ES 2547 827 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @Namero de publicacion: 2 547 827
Gint. cl.;

B0O1D 15/32 (2006.01)
A61K 31/4164  (2006.01)
CO7K 7/56 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  13.04.2012 E 12713998 (8)
Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 01.07.2015  EP 2699327

Titulo: Procedimiento para la purificacién de la micafungina

Prioridad: @ Titular/es:

20.04.2011 US 201161477190 P AXELLIA PHARMACEUTICALS APS (100.0%)
Dalslandsgade 11

Fecha de publicacién y mencién en BOPI de la 2300 Copenhagen S, DK
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

08.10.2015 AASSVEEN, LENE:

DALE, ELI, KARIN:

HANSEN, ESPEN, FRIDTJOF y
EIDE, KJERSTI, MELDAHL

Agente/Representante:
CURELL AGUILA, Mireia

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2547 827 T3

DESCRIPCION
Procedimiento para la purificacion de la micafungina.
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un procedimiento mejorado para la purificacion de una sal de micafungina, en
particular micafungina sddica.

Antecedentes

La micafungina es el principio farmacéutico activo en Mycamine®. Segun la etiqueta de la FDA, la estructura quimica
de la micafungina sédica estéa representada por la formula (1):

La micafungina también es conocida como pneumocandina A0, 1-[(4R,5R)-4,5-dihidroxi-N2-[4-[5-[4-(pentiloxi)fenil]-
3-isoxazolil[benzoil]-L-ornitina]-4-[(4S)-4-hidroxi-4-[4-hidroxi-3-(sulfooxi)fenil]-L-treonina]. La micafungina sédica es
conocida ademas como FK-463. Los numeros de registro asignados por Chemical Abstracts son: 235114-32-6 para
la micafungina y 208538-73-2 para la micafungina sodica.

La micafungina es una equinocandina que inhibe la 1,3-B-D-glucano sintasa y, de esta manera, conduce a la lisis de
las células fungicas. De esta manera, la micafungina resulta Gtil como agente antifiingico en el tratamiento de
infecciones provocadas por cepas de, por ejemplo, Aspergillus, Cryptococcus, Candida, Mucor, Actinomyces,
Histoplasma, Dermatophyte, Malassezia y Fusarium. La micafungina es el ingrediente activo en los farmacos
aprobados Mycamine® y Funguard®, los cuales se utilizan en el tratamiento y la profilaxis de infecciones causadas
por Candida.

El experto en la materia conoce diversos procedimientos para la preparacion y la purificacion de micafungina; ver,
por ejemplo, las patentes US n° 6.107.458 y n° 7.199.248. Méas particularmente, la patente US n° 7.199.248 da a
conocer un procedimiento en el que se purifica una sal DIPEA en bruto de micafungina mediante filtracion y
separacion cromatografica utilizando una y-alimina regenerada en una columna 1350-L y eluyendo micafungina
DIPEA con metanol. La fraccion que contiene micafungina se purifica adicionalmente y se transfiere a una sal sddica
de micafungina, entre otros mediante cromatografia de intercambio i6nico utilizando una resina de intercambio iénico
regenerada UBK510L. La micafungina sodica se eluye con metanol acuoso. Finalmente se utiliza acetona y acetato
de etilo para la precipitacion de la micafungina sédica.

Es bien conocido en la técnica que la sal diisopropiletilamina (DIPEA) de la micafungina es mas estable que la sal
sédica de la micafungina. Por lo tanto, los procedimientos de la técnica anterior tales como el procedimiento dado a
conocer anteriormente con frecuencia utilizan la sal DIPEA como intermediario durante la preparacion de la
micafungina sédica. Se describe en, por ejemplo, la Tesis general, "Process Development of Micafungin, a Novel
Lipopeptide Antifungal Agent" [Desarrollo de procedimiento de la micafungina, un nuevo agente antifingico
lipopéptido], de Ohigashi et al., Journal of Synthetic Organic Chemistry, Japon, vol. 64, n°® 12, dic. de 2006. En
Ohigashi et al., se da a conocer un procedimiento en el que las impurezas presentes en una sal DIPEA de
micafungina se eliminan mediante la utilizacion de resinas. La sal DIPEA purificada mediante la utilizacion de una
columna de resina de alimina seguidamente se somete, segin Ohigashi et al., a cromatografia de intercambio
iGnico para convertir la sal DIPEA de la micafungina en una sal sddica de micafungina.
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Resulta evidente que los procedimientos de la técnica anterior para la preparacion de micafungina sédica tal como
se ha indicado anteriormente implican dos etapas cromatograficas consecutivas, es decir, en primer lugar la
purificacion de micafungina DIPEA en una resina de cromatografia de fase inversa (CFl) y en segundo lugar la
transformacion de la sal DIPEA en la sal sédica, es decir, un intercambio de sales, en una resina de intercambio
i6nico. La utilizacion de dos etapas cromatograficas posteriores para la obtencién de la sal sédica de micafungina
deseada es laboriosa y proporcionar un procedimiento mejorado que implicase menos etapas de procesamiento,
menos compuestos quimicos y menos equipos resultaria beneficioso tanto desde un punto de vista econémico como
desde un punto de vista medioambiental y de simplificacion del trabajo.

De esta manera, todavia existe una necesidad de procedimientos mas eficientes para la preparacién de una
micafungina purificada y derivados de la misma, tal como la sal sédica de la micafungina.

Sumario de la invenciéon

El objetivo de la presente invencién es proporcionar un procedimiento mejorado para la purificacion de una sal de
micafungina, tal como la micafungina sddica.

