+ 0,2°, 25,6 +0,2° y 26,4 £ 0,2°.

Un difractograma de rayos X del polvo caracteristico de la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina se
muestra en la Figura 1 y algunos picos caracteristicos se listan en la Tabla 1.

Segun esto, en una realizacién preferida, la presente invencién se refiere a la forma cristalina C de dihidrocloruro de
tigeciclina caracterizada por un difractograma de rayos X del polvo sustancialmente segun la Tabla 1 y la Figura 1.

Tabla 1: Picos de difraccion de rayos X del polvo (XRPD) caracteristicos de la forma cristalina C de dihidrocloruro de

tigeciclina
Angulo Intensidad Relativa

[°2-6] [%]

4,7 94

7,6 63

9,4 100
10,4 45
12,7 64
14,4 37
15,3 27
20,7 45
21,5 39
23,2 37
25,6 29
26,4 26

La forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina también se puede caracterizar por un espectro infrarrojo tipico
como el mostrado en la Figura 2. Segun esto, en una realizacién preferida adicional, la presente invencién se refiere
a la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina caracterizada por un espectro infrarrojo sustancialmente segun
la Figura 2. Se presentan bandas caracteristicas a nimeros de onda de 3274 + 2 cm™, 2400 + 2 cm™, 1671 £ 2 cm™,
1585 +2 cm™, 1540 + 2 cm™, 1489 + 2 cm™, 1434 + 2 cm™, 1361 £ 2 cm™, 1289 + 2 cm™, 1241 + 2 cm™, 1199 + 2
cm™, 1106 £ 2 cm™, 1056 + 2 cm™, 1027 + 2 cm™, 1002 + 2 cm™, 936 + 2 cm™, 879 £ 2cm™, 806 £ 2 cm™, 783 + 2
cmty 716 +2cm™

En una realizacion, la presente invencién proporciona un procedimiento para la preparacion de la forma cristalina C
de dihidrocloruro de tigeciclina, que comprende las etapas de:

a) suspender tigeciclina en acetonitrilo o una mezcla de acetonitrilo con cloruro de metileno;
b) afiadir de 2,0 a 2,2 equivalentes de acido clorhidrico a la suspension;

c) agitar la suspensién a una temperatura que varia de temperatura ambiente al punto de ebullicion del
disolvente o la mezcla de disolventes usados;
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d) aislar la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina.

Se puede usar cualquier forma de tigeciclina en la etapa a) del procedimiento anterior, p. ej. formas amorfas, formas
cristalinas, mezclas de formas amorfas y cristalinas, mezclas de diferentes formas cristalinas, hidratos o solvatos.
Formas cristalinas adecuadas pueden ser las formas | a V de WO 2006/128150, las formas | y Il de WO
2007/127292, cualquiera de las formas divulgadas en WO 2008/066935 o mezclas de las mismas.

La tigeciclina se usa preferiblemente en una concentracion que varia de 5 a 100 g/l, méas preferiblemente de 5 a 50
g/l y lo mas preferiblemente de 5 a 20 g/l. Se encontré que la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina no
cristalizaba usando disolventes como acetonitrilo o mezclas de acetonitrilo con cloruro de metileno. Se prefieren
mezclas de acetonitrilo con cloruro de metileno, mientras que la cantidad de cloruro de metileno puede variar de 1%
a 20%, preferiblemente varia de 5% a 15%. Segun esto, la relacion de acetonitrilo a cloruro de metileno varia de
99:1 a 80:20 (v/v).

Se puede usar cualquier acido clorhidrico adecuado en la etapa b) del procedimiento anteriormente descrito. Se
puede emplear acido clorhidrico diluido o concentrado que tiene una concentracién en el intervalo de 3 a 38%.
Preferiblemente, se usa acido clorhidrico que tiene una concentracion de aproximadamente 10 a 37%, lo mas
preferiblemente que tiene una concentracion de aproximadamente 18%.

