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DESCRIPCION
Formas sélidas estables de enclomifeno y citrato de enclomifeno
Campo técnico

La presente invencion se refiere a procedimientos para la preparaciéon del principio farmacéutico activo denominado
clomifeno y, en particular, trans-clomifeno, es decir enclomifeno.

Ademas, la invencidon se refiere a nuevas formas sdlidas de trans-clomifeno y citrato de trans-clomifeno y a
procedimientos para preparar los mismos.

Antecedentes de la técnica

El clomifeno es un principio farmacéutico activo usado como estimulante ovulatorio para tratar la disfuncién
ovulatoria y el sindrome del ovario poliquistico.

El clomifeno tiene el nombre quimico Etanamina, 2-[4-(2-cloro-1,2-difeniletenil)fenoxi]-N,N-dietilo y es una mezcla de
los isdbmeros geométricos trans-clomifeno de formula quimica (1) y cis-clomifeno de férmula quimica (I1):

&

2 Cl
EtQN\/\O O C

(1) (1)

Los productos farmacéuticos que se encuentran en la actualidad en el mercado que contienen clomifeno, por lo
general en forma de sal de monocitrato, comprenden clomifeno que tiene la siguiente composicion: de un 50 % a un
70 % de trans-clomifeno y de un 30 % a un 50 % de cis-clomifeno.

El trans-clomifeno de férmula quimica (I), también denominado enclomifeno o E-clomifeno, en forma de sal de
monocitrato, es decir, monocitrato de trans-clomifeno o citrato de enclomifeno que es el citrato de enclomifeno (1:1),

que tiene la formula (l11):
(Y oo

- Hooc OH
BN~

® oo

(1)

En la actualidad esta en evaluacion en fase clinica lll para el tratamiento de hipergonadismo secundario. Ademas,
también se dice que el trans-clomifeno, es decir enclomifeno, se podria usar potencialmente para una terapia
coadyuvante en hombres con hipogonadismo con diabetes de Tipo 2.

El documento de patente de Estados Unidos n.° 3.848.030, en los ejemplos 31 y 32, desvela un procedimiento para
la resolucion de los isdmeros geométricos del clomifeno a través de la preparacion de sales con acido binaftil-
fosférico racémico.

En la ultima publicacion Acta Cryst. (1976), B32, pag. 291-293, la isomeria geométrica se ha establecido
2
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definitivamente mediante difraccion de rayos X de cristal individual.

Por ultimo, en la publicacién "Analytical profiles of drug substances and excipients”, vol. 25, (1998), pag. 85-121, en
particular en la pag. 99, se expone que antes de 1976 la estereoquimica cis se asignaba de forma incorrecta al
isdbmero trans del clomifeno (E-clomifeno o enclomifeno), y solamente después de la publicacion mencionada
anteriormente en Acta Cryst., la isomeria geométrica correcta se ha asignado de forma definitiva.

Estas observaciones en la técnica anterior se han confirmado con la experimentacion de los investigadores. En
particular, repitiendo el experimento 31 del documento de patente de Estados Unidos n.° 3.848.030, la sal de trans-
clomifeno con acido binaftil-fosférico racémico se aisld y no la sal con cis-clomifeno como se indica en dicha patente,
tal como se confirmé mediante anadlisis de RMN H en 2D (experimento NOESY). Por lo tanto, el Ejemplo 31 del
documento de patente de Estados Unidos n.° 3.848.030, proporciona, al final, el citrato de enclomifeno, cristalizado a
partir de una mezcla de éter etilico y etanol, que tiene un p.f. de 133-135 °C. En su lugar, el Ejemplo 32, proporciono
citrato de Cis-clomifeno, cristalizado a partir de una mezcla de éter etilico y etanol, que tiene un p.f. de 120-126 °C.

Por lo tanto, con el objeto de preparar citrato de enclomifeno, todo el experimento 31 del documento de patente de
Estados Unidos n.° 3.848.030 se ha vuelto a trabajar también realizando la cristalizacion del producto a partir de una
mezcla de éter etilico y etanol, proporcionando por lo tanto un sélido no cristalino con dos picos de DSC
respectivamente a 114 °C y 188 °C, aunque el material de partida usado para el ejemplo de nuevo trabajo del
ejemplo era una sustancia bastante pura (véanse las notas que siguen a continuacion relacionadas con la sal de
trans-clomifeno con acido binaftil-fosforico racémico), y que tiene sustancialmente la misma pureza que la de la
usada en el experimento de la técnica anterior.

El documento de Patente de Estados Unidos n.° 2.914.563, en el ejemplo 3, y la reciente solicitud de PCT
WO02014/031177, en el ejemplo 1, desvelan un procedimiento para la preparacion de citrato de trans-clomifeno, que
contiene de un 30 % a un 50 % de cis-clomifeno, en forma de citrato, por reaccién de clorhidrato de 1-p-(B-
dietilaminoetoxi)fenil]-1,2-difeniletileno con N-clorosuccinimida en cloroformo seco a reflujo.

Khimiko-Farmatsevticheskii Zhurnal (1984), 18 (11), 1318-24 traduccion del inglés en la revista Pharmaceutical
Chemistry Journal de noviembre de 1984, Volumen 18, Ejemplar 11, pag. 758-764 (Titulo: Synthesis and biological
study of the cis-and trans-isomers of Clomiphene citrate and some intermediates of its synthesis) desvela el isomero
trans del citrato de clomifeno, es decir citrato de enclomifeno, caracterizado por:

RMN 'H (MeOD) d 7,4-6,7 (m, 14H); 4,27 (t, 2H, -OCH); 3,51 (t, 2H, CH2-N); 3,28 (c, 4H, 2xN-CHy)); 2,73 (2H);
2,78 (2H); 1,31 (t, 6H, 2xN-C-CHzs)) Punto de fusion: 138-139 °C (pureza de un 98 % por GLC);

Espectro de IR, v cm’’ (suspension en aceite mineral): 3640, 3430, 1720, 1710 (citrato), 1600-1555 (banda
ancha, sistema de estilbeno); 750.

Espectro de UV: A max = 243 nm, € 21.800 y A max 300 nm, € 11.400.

De acuerdo con los estudios experimentales de los investigadores, estos métodos de la técnica anterior para la
preparacion de clomifeno y, en particular, de trans-clomifeno, sufren los inconvenientes relacionados con las
impurezas desconocidas que pueden contaminar el producto final de clomifeno.

Ademas, el citrato de enclomifeno se describié en la bibliografia con diferentes puntos de fusion, en particular, 133-
135°C y 138-139 °C. Dichas formas solidas de citrato de enclomifeno fracasan al cumplir los estudios de
estabilidades y ademas presentan una solubilidad relativamente baja en agua ya sea a pH neutro o acido.

El ejemplo 31 del documento de Patente de Estados Unidos n.° 3.848.030 no desvela ninguna forma solida De base
de enclomifeno, como base libre, asi como el ejemplo 32 no desvela ninguna forma de base de cis-clomifeno.

Parece que una forma cristalina de base de enclomifeno se describe solamente en un articulo: Khimiko-
Farmatsevticheskii Zhurnal (1984), 18 (11), 1318-24 traduccién del inglés en la revista Pharmaceutical Chemistry
Journal de noviembre de 1984, Volumen 18, Ejemplar 11, pag. 758-764 (Titulo: Synthesis and biological study of the
cis- and trans-isomers of clomiphene citrate and some intermediates of its synthesis).

En este articulo, el isémero cis se aislé mediante cristalizacion fraccionada en éter de petréleo. La evaporacion de
las aguas madres proporciond el isbmero trans con una pureza de un 86 % (por GC). Las recristalizaciones
repetidas a partir de hexano proporcionaron nuestras analiticas con una pureza de un 99 %. Este producto se
caracterizaba por:

RMN "H (CeDg) d 7,55-6,85 (m, 12H); 6,52 (m, 2H); 3,66 (t, 2H, -OCHy>); 2,61 (t, 2H, CH2-N); 2,36 (c, 4H, 2xN-
CHy)); 0,88 (t, 6H, 2xN-C-CHa));
Punto de fusién 73-75 °C,
Espectro de UV: A max = 242 nm, € 21.600 y A max 297 nm, € 11.200.
Dicha forma sdlida conocida de base de enclomifeno tiene el inconveniente de que muestra una mala capacidad de
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flujo, mostrando de este modo dificultades para pasar a través de embudos (véase el ejemplo 22 + 19 + La Fig. 16).
Dichas dificultades aumentan usando y procesando dicho material para la fabricacion industrial de:

- Citrato de enclomifeno usando dicha base de enclomifeno como un compuesto de sintesis quimica y/o
- Productos farmacéuticos que comprenden dicho enclomifeno.

Ademas, las suspensiones de dicha forma sdlida conocida de enclomifeno no se filiran muy bien, es decir, para
grandes producciones, el tiempo de filtrado puede ser muy largo y el producto muestra en consecuencia una pureza
quimica menor, especialmente para el contenido de la impureza de Cis-clomifeno.

Resumen de la invencion

El problema abordado por la presente invencion es por lo tanto el de proporcionar una forma solida mejorada de
citrato de enclomifeno que:

- es termodinamicamente mas estable,
- satisface los estudios de estabilidades en condiciones térmicas/humedad,
- es mas soluble en agua neutra o a valores de pH acido.

Este problema se resuelve con una forma solida de citrato de enclomifeno como se resume en las reivindicaciones
adjuntas, cuyas definiciones son parte integral de la presente descripcion.

Como un aspecto adicional, el problema es que se proporciona una forma sélida mejorada de base de enclomifeno
con una capacidad de flujo mayor, por lo tanto adecuada para la fabricacion industrial de citrato de enclomifeno
usando dicha base de enclomifeno como un compuesto intermedio de sintesis quimica y/o para la fabricacion
industrial de productos farmacéuticos que comprenden dicho enclomifeno. Ademas, otro problema a resolver es la
provision de una forma solida mejor de base de enclomifeno, cuya suspension se filtra mas rapidamente, por lo
tanto, en consecuencia, proporcionando enclomifeno (base) y a continuacion citrato de enclomifeno o citrato de
enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja, los tres con una pureza quimica mas elevada,
especialmente para el contenido de impurezas de Cis-clomifeno.

Las caracteristicas y ventajas adicionales de las formas sdlidas y procedimientos de acuerdo con la invencion
resultaran de la descripcion que se informa a continuacion de ejemplos de realizacion de la invencion, proporcionada
como una indicacioén de la invencién.

Descripcion de las figuras

La Fig. 1 muestra el difractograma de XPRD de la forma sélida de monocitrato de trans-clomifeno, es decir citrato de
enclomifeno, cristalizado a partir de acetona.

La Fig. 2 muestra la curva de DSC de la forma soélida de monocitrato de trans-clomifeno cristalizado a partir de
acetona.

La Fig. 3 muestra la curva de TGA de la forma sdélida de monocitrato de trans-clomifeno cristalizado a partir de
acetona.

La Fig. 4 muestra el difractograma de XPRD de la sal de trans-clomifeno con acido binaftil-fosférico racémico de
férmula (VI).

La Fig. 5 muestra la curva de DSC de la sal de trans-clomifeno con acido binaftil-fosférico racémico de féormula (VI).
La Fig. 6 muestra la curva de DSC de la forma soélida de citrato de enclomifeno que tiene cristales en forma de aguja,
cristalizado a partir de etanol.

La Fig. 7 muestra analisis de microscopia, es decir una fotografia con escala de 500 ym (tamafio de 500 pm en el
lado inferior y derecho de la fotografia), de cristales de citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino sin forma
de aguja, cristalizado a partir de acetona.

La Fig. 8 muestra analisis de microscopia, es decir una fotografia con escala de 100 um (tamafio de 100 pm en la
parte inferior de la fotografia), de los cristales de citrato de enclomifeno que tiene cristales en forma de aguja,
cristalizado a partir de etanol. La fotografia en el lado izquierdo se realiza con luz reflejada (izquierda) mientras que
la fotografia en el lado derecho se realiza con luz transmitida.

La Fig. 7 - BIS muestra analisis de microscopia, es decir una fotografia con escala de 50 ym (tamafio de 50 ym en el
lado superior de la fotografia), de los cristales de citrato de enclomifeno cristalizado a partir de acetona, que tiene un
habito cristalino sin forma de aguja.

La Fig. 8 - BIS muestra analisis de microscopia, es decir una fotografia con escala de 50 um (tamafo de 50 ym en el
lado superior de la fotografia), de los cristales de citrato de enclomifeno cristalizado a partir de etanol, que tiene un
habito cristalino en forma de aguja.

La Fig. 9 muestra el difractograma de XPRD de la forma sdlida de citrato de enclomifeno que tiene un habito
cristalino en forma de aguja, cristalizado a partir de etanol (con o sin un tratamiento de molienda suave).

La Fig. 10 muestra una comparacion de difractogramas de XRPD de muestras de citrato de enclomifeno que tiene
cristales en forma de aguja y que tiene cristales sin forma de aguja, tal como se cristaliza respectivamente a partir de
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etanol o a partir de acetona.

La Fig. 11 muestra analisis de microscopia, es decir una fotografia con escala de 500 ym (tamafo de 500 um en la
parte inferior de la fotografia), de los cristales de enclomifeno (base) que tiene un habito cristalino con forma
prismatica, tal como se cristaliza a partir de etanol. La fotografia en el lado izquierdo se realiza con luz reflejada
(izquierda) mientras que la fotografia en el lado derecho se realiza con luz transmitida.

La Fig. 12 muestra analisis de microscopia, es decir una fotografia con escala de 100 ym (tamafio de 100 um en el
lado inferior y derecho de la fotografia), de los cristales de enclomifeno (base) que tiene un habito cristalino no
prismatico.

La Fig. 11 - BIS muestra analisis de microscopia, es decir una fotografia con escala de 50 pm (tamafio de 50 pm en
el lado superior de la fotografia), de los cristales de enclomifeno (base) que tiene un habito cristalino con forma
prismatica.

La Fig. 12 - BIS muestra analisis de microscopia, es decir una fotografia con escala de 50 pm (tamafio de 50 pm en
el lado superior de la fotografia), de los cristales de enclomifeno (base) que tiene un habito cristalino no prismatico.
La Fig. 13 muestra el difractograma de XPRD de la forma sélida de enclomifeno (base) que tiene un habito cristalino
con forma prismatica.

La Fig. 14 muestra el difractograma de XPRD de la forma sélida de enclomifeno (base) que tiene un habito cristalino
no prismatico.

La Fig. 15 muestra una comparacion de difractogramas de XRPD de muestras de enclomifeno (base) que tiene un
habito cristalino con forma prismatica y enclomifeno (base) que tiene un habito cristalino no prismatico.

La Fig. 16 muestra la curva de DSC de enclomifeno (base) que tiene un habito cristalino no prismatico.

La Fig. 17 muestra la curva de DSC de enclomifeno (base), que tiene un habito cristalino con forma prismatica.

La Fig. 18 muestra la comparacion de isoterma de absorcion del lote 722, es decir citrato de enclomifeno que tiene
cristales sin forma de aguja, tal como se cristaliza a partir de acetona, p.f. de 148 °C (DSC (inicio) pilote 723, es decir
citrato de enclomifeno que tiene cristales en forma de aguja, cristalizado a partir de etanol, p.f. de 153 °C (DSC
(inicio).

La Fig. 19 muestra el anadlisis de microscopia de enclomifeno (base) que tiene un habito cristalino con forma
prismatica después de 30 dias respectivamente con una HR de un 60 % (A), una HR de un 75 % - 40 °C (B), y una
HR de un 95 % (C), con luz reflejada (izquierda) y luz transmitida (derecha) (escala de 500 um).

La Fig. 20 muestra el analisis de PSD de base de enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica.

La Fig. 21 muestra el analisis de PSD de base de enclomifeno que tiene un habito cristalino no prismatico, no
sonicada.

La Fig. 22 muestra el analisis de PSD de base de enclomifeno que tiene un habito cristalino no prismatico, después
de sonicacion.

La Fig. 23 muestra el espectro de RMN 'H del citrato de enclomifeno.

La Fig. 24 muestra el espectro de RMN '3C del citrato de enclomifeno.

La Fig. 25, muestra el habito cristalino del citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja, tal
como se preparan el ejemplo 29. En particular, las fotografias se realizaron usando los siguientes argumentos y que
tienen la escala:

Fig. 25- A aumento: 4x escala: 50 pm
Fig. 25 - B1 " 10x " 50 um
Fig. 25 - B2 " 10x " 50 um
Fig.25-C " 20x " 50 um
Fig.25-D " 50x " 20 pm.

La Fig. 26 muestra la solubilidad en agua de cristales sin forma de aguja (722) y en forma de aguja (723) de
citrato de enclomifeno.

La Fig. 27 muestra la solubilidad a pH = 4,5 de los cristales en forma de aguja (723) y sin forma de aguja (722)
de citrato de enclomifeno.

La Fig. 28 muestra la solubilidad del acetato de enclomifeno a pH = 4,5.

Descripcion de realizaciones

Durante el desarrollo del procedimiento para la preparacion de trans-clomifeno se ha descubierto de forma
sorprendente una forma sélida estable de monocitrato de trans-clomifeno.

El término monocitrato se refiere a 1 mol de acido citrico por 1 mol de trans-clomifeno. Por lo tanto, el monocitrato de
trans-clomifeno también se puede denominar citrato de trans-clomifeno o citrato de trans-clomifeno (1:1) o citrato de
enclomifeno (1:1) que también se denomina simplemente citrato de enclomifeno.

En particular, se ha encontrado un procedimiento para la preparaciéon de una forma sélida de monocitrato de trans-
clomifeno de férmula:
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por tratamiento de trans-clomifeno en un disolvente organico con monohidrato de acido citrico.

El siguiente esquema muestra el procedimiento para la preparacién de una forma soélida de monocitrato de trans-
clomifeno:

HoGG
al :
L jtm | -
E;Nw{] . N-,__,.-"‘-:.
Ha R COoH

El disolvente organico para realizar un procedimiento de este tipo es un disolvente de cetona tal como por ejemplo
acetona o metil-etilcetona o un disolvente de acetato tal como acetato de etilo o acetato de isopropilo, siendo
preferente la acetona.

La forma sélida de monocitrato de trans-clomifeno obtenida con un procedimiento de este tipo tiene un punto de
fusion de aproximadamente 147 °C, medido por DSC (inicio) (Véase la fig. 2).

Ademas, la forma sélida de monocitrato de trans-clomifeno obtenida con un procedimiento de este tipo muestra un
pico a aproximadamente 149 °C, medido por DSC (Véase la fig. 2).

La forma soélida de monocitrato de trans-clomifeno obtenida con un procedimiento de este tipo presenta un patrén de
difraccion de rayos X de polvo caracteristico con picos caracteristicos expresados en valores de 2-Theta (28): 5,69
(s), 9,64 (s), 10,86 (m), 11,45 (s), 12,64 (vs), 14,75 (m), 16,35 (m), 17,02 (m), 18,69 (m), 20,51 (m), 21,68 (m), 23,58
(m), 24,82 (m), 31,2 (w); en los que (vs) = intensidad muy fuerte; (m) = intensidad media; (w) = intensidad débil.

La forma solida de monocitrato de trans-clomifeno presenta un patrén de difraccion de rayos X de polvo
caracteristico con picos caracteristicos mas fuertes expresados en valores de 2-Theta (26) a: 5,69 (s), 9,64 (s), 11,45
(s), 12,64 (vs).

La forma sélida de monocitrato de trans-clomifeno obtenida con un procedimiento de este tipo es un sélido cristalino.

La forma soélida de monocitrato de trans-clomifeno obtenida con un procedimiento de este tipo tiene cristal sin forma
de aguja.

La forma sélida de monocitrato de trans-clomifeno obtenida con un procedimiento de este tipo tiene un punto de
fusion de aproximadamente 147 °C. Dicho punto de fusidon es muy diferente al que se desvelan la bibliografia para el
monocitrato de trans-clomifeno obtenido usando acido citrico anhidro en Etanol y éter dietilico y tal como se desvela
en el ejemplo 31 del documento US3848030, que es de 133-135 °C.