Tal como se ha mencionado anteriormente, los procedimientos de la técnica anterior incluyen, entre otras, la
desventaja de dos etapas cromatograficas consecutivas. La presente invencion se basa en los inesperados
resultados de que dos etapas (intercambio de sales y purificacion) pueden llevarse a cabo en una Unica operacion.
De esta manera, el procedimiento de la presente invencion implica ventajas autoevidentes, tanto medioambientales
como econdmicas, tales como un consumo reducido de compuestos quimicos, tiempos de procesamiento mas
cortos y la utilizacion de menos equipos.

Segun una forma de realizacién de la invencién, se proporciona un procedimiento para producir una sal de
micafungina farmacéuticamente aceptable en el que dicho procedimiento comprende las etapas de:

a) aplicar una solucion acuosa que comprende una sal disuelta de micafungina en un soporte de resina
adsorbente hidréfoba,

b) exponer a una solucion acuosa de una sal farmacéuticamente aceptable la micafungina unida,

c) eluir la sal farmacéuticamente aceptable disuelta de micafungina con una solucién que comprende un
solvente organico miscible en agua,

con la condicidn de que por lo menos uno de:

i) la solucion acuosa que comprende una sal disuelta de micafungina en la etapa a)

0

i) la solucion acuosa en la etapa b)
comprenda un solvente organico miscible en agua.
Segln un aspecto de la forma de realizacion anterior se proporciona un procedimiento que comprende ademas una
etapa en la que la micafungina unida de la etapa b) se expone adicionalmente a una solucion acuosa que
comprende un solvente organico miscible en agua una o mas veces para la eliminacion de impurezas.
Segun otro aspecto de la forma de realizacién mencionada anteriormente se proporciona un procedimiento en el que
el material de partida en la etapa a) comprende un solvente organico miscible en agua en el intervalo de entre 0% y
30% viv.
Segun otro aspecto de la forma de realizacion anterior se proporciona un procedimiento en el que la solucién acuosa
que comprende una sal disuelta de micafungina en la etapa a) comprende un solvente organico miscible en agua en
el intervalo de entre 5% y 15% v/v.
Segun otro aspecto de la forma de realizacion anterior se proporciona un procedimiento en el que la solucién acuosa
qgue comprende una sal disuelta de micafungina en la etapa a) comprende un solvente organico miscible en agua en

una proporcién aproximada de 10% vi/v.

Segln otro aspecto de la forma de realizacion anterior, se proporciona un procedimiento en el que la solucion
acuosa en la etapa b) comprende un solvente organico miscible en agua en el intervalo de entre 0% y 40% viv.

Segun otro aspecto de la forma de realizacion anteriormente indicada se proporciona un procedimiento en el que la
solucion acuosa en la etapa b) comprende un solvente organico miscible en agua en una proporciéon aproximada de
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20% viv.

Segln otro aspecto de la forma de realizacién anterior, se proporciona un procedimiento en el que el solvente
organico miscible en agua se selecciona de entre el grupo que consiste en alcoholes C;-Cs ramificados o no
ramificados, cetonas C3-Csg y solventes organicos aproticos polares.

Segun otro aspecto de la forma de realizacion anteriormente indicada se proporciona un procedimiento en el que el
solvente organico miscible en agua se selecciona de entre el grupo que consiste en metanol, etanol, propanoal,
isopropanol, acetona y acetonitrilo.

Segun otro aspecto de la forma de realizacion anteriormente indicada se proporciona un procedimiento en el que la
solucion acuosa en la etapa ¢) comprende acetonitrilo por lo menos al 30% v/v en forma de un solvente organico
miscible en agua.

Segun otro aspecto de la forma de realizacion anteriormente indicada se proporciona un procedimiento en el que el
solvente organico miscible en agua es el metanaol.

Seguln otro aspecto de la forma de realizacion anteriormente indicada se proporciona un procedimiento en el que la
solucion acuosa en la etapa ¢) comprende metanol por lo menos al 70% v/v, tal como metanol por lo menos al 90%
vlv, tal como metanol por lo menos al 95% v/v como solvente organico miscible en agua.

Segun otro aspecto de la forma de realizacion anteriormente indicada, se proporciona un procedimiento en el que la
solucion acuosa que comprende una sal disuelta de micafungina en la etapa a), la solucién acuosa de la etapa b) y
la solucion de lavado de la etapa c) comprende un solvente organico miscible en agua.

Segln una forma de realizacion, el material de partida de micafungina o la solucién acuosa de la etapa b) del
presente procedimiento comprende entre 2% y 30% v/v de un solvente organico miscible en agua.

Segun una forma de realizacion, el material de partida de micafungina y la soluciéon acuosa de la etapa b) del
presente procedimiento comprende entre 2% y 30% v/v de un solvente organico miscible en agua.

Segun otra forma de realizacién, el cation presente en la solucién acuosa que comprende una sal disuelta de
micafungina de la etapa a) de la presente invencion es DIPEA.

Segun todavia otra forma de realizacion, la resina utilizada segun el presente procedimiento es HP20SS.

Segun otra forma de realizacién, la solucion acuosa que comprende una sal disuelta de micafungina de la etapa a) y
la solucion acuosa de la etapa b) del presente procedimiento comprende un solvente organico miscible en agua.

Segun todavia otra forma de realizacion, el material de partida de micafungina y la solucion acuosa de la etapa b)
del presente procedimiento comprende metanol.

Segun todavia otra forma de realizacion del presente procedimiento, el solvente organico miscible en agua presente
en la solucién acuosa que comprende una sal disuelta de micafungina de la etapa a) y/o la solucién acuosa de la
etapa b) es metanol.

Segun todavia otra forma de realizacion del presente procedimiento, la solucion acuosa de la etapa b) comprende
metanol.