La relacion de tigeciclina a acido clorhidrico empleada puede variar. Cuando se usan menos de 2,0 equivalentes de
acido clorhidrico, se obtiene una mezcla de forma C de dihidrocloruro de tigeciclina y forma A de monohidrocloruro
de tigeciclina. Los inventores encontraron que cuanto menos &acido clorhidrico se use, mas forma A de
monohidrocloruro de tigeciclina se obtiene. Por otra parte, un exceso de acido clorhidrico puede conducir a un
material con una cantidad amorfa superior (véase la Tabla 2). Por lo tanto, también se puede obtener la forma
cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina que contiene, p. ej., menos de 50% o menos de 25% o menos de 5% de
material amorfo o forma cristalina A de tigeciclina. Los inventores encontraron que la relacion ideal de tigeciclina a
acido clorhidrico usada es de 2,0 a 2,2 equivalentes de acido clorhidrico para 1 equivalente de tigeciclina (mol:mol) a
fin de obtener la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina en forma esencialmente polimorfa.

Tabla 2: Relacién entre la cantidad de HCI y la forma cristalina; ACNL:MED = 95:5 (v:v), ¢ = 10 mg/ml, Tpaso = 83°C;

HCI 5N usado Forma C | Forma A | amorfa
[equivalentes molares] [%] [%] [%]
1,4 33 67 0
1,6 55 45 0
1,8 90 10 0
2,0 100 0 0
2,5 40 0 60

La cristalizacion de la forma C de dihidrocloruro de tigeciclina también tendria lugar a temperatura ambiente o
incluso inferior. No obstante, a fin de alcanzar una cristalizacion mas rapida de la forma C de dihidrocloruro de
tigeciclina, la suspensién obtenida en la etapa c) preferiblemente se agita a temperaturas elevadas. Temperatura
elevada significa en este caso una temperatura que varia desde 30°C hasta el punto de ebulliciéon del disolvente o la
mezcla de disolventes usados.

En la etapa d) la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina se aisla de la mezcla de reaccion. Se puede
emplear cualquier método convencional tal como filtracién, centrifugacién o evaporacion del disolvente.

La forma C de dihidrocloruro de tigeciclina es una forma anhidra, que no contiene agua cuando se almacena a una
humedad relativa de aproximadamente 0% y que no contiene mas de aproximadamente 0,8% a 1,7%, p. €j. cuando
se almacena a una humedad relativa de aproximadamente 50%.

La forma C de dihidrocloruro de tigeciclina cristaliza en laminas alargadas delgadas o agujas finas que tienen una
longitud que varia de aproximadamente 10 - 300 um, dependiendo de la velocidad de cristalizaciéon. Debido al mayor
tamafio de particula, la forma C de dihidrocloruro de tigeciclina se filtra mejor que las formas A y B de
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monohidrocloruro de tigeciclina. Por lo tanto, la forma C de dihidrocloruro de tigeciclina es una forma especialmente
adecuada para aislar dihidrocloruro de tigeciclina de la sintesis mediante filtracion, especialmente en la produccion a
granel.

La forma de dosificacién acabada contiene tigeciclina amorfa, respectivamente hidrocloruro de tigeciclina, liofilizada.
Antes de la liofilizacion, la tigeciclina, respectivamente las sales de adicion de acido de tigeciclina, se disuelve en
agua, asi, la solubilidad en agua es un factor importante a considerar. La Tabla 3 muestra los datos de solubilidad de
las diferentes formas cristalinas de base libre de tigeciclina y las formas cristalinas A y B del hidrocloruro de
tigeciclina en comparacion con los de la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina.

Segun se presenta en la Tabla 3, la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina muestra claramente la mayor
solubilidad en agua y por lo tanto es una forma particularmente adecuada para el procedimiento de liofilizacion como
un producto intermedio a fin de preparar un medicamento antiinfeccioso.