Por comparacion de los puntos de fusion parece que la forma sélida de monocitrato de trans-clomifeno de la
presente invencién preparada usando monohidrato de acido citrico es diferente de la forma sélida conocida de trans-
clomifeno anhidro preparada usando &acido citrico anhidro, y, parece que la forma sdélida de la invencion es
termodinamicamente mas estable que la forma conocida ya que tiene un punto de fusiéon mas elevado.

Se ha encontrado que haciendo reaccionar trans-clomifeno con monohidrato de acido citrico en un disolvente
organico, una nueva forma soélida de monocitrato de trans-clomifeno, quiza una forma de hidrato, (por ejemplo un
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hidrato que tiene una proporcion de estequiometria de trans-clomifeno / acido citrico / agua de 3:3:2), se obtiene con
un procedimiento de este tipo y parece que dicha forma es estable con respecto a la humedad.

La forma sdlida de monocitrato de trans-clomifeno obtenida con un procedimiento de este tipo muestra un valor de
Karl Fischer (K.F.) de aproximadamente un 2,0 %.

La forma solida de monocitrato de trans-clomifeno de la invencion se puede preparar disolviendo trans-clomifeno en
un disolvente organico y afiadiendo monohidrato de acido citrico.

Cuando el trans-clomifeno se disuelve en un disolvente organico y se afiade acido citrico anhidro, entonces se
prepara el monocitrato de trans-clomifeno en forma anhidra (véase por ejemplo 7).

De acuerdo con una realizacion preferente, el disolvente organico para la preparacién de la forma solida de
monocitrato de trans-clomifeno es acetona.

De acuerdo con una realizacion preferente, el procedimiento para la preparacion de la forma sélida de monocitrato
de trans-clomifeno se realiza a una temperatura comprendida entre 20 °C y 100 °C, preferentemente entre 40 °C y
60 °C, mas preferentemente aproximadamente 50 °C.

De acuerdo con una realizacion preferente, el procedimiento para la preparacion de la forma sélida de monocitrato
de trans-clomifeno se realiza afiadiendo monohidrato de acido citrico, como sdlido o en solucién de un disolvente
organico, a una solucion de trans-clomifeno en un disolvente organico.

De acuerdo con una realizacion preferente del procedimiento para la preparacion de la forma sélida de monocitrato
de trans-clomifeno, la cantidad de monohidrato de acido citrico usada esta comprendida entre 1,1 y 1,3 equivalentes
mol.

De acuerdo con una realizacion preferente del procedimiento para la preparacion de la forma soélida de citrato de
trans-clomifeno, el material de partida de trans-clomifeno comprende menos de un 5 % (% de A por HPLC) de cis-
clomifeno, preferentemente menos de un 2 % de cis-clomifeno.

El procedimiento de la presente invencién para la preparaciéon de la forma sélida de monocitrato de trans-clomifeno
Se puede realizar con una cualquiera de las combinaciones de realizaciones preferentes que se han descrito
anteriormente.

Por lo tanto, el monohidrato de acido citrico se puede usar para la preparacion de la forma solida de monocitrato de
trans-clomifeno de acuerdo con el procedimiento de la presente invencion.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden la forma sélida de monocitrato de trans-clomifeno de acuerdo
con la presente invenciéon se pueden preparar de acuerdo con las ensefianzas del ejemplo 3 el documento
WO02014/031177A1.

Por lo tanto, la forma sélida de monocitrato de trans-clomifeno de la presente invencién se puede usar en medicina,
en particular, se puede usar para el tratamiento de disfuncién ovulatoria o sindrome del ovario poliquistico.

Durante el trabajo experimental adicional para desarrollar un procedimiento eficaz para la preparacion de citrato de
enclomifeno, principalmente con el objeto de aumentar el rendimiento molar y la pureza de la etapa final de
cristalizacion del producto, en lugar de cristalizar el producto citrato de enclomifeno a partir de un disolvente de
acetato o de un disolvente de cetona, en particular a partir de acetona, de forma accidental se ha realizado la
cristalizaciéon del citrato de enclomifeno a partir de etanol, es decir etanol sin otros disolventes. Un experimento de
este tipo ha proporcionado de forma inesperada un sélido que tiene un aspecto diferente y mejores propiedades de
estabilidad y solubilidad en comparacién con el citrato de enclomifeno obtenido a partir de la cristalizacion usando
acetona, que ya se ha descrito anteriormente, o con la forma sélida de citrato de enclomifeno que se desvela en la
técnica anterior.

En particular, la cristalizacién o recristalizacion de citrato de enclomifeno a partir de etanol, sin otros disolventes, es
posible para preparar citrato de enclomifeno que tiene cristales en forma de aguja, mientras que el citrato de
enclomifeno obtenido a partir de la cristalizacion usando acetona, como se ha mencionado anteriormente, tiene
cristales sin forma de aguja.

Por lo tanto, un objeto de la presente invencion es el citrato de enclomifeno de formula (l11):
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(1)

que tiene un habito cristalino en forma de aguja.

Un cristal que tiene forma de aguja es un cristal cilindrico, fino, a menudo, pero no necesariamente, con una punta
afilada en el extremo.

El habito cristalino diferente de las dos formas sélidas, una obtenida cristalizando a partir de acetona (cristales sin
forma de aguja) y la otra solamente a partir de etanol (cristales en forma de aguja) era muy evidente mediante
analisis de microscopia.

De hecho, el analisis de microscopia, y en particular, la comparacion de las fotografias en las figuras 7y 8 y en las
figuras 7-BIS y 8-BIS realizadas mediante analisis de microscopia proporciona una evidencia adicional mejor del
habito cristalino diferente de las dos formas (véase el ejemplo 13 y las figs. 7, 8, 7-BIS, 8-BIS).

Ademas, la Fig. 25 muestra claramente el habito cristalino del citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en
forma de aguja.

A partir del analisis de XPRD (véase el ejemplo 15 y las figuras 9 y 10) parece que la forma soélida de citrato de
enclomifeno preparada a partir de etanol es o se parece a la misma forma soélida polimorfa del citrato de enclomifeno
preparado a partir de acetona o es un polimorfo similar, dado que la posicion de los picos de XPRD es
sustancialmente la misma, aunque algunas intensidades de los picos son diferentes, pero las dos formas sélidas
muestran dos formas de habito cristalino muy diferentes, siendo una respectivamente de cristales en forma de aguja
y la segunda siendo cristales sin forma de aguja.

Por lo tanto, aunque no queda claro si las dos formas sélidas son dos polimorfos diferentes o no, sin embargo es
evidente que las dos formas sélidas son dos formas cristalinas diferentes grados que muestran un habito cristalino
muy diferente.

En particular, el citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja tiene un patrén de difraccion
de rayos X de polvo caracteristico con picos caracteristicos expresados en valores de 2-Theta (26) a: 5,8 (vs), 11,5
(vs); en los que (vs) = intensidad muy fuerte.

Mas en particular, el citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja tiene un patrén de
difraccion de rayos X de polvo caracteristico con picos caracteristicos expresados en valores de 2-Theta (26) a: 5,8
(vs), 11,5 (vs), 12,7 (s), 14,9 (s) and 24,9 (s); en los que (vs) = intensidad muy fuerte; (s) = intensidad fuerte.

De nuevo mas particularmente, el citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja tiene un
patron de difraccion de rayos X de polvo caracteristico con picos caracteristicos expresados en valores de 2-Theta
(26) a: 5,8 (vs), 9,7 (m), 10,9 (m), 11,5 (vs), 12,7 (s), 14,9 (s), 17,1 (m), 20,6 (m), 21,8 (m), 23,6 (m), 23,7 (m) y 24,9
(s); en los que (vs) = intensidad muy fuerte, (s) = intensidad fuerte, (m) = intensidad media.

Los significados proporcionaos anteriormente para (vs)=intensidad muy fuerte, (s)=intensidad fuerte,
(m) = intensidad media se refieren a los siguientes porcentajes de intensidades relativas:

(vs) = intensidad muy fuerte se refiere a Int Rel. [%] en el intervalo de 81-100,
(s) = intensidad fuerte se refiere a Int Rel. [%] en el intervalo de 80-40,
(m) = intensidad media se refiere a Int Rel. [%] en el intervalo de 39-20.

El analisis de K.F. de citrato de enclomifeno que tiene cristales en forma de aguja proporciona un valor de
aproximadamente un 2 %.

La comparacion de las curvas de DSC de la Fig. 2 y de la Fig. 6 proporciona una evidencia clara del comportamiento
térmico diferente de las dos formas sélidas de citrato de enclomifeno que tienen dos habitos cristalinos diferentes,
8
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cristales sin forma de aguja y en forma de aguja respectivamente, quiza de la misma forma polimoérfica.

La forma sdlida de monocitrato de trans-clomifeno, es decir citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en
forma de aguja, obtenida cristalizando el producto a partir de etanol, tiene un punto de fusiéon de 150 °C medido por
DSC (inicio) (Véase la fig. 6).

Ademas, la forma sdlida de citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja, obtenida
cristalizando el producto a partir de etanol, muestra un pico a 154 °C medido por DSC (Véase la fig. 6).

Por lo tanto, el citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja tiene un punto de fusion de
150 °C medido por DSC (inicio).

Ademas, el citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja muestra un pico a 154 °C medido
por DSC.

Por lo tanto, el citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja tiene un punto de fusion de
150 °C que es mayor que el del citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino sin forma de aguja, que es de
147 °C, ambos medidos por DSC (inicio) (Véase respectivamente la fig. 6 y la fig. 2).

Un comportamiento térmico diferente de este tipo también se confirma con el pico diferente en el analisis de DSC: el
citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja muestra un pico a 154 °C, una temperatura
mas elevada en comparacion con el pico a 149 °C del citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino sin forma
de aguja.

Por lo tanto el estudio comparativo del DSC mencionado anteriormente proporciona evidencias de que el habito
cristalino del citrato de enclomifeno que tiene cristales en forma de aguja es termodinamicamente mas estable que el
habito cristalino que no tiene cristales en forma de aguja, dado que el punto de fusion del primero es mas elevado
que el del ultimo (150 °C con respecto a 147 °C), y ambas formas tienen puntos de fusion mas elevados en
comparacion con los desvelados en la bibliografia de 133-135 °C y 138-139 °C para el citrato de enclomifeno.

Ademas se deberia observar que, como se ha discutido anteriormente, el polimorfo que tiene un habito cristalino sin
forma de aguja y p.f. de 147 °C, ya se identificd que era la forma polimérfica termodinamicamente mas estable del
citrato de enclomifeno. Por lo tanto, el citrato de enclomifeno que tiene cristales en forma de aguja es la forma sdlida
que tiene una estabilidad térmica mas elevada. Esto se confirma con el punto de fusién mas elevado Mostrado por el
citrato de enclomifeno que tiene cristales en forma de aguja.

La estabilidad térmica mas elevada del citrato de enclomifeno que tiene cristales en forma de aguja de hecho se
confirmé mediante estudios de estabilidad comparativos, en efecto una forma cristalina de ese tipo permanece
termodinamicamente estable aunque el sélido que tiene un habito cristalino sin forma de aguja y p.f. de 147 °C,
después de 17 dias a temperatura ambiente y una HR de un 95 % falla en los estudios de estabilidad. En particular,
después de 17 y 30 dias a temperatura ambiente y una HR de un 95 % las intensidades de los picos de los
difractogramas de XPRD tienen una caida muy significativa, respectivamente a aproximadamente un 50 % de la
intensidad inicial y, después de 30 dias, aproximadamente un 30 % de la intensidad inicial. Dicho analisis permite
hacer la hipétesis de una conversién en amorfa de una parte del cristal. Un comportamiento de este tipo también
esta de acuerdo con el estudio y comportamiento higroscopia usado a modo de ejemplo en la figura 18, en el que el
enclomifeno que tiene cristales sin forma de aguja absorbe cantidades relevantes de agua cuando se expone a
valores de humedad superiores a un 65 % de HR.

Teniendo en cuenta los requisitos regulatorios a cumplir, es evidente que el aumento de la estabilidad térmica del
citrato de enclomifeno que tiene cristales en forma de aguja es la forma sélida fundamental para proporcionar un
producto que cumpla los requisitos farmacéuticos relacionados con la estabilidad, incluyendo el comportamiento de
higroscopia.

El citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja, que es la forma sdlida
termodinamicamente mas estable, presenta por lo tanto una estabilidad de almacenamiento mas elevada y se puede
formular mas facilmente en composiciones farmacéuticas de medicamentos.

La estabilidad térmica mas elevada del citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja no es
la Uinica propiedad ventajosa de un producto de este tipo.

De hecho, el citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja, es decir los cristales en forma
de aguja de citrato de enclomifeno, cristalizado a partir de etanol y que tiene un p.f. de 150 °C (por DSC (Inicio)),
muestra una solubilidad mucho mas elevada en agua, especialmente en agua a pH 4,5, en comparacion con el
habito cristalino sin forma de aguja del citrato de enclomifeno, es decir el citrato de enclomifeno cristalizado a partir
de acetona.
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En particular, el ejemplo 17 proporciona una evidencia clara de que el citrato de enclomifeno que tiene un habito
cristalino en forma de aguja muestra una solubilidad en agua que es casi el doble en comparacién con el citrato de
enclomifeno que tiene un habito cristalino sin forma de aguja, y la solubilidad para pH 4,5 es cuatro veces mas
elevada en comparacion con el habito cristalino sin forma de aguja.

Un estudio de solubilidad de este tipo proporciona la indicacion de que el citrato de enclomifeno que tiene un habito
cristalino en forma de aguja tiene una biodisponibilidad mas elevada en comparacién con el citrato de enclomifeno
que tiene un habito cristalino sin forma de aguja.

Por lo tanto, el citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja de la presente invencion
también es adecuado para una composiciéon farmacéutica de citrato de enclomifeno de liberacion rapida.

Ademas, el citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja, es decir citrato de enclomifeno
cristalizado a partir de etanol presenta un comportamiento de higroscopia mucho mejor, especialmente en
comparacion con el citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino sin forma de aguja obtenido por
cristalizacion a partir de acetona (véase el ejemplo 24 y la figura 18).

Otro objeto de la presente invencion es por lo tanto un procedimiento para la preparacion de citrato de enclomifeno

de férmula (111):
(Y hooo

X Hooc OH

O COOH

any

que tiene un habito cristalino en forma de aguja como se ha descrito anteriormente, mediante la adicion de acido
citrico a una soluciéon de enclomifeno en un disolvente organico, en el que dicho disolvente organico consiste
solamente en etanol.

La adicién de acido citrico se puede realizar mediante la adicion de acido citrico sélido o, como alternativa y
preferentemente, mediante la adicién de una solucién de acido citrico en etanol a una solucién de enclomifeno en
etanol.

La solucién de acido citrico en etanol se puede preparar disolviendo dichos compuestos en un volumen de 5 a 20
volumenes de etanol.

La solucion de enclomifeno en un disolvente organico, consiste solamente en etanol y enclomifeno.

El etanol puede ser etanol puro o etanol absoluto, siendo preferente el etanol absoluto.

La solucién de enclomifeno en etanol se puede realizar mediante solubilizacion de enclomifeno en un volumen de
etanol comprendido entre 2 y 30 volumenes, preferentemente entre 5 y 20 volimenes, mas preferentemente 10
volumenes.

La adicion de acido citrico se puede realizar preferentemente a una temperatura comprendida entre 0 °C y 25 °C.

De acuerdo con una realizacion preferente de dicho procedimiento para la preparacion de citrato de enclomifeno que
tiene un habito cristalino en forma de aguja, el enclomifeno a convertir en citrato de enclomifeno se prepara
partiendo de la sal de E-clomifeno con BPA, es decir a partir de sal de enclomifeno con acido binaftil-fosférico

racémico de férmula (V). El Ejemplo 14 es un ejemplo de una realizacién de este tipo.

Otro objeto de la presente invencidon son composiciones farmacéuticas que comprenden citrato de enclomifeno que
tiene un habito cristalino en forma de aguja y uno o mas excipientes farmacéuticos aceptables.

Los ejemplos de composiciones farmacéuticas adecuadas que comprenden citrato de enclomifeno que tiene un
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habito cristalino en forma de aguja son los que se desvelan en los documentos WO02006102232A2,
W0O2010054248A1, WO2013020017A1, WO2013123218A1, WO2013130832A1, en el ejemplo 3 del documento
W02014031177A1 o del documento WO2014070523A1 con la diferencia de que se usa el citrato de enclomifeno
que tiene un habito cristalino en forma de aguja en lugar del enclomifeno desvelado que tiene un habito cristalino sin
forma de aguja.

Otro objeto de la presente invencién son composiciones farmacéuticas de liberacion rapida que comprenden citrato
de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja y uno o mas excipientes farmacéuticos aceptables.

El citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja se puede usar en medicina.

En particular, el citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja se puede usar en el
tratamiento disfuncién ovulatoria o sindrome del ovario poliquistico.

Un procedimiento alternativo para la preparacion de citrato de enclomifeno de formula (I11):

ol

~-%  Hooc OH

O COOH

(1)

que tiene un habito cristalino en forma de aguja, comprende las siguientes etapas:

a) preparacion de enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica y/o que tiene un valor medio
(D50) de la distribucion del tamafio de particula comprendido en el intervalo de 100 um a 500 uym, mediante
cristalizaciéon del enclomifeno a partir de etanol,

b) conversion del enclomifeno de la etapa a) en citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma
prismatica de acuerdo con el procedimiento que se ha descrito anteriormente, es decir, mediante la adicion de
acido citrico a una solucién de enclomifeno en un disolvente organico,

en el que dicho disolvente organico consiste solamente en etanol.

Dicho procedimiento es un procedimiento muy preferente para la preparacion de citrato de enclomifeno que tiene un
habito cristalino en forma de aguja dado que proporciona un producto con una pureza quimica elevada, usando
solamente un disolvente para ambas etapas, pasando a través de un compuesto intermedio con propiedades
excelentes.

Los ejemplos de dicho procedimiento son los de los ejemplos 28 y 29, ademas de la Figura 25 que muestra el habito
cristalino en forma de aguja del producto citrato de enclomifeno obtenido con dicho procedimiento.

En la etapa b) la adicion de acido citrico se puede realizar mediante la adicién de acido citrico solido o, como
alternativa y preferentemente, mediante la adicion de una solucién de acido citrico en etanol.

En las etapas b), la solucion de enclomifeno en etanol se puede realizar mediante solubilizaciéon de enclomifeno en
un volumen de etanol comprendido entre 2 y 30 volumenes, preferentemente entre 5 y 20 voliumenes, mas
preferentemente 10 volumenes.

De acuerdo con una realizacion preferente de dicho procedimiento para la preparacion de citrato de enclomifeno que
tiene un habito cristalino en forma de aguja, el enclomifeno a cristalizar de la etapa a) se prepara partiendo de la sal
de E-clomifeno con BPA, es decir a partir de sal de enclomifeno con acido binaftil-fosférico racémico de férmula (VI).
El Ejemplo 28 es un ejemplo de una realizacion de este tipo.

Se puede observar como el procedimiento para la preparacién de citrato de enclomifeno que tiene un habito
cristalino en forma de aguja se puede realizar usando tanto en la etapa a) como en la etapa b) el mismo disolvente
que es etanol, solamente.

Ademas, dicho procedimiento mejorado para la preparacion de citrato de enclomifeno que tiene cristales en forma de
aguja permite la preparacion de citrato de enclomifeno que tiene una pureza quimica elevada, es decir mas de un
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99,90 % en (% de A/A por HPLC con un contenido de impurezas de cis-clomifeno residual inferior a un 0,10 % por
(% de A/A por HPLC (véase el ejemplo 29).

De hecho, durante el desarrollo del procedimiento para la preparacion del citrato de enclomifeno mejorado que tiene
un habito cristalino en forma de aguja, se intentd aislar y cristalizar la base libre de enclomifeno, también
denominada enclomifeno (base) o base de enclomifeno o enclomifeno.