Segln una forma de realizacion final de la presente invencion se proporciona un procedimiento en el que la sal
farmacéuticamente aceptable de micafungina es la sal sédica y la resina es HP20SS, y la solucién acuosa que
comprende una sal disuelta de micafungina de la etapa a) comprende micafungina DIPEA y metanol al 10% vivy la
solucion de la etapa b) comprende metanol al 20% v/v y NaCl 3 M al 80% v/v, NaCHsCOO 0,1 My la solucion de la
etapa c) comprende metanol al 40% v/v y la solucién de la etapa d) comprende metanol al 90% v/v.

Breve descripcion de las figuras

Las figuras 1 a 9 ilustran el perfil de elucién de DIPEA y micafungina sodica de HP20SS segun los Ejemplos 1 a 9
correspondientes. Las tablas relevantes muestran el nivel de DIPEA en las fracciones eluidas (VC=voliumenes de
columna).

Descripcion detallada

Segun la presente invencion la micafungina es cualquier compuesto que comprende la estructura siguiente:
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o sales del mismo. La expresion "sales del mismo" pretende comprender cualesquiera sales de micafungina que
puedan resultar Utiles para el propoésito de la preparacion y/o purificacién de la micafungina o cualesquiera sales
farmacéuticamente aceptables de la micafungina Utiles como ingrediente activo en una formulacion medicinal. A este
respecto, una lista no limitativa de sales de micafungina es la sal sddica, la sal potasica, la sal diisopropiletilamina
(DIPEA), etc.

La micafungina es un derivado semisintético de FR901379, un producto de fermentacion obtenido de F-11899 de
Coleophoma empetri (depositado como FERM BP-2635).

La micafungina puede prepararse mediante desacilacion del producto de fermentacién FR901379, obteniendo un
compuesto denominado nucleo péptido micafungina en la presente memoria y posterior acoplamiento de la cadena
lateral de la micafungina acido 4-[5-(4-pentiloxifenil)isoxazol-3-illbenzoico, con dicho nuicleo péptido. El nimero de
registro de dicha cadena lateral asignada por Chemical abstracts es 179162-55-1. También es conocida por el
nombre FR195752.

La desacilacion de FR901379 puede llevarse a cabo con enzimas producidos por determinados microorganismos de
la familia Actinoplanaceae, por ejemplo Actinoplanes utahensis 1F0-13244, Actinoplanes utahensis ATCC 12301,
Actinoplanes missourienses NRRL 12053. El nicleo péptido desacilado esta representado en la presente memoria
por la formula Il. La sal s6dica del nucleo péptido desacilado ha sido denominada FR133303 (ver la patente EP n°
462531).

La reacilacion del nucleo péptido representado por la férmula Il puede llevarse a cabo tal como se da a conocer en la
patente US n° 7.199.248.

El nacleo péptido de la micafungina esta representado por la formula Il.
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Segln la presente invencién se proporciona un procedimiento para la preparacion de una sal purificada de
micafungina. Segun una realizacion de la invencion, la sal de micafungina obtenida segin la presente invencion es
la sal sédica de micafungina. Debe apreciarse que también pueden obtenerse otras sales farmacéuticamente
aceptables de micafungina mediante el presente procedimiento, tales como, por ejemplo, la sal potasica de
micafungina.

Segln la presente invencién se proporciona un procedimiento para la purificacion y preparacion de una sal
farmacéuticamente aceptable de micafungina, en el que un material de partida de micafungina se adsorbe sobre un
soporte sdlido, sometiendo a lavado la micafungina adsorbida con una solucién acuosa que comprende una sal
disuelta y finalmente eluyendo la sal farmacéuticamente aceptable de micafungina obtenida de esta manera
utilizando una solucién de elucion que comprende un solvente organico miscible en agua.

Segln la presente invencion, la expresién "material de partida de micafungina” es una solucion acuosa que
comprende una sal disuelta de micafungina. El material de partida de micafungina permite la adsorcion de la sal de
micafungina a un soporte sélido de manera que puedan llevarse a cabo en una etapa el intercambio de sales y la
purificacion.

El material de partida de micafungina comprende una sal de micafungina adecuada para la adsorcién en un soporte
sélido. En el caso de que dicha sal se adsorba a un soporte sélido y tras la exposicion adicional a una solucion de
una sal farmacéuticamente aceptable, resulta posible el intercambio de sales. Los cationes iniciales asociados a la
micafungina en el material de partida de micafungina seguidamente pueden eliminarse mediante lavado con una
solucion acuosa que comprende opcionalmente un solvente organico miscible en agua. Finalmente, la sal de
micafungina farmacéuticamente aceptable puede eluirse con una solucién acuosa que comprende un solvente
organico miscible en agua.

De esta manera, la sal de micafungina presente en el material de partida es diferente de la sal de micafungina que
se esta eluyendo del soporte sdlido después del intercambio de sales y la purificaciéon. La sal de micafungina
presente en el material de partida de micafungina es, segiin una forma de realizacion preferida de la invencion, la sal
de DIPEA de la micafungina.

Segln un aspecto de la presente invencién se proporciona un procedimiento en el que la sal final de micafungina se
encuentra sustancialmente libre del cation de la sal de micafungina presente en el material de partida de
micafungina. La expresion "sustancialmente libre" se refiere en el contexto de la presente invencion que los niveles
de dicho catién en la sal de micafungina final no son detectables. La expresién "no detectables" se refiere en el
contexto de la presente invencion a que el catiéon del material de partida de micafungina, por ejemplo DIPEA, no
puede detectarse mediante el ensayo de HPLC siguiente:

Parametros de sistema

Columna Kinetex C18, 2,6 pm, 100 mm x 2,1 mm, 100 A
Caudal 0,8 ml/min

Temperatura de 30°C

columna

Contrapresion aproximadamente 3.500 psi, o0 250 bar

Fase movil A 99% agua MilliQ

1% acetonitrilo
TFA al 0,1% (v/v)

Fase movil B 1% agua MilliQ
99% acetonitrilo
TFA al 0,1% (v/v)

Gradiente
Tiempo (min) % de B

0 0

5 15

6 50

7 50

8 0

15 0
Tiempo de operacion 15 min
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Volumen de inyeccién 5 pl

Temperatura del automuestreador 5°C

Configuracion del integrador % de area de pico
Tiempo de retencién, Dipea: aprox. 4,6 minutos
Detector: Detector Corona Cad

Preparacion de muestras:
Se pesan con precision 50 mg de la muestra en un matraz
volumétrico de 10 ml.