Tabla 3: Solubilidad en agua de diferentes formas cristalinas de tigeciclina, hidrocloruro de tigeciclina y la forma C de
dihidrocloruro de tigeciclina

Forma Concentra cion Base us ada
[mg/ml] [mg de equivalentes de base]

WO 2006/128150 (base libre )
I 201 206
1l 170 280
1 174 198
v 322 387
\% 134 180

WO 2007/127292 (base libre )
| 54 156
1l 76 198

WO 2008/066935 (base libre )
IX 141 177

WO 2008/066935 (base libre )
Xl 174 180

Presente invencion (sales de adicion de acido )

A (x HCI) 503 621
B (x HCI) 323 332
C (x2HCI) 562 696

Ademas, la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina de alta solubilidad en agua de la presente invencion
también muestra buena estabilidad termodinamica. La forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina de la
presente invencion representa una forma termodindmicamente estable, lo que significa que no se convierte en otras
formas cristalinas o amorfas cuando se almacena, incluso a temperaturas elevadas. Por ejemplo, la forma cristalina
C de dihidrocloruro de tigeciclina no cambiaba su estructura cristalina después del almacenamiento durante 7 dias a
80°C.
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Asimismo, la tigeciclina debe estar disponible en una forma fisicamente estable, a fin de evitar la degradacién y
como consecuencia la acumulacion de subproductos no deseados. La Tabla 4 compara los datos de estabilidad de
las diferentes formas cristalinas de base libre de tigeciclina e hidrocloruro de tigeciclina con los de la forma cristalina
C de dihidrocloruro de tigeciclina de la presente invencion. Después de almacenar durante 7 dias a 80°C, se puede
observar que las formas | y Il de WO 2006/128150 muestran un enorme incremento en las impurezas totales. Todas
las otras formas cristalinas de tigeciclina, el hidrocloruro de tigeciclina y también la forma C de dihidrocloruro de
tigeciclina que se han probado mostraban datos de estabilidad satisfactorios cuando se consideraba que 80°C
durante 7 dias representaban condiciones extremas, que un ingrediente farmacéutico activo nunca experimentara en
su ciclo vital bajo circunstancias normales.

Ademas, la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina es mas estable que la forma amorfa. La Tabla 4
presenta que la forma C de dihidrocloruro de tigeciclina con una cantidad amorfa de 20% es menos estable que una
forma C polimorfa pura. Por lo tanto, la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina en forma polimorfa
esencialmente pura se prefiere mas que el dihidrocloruro de tigeciclina amorfo.

Tabla 4: Estabilidad fisica de formas cristalinas de tigeciclina, hidrocloruro de tigeciclina y forma C de dihidrocloruro
de tigeciclina a temperaturas elevadas

Forma 4-Epi-tigeciclina en | 4-Epi-tigeciclina Impurezas totales en Impurezas
condiciones 7 dias a 80°C condiciones totales 7 dias a
ambiente ambiente 80°C
WO 2006/128150 (base
libre)
| 0,36 2,15 0,75 11,20
1] 1,04 10,83 1,60 18,44
1l 0,16 2,18 0,16 4,46
v 0,23 0,38 0,40 0,87
\Y, <0,05 0,18 0,22 0,37
WO 2007/127792 (base
libre)
[ 0,34 1,26 0,59 2,22
Il 0,17 0,38 0,24 0,91
WO 2008/066935 (base
libre)
IX 0,15 0,70 0,43 2,13
Xl 0,15 0,70 0,40 4,38
Presente invencion
(sales de adicion de
acido)
A (x HCI) 0,84 0,89 1,07 1,81
B (x HCI) 0,93 1,60 1,91 4,19
C (x 2HCI) 0,73 2,40 0,83 2,60
C+20% amorfo (x 2HCI) 1,73 4,34 1,81 4,88
amorfo (x 2HCI) 4,97 16,42 5,05 18,82

En total, la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina posee la mayor solubilidad en agua y buena estabilidad
fisica y termodinamica y por lo tanto es una forma particularmente Util para la formulacién de un medicamento
antiinfeccioso.