En particular, de forma sorprendente se ha encontrado que el enclomifeno (base) cristalizado a partir de etanol, es
decir etanol puro o absoluto, y en ausencia de otros disolventes (etapa a) al igual que en la etapa a) del
procedimiento mencionado anteriormente, presenta cristales prismaticos individuales grandes y bien definidos que
tienen propiedades muy ventajosas, como se describe a continuacion.

El aspecto visual y por lo tanto el habito cristalino de los cristales de enclomifeno cristalizados a partir de etanol es
de macrocristales transparentes que tienen forma prismatica.

El enclomifeno cristalizado a partir de etanol tiene cristales que son prismas con una longitud comprendida en el
intervalo de 0,08 a 2,0 milimetros. En particular, los cristales mas largos tienen una longitud comprendida en el
intervalo de 1,0 a 2,0 milimetros.

Ademas, tal enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica esta formado por cristales con forma de
prisma de diferentes tamafios.

De hecho, la forma cristalina general de las muestras de ensayo observadas en la figura 11 se denomina prisma,
prisma que esta definido por las cuatro caras laterales que son paralelas a la direccion de elongacion. Como las
caras mas pequefas que cierran los prismas paralelepipedos (base y parte superior), no son perpendiculares a la
direcciéon de elongacion, son prismas oblicuos (las caras no forman angulos rectos entre ellas; las caras son
paralelogramos oblicuos: son romboides, no rombos, no rectangulos, no cuadrados).

Por otro lado, como las caras tienen un crecimiento relativo diferente, algunos prismas son mas largos que otros,
teniendo un habito columnar (si la relaciéon de longitud/anchura se pudiera aumentar, tendran un adicto acicular
(agujas) y, al final, un habito fibroso). Por el contrario, los prismas mas cortos se pueden llamar prismas cortos (y,
yendo al otro extremo de la relacion, que tienen un habito tabular (laminar) y lamelar).

En el presente caso, los prismas mas cortos observados en la fig. 11 o en la fig. 11-BIS o en la fig. 19, ya que son
prismas oblicuos, recuerdan a la forma regular denominada romboedro, pero no se pueden denominar de forma
apropiada con este nombre ya que las seis caras no son rombos (es decir, los angulos formados por cada par de
caras no son exactamente los mismos).

Por lo tanto, hablando estrictamente, el adjetivo romboédrico se debe reservar a prismas cuyas caras sean rombos
(seis rombos iguales) como resultado de los elementos de simetria determinados por la estructura interna del cristal.
Por supuesto, éste no es el caso de los cristales representados en la fig. 11 o en la 11-BIS o en la fig. 19 (la
fotografia 19 se realizé después de 30 dias del ensayo de estabilidad).

Por lo tanto, el nombre de los cristales en las Fig. 11, 11-BIS o 19 debe ser "prismas", "prismas cortos", "prismas
largos" o "prismas oblicuos", "prismas oblicuos cortos", "prismas oblicuos largos" y asi sucesivamente, dependiendo
de su longitud. Se podria decir que cuando los prismas son cortos algunos de ellos parecen un romboedro o que
tienen forma similar a la de un romboedro. Sin embargo, aunque los prismas mas cortos mostrados en la imagen
recuerdan a la forma regular denominada romboedro, dicho término no se puede usar para describir los cristales de
la invencion dado que dicho término implica una simetria cristalina que evidentemente no es la de esta estructura

cristalina.

Por lo tanto, el enclomifeno cristalizado a partir de etanol se puede denominar enclomifeno que tiene un habito
cristalino con forma prismatica o enclomifeno que tiene cristales prismaticos o enclomifeno que tiene cristales con
forma de prisma.

Esta forma sélida de enclomifeno de formula (1):
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tiene un habito cristalino conforma prismatica y/o tiene un valor medio (D50) de la distribucion del tamafio de
particula comprendido en el intervalo de 100 ym a 500 um.

En el enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica, el habito cristalino con forma prismatica
corresponde a cristales que tienen la forma de prismas y/o prismas cortos y/o prismas largos y/o prismas oblicuos
y/o prismas oblicuos cortos y/o prismas oblicuos largos.

Por el contrario, el enclomifeno obtenido por ejemplo mediante cristalizaciéon en etanol desnaturalizado con tolueno
presenta agregados policristalinos formados por agujas pequefias. La diferente morfologia de los cristales de
enclomifeno preparados por cristalizacion en etanol puro o absoluto y por ejemplo el obtenido por cristalizacion en
etanol desnaturalizado con tolueno es muy evidente también mediante observacion visual.

El analisis de microscopia presentaba diferentes formas cristalinas para cada lote, en particular:

o El enclomifeno cristalizado a partir de etanol desnaturalizado con tolueno (véase el ejemplo 19) muestra
agregados policristalinos de agujas pequefias (véase la fig. 12).

o El enclomifeno cristalizado a partir de etanol puro (véase el ejemplo 18) muestra prismas monocristalinos
trasparentes grandes (véase la fig. 11).

En el enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica, los cristales son prismas que tienen una
longitud comprendida en el intervalo de 0,08 a 2,0 milimetros.

En particular, el enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica tiene una distribucion de particulas
con un tamafo relativamente grande: de 80 ym (D10) a 770 um (D90), mas particularmente, un 50 % de las
particulas (expresado como % en volumen) tienen un diametro comprendido entre 200 um y 600 pm. véase la Fig.
20.

Ademas, el enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica tiene un valor medio (D50) de la
distribuciéon del tamafio de particula comprendido en el intervalo de 100 um a 500 ym, en particular, esta
comprendido en el intervalo de 200 yum a 400 pym, mas particularmente esta comprendido en el intervalo de 250 ym a
350 um.

Ademas, el enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica tiene un valor medio de la distribucion del
tamano de particula comprendido en el intervalo de 100 um a 500 um, en particular, esta comprendido en el intervalo
de 250 ym a 450 ym, mas particularmente esta comprendido en el intervalo de 350 um a 400 uym.

Ademas, el enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica tiene un valor medio (D50) de la
distribuciéon del tamafio de particula comprendido en el intervalo de 100 um a 500 ym, en particular, esta
comprendido en el intervalo de 200 ym a 400 pym, mas particularmente esta comprendido en el intervalo de 250 ym a
350 ym vy tiene un valor medio de la distribucion del tamafio de particula comprendido en el intervalo de 100 ym a
500 pm, en particular, esta comprendido en el intervalo de 250 ym a 450 ym, mas particularmente esta comprendido
en el intervalo de 350 um a 400 um.

De acuerdo con una realizacién, el enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica tiene un valor
medio (D50) de la distribucidon del tamafio de particula comprendido en el intervalo de 100 um a 500 um vy el valor
medio de la distribucién del tamafio de particula comprendido en el intervalo de 100 ym a 500 um.

De acuerdo con una realizacion preferente, el enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica tienen
un valor medio (D50) de la distribucion del tamario de particula comprendido en el intervalo de 200 um a 400 um y el
valor medio de la distribucién del tamafio de particula comprendido en el intervalo de 250 ym a 450 um.

De acuerdo con una realizacion mas preferente, el enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica
13
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tiene un valor medio (D50) la distribucion del tamario de particula comprendido en el intervalo de 250 um a 350 pm y
el valor medio de la distribucién del tamafio de particula comprendido en el intervalo de 350 um a 400 um.

El enclomifeno que no tiene un habito cristalino con forma prismatica tiene en su lugar un valor medio (D50) y ambos
valores medios estan comprendidos entre 10 um y 50 um (Véase la Fig. 21).

Por lo tanto, el enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica y/o tiene un valor medio (D50) de la
distribucién del tamario de particula comprendido en el intervalo de 100 ym a 500 ym también se puede denominar
Macro enclomifeno o enclomifeno que tiene un habito macrocristalino.

Por lo tanto, otro objeto de la presente invencion es el enclomifeno que tiene un valor medio (D50) de la distribucion
del tamafio de particula comprendido en el intervalo de 100 um a 500 um o que tienen los otros valores de
distribucion del tamafio de particula mencionados anteriormente para el enclomifeno que tiene un habito cristalino
con forma prismatica.

El procedimiento de cristalizacion de la base de enclomifeno a partir de etanol, sin otros disolventes, proporciona de
ese modo enclomifeno que tiene un valor medio (D50) de la distribucién del tamafio de particula comprendido en el
intervalo de 100 ym a 500 ym, también denominado Macro enclomifeno o enclomifeno que tiene un habito
macrocristalino.

El enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica no es higroscopico tal como se determina por DSV
(Absorcion de Vapor dinamica) con un instrumento Q5000 TA, a 25 °C con respecto a todo el intervalo de HR de un
0-95 %.

El enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica se prepara mediante un procedimiento de
cristalizaciéon del enclomifeno a partir de etanol, sin otros disolventes.

Por lo tanto, un objeto de la presente invencién también es un procedimiento para la preparacion de enclomifeno que
tiene un habito cristalino con forma prismatica, mediante cristalizacion del enclomifeno a partir de etanol.

El etanol puede ser etanol puro o etanol absoluto.

El término cristalizacién usado en las diversas realizaciones de la presente invencién, se refiere a la cristalizacion
simple o precipitacion o, como alternativa, también incluye la recristalizacion.

En particular, el enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica se prepara mediante un
procedimiento de cristalizacion del enclomifeno en un volumen de 2 a 10 volumenes de etanol a la unidad de peso
de base de enclomifeno, en el que de 3 a 6 volimenes de etanol proporcionaron los mejores resultados, siendo
aproximadamente 5 voliumenes el mejor volumen de etanol.

En particular, el enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica se prepara mediante un
procedimiento de cristalizacion del enclomifeno a partir de etanol a una temperatura comprendida entre 0 °C y 25 °C.

Los Ejemplos 18 y 28 proporcionan un procedimiento para realizar la preparacion de enclomifeno que tiene un habito
cristalino con forma prismatica.

Como se ha mencionado anteriormente, el enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica muestra
muchas ventajas, especialmente para su uso como compuesto intermedio del procedimiento para la preparacion de
citrato de enclomifeno y citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja.

El enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica de hecho se puede filtrar muy bien, ya que, por
ejemplo, la filtracion (sobre papel en un embudo Buckner) de 40 ml de suspensiones que contienen dicho sélido en
etanol solamente necesita 10 segundos.

Dado que el enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica tienen la capacidad de filtraciéon mas
elevada (también en comparacion con la capacidad de filtracion del enclomifeno obtenido por cristalizacion en etanol
desnaturalizado), tal enclomifeno muestra una pureza quimica mas elevada, especialmente en términos de
impurezas de cis-clomifeno residual.

El enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica es una forma soélida mejor de la base de
enclomifeno, cuya suspension se filtra mas rapidamente, por lo tanto en consecuencia, permitiendo la mejora de la
pureza quimica del enclomifeno (base) y a continuacion citrato de enclomifeno y citrato de enclomifeno que tiene un
habito cristalino en forma de aguja.

Los Ejemplos 28 y 29 proporcionan de hecho evidencias del efecto proporcionado por la preparacion y aislamiento
14
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de enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica y su conversion en citrato de enclomifeno que
tiene un habito cristalino en forma de aguja, que muestra una pureza quimica de un 99,92 % (% de A/A por HPLC)
con una impureza de Cis-clomifeno residual solamente de un 0,03 % (% de A/A por HPLC), en el que la retirada de
la impureza de Cis-clomifeno de hecho solamente se produjo durante el aislamiento del enclomifeno que tiene un
habito cristalino con forma prismatica.

La preparacion y aislamiento de base de enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica en los
procedimientos para la preparacién de citrato de enclomifeno o citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino
en forma de aguja de hecho también proporciona el efecto de proporcionar un producto con una pureza quimica
elevada, especialmente con referencia al contenido de la impureza de cis-clomifeno, dado que el aislamiento de
dicha forma solida intermedia de enclomifeno permite la retirada de la mayor parte de la cantidad de dicha impureza.

Ademas, el enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica es una forma solida mejorada de la base
de enclomifeno ya que muestra una fluidez mas elevada, por lo tanto adecuada para la fabricacion industrial de
citrato de enclomifeno, usando dicha base de enclomifeno como un compuesto intermedio de sintesis quimica y/o
para la fabricacion industrial de productos farmacéuticos que comprenden dicho enclomifeno.

El analisis de microscopia de la base de enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica expuesta a
tres condiciones de estabilidad durante 30 dias presentaba el mismo prisma transparente incoloro que el producto de
partida. Véase la Fig. 19. Por lo tanto, el enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica permanece
estable al menos un mes en las tres condiciones de estabilidad.

Por lo tanto, teniendo en cuenta las propiedades que se han discutido anteriormente, el enclomifeno que tiene un
habito cristalino con forma prismatica es muy adecuado como un compuesto intermedio sintético para la preparacion
de citrato de enclomifeno (véase el procedimiento que se describe en lo sucesivo en el presente documento) y que
citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja (véase el procedimiento que se ha descrito
anteriormente), especialmente en la fabricacion a gran escala.

Por lo tanto, otro objeto de la presente invencién es un procedimiento para la preparacion de citrato de enclomifeno
que comprende las siguientes etapas:

a) preparacion de enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica y/o que tiene un valor medio
(D50) de la distribucion del tamafio de particula comprendido en el intervalo de 100 um a 500 uym, mediante
cristalizaciéon del enclomifeno a partir de etanol,

b) conversion del enclomifeno de la etapa a) en citrato de enclomifeno mediante la adicion de acido citrico o
monohidrato de acido citrico a una soluciéon de enclomifeno en un disolvente organico.

La etapa b) se puede realizar mediante la adicion de acido citrico o monohidrato de acido citrico a una solucion de
enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica solubilizado en etanol, metanol o acetona.

La etapa b) se puede realizar mediante la adicion de acido citrico sélido o monohidrato de acido citrico solido a una
solucién de enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica solubilizado en etanol, metanol o
acetona.

Como alternativa y preferentemente, la etapa b) se puede realizar mediante la adicion de una solucion de acido
citrico o monohidrato de acido citrico sélido en metanol, etanol o acetona a una solucién o suspensién de
enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica solubilizado respectivamente en etanol, metanol o
acetona.

Mas preferentemente, la etapa b) se puede realizar mediante la adiciéon de una solucién de acido citrico o
monohidrato de acido citrico sélido en etanol a una solucién de enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma
prismatica solubilizado en etanol. La etapa b) se puede realizar a una temperatura comprendida entre 0 °C y 78 °C,
preferentemente a una temperatura comprendida entre 0 °C y 25 °C.

Por lo tanto se puede apreciar que el enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica, un solido cuya
suspension se puede filtrar muy bien y un sélido que tiene una fluidez excelente, densidad en volumen, densidad
compactada, indice de compresibilidad (véase el ejemplo 23) y pureza quimica (véase por ejemplo el contenido bajo
del cis-clomifeno en el ejemplo 28), es un compuesto intermedio del procedimiento excelente, que se puede usar de
forma ventajosa para la preparacion de citrato de enclomifeno o, preferentemente, para la preparacion de citrato de
enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja, de acuerdo con los dos procedimientos que se han
descrito anteriormente.

De ese modo se puede apreciar como el enclomifeno de férmula (I) que tiene un habito cristalino con forma
prismatica se puede usar por lo tanto de forma ventajosa para la preparacion de citrato de enclomifeno.
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El enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica tiene un punto de fusién de 79 °C medido por DSC
(pico) (véase la fig. 17), mientras que el enclomifeno cristalizado a partir de etanol desnaturalizado con tolueno tiene
un punto de fusién de 75 °C medido por DSC (pico) (Véase la fig. 16). El Gltimo punto de fusidn siendo el mismo que
el que se escribe en la bibliografia para la base de enclomifeno.

Por lo tanto es evidente que el enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica es una forma solida
termodinamicamente mas estable en comparacion con las formas sélidas de enclomifeno que tienen punto de fusiéon
mas bajo tal como, por ejemplo, la que se obtiene por cristalizacion con etanol desnaturalizado con tolueno.

Al tener una estabilidad térmica mas elevada, el enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica
proporciona mejor estabilidad de almacenamiento (util para el almacenamiento de dicho compuesto intermedio en el
almaceén) y tiene una fabricacién mas facil de la composicion farmacéutica que comprende enclomifeno.

La comparacion de los difractogramas de XPRD de las muestras de enclomifeno que tiene un habito cristalino con
forma prismatica y de enclomifeno que tienen habito cristalino sin forma prismatica (véase la Fig. 15) muestra una
intensidad de pico relativa muy diferente para algunos de los picos, tales como los que se encuentran en valores de
2-Theta (20): 8,1°, 12,3°, 13,4°, 21,3° 25,2° La intensidad de estos picos es mucho menor en el caso del
enclomifeno que tiene un habito cristalino sin forma prismatica, mientras que otros picos tienen intensidades
similares (tal como 15,3°, 17,3° 18,2° y 23,2° 26). El habito cristalino diferente o forma cristalina diferente
observados para ambos lotes, es decir prismas grandes para el enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma
prismatica (cristalizado a partir de etanol) y agujas muy pequefias para el enclomifeno que tiene un habito cristalino
sin forma prismatica cristalizado explicar estas diferencias en los difractogramas de XPRD.

Ademas, teniendo en cuenta las intensidades de XPRD que se describen en la tabla del ejemplo 21, el enclomifeno
que tiene un habito cristalino con forma prismatica tiene un patrén de difraccion de rayos X de polvo caracteristico
con un pico caracteristico expresado en valores de 2-Theta (26) a 25,3 (vs) en el que (vs) = intensidad muy fuerte.

Por lo tanto, teniendo en cuenta de nuevo las intensidades de XPRD, el enclomifeno que tiene un habito cristalino
con forma prismatica tiene un patrén de difraccion de rayos X de polvo caracteristico con picos caracteristicos
expresados en valores de 2-Theta (20) a: 8,1 (s), 17,3 (vs), 25,2 (vs), 25,3 (vs); en los que (vs) = intensidad muy
fuerte, (s) = intensidad fuerte.

El enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica tiene un patrén de difraccion de rayos X de polvo
caracteristico con picos caracteristicos expresados en valores de 2-Theta (206) a: 8,1 (s), 12,3 (m), 13,4 (m), 17,3
(vs), 17,5 (m), 19,5 (m), 25,2 (vs), 25,3 (vs); en los que (vs) =intensidad muy fuerte; (s) = intensidad fuerte;
(m) = intensidad media.

El enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica tiene un patréon de difraccion de rayos X de polvo
caracteristico con picos caracteristicos expresados en valores de 2-Theta (26) a: 8,1 (s), 12,2 (w), 12,3 (m), 13,4 (m),
17,3 (vs), 17,5 (m), 18,5 (w), 18,7 (w), 19,2 (w), 19,5 (m), 21,3 (w), 24,6 (w), 25,2 (vs), 25,3 (vs); 25,4 (w), 26,7 (w),
en los que (vs) = intensidad muy fuerte; (s) = intensidad fuerte; (m) = intensidad media, (w) = intensidad débil.

Ademas, teniendo en cuenta la comparacion de las intensidades de XPRD que se describen en la tabla del ejemplo
21, el enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica tiene un patrén de difraccion de rayos X de
polvo caracteristico con picos caracteristicos expresados en valores de 2-Theta (20) a: 12,3, 17,5, 25,3; en
particular, también teniendo en cuenta las intensidades, con picos expresados en valores de 2-Theta (26) a: 12,3
(m), 17,5 (m), 25,3 (vs); en los que (vs) = intensidad muy fuerte; (s) = intensidad fuerte; (m) = intensidad media,
(w) = intensidad débil.