Se disuelven y se diluyen hasta el volumen final con solucion
para dilucion (agua con TFA al 0,1%). Volumen de inyeccién: 5 pl.

Seguln otro aspecto de la presente invencidn se proporciona un procedimiento en el que la sal final de micafungina
se encuentra suficientemente libre del cation de la sal de micafungina presente en el material de partida de
micafungina. La expresién "suficientemente libre" se refiere, en el contexto de la presente invencién, a que el nivel
del cation del material de partida de micafungina remanente en la sal de micafungina final es inferior a 300 ppm. Por
ejemplo, segun una forma de realizacién del presente procedimiento, el nivel de DIPEA en la micafungina sddica
producida es inferior a 300 ppm.

Segln un aspecto de la presente invencion se proporciona un procedimiento para producir micafungina sédica en el
que la micafungina sddica obtenida se encuentra sustancialmente libre de DIPEA.

Seguln todavia otro aspecto de la invencion, el material de partida de micafungina es una solucion acuosa de una sal
disuelta de micafungina que ademas comprende un solvente organico miscible en agua. La presencia de un solvente
organico miscible en agua facilitara adicionalmente la adsorcion de la sal de micafungina presente en el material de
partida de micafungina a un soporte sélido de manera que puedan llevarse a cabo en una sola etapa la purificaciéon y
el intercambio de sales. Mas particularmente, el material de partida de micafungina puede comprender una solucién
acuosa de micafungina diisopropiletilamina (DIPEA) disuelta y un solvente organico miscible en agua.

La sal de micafungina presente en el material de partida de micafungina puede prepararse segun procedimientos
bien conocidos por el experto en la materia. Por ejemplo, la micafungina DIPEA de la férmula siguiente:

k]

Vo )
NH $
NH O—(CHALCH;
0 N—0)
Hx E
L

OF
F

HY oM

© CEs
it
\'('O\OH >_“
4] k

I
M=t

o

puede prepararse segun procedimientos dados a conocer en las patentes US n°® 6.170.458 o n°® 7.199.248. También
puede prepararse una sal de micafungina Gtil como material de partida segun la presente invencién tal como se
describe de manera general en Ohigashi et al., supra.

Debe apreciarse que la expresion "un solvente organico miscible en agua" que puede encontrarse opcionalmente
presente en el material de partida de micafungina representa un solvente que facilita adicionalmente la union de la
micafungina presente en el material de partida de micafungina de manera que puede llevarse a cabo un intercambio
de sales ademas de la purificacién de la micafungina en sélo una etapa cromatogréafica. Una lista no limitativa de
solventes organicos miscibles en agua adecuados comprende alcoholes C;-Cs ramificados o no ramificados, cetonas
Cs-Cs y solventes organicos aproticos polares (por ejemplo metanol, etanol, propanol, isopropanol, acetona y
acetonitrilo). Segun una forma de realizacion de la presente invencion, el solvente organico miscible en agua es el
metanol.

El experto en la materia conocera la cantidad apropiada del solvente organico miscible en agua que debe
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encontrarse presente en el material de partida de micafungina basada en las ensefianzas de la presente invencion y
sus conocimientos generales comunes. Mas particularmente, el experto en la materia conocera que puede utilizarse
cualquier cantidad del solvente organico miscible en agua que facilite la union de la sal de micafungina comprendida
en el material de partida y el intercambio de sales, purificacion y elucién adicionales de la sal de micafungina
deseada.

La cantidad de solvente organico miscible en agua presente en el material de partida dependera del tipo de solvente
utilizado. Segun una forma de realizacién de la presente invencion, la cantidad del solvente organico miscible en
agua que puede encontrarse presente en el material de partida de micafungina segun la presente invencion es de
entre 0% y 30% v/v. Segun otra forma de realizacion de la presente invencion, la cantidad del solvente organico
miscible en agua que puede encontrarse presente en el material de partida de micafungina utilizado segun la
presente invencién es de entre 5% y 15% v/v. Segun todavia otra forma de realizacion de la presente invencion, la
cantidad del solvente organico miscible en agua en el material de partida de micafungina utilizada segun la presente
invencion es de aproximadamente 10% v/v.

Un soporte solido segln la presente invencion puede ser cualquier material que permite la adsorcién de la sal de
micafungina presente en el material de partida a dicho soporte, es decir, la union de dicha sal mediante
interacciones hidréfobas de manera que la sal de micafungina unida pueda transferirse a otra sal, por ejemplo
facilitando la transformacién de micafungina DIPEA en micafungina sodica. Dicha transformacion de una sal de un
compuesto en otra sal de dicho compuesto se conoce comunmente como "intercambio de sales".

Ademas, el soporte soélido debe proporcionar ademas la union de la sal de micafungina presente en el material de
partida de manera que puedan eliminarse las impurezas ademas de dicho intercambio de sales previamente a la
elucién de la sal farmacéuticamente aceptable deseada de micafungina.