La solubilidad en agua es un factor importante a considerar, ya que la tigeciclina, respectivamente las sales de
adicion de acido de tigeciclina, se disuelve en agua antes de liofilizar durante el procedimiento de formulacion. Es
por lo que la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina de la presente invencion es una forma particularmente
adecuada de uso para el procedimiento de formulacién.
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Ademas, las propiedades termodinamicas y de estabilidad fisica de la forma cristalina C de dihidrocloruro de
tigeciclina de la presente invencién también son adecuadas. La forma C de dihidrocloruro de tigeciclina de la
presente invencion ni mostraba un incremento notable en las impurezas ni una conversion de la estructura cristalina
después del almacenamiento en condiciones extremas.

Por otra parte, la forma C de dihidrocloruro de tigeciclina se filtra mejor que las formas A y B de hidrocloruro de
tigeciclina y por lo tanto es especialmente adecuada para aislar dihidrocloruro de tigeciclina de la sintesis mediante
filtracion, especialmente en la produccion a granel.

Por otra parte, la presente invencion se refiere al uso de la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina como un
producto intermedio para preparar un medicamento antiinfeccioso.

La presente invencién también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden la forma cristalina C de
dihidrocloruro de tigeciclina en una cantidad eficaz.

Ademas, la presente invencion se refiere al uso de la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina como un
medicamento antiinfeccioso.

La invencién se describe adicionalmente mediante referencia a los siguientes ejemplos. Estos ejemplos se
proporcionan solamente con propésitos de ilustracion y no estan destinados a limitar la presente invencion de ningin
modo.

EJEMPLOS

El difractograma de rayos X del polvo (XRPD) se tomé en un difractometro de rayos X del polvo Unisantis XMD 300
con un detector sensible a la posicion en una Optica de haces paralelos usando las siguientes condiciones de
adquisicion: anodo tubular: Cu, 40 kV, 0,8 mA; 3 - 43° 6/20; deteccién simultanea de regiones de 10° por etapa con
resolucion del detector 1024, tiempo de conteo 300 segundos por etapa. La muestra se midi6 a temperatura
ambiente en un soporte para muestras estandar sobre un rotor para muestras. Una precision tipica de los valores 2-
0 esta en el intervalo de + aproximadamente 0,2° 2-6. Asi, un pico de difraccién que aparece en 5,0° 2-6 puede
aparecen entre 4,8 y 5,2° 2-08 en la mayoria de los difractémetros de rayos X bajo condiciones estandar.

El espectro infrarrojo (IR) se tomé en una cubeta MKIlI Golden Gate™ Single Reflection Diamond ATR (reflexion total
atenuada) con un espectrometro de FTIR Bruker Tensor 27 con resolucion de 4 cm™ en condiciones ambiente. Para
tomar un espectro, se aplicd una punta de espatula de la muestra a la superficie del diamante en forma de polvo. A
continuacion, la muestra se presioné sobre el diamante con un yunque de zafiro y se registr6 el espectro. Se usé un
espectro del diamante limpio como espectro de fondo. Una precision tipica de los valores del nimero de onda esta
en el intervalo de aproximadamente + 2 cm™. Asi, un pico infrarrojo que aparece en 1716 cm™ puede aparecer entre
1714y 1718 cm™enla mayoria de los espectrometros infrarrojos bajo condiciones estandar.

Las cantidades de forma A de hidrocloruro de tigeciclina y dihidrocloruro de tigeciclina amorfo en la forma C de
dihidrocloruro de tigeciclina, presentadas en la Tabla 2, se estimaron por comparacién de espectros infrarrojos
experimentales procedentes de experimentos de cristalizacion con espectros tedricos calculados a partir de
espectros de referencia normalizados de la forma C, la forma A y el dihidrocloruro amorfo. Un espectro de
comparacion de la forma C que contenia 30% de forma A se genero, p. €j., calculando 0,7 * (espectro forma C) + 0,3
* (espectro forma A) con la calculadora espectral del programa informatico espectral de Bruker "OPUS". De este
modo, los espectros tedricos de la forma C que contienen entre 10 y 90% de forma A de monohidrocloruro de
tigeciclina, respectivamente dihidrocloruro de tigeciclina amorfo, se calcularon en etapas de 10%. A continuacion, los
espectros experimentales se compararon con estos espectros teéricos, especialmente en la region de 3700 - 3300
cm™, para estimar la cantidad de forma A de hidrocloruro de tigeciclina y dihidrocloruro de tigeciclina amorfo en la
forma C de dihidrocloruro de tigeciclina.