Ademas, de nuevo teniendo en cuenta la comparacion de las intensidades de XPRD que se describen en la tabla del
ejemplo 21, el enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica tiene un patrén de difraccion de rayos
X de polvo caracteristico con picos caracteristicos expresados en valores de 2-Theta (26) a: 12,3, 17,5, 21,3, 25,3,
25,4; en particular, también teniendo en cuenta las intensidades, con picos expresados en valores de 2-Theta (26) a:
12,3 (m), 17,5 (m), 21,3 (w), 25,3 (vs), 25,4 (w); en los que (vs) = intensidad muy fuerte; (s) = intensidad fuerte;
(m) = intensidad media, (w) = intensidad débil. Parece que todos los picos mencionados son picos de la forma sdlida
o forma cristalina que es enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica dado que no estan
presentes en el difractograma de XPRD del enclomifeno con agregados policristalinos de agujas cortas, que tienen
habito cristalino sin forma prismatica.

Los significados proporcionados anteriormente para (vs)=intensidad muy fuerte, (s)=intensidad fuerte,
(m) = intensidad media hacen referencia a los siguientes porcentajes de intensidades relativas:

(vs) = intensidad muy fuerte se refiere a Int Rel. [%] en el intervalo de 81-100,
(s) = intensidad fuerte se refiere a Int Rel. [%] en el intervalo de 60-80,
(m) = intensidad media se refiere a Int Rel. [%] en el intervalo de 30-59.
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(w) = intensidad débil se refiere a Int Rel. [%] en el intervalo de 15-29.

El enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica, es decir enclomifeno formado por cristales
grandes individuales con forma de prisma, proporciona una fluidez mucho mejor, densidad en volumen y densidad
compactada en comparacion con el enclomifeno que son agregados policristalinos de agujas cortas tal como se
prepara mediante cristalizacion en etanol desnaturalizado con tolueno, un ejemplo de cuya preparacion se realiza en
el ejemplo en 19 (véanse los ejemplos 22 y 23).

La forma sélida que es enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica permite de ese modo ahorrar
espacio en el almacén y en los contenedores para transporte. Ademas, esta forma proporciona ventajas evidentes
en el procesamiento para la preparacion de la composicién farmacéutica de enclomifeno debido a su aumento de
fluidez.

En otras palabras, dado que la base de enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica nuestra
mejores propiedades de fluidez, dicha forma permite una fabricacion mas facil de las composiciones farmacéuticas
de enclomifeno ya que muestra mejores propiedades de procesamiento.

Se ha encontrado una nueva forma sélida de enclomifeno, que es una sal de enclomifeno con mayor solubilidad en
medio acuoso.

En particular, se ha encontrado que el acetato de enclomifeno de férmula (IV):

»

O
EtoNo_~g O CH,COOH

C

es mucho mas soluble que el citrato de enclomifeno en medio acuoso.

Mas en particular, el acetato de enclomifeno es mucho mas soluble t pH 4,5 que el citrato de enclomifeno.

En particular, a pH 4,5, el acetato de enclomifeno es aproximadamente 15 veces mas soluble que el citrato de
enclomifeno que tiene cristales sin forma de aguja (que tiene un p.f. de 147 °C medido por DSC (inicio)).

En particular, a pH 4,5, el acetato de enclomifeno es aproximadamente 2,5 veces mas soluble que los cristales en
forma de aguja de citrato de enclomifeno (que tiene un p.f. de 150 °C medido por DSC (inicio)).

El acetato de enclomifeno se puede formular de forma conveniente para proporcionar composiciones farmacéuticas
que comprenden acetato de enclomifeno y uno o mas excipientes farmacéuticos aceptables.

Los ejemplos de composiciones farmacéuticas adecuadas que comprenden acetato de enclomifeno son las que se
desvelan en los documentos W02006102232A2, WO02010054248A1, W0O2013020017A1, WO2013123218A1,
WO02013130832A1, en el ejemplo 3 del documento W0O2014031177A1 o del documento WO2014070523A1 con la
diferencia de que el acetato de enclomifeno se usa en lugar del citrato de enclomifeno desvelado.

Por lo tanto, el acetato de enclomifeno y las composiciones farmacéuticas del mismo se pueden usar como
medicamento, en particular, se pueden usar para el tratamiento disfuncién ovulatoria o sindrome del ovario
poliquistico.

Ademas, el acetato de enclomifeno es adecuado para la preparacion de composiciones farmacéuticas deliberacion
muy rapida que comprenden acetato de enclomifeno y uno o mas excipientes farmacéuticos aceptables.

SECCION EXPERIMENTAL

El material de partida 1-{4-[2-(Dietilamino)etoxi]fenil}-1,2-difeniletanol se puede preparar de acuerdo con métodos de
la técnica anterior bien conocidos o se puede adquirir en el mercado.
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Ejemplo 1: Preparacion de citrato de clomifeno a partir de 1-{4-[2-(Dietilamino)etoxilfenil}-1,2-difeniletanol.
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5 Etapa 1

Un matraz de fondo redondo equipado con un equipo de destilacion se cargaron con 250 g de 1-{4-[2-
(Dietilamino)etoxi]fenil}-1,2-difeniletanol y 1250 ml de tolueno. A esta mezcla se afiadieron 85 ml de HCl al 32 % en
p/p, la temperatura se elevo hasta el punto de ebullicién y todo el agua se retird por via azeotrépica por medio de un

10 aparato de Dean-Stark, obteniendo clorhidrato de 2-{4-[(E/Z)-1,2-difeniletenillfenoxi}-N,N-dietiletanamina, como
mezcla de isémeros geométricos de férmulas (V-Z) y (V-E).

Etapa 2

15 La mezcla de reaccion se llevé a 60 °C y, manteniendo esta temperatura, se afiadieron 500 ml de acido acético
durante 30’. Se comprobé que el contenido de agua estuviera por debajo de 500 ppm (valoracion de Karl Fischer).

Una solucion caliente (50-60 °C), preparada con 60 g de dicloro dimetil hidantoina (1,3-dicloro-5,5-dimetil hidantoina;
abreviado DCDMI) (0,474 equiv. mol.) en 600 ml de tolueno, se afiadio lentamente a la mezcla de reaccién durante

20 90’ manteniendo la temperatura a aproximadamente 60 °C. Después de comprobar la conversiéon por HPLC, fue
necesaria una pequefa adicion de solucion de DCDMI para tener el material de partida por debajo de un 0,5 %. La
mezcla de reacciéon se enfri6 a 15-20°C y se tratd lentamente con 750 ml de agua y, hasta un pH 12,
aproximadamente 1000 ml de solucién de hidréxido sédico acuoso al 30 % en p/p. Después de agitar durante 30’,
las fases se separaron y la fase organica se lavé con 3 x 250 ml de agua y se concentré por destilacion al vacio

25 obteniendo de este modo 280 g de clomifeno, en forma de un aceite que contenia una cierta cantidad residual de
tolueno de formulas (1) e (II).

Etapa 3

30 El aceite obtenido en la etapa anterior se recogié con 625 ml de acetona, la solucion transparente se calentd hasta
ebullicion suave y se afiadié una solucion formada por 142,5 g de monohidrato de acido citrico y 1000 ml de acetona
lentamente durante 30’. La mezcla de reaccion se agité mientras que se enfriaba lentamente a 0 °C y a continuacion
4 horas a 0°C. El producto se filir6, se lavd con acetona y se secd al vacio obteniendo 361 g de Citrato de
clomifeno, cuyo rendimiento molar era de un 94,1 %. Pureza por HPLC > 98 % ((% de A/A).

35
Ejemplo 2a: Preparacion de sal de trans-clomifeno con acido binaftil-fosférico racémico, partiendo de citrato
de clomifeno.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2671126 T3

HOOC
= HDOGC H
BteMe o~y ook
<o
P
a i,
+ Etsh
HOOG g
HOOG H [ W1}
Btathmpy “ COH

Citrato de Clomifeno

En un matraz de fondo redondo se cargaron 100 g de Citrato de clomifeno (andlisis de HPLC (% de A/A): 65,21 % de
E-clomifeno, 34,06 % de Z-clomifeno) y 1000 ml de Metanol. La suspension se agité a 30 °C hasta la disolucién
completa. A continuacion se afadié una solucion de acido binaftil-fosforico racémico (abreviado BPA) 30 g
(0,515 equiv.) en 30 ml de DMF. Al final de la adicion la mezcla se agité durante 1 h a 30 °C. La suspension obtenida
se filtrd y el solido se lavé con 100 ml de Metanol.

Se obtuvieron 50,4 g de sal de E-clomifeno con BPA.
Analisis de HPLC ((% de A/A): 97,04 % de E-clomifeno, 2,5 % de Z-clomifeno.

Ejemplo 2b: Preparacion de sal de trans-clomifeno con acido binaftil-fosférico racémico, partiendo de citrato
de clomifeno.

En un matraz de fondo redondo se cargaron 50 g de Citrato de clomifeno (el mismo que el usado en el ejemplo 2a) y
500 ml de Metanol. La suspension se calenté a 40-45 °C y se agité hasta la disoluciéon completa. A continuacion se
afiadié una solucion de 15 g de BPA (0,515 equiv.) en 300 ml de metanol. Al final de la adicion la mezcla se agité
durante 1 h a 20 °C. La suspension obtenida se filtrd y el sélido se lavé con 100 ml de Metanol.

Se obtuvieron 24,1 g de sal de E-clomifeno con BPA.
Analisis de HPLC ((% de A/A): 98,96 % de E-clomifeno, 0,69 % de Z-clomifeno.

Ejemplo 2c: Preparacion de sal de trans-clomifeno con acido binaftil-fosférico racémico, partiendo de citrato
de clomifeno.

En un matraz de fondo redondo se cargaron 100 g de Citrato de clomifeno (el mismo que el usado en el ejemplo 2a)
y 1000 ml de Metanol. La suspension se calenté a 40-45 °C y se agit6 hasta la disolucion completa. A continuacion
se afiadié una solucion de 30 g de BPA (0,515 equiv.) en 1000 ml de metanol. Al final de la adicion la mezcla se
agitd durante 1 h a 20 °C. La suspension obtenida se filtré y el sélido se lavé con 100 ml de Metanol.

Se obtuvieron 47,9 g de sal de E-clomifeno con BPA.
Analisis de HPLC ((% de A/A): 98,81 % de E-clomifeno, 0,79 % de Z-clomifeno.

Ejemplo 2d: Preparacion de sal de trans-clomifeno con acido binaftil-fosférico racémico, partiendo de citrato
de clomifeno.

En un matraz de fondo redondo se cargaron 150 g de Citrato de clomifeno (el mismo que el usado en el ejemplo 2a)
y 1500 ml de Metanol. La suspension se calenté a 40-45 °C y se agité hasta la disolucién completa. A continuacion
se afiadié una solucién de 45 g de BPA (0,515 equiv.) en 900 ml de metanol. Al final de la adicion la mezcla se agité
durante 1 h a 20 °C. La suspension obtenida se filtro y el sélido se lavé con 100 ml de Metanol.

Se obtuvieron 76,4 g de sal de E-clomifeno con BPA.
Analisis de HPLC ((% de A/A): 98,82 % de E-clomifeno, 0,80 % de Z-clomifeno.

Ejemplo 3a: Preparacion de sal de trans-clomifeno con acido binaftil-fosférico racémico, partiendo de 1-{4-
[2-(Dietilamino)etoxi]fenil}-1,2-difeniletanol
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En un matraz de fondo redondo se cargaron 100 g de 1-{4-[2-(Dietilamino)etoxilfenil}-1,2-difeniletanol de féormula
(VIl), 300 ml de Tolueno y 62 ml de sol. de HCI al 32 %. La mezcla se agité a T= 35-40 °C durante 30 min.. A
continuacion, la soluciéon se concentré hasta residual y el residuo se diluyé con 300 ml de Tolueno. La soluciéon
organica se concentré hasta residual y el residuo se diluyd con 800 ml de Diclorometano (abreviado DCM). Se
afiadié acido acético (200 ml) a la solucion y se afiadié una solucion de 26 g de DCDMI en 250 ml de DCM en un
periodo de 90 min.. Al final de la adicidn la mezcla se agit6 durante 2 h a t.a.. La solucién obtenida se afiadio en un
segundo matraz de fondo redondo que contenia una solucion de 400 ml de NaOH al 30 % y 300 ml de agua. La
mezcla se agitdé durante 1 h y a continuacion las fases se separaron y la fase organica se lavd cinco veces con agua
(5 x 100 ml). La fase organica obtenida se concentré hasta residual y el residuo se diluyé con 500 ml de Metanol.
Una solucion de acido binaftil-fosférico racémico de 45 g en 1000 ml se afiadié a T = 30 °C. La solucion obtenida se
agité a t.a. durante 1 h. La suspension se filtré y el solido se lavé con 100 ml de Metanol.

Se obtuvieron 79,7 g de sal de E-clomifeno con acido binaftil-fosférico racémico.
Analisis de HPLC ((% de A/A): 97,70 % de E-clomifeno, 1,67 % de Z-clomifeno.

Ejemplo 3b: Preparacion de sal de trans-clomifeno con acido binaftil-fosférico racémico.

En un matraz de fondo redondo se cargaron 100 g de 1-{4-[2-(Dietilamino)etoxi]fenil}-1,2-difeniletanol de féormula
(VIl), 300 ml de Tolueno y 62 ml de sol. de HCI al 32 %. La mezcla se agitd6 a T= 35-40 °C durante 30 min. A
continuacion, la soluciéon se concentré hasta residual y el residuo se diluyé con 300 ml de Tolueno. La solucién
organica se concentrd hasta residual y el residuo se diluyé con 800 ml de DCM. La solucién organica se concentrd
hasta residual y el residuo se diluyé con 300 ml de Tolueno. La solucion organica se concentrd hasta residual y el
residuo se diluyé con 800 ml de DCM. Se afiadié acido acético (200 ml) a la solucién y se afiadio una solucion de 26
g de DCDMI en 250 ml de DCM en un periodo de 90 min.. Al final de la adicion la mezcla se agité durante 2 h a t.a..
La solucién obtenida se afadié en un segundo matraz de fondo redondo que contenia una solucién de 400 ml de
NaOH al 30 % y 300 ml de agua. La mezcla se agit6 durante 1 h y a continuacion las fases se separaron y la fase
organica se lavoé cinco veces con agua (5 x 100 ml). La solucion organica obtenida se concentré hasta residual y el
residuo se diluyé con 500 ml de Metanol. Una solucién de acido binaftil-fosférico racémico (abreviado BPA) de 45 g
en 700 ml se afiadié a T= 30 °C. La solucién obtenida se agitd a t.a. durante 1 h. La suspension se filtré y el sélido se
lavé con 100 ml de Metanol.

Se obtuvieron 90 g de sal de E-clomifeno con BPA.
Analisis de HPLC ((% de A/A): 94,49 % de E-clomifeno, 4,15 % de Z-clomifeno.

Ejemplo 3c: Preparacion de sal de trans-clomifeno con acido binaftil-fosforico racémico.

En un matraz de fondo redondo se cargaron 100 g de 1-{4-[2-(Dietilamino)etoxilfenil}-1,2-difeniletanol de féormula
(VIl), 300 ml de Tolueno y 62 ml de sol. de HCI al 32 %. La mezcla se agit6 a T= 35-40 °C durante 30° A
continuacion, la soluciéon se concentré hasta residual y el residuo se diluyé con 300 ml de Tolueno. La soluciéon
organica se concentré hasta residual y el residuo se diluyd con 300 ml de Tolueno. La solucién organica se
concentro hasta residual y el residuo se diluyé con 800 ml de DCM. Se afadié acido acético (200 ml) a la solucién y
se afiadio una solucion de 26 g de DCDMI en 250 ml de DCM en un periodo de 90'. Al final de la adicién la mezcla
se agitd durante 2 h a t.a.. La solucién obtenida se afadié en un segundo matraz de fondo redondo que contenia
una solucion de 400 ml de NaOH al 30 % y 300 ml de agua. La mezcla se agité durante 1 h y a continuacion las
fases se separaron y la fase organica se lavo cinco veces con agua (5 x 100 ml). La solucién organica obtenida se
concentro hasta residual y el residuo se diluyd con 500 ml de Metanol. Una solucién de acido binaftil-fosforico
racémico (abreviado BPA) de 45 g en 1000 ml se afadié a T= 30 °C. La solucion obtenida se agit6 a t.a. durante 1 h.
La suspension se filtro y el sélido se lavé con 100 ml de Metanol.

Se obtuvieron 78,3 g de sal de E-clomifeno con BPA.
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Analisis de HPLC ((% de A/A): 96,53 % de E-clomifeno, 1,51 % de Z-clomifeno.
Ejemplo 3d: Preparacion de sal de trans-clomifeno con acido binaftil-fosférico racémico

En un matraz de fondo redondo se cargaron 100 g de 1-{4-[2-(Dietilamino)etoxilfenil}-1,2-difeniletanol de féormula
(VIl), 300 ml de Tolueno y 62 ml de sol. de HCI al 32 %. La mezcla se agité a T= 35-40 °C durante 30° A
continuacion, la soluciéon se concentré hasta residual y el residuo se diluyé con 300 ml de Tolueno. La soluciéon
organica se concentré hasta residual y el residuo se diluyd con 300 ml de Tolueno. La solucién organica se
concentro hasta residual y el residuo se diluyé con 300 ml de Tolueno. La solucién organica se concentré hasta
residual y el residuo se diluyé con 800 ml de DCM. Se afadié acido acético (200 ml) a la solucién y se afiadioé una
solucion de 26 g de DCDMI en 250 ml de DCM en un periodo de 90’. Al final de la adicion la mezcla se agit6é durante
2 h a t.a.. La solucién obtenida se afiadio en un segundo matraz de fondo redondo que contenia una solucion de 400
ml de NaOH al 30 % y 300 ml de agua. La mezcla se agit6 durante 1 h y a continuacion las fases se separaron y la
fase organica se lavo cinco veces con agua (5 x 100 ml). La solucién organica obtenida se concentrd hasta residual
y el residuo se diluyoé con 1000 ml de Metanol. Una solucion de BPA de 72 g en 1000 ml se afiadié a T= 30 °C. La
solucién obtenida se agité a t.a. durante 1 h. La suspension se filtrd y el sélido se lavé con 100 ml de Metanol.

Se obtuvieron 119,1 g de sal de E-clomifeno con BPA.
Analisis de HPLC ((% de A/A): 95,97 % de E-clomifeno, 3,39 % de Z-clomifeno.

Ejemplo 4a: Purificacion de la sal de trans-clomifeno con acido binaftil-fosforico racémico de formula (VI).

Do o ®

P:‘OH

QT e IO S

(V1)

En un matraz de fondo redondo se cargaron 100 g de sal de E-clomifeno con BPA de formula (VI) (% de A/A por
HPLC: 99,31 % de E-clomifeno, 0,51 % de Z-clomifeno) y 600 ml de Tolueno. La suspension se agité a t.a. y a
continuacion se afiadieron 24 ml de NaOH al 30 %. A continuacién la suspensién obtenida se filtré y la solucion
obtenida se lavé con 250 ml de agua. La solucién organica se concentré hasta residual y el residuo se diluy6é con
800 ml de Metanol. Una solucion de acido binaftil-fosforico racémico (abreviado BPA) de 32 g (0,515 equiv.) en
800 ml de Metanol se afiadio. Al final de la adicion la mezcla se agité durante 1 h a 30 °C. La suspension obtenida se
filtré y el sélido se lavd con 100 ml de Metanol.

Se obtuvieron 57,1 g de sal de E-clomifeno con BPA de férmula (VI).
Analisis de HPLC ((% de A/A): 99,11 % de E-clomifeno, 0,03 % de Z-clomifeno.

Ejemplo 4b: Purificacion de la sal de trans-clomifeno con acido binaftil-fosférico racémico de formula (VI).

En un matraz de fondo redondo se cargaron 114 g de sal de E-clomifeno con BPA (% de A/A por HPLC: 99,43 % de
E-clomifeno, 0,35 % de Z-clomifeno) y 790 ml de Tolueno. La suspension se agité a t.a. y a continuacion se
afadieron 28 ml de NaOH al 30 %. A continuacion la suspensién obtenida se agitdé durante 2 h y a continuacion se
filtrd y la solucion obtenida se lavo con 290 ml de agua. La solucién organica se concentré hasta residual y el residuo
se diluyé con 920 ml de Metanol. Una solucion de BPA de 37 g (0,515 equiv.) en 920 ml de Metanol se afiadio. Al
final de la adicion la mezcla se agité durante 1 h a 30 °C. La suspension obtenida se filtré y el sélido se lavé con
115 ml de Metanol.