Todavia otra caracteristica del soporte solido ademas de lo anteriormente indicado es que finalmente debe facilitar
una union reversible de la sal de micafungina segun la opcion del experto en la materia, es decir, debe permitir la
union de la sal deseada obtenida tras el intercambio de sales y la purificacion de la micafungina.

Mas particularmente, el soporte solido es segun la invencion un soporte de resina adsorbente hidréfobo que incluye,
aungue sin limitacién, silice modificado, poliestireno o materiales acrilicos, e incluyendo, por ejemplo, el adsorbente
poliamida C6 (Macherey Nagel), el adsorbente acrilico XAD7HP® (Rohm & Haas) o HP2MG® (Diaion) y los
adsorbentes poliestireno-divinilbenceno XAD1600 (Rohm & Haas), HP20SS (Diaion) y SP20SS (Diaion). La resina
mas preferente es HP20SS.

El intercambio de sales se lleva a cabo mediante la exposicién de la sal de micafungina del material de partida que
se esta adsorbiendo al soporte sélido a una solucion acuosa de la sal farmacéuticamente aceptable deseada, tal
como, por ejemplo, una solucién acuosa de sal sddica o potasica. Segin una forma de realizacién de la invencion, la
sal de micafungina adsorbida, por ejemplo la sal DIPEA de la micafungina, se expone a una disolucion acuosa de
NaCl y/o tamp6n de Na-acetato con un pH de entre 4 y 6. La solucion acuosa de una sal farmacéuticamente
aceptable también puede incluir un solvente organico miscible en agua. El solvente organico miscible en agua puede
ser el mismo solvente que puede encontrarse presente en el material de partida de micafungina tal como se ha
definido anteriormente.

Segun una forma de realizacién, la sal de micafungina adsorbida se expone a una soluciéon acuosa de una sal
farmacéuticamente aceptable y metanol al 10% v/v. Segin otra r forma de ealizacion, la sal de micafungina
adsorbida se expone a una solucién acuosa de una sal farmacéuticamente aceptable que comprende metanol al
20% v/v. El pH de la solucién acuosa de la sal farmacéuticamente aceptable de micafungina que debe obtenerse en
la presente etapa deberia seleccionarse de manera que se evite la degradacion de dicha sal de micafungina.
Preferentemente, el pH de dicha solucion es &cido. Por ejemplo, el pH de la solucién acuosa de la sal
farmacéuticamente aceptable disuelta puede ser de aproximadamente 4,5.

La purificacion adicional de micafungina puede llevarse a cabo mediante lavado del soporte solido con una solucion
que comprende un solvente organico miscible en agua, por etapas o utilizando un gradiente, por ejemplo una
solucion de lavado que comprende metanol al 40% v/v puede eliminar cantidades significativas de impurezas (tales
como productos secundarios o productos de degradacion) de la resina HP20SS. En general, los productos
secundarios y productos de degradacion con propiedades de union/elucién similares a las de la sal de micafungina
deseada pueden eliminarse selectivamente mediante la aplicacion de una solucién de lavado que comprende un
nivel mas alto del solvente orgénico miscible en agua. En el presente contexto, "nivel mas alto" se refiere a que el
nivel del solvente organico miscible en agua es superior al nivel del solvente organico miscible en agua presente en
el material de partida de micafungina o la solucion que comprende la sal farmacéuticamente aceptable de
micafungina (es decir, la etapa b) del presente procedimiento). La utilizacidon de niveles crecientes sucesivos de un
solvente organico miscible en agua durante las etapas a) a d) del presente procedimiento presupone que es el
mismo tipo de solvente organico miscible en agua utilizado en todas las etapas a) a d) en todo caso en que dichas
etapas incluyan la presencia de dicho solvente. De esta manera, algunos reactivos tales como, por ejemplo,
productos secundarios y productos de degradacion presentes en el material de partida segun la presente invencién,
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pueden eliminarse utilizando concentraciones mas altas del mismo solvente tal como se encuentra presente en el
material de partida de micafungina.

La sal de micafungina resultante, por ejemplo la sal sédica de micafungina unida al soporte sélido obtenida mediante
la etapa de intercambio de sales y opcional de lavado (purificacion), puede eluirse mediante la aplicacion de una
solucion acuosa que comprende un solvente organico miscible en agua en el que el nivel del solvente orgéanico
miscible en agua en la solucidn de elucién es més alta que la cantidad de solvente organico miscible en agua
presente en las etapas anteriores del presente procedimiento. El solvente organico miscible en agua puede ser del
mismo tipo que el presente en el material de partida de micafungina, es decir, una lista no limitativa de solventes
organicos miscibles en agua adecuados que deben utilizarse al eluir la sal de micafungina deseada del soporte
sélido segun la presente invencién comprenden alcoholes Ci:-C3; ramificados o no ramificados, cetonas Cs-Cg y
solventes organicos apréticos polares, tales como metanol, etanol, propanol, isopropanol, acetona y acetonitrilo.
Segun una forma de realizacién de la presente invencion, el solvente organico miscible en agua es metanol.

La cantidad de solvente organico miscible en agua presente en la solucién de elucién es una cantidad suficiente
para la elucion de la micafungina. La cantidad de solvente organico miscible en agua presente en la solucion de
elucién dependera de la polaridad del solvente y de la hidrofobicidad del soporte de resina adsorbente hidréfoba. Por
ejemplo, una sal farmacéuticamente aceptable de micafungina puede eluirse de HP20SS con una solucién acuosa
que comprende mas de 30% v/v de acetonitrilo. Una sal farmacéuticamente aceptable de micafungina puede eluirse
de HP20SS con una solucién acuosa que comprende mas de 70% v/v de metanol. El experto en la materia podra
determinar la cantidad apropiada del solvente organico miscible en agua en la solucién de eluciéon acuosa
baséndose en los conocimientos generales de los diversos soportes de resina adsorbente hidréfoba utilizados segin
la presente invencion y mediante experimentacion rutinaria.