Ejemplo 1 : Preparacion de la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina

Se preparé una suspension afiadiendo 190 ml de una mezcla de acetonitrilo/cloruro de metileno (85:15; v:v) a 2.038
mg de tigeciclina. La suspension se agit6 a temperatura ambiente durante 30 minutos. A continuacion, 1,156 ml de
acido clorhidrico 5 N (2,1 equivalentes) en 1 ml de acetonitrilo se afiadieron gota a gota lentamente a la suspension.
La mezcla se agité a 70°C durante 20 horas, se enfri6 hasta temperatura ambiente y se agité adicionalmente durante
5 horas. El sélido se separ6 por filtracion y se secé bajo vacio a temperatura ambiente para obtener 2.266 mg de la
forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina (98,19% de pureza por HPLC; H,O KF: 1,7%).

Ejemplo 2 : Preparacion de la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina

Se cargaron 40 ml de XAD1600 a una columna (20 mm de diametro) y se lavaron con 200 ml de hidréxido s6dico
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acuoso al 4%, 250 ml de agua desmineralizada, 200 ml de acido clorhidrico 0,1 M y de nuevo con 400 ml de agua
desmineralizada. Se disolvieron 17,3 g de hidrocloruro de tigeciclina bruto en 200 ml de agua para inyeccion y la
solucién obtenida se bombed sobre la columna con de aproximadamente 350 a 400 mi/h. Se recogieron 85 ml de
frente y se retiraron antes de que el pH disminuyera hasta 3-4. A dicho valor de pH, se recogié el eluato. Después de
la adicion de toda la solucién de tigeciclina, la columna se lavo finalmente con 400 ml de acido clorhidrico 0,1 M.

La principal fraccion recogida se transfirid a un reactor revestido doble Schmizo de 2 | antes de que se afiadieran
488 ml de cloruro de metileno. Se ajusté un pH de 8,0 + 0,1 mediante la adicién de 10 ml de hidréxido sédico acuoso
al 20% mientras se agitaba vigorosamente. Después de agitar durante 10 minutos, las dos fases se separaron. La
fase acuosa se lavé dos veces con 488 ml de cloruro de metileno, mientras el pH se mantenia a 8,0 + 0,1 mediante
la adicion bien de hidréxido sédico 0,1 M o bien de &cido clorhidrico 0,2 M. La fase acuosa obtenida se retird. Las
fases de cloruro de metileno recogidas se filtraron sobre un filtro ondulado antes de que el volumen se redujera
hasta 500 ml en el evaporador giratorio (50-55°C, 500 mbar). A continuacion, se afiadieron 500 ml de acetonitrilo y la
solucién se redujo de nuevo hasta un volumen de 230 ml. La solucion se transfiere a un reactor revestido doble
Schmizo de 2 | y se afiaden 845 ml de acetonitrilo para obtener un volumen total de 1.075 ml. La solucion se ajusto
hasta una cantidad de cloruro de metileno de 5% mediante la adicion de aproximadamente 20 ml de cloruro de
metileno. Se afiadieron 0,2 g de dihidrocloruro de tigeciclina (p. ej. obtenido del ejemplo 1) como cristales seminales
y la tigeciclina cristalizaba a temperatura ambiente antes de que se afiadieran 7,8 ml de acido clorhidrico 5 M en 50
ml de acetonitrilo a lo largo de un periodo de 15 a 20 minutos. La suspensién se agité durante 16 horas a de 20 a
25°C mientras se observaba un cambio de color de amarillo a naranja. Para completar la cristalizacién, la
suspension se agité adicionalmente durante 1 hora a de 0 a 5°C. El sélido se separd por filtracién, se lavé con 80 ml
de acetonitrilo frio y se sec6 bajo vacio a temperatura ambiente durante 16 horas para obtener 14 g de forma C de
hidrocloruro de tigeciclina cristalino.