Se obtuvieron 58,1 g de sal de E-clomifeno con BPA.
Analisis de HPLC ((% de A/A): 99,44 % de E-clomifeno, 0,00 % de Z-clomifeno.

Ejemplo 4c: Purificacion de la sal de trans-clomifeno con acido binaftil-fosforico racémico de formula (VI).

En un matraz de fondo redondo se cargaron 76 g de sal de E-clomifeno con BPA (% de A/A por HPLC: 98,82 % de
E-clomifeno, 0,80 % de Z-clomifeno), 500 ml de Tolueno y 50 ml de agua. La suspensién se agité a t.a. y a
continuacioén se afiadieron 20 ml de NaOH al 30 %. A continuacion la suspension obtenida se agité durante 2 hy a
continuacion se filtré y la solucion obtenida se lavé con 190 ml de agua. La solucién organica se concentré hasta
residual y el residuo se diluyé con 600 ml de Metanol. Se afiadié una solucion de BPA de 28 g (0,515 equiv.) en
600 ml de Metanol. Al final de la adicién la mezcla se agité durante 1,5 h a 30 °C. La suspensién obtenida se filtro y
el solido se lavo con 76 ml de Metanol.
21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2671126 T3

Se obtuvieron 53,9 g de sal de E-clomifeno con BPA.
Analisis de HPLC ((% de A/A): 98,95 % de E-clomifeno, 0,10 % de Z-clomifeno.

Ejemplo 5: Caracterizacion de la sal de trans-clomifeno con acido binaftil-fosférico racémico de formula (VI).

El difractograma de XPRD de la sal de trans-clomifeno con acido binaftil-fosforico racémico de férmula (VI)
(preparado en el ejemplo 4c) se muestra en la Fig. 4. dicha forma cristalina se caracteriza por picos intensos a
valores de 2-theta de 11,50 y 12,00.

El analisis de DSC muestra un punto de fusiéon de 218,09 °C (inicio) (véase la fig. 5).
La configuracion trans se ha confirmado mediante analisis de RMN H en 2D.

Ejemplo 6a: Preparacion de Citrato de E-clomifeno (1:1) a partir de la sal de trans-clomifeno con acido
binaftil-fosférico racémico de formula (VI)

g OO
HOOC CH
Fr i}
CEIH ‘-‘..-“'"“.:,
Hal COOH

En un matraz de fondo redondo se cargaron 82 g de sal de E-clomifeno con BPA (% de A/A por HPLC: 99,40 % de
E-clomifeno, 0,34 % de Z-clomifeno) y 500 ml de Tolueno. La suspension se agité a t.a. y a continuacion se
afadieron 20 ml de NaOH al 30 % y 50 ml de agua con Metanol. A continuacion la suspension obtenida se agité
durante 2 h y a continuacioén se filtré y la solucion obtenida se lavé con 200 ml de agua. La solucién organica se
concentro hasta residual y el residuo se diluyd con 105 ml de Acetona. La solucién se calentd a 50 °C y se ahadio
una solucion de monohidrato de acido citrico de 27 g en 166 ml de acetona. Al final de la adicion la mezcla se agito
durante 1 h a 0 °C. La suspension obtenida se filtré y el sélido se lavd con 50 ml de acetona.

Se obtuvieron 63,3 g de sal de citrato de E-clomifeno (1:1).
Analisis de HPLC ((% de A/A): 99,75 % de E-clomifeno, 0,25 % de Z-clomifeno.

Ejemplo 6b: Preparacion de E-citrato de clomifeno (1:1) a partir de la sal de trans-clomifeno con acido
binaftil-fosférico racémico de formula (VI)

En un matraz de fondo redondo se cargaron 125 g de sal de E-clomifeno con BPA de férmula (VI) y 1050 ml de
Tolueno. La suspensién se agitd a t.a. y a continuacion se afiadieron 28 ml de NaOH al 30 % y 50 ml de agua. A
continuacion la suspensién obtenida se agitdé durante 2 h y a continuacion se filtrd y la solucion obtenida se lavé con
250 ml de agua. La solucién organica se concentrd hasta residual y el residuo se diluyd con 310 ml de Acetona. La
solucion se calentd a 50 °C y se afiadio una solucién de monohidrato de acido citrico de 41,5 g en 500 ml de
Acetona. Al final de la adicion la mezcla se agité durante 2 h a 0 °C. La suspensién obtenida se filtré y el sélido se
lavé con 125 ml de Acetona.

Se obtuvieron 97,07 g de sal de Citrato de E-clomifeno.
Analisis de HPLC ((% de A/A): 99,88 % de E-clomifeno, 0,05 % de Z-clomifeno.

Ejemplo 6c: Preparacion de Citrato de E-clomifeno (1:1) a partir de la sal de trans-clomifeno con acido
binaftil-fosférico racémico de formula (VI)

En un matraz de fondo redondo se cargaron 109 g de sal de E-clomifeno con BPA de féormula (VI), 950 ml de
Tolueno y 50 ml de agua. La suspension se agité a t.a. de continuacion se afiadieron 29 ml de NaOH al 30 %. A
continuacion la suspension obtenida se agité durante 2 h y a continuacion se filtrd y la solucion obtenida se lavé con
220 ml de agua. La solucién organica se concentrd hasta residual y el residuo se diluyd con 270 ml de Acetona. La
solucion se calentd a 50 °C y se afadié una solucion de monohidrato de acido citrico de 36 g en 430 ml de Acetona.
Al final de la adicién la mezcla se agit6é durante 2 h a 0 °C. La suspension obtenida se filtré y el sélido se lavé con
110 ml de acetona.

Se obtuvieron 82,7 g de sal de Citrato de E-clomifeno.
Analisis de HPLC ((% de A/A): 99,90 % de E-clomifeno, 0,04 % de Z-clomifeno.
K.F.=2,0%.
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Este producto solido se caracteriza en el Ejemplo 12.

Ejemplo 7: Sintesis del monocitrato de trans-clomifeno a partir de base de trans-clomifeno.

HG OH

COOH

En un matraz de fondo redondo se cargaron 21,2 g de base libre de E-clomifeno (% de A/A por HPLC: 99,38 % de E-
clomifeno, 0,26 % de Z-clomifeno) y 50 ml de acetona. La solucion se calenté a 50 °C y se afiadié una solucién de
monohidrato de acido citrico de 13,2 g en 80 ml de Acetona. Al final de la adicion la mezcla se agitd durante 4-5 h a
0 °C. La suspension obtenida se filtrd y el sélido se lavé con 20 ml de Acetona.

Se obtuvieron 29,6 g de sal de monocitrato de E-clomifeno.
Analisis de HPLC ((% de A/A): 99,62 % de E-clomifeno, 0,38 % de Z-clomifeno.

Ejemplo 8: Preparacion y caracterizacion de la sal de monocitrato de trans-clomifeno anhidro a partir de la
sal de trans-clomifeno con acido binaftil-fosférico racémico de férmula (VI)

En un matraz de fondo redondo se cargaron 155 g de sal de E-clomifeno con BPA de férmula (VI), 1000 ml de
Tolueno y 150 ml de agua. La suspension se agit6 a t.a. y a continuacién se afadieron 41 ml de NaOH al 30 % y 75
ml de MeOH. A continuacion la suspensién obtenida se agitd y a continuacion se filtré y la solucion obtenida se lavo
con 390 ml de agua. La solucion organica se concentro hasta residual y el residuo se diluydé con 500 ml de Acetona.
La solucion se calenté a 50 °C y se afiadio una solucién de acido citrico anhidro de 40 g en 500 ml de Acetona. Al
final de la adicién la mezcla se agité durante 2 h a 0 °C. La suspension obtenida se filir6 y el sélido se lavé con
155 ml de Acetona. El sdlido se seco6 en vacio a T = 60 °C durante 12 h.

Se obtuvieron 104,8 g de sal de Citrato de E-clomifeno.
Analisis de HPLC ((% de A/A): 99,86 % de E-clomifeno, 0,07 % de Z-clomifeno.
K.F.=0,9 %.

Ejemplo 9 (Referencia): Sintesis del compuesto oxalato de des-etil clomifeno a partir de citrato de clomifeno
como mezcla de isomeros cis y trans.

Clarofarmiato

Gl de cloroetilo aH
™ — .
L TMHDA Mg _

Etapa 1

Un matraz de fondo redondo con equipo convencional se cargé con 14,7 g de citrato de clomifeno, 50 ml de
clorobenceno y 50 ml de agua. En el matraz, se dejaron gotear 8 ml de hidréxido sédico acuoso al 30 % en p/p,
hasta un pH de 12. La mezcla de reaccion se agitd, las fases se separaron, la fase organica se lavé con 3 x 20 ml de
agua y se tratd con sulfato sédico, obteniendo una solucion transparente de clomifeno en clorobenceno.

Etapa 2

La solucion transparente de la etapa previa se tratd con 8 g de tetrametilnaftalendiamina y 5 ml de cloroformiato de
cloroetilo, a continuacion se calent6 a 80 °C. La conversion fue seguida de HPLC. Cuando el clomifeno residual era
inferior a un 1 %, la mezcla de reaccioén se enfrio, se tratdé lentamente con 40 ml de metanol y se calenté a reflujo
durante 2 horas. A continuacion el metanol se retird por destilacion y la mezcla de reaccion se traté con 20 ml de
clorobenceno, 30 ml de agua y 8 ml de hidréxido sédico acuoso al 30 % en p/p, hasta un pH de 12. Las fases se
separaron y la fase organica se seco con sulfato sodico y se concentré al vacio hasta un residuo, de aprox. 17 g. El
producto en bruto se purificé por cromatografia en columna usando gel de silice y el eluyente formado por 50 de
acetato de isopropilo, 40 heptano, 5 dimetiletilamina. El orden de elucién es: Rf 0,9 para tetrametilnaftalendiamina;
Rf 0,8 para clomifeno; Rf 0,2 para producto.
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Las fracciones puras se concentraron, obteniendo 4,9 g de des-etil clomifeno en forma de un aceite.
Etapa 3

5 Un matraz de fondo redondo con equipo convencional se cargé con 4,6 g de aceite obtenido en la etapa previa, con
la adicion de 13,8 ml de acetona y 0,46 g de carbon vegetal decolorante. Después de la filtracién, la solucion
transparente se dejo gotear lentamente en otra solucién formada por 1,1 g de acido oxalico disuelto en 50,6 ml de
acetona. La mezcla se agit6é 2 horas, se filtré lavando con 9,2 ml de acetona, el producto en bruto se recogié con
50,6 ml de acetona, se agito, se filtrdé lavando con 9,2 ml de acetona y se sec6 a 50 °C al vacio. El rendimiento fue

10 de 4,9 g de oxalato de des-etil clomifeno.

Ejemplo 10: Método analitico para identificar y cuantificar la impureza de des-etil clomifeno en clomifeno o
enclomifeno

Condiciones cromatograficas:

Columna: Vydac 214TP C-4 250 mm /4,6 mm /5 ym
Temp. Columna: 35°C
Fase Movil A: TFA al 0,1 % en agua
Fase Movil B: TFA al 0,03 % en ACN
Gradiente: Tiempo (min) % de A % de B
0 80 20
24 40 60
30 10 90
31 80 20
Realizacién posterior: 10 min.
Flujo: 1,0 ml/min
Detector UV a 233 nm, bw 4 bn y 290 nm, bw 4 nm

Volumen de Inyeccion: 5 pl (con lavado de aguja en ACN)
Tiempo de Realizacién: 31 min
Diluyente de muestra:  H>O/ACN (1:1)

15

Aplicando las condiciones que se han descrito anteriormente, los tiempos de retencién esperados son como se
indica a continuacion:

Compuesto RRT

Des-etil-clomifeno - Isémero 1 0,93

Des-etil-clomifeno - Isémero 2 0,94

clomifeno o enclomifeno 1,00

20 Ejemplo 11: Método analitico para identificar y cuantificar cis-clomifeno y trans-clomifeno y para determinar
la pureza y la proporcion de los mismos.

Condiciones cromatograficas:

Dim. Columna: 250 mm x 4,6 mm, 5 ym

Fase estacionaria Butil silano (L26 de fase de USP, se sugiere Vydac 4C)

Temp. Columna: temperatura ambiente

Fase Movil: Metanol / agua / trietilamina a 55 : 45: 0,3 en v/v
Ajustar a pH 2,5 con acido fosférico

Flujo: 1,0 ml/min

Detector UV a 233 nm

Volumen de Inyeccion: 10 pl

Diluyente de muestra: fase movil

Aplicando las condiciones que se han descrito anteriormente, los tiempos de retencién esperados son como se
24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2671126 T3

indica a continuacion:

Compuesto RRT
cis-clomifeno 1,00
trans-clomifeno 1,09

Ejemplo 12: Caracterizacion de la forma sélida de monocitrato de trans-clomifeno, es decir citrato de
enclomifeno que tiene un habito cristalino sin forma de aguja, que son aglomerados policristalinos blandos,
preparado de acuerdo con el ejemplo 6c¢.

Analisis de XPRD

El analisis de XRPD se realizé usando un difractometro X'Pert de PANalytical con radiacién de Cu Ka en geometria
de Bragg-Brentano. El sistema esta equipado con un detector de multiples tiras en tiempo real, monodimensional. El
difractograma se registré de 3° a 40° (26) a una tasa de barrido de 17,6° por minuto (véase la Figura 1).

La forma solida de monocitrato de trans-clomifeno presenta un patrén de difraccion de rayos X de polvo
caracteristico con picos caracteristicos expresados en valores de 2-Theta (20): 5,69 (s), 9,64 (s), 10,86 (m), 11,45
(s), 12,64 (vs), 14,75 (m), 16,35 (m), 17,02 (m), 18,69 (m), 20,51 (m), 21,68 (m), 23,58 (m), 24,82 (m), 31,2 (w); en
los que (vs) = intensidad muy fuerte; (m) = intensidad media; (w) = intensidad débil.

La forma solida de monocitrato de trans-clomifeno presenta un patrén de difraccion de rayos X de polvo
caracteristico con picos mas intensos caracteristicos expresados en valores de 2-Theta (26): 5,69 (s), 9,64 (s), 11,45
(s), 12,64 (vs).

Habito cristalino

La forma sdélida de monocitrato de trans-clomifeno tiene un habito cristalino sin forma de aguja. Ademas, el
monocitrato de trans-clomifeno muestra un habito cristalino en forma de aglomerados policristalinos blandos.

Karl Fischer

Los analisis de Karl Fischer se registraron con un equipo de valoracién 787 KF Trinito de Metrohm. El producto se
disolvio en MeOH. Se analizaron dos muestras usando los siguientes reactivos: Compuesto 5 de Hydranal (Riedel
de Haén Ref. 34805), Metanol Rapido de Hydranal (Riedel de Haén Ref. 37817) y Patron Acuoso 1.0 de Hydranal
(Riedel de Haén Ref. 34828 Usado para calcular el factor).

K.F.=2,0 %.

DSC

El analisis de DSC se registré con un DSC822e de Mettler. Una muestra de 3,5000 mg se pesd en un crisol de
aluminio de 40 pl con una tapa con agujeros y se calentd, en atmdsfera de nitrogeno (50 ml/min), a 10 °C/min de
30 °C a 300 °C.

La forma sélida de trans-citrato de clomifeno se caracteriza por un pico pronunciado endotérmico que corresponde al
punto de fusién con un inicio a 146,83 °C (entalpia de fusion -54,56 J/g), medido por analisis de DSC (10 °C/min). A
169,4 °C (inicio) comienza un pico endotérmico ancho.

Por lo tanto, el monocitrato de trans-clomifeno presenta un punto de fusién de aproximadamente 147 °C medido por
DSC (véase la Fig. 2).

TGA

El analisis termogravimétrico se registr6 en un analizador termogravimétrico TGA/SDTA851e de Mettler. Una
muestra de 16,9805 mg se penso en un crisol de aluminio de 70 pl con una tapa con agujeros y se calentd a
10 °C/min de 30 °C a 280 °C, en atmosfera de nitrégeno (50 ml/min).

El analisis de TG de monocitrato de trans-clomifeno muestra una pérdida de peso de un 1,58 % antes del punto de

fusion mucho antes que el punto de fusion y el punto de ebullicion del agua. Esta pérdida de peso podria provenir de
la eliminacion de trazas de acetona (véase la Fig. 3).
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Ejemplo 13: Analisis de microscopia de habitos cristalinos de citrato de enclomifeno

Los productos se observaron en un microscopio estereoscopico MZ16F de Leica y las fotografias se obtuvieron
usando una camara DCF 300 FX de Leica. Se uso luz reflejada y transmitida, y si no se especifica las imagenes se
obtuvieron con luz reflejada. Para cada imagen, la escala se especifica en la propia fotografia.

1. Andlisis de microscopia de citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino sin forma de aguja, que tiene
un p.f. de 147 °C (por DSC) (como se prepara en el ejemplo 6c).

El citrato de enclomifeno cristalizado a partir de acetona con un p.f. de 147 °C (por DSC) (como se prepara en el
ejemplo 6¢) presenta un habito cristalino que forma aglomerados policristalinos no blandos (véase la Fig. 7). Los
fragmentos son placas o copos. El sélido no es transparente y no presenta lados lisos. No es posible observar la
forma individual de los cristales debido a su pequefio tamafio.

2. Analisis de microscopia de citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja, que tiene
un p.f. de 150 °C (por DSC) (como se prepara en el ejemplo 14).

El citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja, cristalizado a partir de etanol con un
p.f. de 150 °C (por DSC) (como se prepara en el ejemplo 14) presenta un habito cristalino de cristales de agujas
cortas (véase la Fig. 8). Los fragmentos individuales son agujas de tipo corto, alargadas, en cierto modo
aplastadas (como pajas). Las agujas son pequefias pero algunas de ellas son transparentes, de modo que son
monocristalinas.

3. Comparaciéon de morfologia y tamafio de citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de
aguja y sin forma de aguja.

Los dos productos de citrato de enclomifeno presentan una estructura policristalina cuando se observan al
microscopio, en un caso los cristales pequefios eran agujas (cristales a partir de etanol) y en el otro caso (cristales
de acetona) la forma del cristal no se determind pero la forma cristalina de las dos formas es diferente. Ademas,
parece que los cristales de acetona estan formados por cristales mas pequefios que los cristales a partir de etanol.

En conclusién, el andlisis de microscopia presentaba diferentes formas cristalinas para cada habito cristalino de
citrato de enclomifeno:

- los cristales a partir de etanol presentan una estructura policristalina formada por agujas pequefias,
- los cristales a partir de acetona presentan una estructura policristalina similar, pero en este caso la agregacion
forma placas.

Ejemplo 14: Preparacion de citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja,
mediante cristalizacion en etanol

En un matraz de fondo redondo se cargaron 100 g de sal de E-clomifeno con BPA (preparado de acuerdo con el
mismo procedimiento que en el ejemplo 4a pero a mayor escala), 600 ml de Tolueno, 77 ml de Metanol y 77 ml de
agua. La suspension se agité a t.a. y a continuacion se afadieron 28 ml de NaOH al 30 %. A continuacién la
suspension obtenida se agitdé durante 1 h la continuacion se filtré. La solucion obtenida se retird con golpecitos y se
lavé con 250 ml de agua. La solucién organica se concentrd hasta residual y el residuo se diluyé con 250 ml de
Etanol. La solucion se calentd a 40-45 °C y se afiadié una solucién de 28,6 g de Acido Citrico en 400 ml de Etanol.
Al final de la adicidn la mezcla se agit6é durante 1 h a 0 °C. La suspension obtenida se filtré y el sélido se lavé con
100 ml de Etanol. El producto se secé al vacio a 60 °C durante una noche. Se obtuvieron 71,9 g de sal de Citrato de
E-clomifeno, en forma de una sal de color blanco cristalina.