Seguin una forma de realizacion preferida de la presente invencién, se eluye micafungina sddica mediante la
aplicacién de una solucion acuosa que comprende metanol a una concentracion de entre 70% y 95% v/v.

La sal de micafungina preparada segun la presente invencion puede utilizarse en la preparacion de una composicion
farmacéutica util para el tratamiento y prevencion de enfermedades infecciosas en mamiferos, incluyendo seres
humanos y animales. Dicha composicion farmacéutica puede prepararse utilizando técnicas estandares bien
conocidas. La composicion farmacéutica también puede someterse a operaciones farmacéuticas convencionales,
tales como la esterilizacion.

Por ejemplo, puede prepararse una composicion farmacéutica en forma de una unidad de administracion que
contiene una cantidad dada de micafungina purificada, sola o en combinacién con otro ingrediente activo, y
conjuntamente con excipientes farmacéuticamente aceptables. La expresion "excipiente farmacéuticamente
aceptable” se refiere a uno o0 mas materiales de formulacion adecuados para realizar o incrementar la administracion
la micafungina contenida en la composicién farmacéutica en los pacientes que lo requieren. Un "excipiente
farmacéuticamente aceptable” también puede representarse a partir de la presencia de adyuvantes, tales como
conservantes, estabilizadores, agentes humectantes, emulsionantes, tampones y similares. La lactosa es un ejemplo
de un estabilizador adecuado para la micafungina, especialmente en forma liofilizada. El experto en la materia
conocera perfectamente los diversos excipientes farmacéuticos disponibles para la preparacion de formulaciones
farmacéuticas que comprenden compuestos antifiingicos tales como la micafungina. La composicién segun la
presente invencién puede prepararse para permitir la administracién parenteral, por ejemplo la administracién
intravenosa.

El paciente que requiere una composicion segun la presente invencion puede recibir la administracion de una dosis
adecuada de micafungina. Una dosis diaria adecuada para un ser humano o mamifero puede variar ampliamente
segun la condicion del paciente y otros factores. La dosis diaria puede ser determinada por el experto en la materia
utilizando procedimientos rutinarios para determinar la dosis apropiada adecuada para cada paciente, por ejemplo
basandose en las dosis utilizadas cominmente para el tratamiento y prevencién de infecciones al administrar
Mycamine®.

El experto en la materia podrd, a partir de los ejemplos siguientes, conocer las ventajas de la presente invencion.
Los experimentos y resultados a continuacion son proporcionados Unicamente a titulo de ejemplo no limitativo.

Ejemplos

En los ejemplos siguientes, se rellend una columna cromatografica (15 ml, d.i. 1,1 cm) con una resina hidrofoba,
HP20SS (Diaion). Se afiadieron a la columna 1,125 g de material de partida de micafungina (100 mg de
micafungina/ml) (0,5 ml/min). La columna se lavé con una solucion de NaCl 3 M/NaAc 0,1 M pH 5,5 con o sin adicion
de metanol (150 ml). A continuacion, la columna se lavé con una solucién acuosa que comprendia metanol al 40%
(90 ml). La micafungina sddica se eluy6 de la columna con metanol al 90%.

La solucion de NaCl 3 M/NaAc 0,1 M, pH 5,5, se preparé mediante la disolucion de 350,64 g de NaCl en 1.988,5 ml
de agua de 6smosis inversa (Ol) y afiadiendo 11,44 ml de &cido acético. Se ajusto el pH a 5,5 con NaOH(s).
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Ejemplo 1: solvente organico en carga y lavado

Se aplicé a una columna de HP20SS una solucién acuosa que comprendia sal DIPEA de micafungina en bruto y
metanol al 10% v/v.

En primer lugar, la columna se lav6 con una solucion acuosa que comprendia 90% v/v de NaCl 3 M/NaAc 0,1 M, pH
5,5,y 10% v/v de metanaol.

A continuacién, la columna se lavd con una solucién acuosa que comprendia metanol al 40% v/v.
La micafungina sddica se eluy6 con una solucion que comprendia 90% v/v de metanol y 10% v/v de agua.

Tal como se aprecia en la figura 1, la solucion de micafungina sddica eluida con 18 a 20 VC se encontraba
sustancialmente libre de DIPEA.

Ejemplo 2: solvente organico en carga

Se aplicé en una columna de HP20SS una solucion acuosa que comprendia sal DIPEA de micafungina en bruto y
metanol al 10% v/v.

La columna se lavé con una solucién acuosa que comprendia NaCl 3 M/NaAc 0,1 M, pH 5,5.
La micafungina sddica se eluy6 con una solucion que comprendia 90% v/v de metanol y 10% v/v de agua.

Tal como se observa en la figura 2, la solucion de micafungina sédica eluida con 18 a 20 VC se encontraba
sustancialmente libre de DIPEA.

Ejemplo 3: solvente organico en carga y lavado

Se aplicé en una columna de HP20SS una solucion acuosa que comprendia sal DIPEA de micafungina en bruto y
metanol al 10% v/v.

En primer lugar se lavo la columna con una solucién acuosa que comprendia 90% v/v de NaCl 3 M/NaAc 0,1 M, pH
5,5,y 10% v/v de metanaol.

A continuacién, la columna se lavé con una solucién acuosa que comprendia metanol al 40% v/v.
Se eluy6 la micafungina sodica con una solucién que comprendia 90% de metanol v/vy 10% de agua vi/v.

Tal como se aprecia en la figura 3, la solucion de micafungina sddica eluida con 18 a 20 VC se encontraba
suficientemente libre de DIPEA.