Ejemplo 3 : Preparacion de forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina

Se cargaron 40 ml de XAD1600 a una columna (20 mm de diametro) y se lavaron con 200 ml de hidréxido sodico
acuoso al 4%, 250 ml de agua desmineralizada, 200 ml de acido clorhidrico 0,1 M y de nuevo con 400 ml de agua
desmineralizada hasta que se alcanzaba un pH = 5,0. Se disolvieron 17,3 g de hidrocloruro de tigeciclina bruto en
200 ml de agua para inyeccion y la solucién obtenida se bombeé sobre la columna con de aproximadamente 350 a
400 ml/h. Se recogieron 85 ml de frente y se retiraron antes de que el pH disminuyera hasta 3-4. A dicho valor de
pH, se recogio el eluato. Después de la adicién de toda la solucién de tigeciclina, la columna se lavé finalmente con
400 ml de &cido clorhidrico 0,1 M.

La principal fraccidn recogida se transfirid a un reactor revestido doble Schmizo de 2 | antes de que se afiadieran
500 ml de cloruro de metileno. Se ajusté un pH de 7,5 + 0,1 mediante la adiciéon de 10 ml de hidroxido sédico acuoso
al 20% mientras se agitaba vigorosamente. Después de agitar durante 10 minutos, las dos fases se separaron. La
fase acuosa se lavé dos veces con 500 ml de cloruro de metileno, mientras el pH se mantenia a 7,5 + 0,1 mediante
la adicién bien de hidréxido sédico 0,1 M o bien de &cido clorhidrico 0,2 M. La fase acuosa se retiré y las fases de
cloruro de metileno combinada se lavaron con 500 | de agua. Las fases de cloruro de metileno se filtraron sobre un
filtro ondulado antes de que se afiadieran 1.400 ml de acetonitrilo bajo agitacion. Se retiraron aproximadamente 900
ml de cloruro de metileno en el evaporador giratorio (50-55°C, 500-600 mbar) y, a una temperatura interna de
aproximadamente 40°C, se afadieron 3,64 ml (2,0 equivalentes molares) de acido clorhidrico concentrado (37%) en
100 ml de acetonitrilo en 5-10 minutos bajo agitacién vigorosa. Después de la adicion del acido, el volumen se redujo
hasta 1.050-1.060 ml en el evaporador giratorio (Thafo = 50-55°C, p = 500-600 mbar) mientras la temperatura interna
se mantenia a 40°C. Después de la destilacion, la suspension se enfrié6 hasta 20-25°C en una hora y se agité
adicionalmente a esta temperatura durante otra hora. Se observaba un cambio de color de amarillo a naranja. El
sélido se separo6 por filtracién, se lavé con 75 ml de acetonitrilo frio y se secé bajo vacié a 35°C durante 16 horas
para obtener 13-15 g de forma C de dihidrocloruro de tigeciclina cristalina.

Ejemplo 4 Prueba de solubilidad en agua

Se us6 un espectrofotdbmetro UV-vis Lambda 35 (Perkin-Elmer) (A = 347 nm, cubetas de cuarzo de 1,0 cm). Se us6
el programa informatico UV WinLab-5.1 de Perkin EImer®.