Ejemplo 15: Caracterizacion de habitos cristalinos de citrato de enclomifeno mediante analisis de XRPD

El analisis de XRPD se realiz6é usando un difractémetro X’Pert de PANalytical con radiacion de Cu Ka en geometria
de Bragg-Brentano. El sistema esta equipado con un detector de multiples tiras en tiempo real, monodimensional. El
difractograma se registré de 3° a 40° (20) a una tasa de barrido de 0,0205° por segundo.

1. El citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino sin forma de aguja (tal como se prepara en el ejemplo
6¢) es un polvo de color blanco homogéneo de color blanco cuyo difractograma de XRPD se muestra en la Fig. 1
2. El citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja (tal como se prepara en el ejemplo
14) se analizd y el difractograma de XRPD, adquirido antes y después de un tratamiento de molienda suave
(para confirmar que la morfologia cristalina no se veria influida por un tratamiento de molienda suave, que es el
caso), se muestra en la Fig. 9.

3. Comparacion de difractogramas de XRPD de muestras de citrato de enclomifeno que tienen cristales sin forma
de aguja (obtenidos por cristalizacion en acetona) y citrato de enclomifeno molido que tiene cristales en forma de
aguja (obtenidos por cristalizacion en etanol) que indicaba algunas diferencias solamente en la intensidad del
pico, ya que la posicion de los picos es la misma para ambas muestras, como se muestra en la Fig. comparativa
10 y en la siguiente tabla:
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Posicion del Pico [°2Th.]

Citrato de Encl. con crist. sin forma de
aguja (prep. exp. 6¢) Int. Rel. [%]

Citrato de Encl. con crist. en forma de
aguja (prep. exp. 14) Int. Rel. [%]

5,8 61 100
9,7 61 39
10,9 22 25
11,5 44 86
12,7 100 61
13,5 11 3
13,8 7 7
14,9 26 47
15,3 8 10
16,4 26 14
16,7 <1 9
17,1 40 25
18,7 23 18
19,3 13 11
19,6 6 8
20,3 <1 15
20,6 40 25
21,0 20 9
21,6 <1 9
21,8 26 22
22,1 <1 11
23,3 <1 11
23,6 45 38
23,7 32 36
24,1 16 22
24,9 33 44
25,7 <1 3
26,2 5 9
26,6 7 9
27,1 4 5
27,7 <1 4
28,8 <1 3
29,1 4 6
29,5 <1 3
30,6 <1 2
31,3 11 16
32,4 <1 3
32,9 4 6
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Posicién del Pico [°2Th ] Citratq de Encl. con crist. sin forma de Citratq de Encl. con crist. en forma de
aguja (prep. exp. 6¢) Int. Rel. [%] aguja (prep. exp. 14) Int. Rel. [%]
33,6 <1 2
34,5 7 6
34,9 <1 4
36,8 <1 2
38,1 3 4

Algunas intensidades de los picos se resaltan en letra negrita dado que son notablemente diferentes en comparacion
con la otra forma sdlida de citrato de enclomifeno.

Se observaron diferentes intensidades relativas para las dos formas cristalinas de citrato de enclomifeno debido a la
orientacion preferente causada por la morfologia del cristal.

En particular, el citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja tiene un patrén de difraccion
de rayos X de polvo caracteristico con picos caracteristicos expresados en valores de 2-Theta (26) a: 5,8 (vs), 11,5
(vs); en los que (vs) = intensidad muy fuerte.

Mas en particular, el citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja tiene un patrén de
difraccion de rayos X de polvo caracteristico con picos caracteristicos expresados en valores de 2-Theta (20) a: 5,8
(vs), 11,5 (vs), 12,7 (s), 14,9 (s) y 24,9 (s); en los que (vs) = intensidad muy fuerte; (s) = intensidad fuerte.

De nuevo mas particularmente, el citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja tiene un
patron de difraccion de rayos X de polvo caracteristico con picos caracteristicos expresados en valores de 2-Theta
(26) a: 5,8 (vs), 9,7 (m), 10,9 (m), 11,5 (vs), 12,7 (s), 14,9 (s), 17,1 (m), 20,6 (m), 21,8 (m), 23,6 (m), 23,7 (m) y 24,9
(s); en los que (vs) = intensidad muy fuerte, (s) = intensidad fuerte, (m) = intensidad media.

El significado proporcionado anteriormente para (vs) = intensidad muy fuerte, (s) = intensidad fuerte, (m) = intensidad
media se refiere a los siguientes porcentajes de intensidades relativas:

(vs) = intensidad muy fuerte se refiere a Int Rel. [%] en el intervalo de 81-100,
(s) = intensidad fuerte se refiere a Int Rel. [%] en el intervalo de 80-40,
(m) = intensidad media se refiere a Int Rel. [%] en el intervalo de 39-20.

En particular, usando el pico a un valor de 2-Theta (26) de 12,7° como pico de referencia de intensidad, es evidente
que los picos a 5,8° y 11,5° (20) de la muestra de citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de
aguja tienen intensidades relativas mucho mas elevadas que la muestra de citrato de enclomifeno que tiene un
habito cristalino sin forma de aguja, mientras que los otros picos tienen intensidad similar.

En el citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja (cristalizado a partir de etanol), usando
el pico en el valor de 2-Theta (26) de 12,7° como pico de referencia de intensidad, un pico de este tipo tiene una
intensidad relativa de un 61 %, los picos a 5,8 y 11,5° (26) tienen intensidades relativas mas elevadas, en particular,
tienen una intensidad relativa respectivamente de un 100 % y un 86 %.

En el caso del citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja, esta diferencia de intensidad
proviene de la orientacion preferente de los cristales producida por la forma de aguja.

Ejemplo 16: Preparacion de citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja,
mediante cristalizacion en etanol.
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Un matraz de fondo redondo, equipado con termémetro, condensador de reflujo, impulsor y embudo de goteo se
cargd con nitrégeno y se cargo con: 2,0 g (1 equiv.) de base de enclomifeno que tenia un habito cristalino con forma
prismatica (preparado en el ejemplo 27) [perfil de HPLC del material de partida base de enclomifeno: enclomifeno al
99,83 %, % de A/A, Cis-clomifeno al 0,03 %, % de A/A, otras impurezas al 0,14 % % de A/A] y 2,0 ml de etanol
absoluto. La mezcla se calent6 hasta 50 °C para disolver el producto bruto, y una solucién formada por 1,04 g (1,1
equiv.) de acido citrico anhidro en 8,0 ml (8V) de etanol absoluto se afiadio lentamente y a la misma temperatura. La
mezcla se enfrid lentamente hasta 0 °C, y se permitié su agitacion durante 2 h. La suspension se filtrd por filtracion
por succion y la torta se lavd con 2 ml (1V) de etanol absoluto frio. El producto obtenido de este modo se seco al
vacio a 50°C durante 8 h. Este procedimiento proporcioné 2,80 g (rendimiento de un 95,0 %) de citrato de
enclomifeno en forma de agujas finas de color blanco, es decir citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino
en forma de aguja.

Perfil de HPLC de citrato de enclomifeno: enclomifeno 99,92 % de A/A; Cis-clomifeno al 0,03 % (% de A/A, otras
impurezas al 0,04 %, % de A/A.

Ejemplo 17: Estudios de solubilidad de formas de habitos cristalinos de citrato de enclomifeno

Para determinar el efecto del tamafio y la morfologia del cristal con respecto a la solubilidad de las diferentes formas
sélidas de citrato de enclomifeno, se realizaron estudios de solubilidad cinética en agua y soluciones acuosas
tamponadas. La solubilidad se determind mediante analisis de HPLC, mediante comparacion del area
correspondiente al pico por HPLC de enclomifeno.

Para cada estudio de solubilidad, se controlaron los siguientes parametros:

- Intensidad del pico de enclomifeno para cada replicado del ensayo

- valor promedio

- desviacion estandar.

Procedimiento experimental

Para realizar los estudios de solubilidad, se agitaron 400 mg de cada producto (no triturado) en agua (24 ml, 60v) en
las mismas condiciones de velocidad de agitacion (agitacion magnética a 1000 rpm con una barra de agitacion con
"forma de pelota de rugby" de 2 cm), matraz usado (matraz de fondo redondo de 50 ml de capacidad con una boca
de 29/32), etc. Las alicuotas de aproximadamente 6 ml de suspension se filtraron en diferentes momentos: 15, 45,
90 y 180 min. Después de la filtracion, las aguas madre se analizaron directamente por HPLC (haciendo 2 replicados
para cada analisis) y su pH se determind. El sélido filtrado se analizé por XRPD. El analisis de solubilidad se repitid
para cada producto y la comparacion de la solubilidad se determind mediante diferencias del area de HPLC.

A continuacion se presenta un método de HPLC que permite tener una determinacién rapida de la solubilidad de
enclomifeno:

Columna C18 Zorbax Eclipse (XDB) 150 x 4,6 mm, 50m

Fase movil (H20-H3PO4 al 0,1 %: ACN a 95:5) / ACN (60:40) ---- 6 min --- (30:70)---3 min - (30:70);
Realizacién posterior 3 min

Temperatura 25°C

Flujo 1,5 ml/min

Longitud de onda 240 nm
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Volumen de inyeccion |25 ol de aguas madre

Tiempo de parada 9 min (+ 3 min de tiempo posterior)

Tiempo de retencion Tr (enclomifeno) = 3,1 min

Tr (acido citrico) = 0,9 min

Estas condiciones de HPLC se usaron para realizar analisis de solubilidad.

Estudios de solubilidad en agua

Inicialmente la solubilidad del citrato de enclomifeno en agua se realizdé por duplicado. Sin embargo como los
inventores observaron una variacion estandar elevada para algunos analisis de HPLC entre ambos duplicados, estos
ensayos se realizaron por triplicado. Para cada muestra de citrato de enclomifeno, los resultados se muestran en las
siguientes tablas: Tabla 1 para citrato de enclomifeno que tiene cristales sin forma de aguja (p.f. de 147 °C), lote 722,
y Tabla 2 para citrato de enclomifeno que tiene cristales en forma de aguja (p.f. de 150 °C)), lote 723.

Tabla 1. Resultados de estudios de solubilidad en agua de citrato de enclomifeno que tiene cristales sin forma de

aguja:
Tiempo min HPLC a/a HPLC a/a HPLC a/a | HPLC a/a promedio DT
0 0 0 0 0 0
15 1819 3483 3273 2858 906
45 3083 3370 3225 3226 144
90 3229 2099 2988 2772 595
180 2991 3597 3208 3265 307
Tabla 2. Resultados de estudios de solubilidad en agua d.e citrato de enclomifeno que tiene cristales en forma de
aguja:
Tiempo min HPLC a/a HPLC a/a HPLC a/a | HPLC a/a promedio DT
0 0 0 0 0 0
15 4099 6104 3273 5152 1006
45 5206 5457 3225 4962 652
90 5085 5426 2988 5334 218
180 4120 5327 3208 4126 1198

Los valores de HPLC a/a promedio de solubilidad de las dos formas sélidas de citrato de enclomifeno se
representaron con respecto al tiempo:

Véase la Fig. 26.

La solubilidad del citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja es mas elevada que la del
citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino sin forma de aguja durante tres horas, aunque parece que esta
diferencia de solubilidad disminuye con el tiempo. De hecho parece que la solubilidad de los cristales en forma de
aguja disminuye con el tiempo y podria ser similar ta la solubilidad de los cristales sin forma de aguja después de 3
horas teniendo en cuenta el error experimental de los diferentes replicados (DT). Por lo tanto parece que el tamafio
del cristal y el habito del citrato de enclomifeno con cristales en forma de aguja producen una solubilidad cinética
mas elevada que disminuye con el tiempo proporcionando, después de tres horas, una solubilidad similar a la del
citrato de enclomifeno que tiene cristales en forma de aguja. Sin embargo, el citrato de enclomifeno que tiene un
habito cristalino en forma de aguja es mas soluble (casi dos veces) que el citrato de enclomifeno que tiene un habito
cristalino sin forma de aguja.

Estudios de solubilidad a pH 4,5

La solubilidad en un medio ligeramente acido se determin6 a pH 4,5, el tampdn usado era una mezcla de acido
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acético/acetato sodico preparada de acuerdo con las especificaciones de USP.

La solubilidad del citrato de enclomifeno que tiene cristales sin forma de aguja y en forma de aguja en tampén a 4,5
pH se realiz6 por duplicado. En este caso la reproducibilidad era mejor que en el analisis de citratos con agua.

Los resultados se muestran en las tablas que siguen a continuacion (Tabla 3 para el citrato de enclomifeno que tiene
cristales sin forma de aguja, lote 722, y Tabla 4 para el citrato de enclomifeno que tiene cristales en forma de aguja,
lote 723).

Tabla 3. Resultados de estudio de solubilidad de citrato de enclomifeno que tiene cristales sin forma
de agujaapH=4,5
Tiempo min HPLC a/a HPLC a/a al/a promedio DT
0 0 0 0 0
15 1294 1077 1185 154
45 907 941 924 24
90 1279 912 1095 260
180 1008 1096 1052 62

Tabla 4. Resultados de estudio de solubilidad de citrato de enclomifeno que tiene cristales con forma

de agujaapH=4,5

Tiempo min HPLC a/a HPLC a/a al/a promedio DT
0 0 0 0 0

15 3941 4330 4135 275

45 3978 4070 4024 65

90 4889 5329 5109 311

180 5098 5060 5079 27

Los valores de HPLC A/A promedio de solubilidad de las dos formas sdlidas de citrato de enclomifeno se
representaron con respecto al tiempo:

Véase la Fig. 27.

A partir de la representacion mencionada anteriormente, se pueden observar curvas de disolucién muy diferentes
entre las dos formas de habito cristalino de citrato de enclomifeno. La solubilidad del citrato de enclomifeno que tiene
cristales en forma de aguja (lote 723) era de aproximadamente 4 a 5 veces mas elevada que la solubilidad del citrato
de enclomifeno que tiene cristales en forma de aguja (lote 722) y parece que esta diferencia de solubilidad aumenta
0 se mantiene con el tiempo. Por lo tanto en este caso, las diferencias en el tamafio y el habito cristalino
desempeiian un papel fundamental en la determinacioén de la solubilidad del citrato de enclomifeno.

Por lo tanto, el citrato de enclomifeno que tiene cristales en forma de aguja de la presente invencién es mucho mas
soluble a pH 4,5 que el citrato de enclomifeno que tiene cristales sin forma de aguja, en particular de
aproximadamente 4 a 5 veces mas soluble.

Por lo tanto, en agua y a pH 4,5 el citrato de enclomifeno que tiene cristales en forma de aguja de la presente
invencion es mas soluble que el citrato de enclomifeno que tiene cristales sin forma de aguja. Sin embargo, el
alcance de este efecto es mucho mas evidente en una solucion tamponada a pH 4,5 que en agua pura.

Ejemplo 18: Preparacion de base de enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica,
mediante cristalizacion en etanol.

En un matraz de fondo redondo se cargaron 100 g de clomifeno con Sal de BPA (preparada de acuerdo con el

mismo procedimiento que en el ejemplo 4a pero a mayor escala), 600 ml de Tolueno, 77 ml de Metanol y 77 ml de

agua. La suspension se agité a t.a. y a continuacion se afadieron 28 ml de NaOH al 30 %. A continuacién la

suspension obtenida se agitdé durante 1 h y a continuacion se filtrd. La solucion obtenida se retiré con golpecitos y se
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lavé con 250 ml de agua. La solucién organica se concentré hasta residual y el residuo se diluyé con 250 ml de
Etanol. La mezcla se agité durante 1 h a 0 °C. La suspension obtenida se filtré y el solido se lavé con 100 ml de
Etanol.

El sélido muy cristalino, que tenia el aspecto de cristales grandes y trasparentes, macrocristales, se secé al vacio a
60 °C durante una noche.

Se obtuvieron 36,4 g de base de E-clomifeno, que eran muy cristalina. Analisis de DSC en la Fig. 17.
Ejemplo 19: Preparacion de enclomifeno (base) que tiene un habito cristalino sin forma prismatica.

En un matraz de fondo redondo se cargaron 60 g de clomifeno con Sal de BPA (preparada de acuerdo con el mismo
procedimiento que en el ejemplo 4a pero a mayor escala), 360 ml de Tolueno, 46 ml de Metanol y 46 ml de agua. La
suspension se agité a t.a. y a continuacion se afiadieron 17 ml de NaOH al 30 %. A continuacion la suspension
obtenida se agité durante 1 h y a continuacion se filtré. La solucion obtenida se retird con golpecitos y se lavé con
150 ml de agua. La solucion organica se concentré hasta residual y el residuo se diluyd con 90 ml de Etanol
desnaturalizado con tolueno. La mezcla se agité durante 1 h a -10 °C. La suspension obtenida se filtré y el sélido se
lavé con 30 ml de Etanol desnaturalizado con tolueno.

El sélido se secé al vacio a 60 °C durante una noche.
Se obtuvieron 25,4 g de E-clomifeno (base). Analisis de DSC en la Fig. 16.
Ejemplo 20: Analisis de microscopia de habitos cristalinos de enclomifeno (base)

Los productos de los ejemplos 18 y 19 se observaron en un microscopio estereoscopico MZ16F de Leica y las
fotografias se obtuvieron usando una camara DCF 300 FX de Leica. Se us6 luz reflejada y transmitida, si no se
especificaba las imagenes se realizaron con luz reflejada. Para cada imagen, la escala se especifica en la propia
fotografia.

El enclomifeno (base) que tiene un habito cristalino con forma prismatica (preparado de acuerdo con el ejemplo 18)
(véase la Fig. 11 o 11-BIS) presenta prismas trasparentes incoloros, algunos de los cuales son muy cortos y otros
son mas alargados. Son cristales individuales relativamente grandes con lados y bordes bien definidos.

El nombre de los cristales en la imagen debe ser "prismas" o "prismas cortos", "prismas largos" o "prismas oblicuos"
y "prismas oblicuos cortos", "prismas oblicuos largos" y asi sucesivamente., dependiendo de su longitud. Como
maximo se puede indicar que cuando los prismas son cortos algunos de ellos se parecen a un romboedro o son
similares a un romboedro. Sin embargo; aunque los prismas mas cortos mostrados en la imagen recuerdan a la
forma regular denominada romboedro, dicho término no se puede usar para describir los cristales de la invencion Ya
que dicho término implica una simetria cristalina que evidentemente no es la de esta estructura cristalina.

El enclomifeno (base) que tiene un habito cristalino sin forma prismatica (preparado de acuerdo con el ejemplo 19)
(véase la Fig. 12 o 12-BIS) presenta un habito cristalino que forma aglomerados policristalinos blandos. Los
fragmentos individuales son agujas cortas, muy pequefias.

El analisis de microscopia tanto de la base de enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica Como
el que tiene un habito cristalino sin forma prismatica indicaba diferencias significativas en el habito cristalino: El
enclomifeno cristalizado a partir de etanol (solo) del ejemplo 18 presenta cristales individuales mas grandes y bien
definidos mientras que el enclomifeno del ejemplo 19 presenta agregados policristalinos formados por agujas
pequenas. La diferente morfologia de los cristales de enclomifeno también es muy evidente mediante observacion
visual.

El analisis de microscopia mostraba diferentes formas cristalinas para cada lote, en particular:
o el enclomifeno que tiene un habito cristalino sin forma prismatica (véase el ejemplo 19) muestra agregados
policristalinos de agujas pequefas (véase la fig. 12 'y 12-BIS).
> el enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica (véase el ejemplo 18) muestra prismas
monocristalinos transparentes grandes (véase la fig. 11y 11-BIS).