Ejemplo 4: solvente organico en carga

Se aplico en una columna de HP20SS una solucién acuosa que comprendia una sal DIPEA de micafungina en bruto
y metanol al 10% v/v.

En primer lugar la columna se lavé con una solucién acuosa que comprendia NaCl 3 M/NaAc 0,1 M, pH 5,5.
A continuacién, la columna se lavd con una solucién acuosa que comprendia metanol al 40% v/v.
Se eluy6 la micafungina sodica con una solucién que comprendia 90% v/v de metanol y 10% v/v de agua.

Tal como se aprecia en la figura 4, la solucion de micafungina sddica eluida con 18 a 20 VC se encontraba
sustancialmente libre de DIPEA.

Ejemplo 5: ningun solvente organico en carga

Se aplico en una columna de HP20SS una solucién acuosa que comprendia una sal DIPEA de micafungina en bruto
y cloruro sédico 3 M, acetato sédico 0,1 M, pH 5,5.

En primer lugar se lavé la columna con una solucién acuosa que comprendia NaCl 3 M/NaAc 0,1 M, pH 5,5.

A continuacién, la columna se lavd con una solucién acuosa que comprendia metanol al 40% v/v.
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Se eluy6 la micafungina sodica con una solucién que comprendia 90% v/v de metanol y 10% v/v de agua.

Tal como se aprecia en la figura 5, la solucion de micafungina sddica eluida con 18 a 20 VC se encontraba
suficientemente libre de DIPEA.

Ejemplo 6: ningun solvente organico en carga

Se aplicé en una columna de HP20SS una solucion acuosa que comprendia una sal DIPEA de micafungina en
bruto.

En primer lugar se lavé la columna con una solucién acuosa que comprendia NaCl 3 M/NaAc 0,1 M, pH 5,5.
A continuacién, la columna se lavé con una solucién acuosa que comprendia metanol al 40% v/v.
Se eluy6 la micafungina sodica con una solucién que comprendia 90% v/v de metanol y 10% v/v de agua.

Tal como se aprecia en la figura 6, la solucion de micafungina sddica eluida con 18 a 20 VC se encontraba
suficientemente libre de DIPEA.

Ejemplo 7: solvente organico en carga y lavado

Se aplico en una columna de HP20SS una solucién acuosa que comprendia una sal DIPEA de micafungina en bruto
y metanol al 10% v/v.

En primer lugar se lavo la columna con una soluciéon acuosa que comprendia 80% v/v de NaCl 3 M/NAc 0,1 M, pH
5,5y 20% v/v de metanol.

A continuacion, la columna se lavé con una solucion acuosa que comprendia 70% v/v de cloruro sédico 3M, acetato
sédico 0,1 M, pH 5,5, y 30% v/v de metanal.

A continuacion, la columna se lavd con una solucién acuosa que comprendia metanol al 40% v/v.
Se eluy6 la micafungina sodica con una solucién que comprendia 90% v/v de metanol y 10% v/v de agua.

Tal como se aprecia en la figura 7, la solucion de micafungina sddica eluida con 18 a 20 VC se encontraba
suficientemente libre de DIPEA.

Ejemplo 8: solvente organico en carga y lavado

Se aplico en una columna de HP20SS una solucién acuosa que comprendia una sal DIPEA de micafungina en bruto
y metanol al 10% v/v.

En primer lugar se lavo la columna con una solucion acuosa que comprendia 60% v/v de NaCl 3 M/NAc 0,1 M, pH
5,5y 40% v/v de metanol.

A continuacién, la columna se lavé con una solucién acuosa que comprendia metanol al 40% v/v.
Se eluy6 la micafungina sodica con una solucién que comprendia 90% v/v de metanol y 10% v/v de agua.

Tal como se aprecia en la figura 8, la solucion de micafungina sddica eluida con 18 a 20 VC se encontraba
suficientemente libre de DIPEA.

Ejemplo 9: solvente organico en carga y lavado

Se rellené una columna de cromatografia (72 ml, d.i.: 2,6 cm) con una resina hidr6foba, HP20SS (Diaion). Se
afadieron a la columna (2,4 ml/min) 5,4 g de material de partida de micafungina (100 mg de micafungina/ml).

Se aplicd en la columna de HP20SS (54 ml) una soluciéon acuosa que comprendia sal DIPEA de micafungina y
metanol al 10% v/v.

En primer lugar la columna se lavo con una solucién acuosa que comprendia 80% v/v de NaCl 3 M/NaAc 0,1 M, pH
5,5y 20% v/v de metanol (576 ml).

A continuacién, la columna se lavé con una solucién acuosa de metanol al 40% v/v (288 ml).

La micafungina sddica se eluy6 con una solucion que comprendia 90% v/v de metanol y 10% v/v de agua.
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Tal como puede apreciarse en la figura 9, la solucidon de micafungina sddica eluida con 15 a 17 VC se encontraba
sustancialmente libre de DIPEA.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para producir una sal de micafungina farmacéuticamente aceptable, que comprende las etapas
siguientes:

a) aplicar una solucion acuosa que comprende una sal disuelta de micafungina a un soporte de resina
adsorbente hidréfoba;

b) exponer a una solucion acuosa de una sal farmacéuticamente aceptable la micafungina unida;

c) eluir la sal farmacéuticamente aceptable disuelta de micafungina con una solucién que comprende un
solvente organico miscible en agua;

con la condicién de que por lo menos una de:
i) la solucion acuosa que comprende una sal disuelta de micafungina en la etapa a)
0
i) la solucion acuosa en la etapa b)
comprenda un solvente organico miscible en agua.
2. Procedimiento segun la reivindicacién 12, que comprende ademds una etapa en la que la micafungina unida de
la etapa b) se expone ademas a una solucidn acuosa que comprende un solvente organico miscible en agua una o

mas veces para la eliminacién de las impurezas.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la solucion acuosa que comprende una sal disuelta de
micafungina en la etapa a) comprende un solvente organico miscible en agua en el intervalo de 0 a 30% vi/v.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 3, en el que la solucidon acuosa que comprende una sal disuelta de
micafungina en la etapa a) comprende un solvente organico miscible en agua en el intervalo de 5 a 15% vi/v.