Se prepard una solucidn saturada de tigeciclina, hidrocloruro de tigeciclina o dihidrocloruro de tigeciclina en agua
destilada y la suspension se agitd a temperatura ambiente durante 30 minutos con una velocidad de agitacion de
1.000 U/min. La suspension se filtr6 a través de un filtro de 0,45 um. Finalmente, la solucién resultante se diluyo
10.000 veces y se midi6 frente a agua a una longitud de onda de 347 nm.
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Forma

Concentra cién

Base usada

[mg/mi] [mg de equivalentes de base]

WO 2006/128150 (base libre )
| 201 206
Il 170 280
1 174 198
1\ 322 387
\% 134 180

WO 2007/127292 (base libre )
| 54 156
Il 76 198

WO 2008/066935 (base libre )
IX 141 177
X 174 180

Presente invencion (sales de adicion de acido )

A (x HCI) 503 621
B (x HCI) 323 332
C (x 2HCI) 562 696

El ejemplo 5 muestra las condiciones de HPLC usadas en esta solicitud.

Ejemplo 5 : HPLC

Aparato de HPLC, p. €]. Agilent 1200

Columna: HALO C18, 2,7 um, 100 x 4,6 mm (Advanced Material Technology Part. N° 92814-602)

Sistema: gradiente

Eluyente A: solucion tamponadora pH 6,7

Eluyente B: solucién tamponadora pH 6,7 / acetonitrilo = 1/1 (v/v)

Caudal: 1,5 ml/min
Temperatura del horno: 25°C
Volumen de inyeccién: 5 ml
Tiempo de parada: 12 min

Tiempo posterior: 3 min
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Deteccion: A = 250 nm

Gradiente:
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REIVINDICACIONES
1. Forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina caracterizada por un difractograma de rayos X del polvo con
picos en angulos 2-6 de 4,7° + 0,2°, 7,6 £ 0,2°, 9,4 £ 0,2°, 10,4 £ 0,2°, 12,7 £ 0,2°, 14,4 £ 0,2°, 15,3 £ 0,2°, 20,7
0,2°,21,5+0,2°, 23,2+0,2°, 25,6 £0,2°y 26,4 £0,2°.

2. Forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina segun la reivindicacion 1, caracterizada por un espectro
infrarrojo con picos en ndmeros de onda de 3274 + 2 cm™, 2400 + 2 cm™, 1671 + 2 cm™, 1585 + 2 cm™, 1540 + 2
cm™, 1489 +2 cm™, 1434 +2 cm™, 1361 +2 cm™, 1289 + 2 cm™, 1241 +2 cm™, 1199 + 2 cm™, 1106 + 2 cm™, 1056
+2cm™? 1027 +2cm™, 1002 +2cm™, 936 +2cm™, 879 +2cm™, 806 +2cm™, 783 +2cm™ty 716 + 2 cm™.

3. Forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina segun la reivindicacién 1, que contiene menos de 50% de
material amorfo o forma cristalina A de hidrocloruro de tigeciclina.

4. Forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina seguin la reivindicacion 1, que contiene menos de 25% de
material amorfo o forma cristalina A de hidrocloruro de tigeciclina.

5. Forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina segun la reivindicacion 1, que contiene menos de 5% de
material amorfo o forma cristalina A de hidrocloruro de tigeciclina.

6. Forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina segun la reivindicacion 1, en forma polimorfa esencialmente
pura.

7. Un procedimiento para preparar la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina segun las reivindicaciones 1-
6, que comprende las etapas de:

a) suspender tigeciclina en acetonitrilo 0 una mezcla de acetonitrilo con cloruro de metileno;
b) afiadir de 2,0 a 2,2 equivalentes de &cido clorhidrico a la suspension;

c) agitar la suspension a una temperatura que varia de temperatura ambiente al punto de ebullicion del
disolvente o la mezcla de disolventes usados;

d) aislar la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina.

8. El procedimiento segun la reivindicacion 7, en el que la relacion de acetonitrilo a cloruro de metileno varia de 99:1
a 80:20 (viv).

9. Composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de la forma cristalina C de dihidrocloruro de
tigeciclina segun las reivindicaciones 1-6.

10. Forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina segun las reivindicaciones 1-6, para el uso como un
medicamento antiinfeccioso.

11. Uso de la forma cristalina C de dihidrocloruro de tigeciclina segin las reivindicaciones 1-6 como un producto
intermedio para la preparacién de un medicamento antiinfeccioso.
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