Ejemplo 21: Caracterizacion de habitos cristalinos de enclomifeno (base) mediante analisis de XRPD

El analisis de XRPD se realizé usando un difractémetro X’Pert de PANalytical con radiacion de Cu Ka en geometria

de Bragg-Brentano. El sistema esta equipado con un detector de multiples tiras en tiempo real, monodimensional. El
difractograma se registro de 3° a 40° (20) a una tasa de barrido de 0,0205° por segundo.
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1. El enclomifeno (base) que tiene un habito cristalino con forma prismatica (cristalizado a partir de etanol, tal
como se prepara en el ejemplo 18) muestra el difractograma de XRPD de la Fig. 13.

2. El enclomifeno (base) que tiene un habito cristalino sin forma prismatica (cristalizado a partir de etanol
desnaturalizado con tolueno, tal como se prepara en el ejemplo 19) muestra el difractograma de XRPD de la Fig.
14.

3. La comparacion de difractogramas de muestras de enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma
prismatica o sin forma prismatica (véase la Fig. 15) indicaba la misma forma cristalina con una intensidad de pico
relativa para algunos de los picos (tal como a valores de 2-theta (26) de 8,15° 12,33°, 13,41°, 21,38°, 25,23°,
35,17°, 38,10°). La intensidad de estos picos es mucho menor en el caso del enclomifeno que tiene un habito
cristalino sin forma prismatica, mientras que los otros picos tienen una intensidad similar (a valores de 2-theta
(26) de 15,34° 17,34° 18,21° y 23,28°). El diferente habito cristalino observado para ambos lotes, prismas
grandes para el enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica y agujas muy pequefas para el
enclomifeno que tiene cristales no prismaticos explica estas diferencias.

15 La siguiente tabla muestra la comparacion de las intensidades relativas del espectro de XPRD entre el enclomifeno

que tiene cristales prismaticos, tal como se prepara mediante cristalizacion a partir de etanol, y el enclomifeno tal
como se prepara en el ejemplo 19, que no tiene un habito cristalino con forma de prisma.

Posicion del pico (del enclomifeno del ejemplo 18, es decir, enclomifeno del ejemplo 19, es decir,
enclomifeno del ejemplo | cristales de enclomifeno cristales de enclomifeno no
18) PRISMATICOS Int Rel. [%] PRISMATICOS Int. Rel. [%]
8,1 80 19

10,6 9 4

10,9 <1 3

12,2 27 19

12,3 45 <1

12,4 <1 3

13,4 42 7

15,4 4 7

16,2 4 6

17,3 100 100

17,5 44 <1

18,2 4 2

18,5 23 8

18,7 15 4

19,2 15 6

19,5 30 8

19,9 6 2

21,2 <1 11

21,3 18 <1

22,0 3 4

22,2 5 4

22,6 13 11

22,7 <1 3

23,2 12 9

24,3 <1 3

24,6 21 7
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Posicion del pico (del enclomifeno del ejemplo 18, es decir, enclomifeno del ejemplo 19, es decir,
enclomifeno del ejemplo | cristales de enclomifeno cristales de enclomifeno no
18) PRISMATICOS Int Rel. [%] PRISMATICOS Int. Rel. [%]
25,0 <1 3

25,2 89 17

25,3 93 <1

25,4 17 <1

26,7 17 17

27,9 1 <1

28,2 <1 1

28,3 1 <1

28,6 1 2

29,5 1 1

30,0 1 <1

31,0 1 <1

31,5 3 1

32,8 3 <1

33,0 3 2

34,2 <1 1

34,4 4 <1

El pico mas intenso en el valor de 2-Theta de 17,3 se ha usado como referencia para calcular las intensidades
relativas para ambas estructuras cristalinas.

Ejemplo 22: Estudio de fluidez de habitos cristalinos de enclomifeno (base) mediante analisis de XRPD

La fluidez se determind mediante un método en las instalaciones usando un embudo de vidrio (diametro de 80 mm —
diametro del tubo de 10 mm - longitud del tubo 75 de) con aproximadamente 5 g de productor repitiendo el
procedimiento tres veces (en los casos en los que se observaba fluidez). Se observaron diferentes parametros:

- Flujoono
- Necesidad de golpeteo
- Tiempo para pasar a través del embudo

Entre ambos lotes de base de enclomifeno se observaron comportamientos muy diferentes:

> enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica (tal como se prepara en el ejemplo 18): aunque
fueron necesarias algunas percusiones, el producto fluia a través del embudo en un breve periodo de tiempo de
10s.

> enclomifeno que tiene un habito cristalino sin forma prismatica (tal como se prepara en el ejemplo 19): el sélido
no fluia. Sin embargo con un golpeteo constante pasaba a través del embudo muy lentamente después de 130 s.

Numero del lote

¢ Flujo? ; Necesario
Golpeteo? tiempo

¢ Flujo? ; Necesario
Golpeteo? tiempo

¢ Flujo? s Necesario
Golpeteo? tiempo

Base de enclomifeno
(ejemplo 18)

Si
Si
15s

Si
Si
12s

Si
Si
14s

Base de enclomifeno
(ejemplo 19)

No (electricidad estatica)

Si (si fuera constante) 130 s*

*: Tiempo necesario para hacer que el solido pase a través del embudo con golpeteo constante.
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Como resultados de los estudios de fluidez se observaron comportamientos muy diferentes entre ambos lotes de
base de enclomifeno.

Los productos que no fluian correspondian al sélido que cristaliza formando agregados policristalinos de agujas
afiladas (enclomifeno preparado en el ejemplo 19). Estas agujas cristalinas producen un mal flujo en comparacion
con el prisma mono cristalino mas grande (enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica, tal como
se prepara en el ejemplo 18) que fluye en breves periodos de tiempo.

Ejemplo 23: Estudio de densidad de habitos cristalinos de enclomifeno (base)
La densidad se determiné mediante un método en las instalaciones midiendo el espacio llenado con una muestra de

500 mg en un tubo de ensayo antes y después de golpear el tubo (densidad aparente y del polvo asentado,
respectivamente):

, densidad densidad del Espacio reducido (aparente con respecto a
Numero del lote
aparente polvo asentado polvo asentado)
enclomifeno (ejemplo 18) 8 mm 8 mm 0%
enclomifeno (ejemplo 19) 17 mm 13 mm 24 %

La Tabla resume la determinacién de la densidad para los diferentes lotes de base de enclomifeno.
Para la densidad aparente se observaron diferentes comportamientos entre ambos lotes de base enclomifeno:

La base de enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica, preparada por cristalizaciéon en
etanol (del ejemplo 18) presenta una densidad aparente mas elevada que el enclomifeno que tiene un habito
cristalino no prismatico (del ejemplo 19) (respectivamente 8 y 24 mm). Después de golpear el tubo, la densidad
del polvo asentado es mas elevada que la densidad aparente para la base de enclomifeno que tiene un habito
cristalino no prismatico, mientras que permanece sin cambiar para la base de enclomifeno que tiene un habito
cristalino con forma prismatica. Sin embargo, la densidad del polvo asentado de la base de enclomifeno que
tiene un habito cristalino con forma prismatica sigue siendo mas elevada que para la base de enclomifeno que
tiene un habito cristalino no prismatico (respectivamente 8 mmy 13 mm).

La base de enclomifeno obtenida por cristalizaciéon a partir de etanol, es decir enclomifeno que tiene un habito
cristalino con forma prismatica, proporcionara mejor densidad aparente. Este no es el caso de la base de
enclomifeno que tiene un habito cristalino sin formar prismatica (del ejemplo 19) en la que las agujas afiladas
producian un peor empaquetamiento con un nuimero de espacios vacios mas elevado, incluso si se permitia un
golpeo para reducir este vacio.

Por lo tanto el habito cristalino también desempefia un papel importante en la densidad del enclomifeno.

El indice de compresibilidad calculado a partir de las densidades aparente y del polvo asentado se puede usar para
calcular las caracteristicas de flujo del polvo. Siguiendo la regla que se describe en el articulo Chem Eng 1965;
72:163-168, se puede considerar que el caracter del flujo deberia ser:

- Excelente para la base de enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica,
- Pasable para la base de enclomifeno que tiene un habito cristalino sin forma prismatica (del ejemplo 19).

En conclusién, el enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica, es decir el enclomifeno formado
por cristales individuales grandes con forma de prisma, proporciona una fluidez, densidad aparente, densidad del
polvo asentado e indice de compresibilidad excelente, mucho mejores en comparacion con el enclomifeno que tiene
agregados policristalinos de agujas cortas, es decir el enclomifeno que tiene habito cristalino sin forma prismatica tal
como se prepara en el ejemplo 19.

Por lo tanto, la forma sélida que es enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica permite ganar
espacio en el almacén y en los contenedores para su transporte. Ademas, esta forma proporciona ventajas
evidentes en el procedimiento para preparar el citrato de enclomifeno (por ejemplo, carga en los reactores) o para
preparar composiciones farmacéuticas de enclomifeno debido a su aumento de fluidez.

Por ultimo, también se ha encontrado que la solubilidad de la base de enclomifeno es mucho mas elevada que la Del

citrato de enclomifeno en una solucion tamponada a pH 4,5 de acido acético/acetato sédico, debido a la formacién
de la sal de acetato de enclomifeno en solucion.
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Ejemplo 24: Estudio de higroscopia de habitos cristalinos de citrato de enclomifeno

La higroscopia de los diferentes lotes de citrato de enclomifeno se determiné por DVS (Absorcion de Vapor
Dinamica) con un instrumento Q5000 TA. Se trata de una técnica asimétrica que mide cuanta agua se absorbe o se
desorbe por una muestra a una humedad relativa diferente (HR). A cada HR, se debe permitir que la masa de la
muestra alcance el equilibrio gravimétrico (o sobrepase el limite de tiempo) antes de avanzar al siguiente nivel de
humedad. Las isotermas de absorcion y desorpcion se realizaran a 25 °C en un intervalo de HR de un 0 - 95 %. El
tipo de isoterma de absorcién se determina mediante el tamafo de poro y el caracter de superficial del material.

El analisis de DVS se realiz6 con 12,2509 mg de citrato de enclomifeno del lote 722 y con 13,5772 mg de citrato de
enclomifeno del lote 723 con las siguientes condiciones:

- Equilibrio gravimétrico a 25 °C - HR de un 0 %
- Aumento al siguiente nivel de % de HR cuando la variaciéon gravimétrica es inferior a un 0,01 % después de
20 min o cuando el tiempo de equilibrio sobrepasa el limite de tiempo de 300 min.

Lote 722 - citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino sin forma de aguja.

El analisis de DVS del lote 722 indica una absorcion de humedad significativa a una HR entre un 0 % y un 65 % (+
2 % en peso). A continuacion la absorcion de agua aumenta de forma mas radical para alcanzar un 6 % En eso a
una HR de un 95 %. Los perfiles de adsorcion y desorcion estan esencialmente superpuestos lo que indica que la
"absorcion" de humedad a humedades mas elevadas se deberia adsorber sobre la superficie del material y no afecta
a su superficie interna.

La absorcion tiene una forma sigmoidea caracteristica de isotermas de Tipo Il. La cantidad de vapor adsorbido
aumenta rapidamente a presiones relativas mas bajas, mostrando un perfil concavo con respecto al eje x. A
presiones relativas mas elevadas, la curva asume una forma convexa con respecto al eje x. El punto de curvatura de
la curva normalmente se considera como la finalizaciéon de la capa monomolecular y el comienzo de la formacion de
las capas multimoleculares de adsorbato sobre la superficie.

Lote 723 - citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja.

El analisis de DVS del lote 723 indica una absorcion de humedad significativa a una HR entre un 0 % y un 95 %
(+ 2,33 % en peso). Los perfiles de adsorcién y desorcion estan superpuestos lo que indica que la "absorcion" de
humedad a humedades mas elevadas se deberia adsorber sobre la superficie del material y no afecta a su superficie
interna.

Al igual que para el lote 722 de citrato de enclomifeno, la absorcion tiene una forma sigmoidea caracteristica de
isotermas de Tipo Il.

Comparacion de los lotes 722 y 723.

La higroscopia de los lotes 722 y 723 de citrato de enclomifeno es idéntica a una HR entre un 0% y un 65 %. A
continuacion la higroscopia aumenta fuertemente en el caso del lote 722, es decir para el citrato de enclomifeno que
tiene un habito cristalino sin forma de aguja, hasta un 6 % con una HR de un 95 %, mientras que aumenta de forma
moderada en el caso del lote 723, es decir para el citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de
aguja que consigue un 2,3 % con una HR de un 95 % (Véase la fig. 18).

Por lo tanto, el citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja, muestra un comportamiento
de higroscopia mucho mejor en comparacion con el citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino sin forma de
aguja, especialmente a una humedad relativa superior a un 65 %.

Ejemplo 25: Analisis de morfologia

Las siguientes fotografias se realizaron usando un Microscopio Optico AXIOSCOPE de Zeiss, equipado con lentes
con un aumento de 4x, 10x, 50x y placa de tono de polarizacion:

- Fig. 7-BIS: citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino sin forma de aguja.
- Fig. 8-BIS: citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja.
- Fig. 11-BIS: base de enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica.
- Fig. 12-BIS: base de enclomifeno que tiene un habito cristalino sin forma prismatica.

Ejemplo 26: Estudio de estabilidad de enclomifeno (base) que tiene un habito cristalino con forma prismatica

El analisis de microscopia de la base de enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica expuesta a
tres condiciones de estabilidad durante 30 dias indicaba el mismo prisma transparente incoloro que el producto de
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partida. Véase la Fig. 19. Por lo tanto el habito cristalino del enclomifeno que tiene cristales con forma prismatica
permanece estable al menos un mes en las tres condiciones de estabilidad.

Ejemplo 27: Estudio de distribucion del tamafo de particula (PSD) de enclomifeno (base) que tiene un habito
cristalino con forma prismatica

Se analiz6 el tamafio de particula de muestras de los lotes 724 y 725 de base de enclomifeno. Estas dos muestras
de base de enclomifeno presentan morfologia es muy diferentes:

El lote 724 es enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica que esta formado por prismas
cristalinos que no se agregan.

El lote 725 es enclomifeno que tiene un habito cristalino sin forma prismatica que esta formado por agregados
policristalinos blandos cuyos fragmentos son agujas cortas.

Para determinar la distribucion del tamafio de la poblacion se pueden usar diferentes técnicas (analisis de imagenes
por microscopia, tamizado, sedimentacion, ...). Sin embargo el analizador de tamafio de particula mediante
difraccion por laser usando dispersion de luz es uno de las usadas mas ampliamente. Merece la pena observar que
cada técnica es posible para generar un diametro medio diferente asi como para medir diferentes propiedades de la
particula. Por lo tanto es muy importante indicar la técnica usada cuando se proporciona resultado de tamafio medio.
El analisis de tamafio de particula con analizador de difraccion laser se puede realizar en dispersién hiumeda o seca.
Sin embargo la dispersion humeda se seleccioné porque:

- permite usar solamente una pequefia cantidad de muestra,
- se recomienda para particulas fragiles tales como cristales organicos.

1.1 Método experimental

La distribucién del tamaino de particula se analizé en un aparato LS13320 de Beckman Coulter equipado con un
Médulo Liquido Universal. Las particulas tienen que ser insoluble en el liquido usado para la dispersiéon humeda
Para evitar la disolucion durante la medicién. Por lo tanto como dispersante liquido se seleccioné el agua porque en
el ultimo estudio se observé que la base de enclomifeno es altamente insoluble en agua.

40 mg de la muestra se agitaron en 25 ml de agua y 3 gotas de Triton X100 (para mejorar la capacidad de
humectacion de los cristales y para evitar la aglomeracion durante el analisis). Si fuera necesario, se usaba la
irradiacion con ultrasonidos (bafio de 30 kHz y 200 W) durante un breve periodo de tiempo para dispersar cualquier
aglomerado o agregado.

1.2 Andlisis de lote 724

En el caso del lote 724, una dispersion satisfactoria se observé en tensioactivo que contenia agua (Triton X100) y la
sonicacién no fue necesaria.

La distribucion del tamafio de particula del lote 724, es decir enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma
prismatica muestra una distribucién gaussiana con el valor medio a 374,3 uym y la mediana a 306,54 pm (véase la
fig. 20 y la siguiente tabla a continuacion). En este caso los inventores observan una distribucion de particulas con
un tamafo relativamente grande (80 - 770 um) que coincide con las observaciones al microscopio.

PSD Muestra 724
Media 374,3 ym
Mediana (D50) [ 306,4 ym
Modo 356,1 um
D10 81,89 um
D90 770 ym
Valores de PSD del lote 724

1.3 Analisis del lote 725

En el caso del lote 725, es decir enclomifeno que tienen un habito cristalino sin forma prismatica, se observaron
agregados después de la dispersion de la muestra en agua en presencia de tensioactivos. Otros disolventes se
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sometieron a ensayo para mejorar la dispersion sin éxito debido a que se observo disolucion de las particulas.

Por lo tanto se realizaron dos analisis, el primero sin sonicacion y el segundo con una breve sonicacién para romper
los agregados. Sin embargo la sonicacién también pudo romper los cristales, de modo que las mediciones después
de sonicacion pudieron proporcionar valores menores de tamafo de particula.

Sin sonicacién:

La distribucion del tamafio de particula sigue una distribucién bimodal (con un maximo a aproximadamente 30 ym y
una curva a aproximadamente 100 pm), con valores diferentes para la media (36,79 pm) y la mediana (24,96 um)
(véase la Fig. 21 y la tabla que sigue a continuacién). Sin embargo como durante el analisis se observaron
agregados, el tamafio de particula medido es mayor que el tamafio de particula real.

PSD Muestra 725 (sin sonicacion)
Media 36,79 um
Mediana (D50) 24,96 um
Modo 26,14 ym
D10 5,819 um
D90 90,47 ym
Valores de PSD del lote 725 sin sonicacion

Con sonicacion:

Para romper los agregados observados en este primer analisis, se realizé una breve sonicacion (10 s). En este caso,
también se obtuvo una distribucién bimodal que el tamafio de particula disminuyé de forma radical: los valores de la
media y la mediana después de sonicacién son inferiores a 1 ym, 0,715 pm y 0,284 uym respectivamente (véase la
fig. 22 y la tabla que sigue a continuacion). Sin embargo parece que un analisis de microscopia del sélido en
suspension indica que la sonicacién rompe los cristales en cristales mas pequefios. Por lo tanto el tamafio de
particula obtenido a partir de este analisis tampoco es real.

PSD Muestra 725 (10 s de sonicacion)
Media 0,715 uym
Mediana (D50) 0,284 pm
Modo 1,748 ym
D10 0,100 pm
D90 1,942 um
Valores de PSD del lote 725 con sonicacion.

Por lo tanto de acuerdo con dichos resultados en términos de PSD, un procedimiento para preparar base de
enclomifeno micronizada comprende el tratamiento de base de enclomifeno con sonicacion. La base de enclomifeno
micronizada preparada de este modo muestra un PSD tal como se describe en la tabla mencionada anteriormente y
en la Fig. 22.

En particular, el enclomifeno micronizado muestra un valor medio de la distribuciéon del tamafio de particula (PSD)
comprendido en el intervalo de 0,2 ym a 1,5 ym, preferentemente entre 0,5y 1,0 pm.

En particular, el enclomifeno micronizado muestra valores de mediana (D50) de la distribucion del tamafo de
particula (PSD) comprendidos en el intervalo de 0,1 ym a 0,5 pm, preferentemente entre 0,2 y 0,4 pm.