5. Procedimiento segun la reivindicacion 4, en el que la solucion acuosa que comprende una sal disuelta de
micafungina en la etapa a) comprende un solvente organico miscible en agua en el intervalo de 10% v/v.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 2, en el que la solucién acuosa en la etapa b) comprende un solvente
organico miscible en agua en el intervalo de 0 a 40% v/v.

7. Procedimiento segun la reivindicacion 6, en el que la solucién acuosa en la etapa b) comprende un solvente
organico miscible en agua en el intervalo de 20% v/v.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el solvente organico miscible en agua se selecciona de entre
el grupo que consiste en alcoholes C;-Cz ramificados o no ramificados, cetonas Cs-Cs y solventes organicos
aproticos polares.

9. Procedimiento segun la reivindicacion 8, en el que el solvente organico miscible en agua se selecciona de entre
el grupo que consiste en metanol, etanol, propanol, isopropanol, acetona y acetonitrilo.

10. Procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que la solucién acuosa en la etapa c) comprende acetonitrilo a por
lo menos 30% v/v como solvente organico miscible en agua.

11. Procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que el solvente organico miscible en agua es el metanol.

12. Procedimiento segun la reivindicacion 11, en el que la solucién acuosa en la etapa ¢) comprende metanol a por
lo menos 70% v/v, tal como metanol a por lo menos 90% v/v, tal como metanol a por lo menos 95% v/v como un
solvente organico miscible en agua.

13. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la solucion acuosa que comprende
una sal disuelta de micafungina en la etapa a), la solucién acuosa en la etapa b) y la solucién de lavado en la etapa
c¢) comprenden un solvente organico miscible en agua.

14. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, 11 a 13, en el que la sal farmacéuticamente
aceptable de micafungina es la sal sédica y la resina es HP20SS, y la solucion acuosa que comprende una sal
disuelta de micafungina en la etapa a) comprende micafungina DIPEA y metanol al 10% v/v, y la solucion en la etapa
b) comprende metanol al 20% v/v y NaCl 3 M, NaCH3;COO 0,1 M al 80% v/v y la solucién en la etapa c) comprende
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metanol al 40% v/v y la solucién en la etapa d) comprende metanol al 90% v/v.

15. Procedimiento segin la reivindicacion 1, en el que la solucién acuosa que comprende una sal disuelta de
micafungina en la etapa a) o la solucién acuosa en la etapa b) del presente procedimiento comprende 2 a 30% v/v
de un solvente organico miscible en agua.

16. Procedimiento segln la reivindicacion 1, en el que la solucién acuosa que comprende una sal disuelta de
micafungina en la etapa a) y la solucidn acuosa en la etapa b) del presente procedimiento comprende 2 a 30% v/v
de un solvente organico miscible en agua.

17. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el catidn presente en la soluciéon acuosa que comprende una
sal disuelta de micafungina en la etapa a) de la presente invencion es la DIPEA.

18. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la resina utilizada segun el presente procedimiento es la
HP20SS.

19. Procedimiento segin la reivindicacion 1, en el que la solucién acuosa que comprende una sal disuelta de
micafungina en la etapa a) y la solucién acuosa en la etapa b) del presente procedimiento comprende un solvente
organico miscible en agua.

20. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la solucion acuosa que comprende una sal disuelta de
micafungina en la etapa a) y la solucién acuosa en la etapa b) del presente procedimiento comprende metanol.

21. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el solvente organico miscible en agua presente en la solucion
acuosa que comprende una sal disuelta de micafungina en la etapa a) y/o la solucién acuosa en la etapa b) es el
metanol.

22. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la solucién acuosa en la etapa b) comprende metanaol.
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Figura 1
Perfil de elucion de DIPEA y Mica en HP20SS
MeOH al 10% en carga, lavado salino con
NaCl 3 M/NaAc 0,1 M:MeOH (90:10)
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Figura 2
Perfil de elucion de DIPEA y Mica en HP20SS
carga con MeOH al 10%, lavado salino con NaCl 3 M/NaAc 0,1 M
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Figura 3
Perfil de elucion de DIPEA y Mica en HP20SS
carga con MeOH al 10%, lavado salino con
NaCl 3 M/NaAc 0,1 M:metanol (90:10)
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Figura 4

ES 2547 827 T3

Perfil de elucion de DIPEA y Mica en HP20SS

carga con MeOH al 10%, lavado salino con NaCl 3 M/NaAc 0,1 M
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Figura §
Perfil de eluciéon de DIPEA y Mica en HP20SS
carga y lavado salino con NaCl 3 M/NaAc 0,1 M
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Figura 6
Perfil de elucion de DIPEA y Mica en HP20SS
carga con agua, lavado salino con NaCl 3 M/NaAc 0,1 M
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Figura 7

Perfil de elucion de DIPEA y Mica en HP20SS
carga con MeOH al 10%, lavado salino con NaCl 3 M/NaAc
0,1 M:metanol (80:20) y (70:30)
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Figura 8
Perfil de elucion de DIPEA y Mica en HP20SS
carga con MeOH al 10%, lavado salino con
NaCl 3 M/NaAc 0,1 M:metanol (60:40)
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Figura 9
Perfil de elucion de DIPEA y Mica en HP20SS
carga con MeOH al 10%, lavado salino con
NaCl 3 M/NaAc 0,1 M:MeOH (80:20)
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