Ejemplo 28: Preparacion de enclomifeno que tiene habito cristalino con forma prismatica

Esquema de sintesis:
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FFa75a28 FM = CoH CIND PF - 598,22
FF = 405,35

Un matraz de fondo redondo, equipado con termémetro, condensador de reflujo, impulsor y embudo de goteo se
cargd con nitrégeno y se cargo con: 10 g (1 equiv.) de sal de enclomifeno-BPA [perfil de HPLC el material de partida
de sal de enclomifeno-BPA: enclomifeno al 99,39 % de A/A, Cis-clomifeno al 0,14 %, % de A/A; otras impurezas al
0,47 %, % de AJA], 50 ml (5 V) de Metil Terc-butil éter (MTBE); 5 ml (0,5 V) de Isopropanol; 50 ml (5 V) de Agua
Purificada. La suspensioén se agitd y a continuacion se afiadieron 12 ml (1,2 V) de solucién de amoniaco al 30 % en
p/p. La mezcla resultante se agitdé durante 15 minutos. En esta etapa el pH es > 10. (Si no lo fuera, el pH se podria
corregir con goteo de soluciéon de Amoniaco al 30 % en p/p). La fase organica se separo y se lavé con una solucién
de 3 ml (0,3 V) de soluciéon de amoniaco al 30 % en p/p y 15 ml de agua purificada. La mezcla resultante se agité
durante 15 minutos, a continuacion la fase organica se recogio y se evaporo al vacio, con un rotavapor funcionando
a Tmax = 50 °C. El producto en bruto se disolvié con 10 ml (1V) de tolueno y a continuacion se evaporo al vacio, con
un rotavapor funcionando a Tmax = 50 °C. Posteriormente, el producto en bruto se volvié a disolver con 25 ml (2,5V)
de etanol absoluto y la mezcla se calenté hasta 50 °C para disolver mejor el producto en bruto. Por ultimo, la mezcla
se enfrio lentamente hasta 0 °C y se permitié su agitacién durante 2 h. La suspension se filtré por filtracion por
succion y la torta se lavé con 5 ml (0,5V) de etanol absoluto frio. El producto obtenido de este modo se sec6 al vacio
a 50 °C durante 8 h. Este procedimiento proporcion6 3,90 g (rendimiento de un 72,4 %) de base de enclomifeno en
forma de un sélido cristalino prismaticos de color blanco, es decir enclomifeno que tiene un habito cristalino con
forma prismatica.

Perfil de HPLC de base de enclomifeno producida: enclomifeno al 99,83 % (% de A/A, Cis-clomifeno al 0,03 %, % de
A/A, otras impurezas 0,14 %, % de A/A.

Ejemplo 29: Preparacion de citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja,
mediante La base de enclomifeno intermedia que tiene un habito cristalino con forma prismatica

_,‘N
— ﬂ\LO N
[H
N _J Mg
@ ficida Citrico, o o
— B o Ho{ OH o
o
& Ho™o
Basze de Citrato de
Enclomiferna Enclormifero
FM = H, Ch0 FM=c,H, SR,
PF = acsse P F = 558,08

Un matraz de fondo redondo, equipado con termémetro, condensador de reflujo, impulsor y embudo de goteo se
cargd con nitrogeno y se cargd con: 2,0 g (1 equiv.) de base de enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma
prismatica (preparado en el ejemplo 28) y 2,0 ml de etanol absoluto. La mezcla se calenté hasta 50 °C para disolver
el producto en bruto, y a continuacién una solucién formada por 1,04 g (1,1 equiv.) de acido citrico anhidro en 8,0 ml
(8V) de etanol absoluto se afiadid lentamente y a la misma temperatura. La mezcla se enfrié lentamente hasta 0 °C,
y se permitié su agitacion durante 2 h. La suspension se filtré por filtracion por succion y la torta se lavé con 2 ml
(1V) de etanol absoluto frio. El producto obtenido de este modo se secéd al vacio a 50 °C durante 8 h. Este
procedimiento proporcioné 2,80 g (rendimiento de un 95,0 %) de citrato de enclomifeno en forma de agujas finas de
color blanco, es decir citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de aguja.

La Fig. 25, en particular las fotografias identificadas desde la Fig. 25-A a la Fig. 25-D muestran claramente el habito
cristalino en forma de aguja de este citrato de enclomifeno.

Perfil de HPLC de citrato de enclomifeno: enclomifeno al 99,92 % de A/A; Cis-clomifeno al 0,03 %, % de A/A, otras
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impurezas al 0,04 %, % de A/A.

Se puede observar como, pasando a través de la preparacion de base de enclomifeno que tiene un habito cristalino
con forma prismatica, es posible preparar citrato de enclomifeno con una pureza quimica muy elevada (con el
experimento 28 mas el experimento 29). De hecho, como se muestra en el experimento 28, el aislamiento de la base
de enclomifeno que tiene un habito cristalino con forma prismatica permite una reduccién notable de la cantidad de
las impurezas, en particular impurezas de cis-enclomifeno, que en su lugar no se retiran o disminuyen en la
preparacion posterior de citrato de enclomifeno, en particular, el citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino
en forma de aguja.

Ejemplo 30 (Referencia): Preparacion de acetato de enclomifeno

T TN

_.*“NH-\L _‘JI\H-\_

9]
HO O G 1) HH,CH, MTEE, @ O
__PaHo
HO™ ™0

2] .ﬁ.cldn acetico, Aoetona

Gl
Citrato de @ @
Enclornifeno

I.“.l

FM =Gy H CING, Deetato de
F'F = 535,06 Enclornifeno
F M= G GOy

Un matraz de fondo redondo, equipado con termémetro, condensador de reflujo, impulsor y embudo de goteo se
cargd con nitrégeno y se cargd con: 9 g (1 equiv.) de citrato de enclomifeno, 45 ml (5 V) de metil terc-butil éter
(MTBE); 4,5 ml (0,5 V) de Isopropanol; 45 ml (5 V) de agua purificada. La suspension se agité y a continuacion se
afadieron 11 ml (1,2 V) de solucion de amoniaco al 30 % en p/p. La mezcla resultante se agité durante 15 minutos.
En esta etapa el pH es > 10. (Si no lo fuera, el pH se podria corregir con goteo de solucion de Amoniaco al 30 % en
p/p). La fase organica se separd y se lavd con una solucion de 2,7 ml (0,3 V) de solucion de amoniaco al 30 % en
p/py 13,5 ml (1,5V) de agua purificada. La mezcla resultante se agit6 durante 15 minutos, a continuacion la fase
organica se recogio y se evaporo al vacio, con un rotavapor funcionando a Tmax = 50 °C. El producto en bruto se
disolvio con 9 ml (1V) de tolueno y a continuacion se evapord al vacio, con un rotavapor funcionando a
Tmax = 50 °C. Posteriormente, el producto en bruto se volvié a disolver con 9 ml (1V) de acetona y la mezcla se
calentd hasta 40 °C para disolver mejor el producto en bruto, por ultimo se afadieron 3,44 ml (4 equiv.) de acido
acético. La mezcla se enfrié a temperatura ambiente y se agitd durante 2 horas, a continuacion los disolventes se
evaporaron con un rotavapor funcionando a Tmax = 60 °C. Este procedimiento proporcioné 6,73 g (rendimiento de
un 96 %) de Acetato de enclomifeno en forma de un aceite incoloro.

Perfil de HPLC de acetato de enclomifeno: enclomifeno: 99,83 % de A/A, Cis-clomifeno al 0,08 %, % de A/A; otras
|mpurezas al 0,09 %, % de A/A.

RMN "H (400 MHz, DMSO-de): & = 7,45-7,37 (m, 2H), 7,36-7,29 (m, 5H), 7,28-7,21 (m, 3H), 6,86 (dt, J = 9,1; 3 Hz,
2H), 6,71 (dt, J =9,1; 3 Hz, 2H), 3,95 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 2,79 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 2,59 (c, J = 7,5 Hz, 4H), 1,92 (s,
3H), 0 97 (t, J=7,5Hz, 6H) (Véase la Fig. 23).

RMN "®C (100 MHz, DMSO-ds): 172,6, 157,9, 142,2, 140,4, 139,3, 133,1, 131,7, 130,1, 129,7, 128,7, 128,69, 128,61,
127,9, 114,5, 66,1, 51,4, 47,3, 21,6, 11,8 (Véase la Fig. 24).

El aceite se seco adicionalmente al vacio a 50 °C durante una noche, a continuacion se suspendié en heptano y Se
concentro varias veces. Para desencadenar la precipitacion del acetato de enclomifeno, el aceite se rasco con una
varilla de vidrio. Por ultimo el producto se mantuvo en atmodsfera de nitrégeno a temperatura ambiente y se convirtid
en un solido (ligeramente céreo) después de dos dias. Dicho sdélido muestra un pico grande en el analisis de DSC
con inicio a 60 °C y maximo a 68 °C (adquirido con el mismo método que se ha descrito anteriormente).

Ejemplo 31: Estudio de solubilidad del citrato de enclomifeno

La solubilidad del citrato de enclomifeno se realizé por duplicado a pH 4,5 tamponado. Para cada muestra de citrato
de enclomifeno, los resultados se muestran en la siguiente tabla:

Tiempo Citr. de Encl. 1 Citr. de Encl. 2 Promedio de Citr. de Encl. | DT de Citr. de Encl.

0 min 0 0 0 0
15 min 14226 13911 14069 223
45 min 13689 13852 13771 115
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Tiempo Citr. de Encl. 1 Citr. de Encl. 2 Promedio de Citr. de Encl. | DT de Citr. de Encl.
90 min 12557 14860 13708 1628
180 min 13058 13333 13196 195

Los valores promedio del area de HPLC de los lotes de citrato de enclomifeno se representaron con respecto al
tiempo:

5 Véase la fig. 28.
De acuerdo con la representacion mencionada anteriormente, se puede observar que la solubilidad del citrato de
enclomifeno es mucho mas elevada que la solubilidad del citrato de enclomifeno en la solucién tamponada a pH de

4,5, siempre y cuando sea la forma solida de citrato de enclomifeno (area de HPLC respectivamente de 12000-
10 14000 con respecto al area de HPLC de 1000-5000, solo).
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REIVINDICACIONES

ol

G Y Hooc OH
BN~

C

()

1. Citrato de enclomifeno de férmula (111):

que tiene un habito cristalino en forma de aguja, y que tiene

- un punto de fusion de 150 °C medido por DSC (inicio), o

- un patron de difraccion de rayos X de polvo caracteristico con picos caracteristicos expresados en valores de 2-

Theta (20) a: 5,8, 11,5.
2. Citrato de enclomifeno de acuerdo con la reivindicaciéon 1 que tiene un punto de fusion de 150 °C medido por DSC
(inicio) y que tiene un patrén de difraccion de rayos X de polvo caracteristico con picos caracteristicos expresados en
valores de 2-Theta (26) a: 5,8 (vs), 11,5 (vs); en los que (vs) = intensidad muy fuerte.
3. Citrato de enclomifeno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 2, que tiene un patrén de
difraccion de rayos X de polvo caracteristico con picos caracteristicos expresados en valores de 2-Theta (20) a: 5,8
(vs), 11,5 (vs); en los que (vs) = intensidad muy fuerte.
4. Citrato de enclomifeno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 3, que tiene un patrén de
difraccion de rayos X de polvo caracteristico con picos caracteristicos expresados en valores de 2-Theta (20) a: 5,8
(vs), 11,5 (vs), 12,7 (s), 14,9 (s) y 24,9 (s); en los que (vs) = intensidad muy fuerte; (s) = intensidad fuerte.
5. Citrato de enclomifeno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 4, que tiene un patrén de
difraccion de rayos X de polvo caracteristico con picos caracteristicos expresados en valores de 2-Theta (20) a: 5,8
(vs), 9,7 (m), 10,9 (m), 11,5 (vs), 12,7 (s), 14,9 (s), 17,1 (m), 20,6 (m), 21,8 (m), 23,6 (m), 23,7 (m) y 24,9 (s); en los
que (vs) = intensidad muy fuerte; (s) = intensidad fuerte, (m) = intensidad media.

6. Procedimiento para la preparacion de citrato de enclomifeno de formula (l11):

ol

G =% hooc OH
BN~

®

()

que tiene un habito cristalino en forma de aguja de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 5,
mediante la adicion de acido citrico a una solucién de enclomifeno de formula (1):
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o O O
T C
(1)

en un disolvente organico, en el que dicho disolvente organico consiste solamente en etanol.

7. Composiciones farmacéuticas que comprenden citrato de enclomifeno de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones de 1 a 5 y uno o mas excipientes farmacéuticos aceptables.

8. Composiciones farmacéuticas de acuerdo con la reivindicacion 7 que son composiciones farmacéuticas de
liberacién rapida.

9. Citrato de enclomifeno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 5 o composiciones
farmacéuticas de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de 7 a 8 para uso en medicina.

10. Citrato de enclomifeno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 5 o composiciones
farmacéuticas de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de 7 a 8 para uso en el tratamiento disfuncion
ovulatoria o sindrome del ovario poliquistico.

11. Procedimiento para la preparacion de citrato de enclomifeno de férmula (l11):

ol
X Hooc OH
> oo

ony

que tiene un habito cristalino en forma de aguja de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 5, que
comprende las siguientes etapas:

a) preparacion de enclomifeno de férmula (1):

C

2, Gl
EtZN\/\O O .

que tiene un habito cristalino con forma prismatica y/o que tiene un valor medio (D50) de la distribucion del
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tamano de particula comprendido en el intervalo de 100 um a 500 ym, mediante cristalizacion del enclomifeno de
férmula (1) a partir de etanol,

b) conversion del enclomifeno de la etapa a) en citrato de enclomifeno que tiene un habito cristalino en forma de
aguja de acuerdo con el procedimiento de la reivindicacion 6.

>

2-Cl
Et2N\/\O O ‘

que tiene un habito cristalino con forma prismatica y/o que tiene un valor medio (D50) de la distribucion del tamafio
de particula comprendido en el intervalo de 100 pm a 500 ym, y que tiene

12. Enclomifeno de formula (1):

()

- un punto de fusién de 78 °C medido por DSC (inicio), o
- un patron de difraccion de rayos X de polvo caracteristico con un pico caracteristico expresado en valores de 2-
Theta (20) a 25,3 (vs); en el que (vs) = intensidad muy fuerte.

13. Enclomifeno de acuerdo con la reivindicaciéon 12, en el que el habito cristalino con forma prismatica corresponde
a cristales que tienen la forma de prismas y/o prismas cortos y/o prismas largos y/o prismas oblicuos y/o prismas
oblicuos cortos y/o prismas oblicuos largos.

14. Enclomifeno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de 12 a 13, en el que el valor medio de la
distribucién del tamafio de particula esta comprendido en el intervalo de 100 um a 500 um.

15. Enclomifeno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de 12 a 14, que tiene un punto de fusién de
78 °C medido por DSC (inicio), y

que tiene un patrén de difraccion de rayos X de polvo caracteristico con un pico caracteristico expresado en valores
de 2-Theta (20) a 25,3 (vs); en el que (vs) = intensidad muy fuerte.

16. Enclomifeno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de 12 a 14, que tiene un patrén de difraccion
de rayos X de polvo caracteristico con picos caracteristicos expresados en valores de 2-Theta (26) a: 12,3, 17,5,
25,3, 25,4.

17. Enclomifeno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de 12 a 16, que tiene un patrén de difraccion
de rayos X de polvo caracteristico con picos caracteristicos expresados en valores de 2-Theta (26) a: 8,1 (s), 17,3
(vs), 25,2 (vs), 25,3 (vs); en los que (vs) = intensidad muy fuerte, (s) = intensidad fuerte.

18. Enclomifeno de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de 12 a 17, que tiene un patréon de difraccion
de rayos X de polvo caracteristico con picos caracteristicos expresados en valores de 2-Theta (208) a: 12,3, 17,5y
25,3.

19. Procedimiento para la preparacion de enclomifeno de férmula (1):
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&

2,-Cl

()

de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de 12 a 18,

mediante cristalizacion del enclomifeno a partir de etanol.
5

20. Procedimiento para la preparacion de citrato de enclomifeno de formula (l11):

O HOOC

xC Hooc OH

S

()

10 que comprende las siguientes etapas:

a) preparacion de enclomifeno de férmula (1):

()

15
que tiene un habito cristalino con forma prismatica y/o que tiene un valor medio (D50) de la distribucion del
tamano de particula comprendido en el intervalo de 100 um a 500 um, de acuerdo con el procedimiento de la
reivindicacién 19.
b) conversion del enclomifeno de la etapa a) en citrato de enclomifeno mediante la adicion de acido citrico o
20 monohidrato de acido citrico a una solucién de enclomifeno de férmula (1) en un disolvente organico.

21. Uso de enclomifeno de formula (1):
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(1)

de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de 12 a 18 para la preparacion de citrato de enclomifeno.
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Fig. 1
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Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 7 - BIS
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Fig. 9
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Fig. 10

Citrato de Enclomifeno que no tiene
cristales en forma de aguja (a partir
de acetona)

Citrato de Enclomifeno que tiene
cristales en forma de aguja (a partir
de etanol)
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Fig. 12
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Fig. 11 - BIS

Fig. 12 - BIS
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Fig. 13
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Fig. 14
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Fig. 15
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Patrén de cristal no
prismatico (base) de
enclomifeno

Patrdn de cristal prismatico
(base) de enclomifeno
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Fig. 16
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Fig. 17
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Fig. 18
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Cambio de peso (%)

20

40 60
Humedad relativa (HR %)

80

100

wlp ot 722

wefif LOte 723

64




ES 2671126 T3

65



ES 2671 126 T3

Fig. 20
Analizador De Tamafio de Particula LS de Beckman Coulter
- ...-.1;.1-191.---1---
L Pagina 1

13 Oct 2015
—l Inidad de Citometria — Centros Cientificos y Tecnoldgicos — U c———

Nombre del archivo: [ \Resultados 2015\P260\P269_D4316\E39-724__13 Oct 2015_01.5is
E20.724_ 13 Oct 2015_01.8%

ICx del archive: E30.724
Operador: Ricard Alvarez Arpal
Reg CCiT: 043162015
MNarmers de realizacidn:
Comentario 1: Trito x100
Comentario 2: 0s ultrasonidos
Modilo Gptico: Fraunhofer.fd PIDS incluido
Residual: D5T%
LS 13320 Universal Liquid Module o .0
Tiempo de inicio: ~~ 16:26 13 Oct 2015 et ® 54 sagundos
Velocidad de bomba: T0%
Oscurecimiento; 10% PIDS QOscur: 42%
Fluido: Agua
Softwarne: 601 Firmmarare: 202
Volumen diferencial
57 =T o S E¥T24__130d 20150135k
A
4 Lo ._
. { .'|..
E 34 f
5 24 4 '
2 !
4 \
14 74
1 \
= g oo —""-.-.-F .\'-
0 LI | I | LI | | || I ¥ | I LI | | || LI |
0.04 0.1 0.2 D4 1 2 4 6 10 20 40 100 200 400 1000

Diametro de particula (pm)

Estadisticas de volumen (aritmética) E39-7T24_ 13 Oct 2015 _01351s

Célculos de 0,040 pum a 2000 pm

Volumen: 100%

Media: 3743 pm 0.T.: 2857 pm

Mediana: 3064 pm Cwv.: T6.3%

D32 354 pm Asimatria: 1,331 Asimetria derecha
Mode: 3561 pm Kurtosis: 2,000 Lepiokistica

dy: 51,89 pm dsa: 3064 pm dya: TT0,1 pm
=100% <88%

2000 pm 1179 pm

=15 pm =5 pm
2.3% 1.25%
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Fig. 20 —continuacion

Analizador De Tamano de Particula LS de Beckman Coulter

il R e

E30.724__ 13 Oct 2015_01 Sk

Didmetro Volumen

del canal Dif.
(inferior) %
am

D3e0Y  0,000206557
a,&am 0,000266435
0,0481815F O,00D417753
0,0520008 0000838572
0EE0748  0,00176380
Dgeasze 000327323
0,0880654  0,00484351
U0762is  0,00546364
00343385 0,00701043
0,0025836 (00342563
0,101835  0,0100828
0111572 00123247
0122470 00137222
0,134404 00150257
0147586 00181604
0162028 00172107
0,177880 018231
0195256 0,0184542
0214348 00205007
023503 00Z14B54
0,258308 0, 0224364
0283881 00233172
011288 00290723
0341716 00247081
0375124 00253085
OAVIT0E 00358565
DAS057 00263364
0486251 00267165
0544768 0027012
0526027 00273354
056403 00275074
0720875 0078181
0781132 770854
088477 Q02817
[ O Y e T

351883 0400633
388284 0,052353
4,24p48 0556802

0,81748 0,10085
07773 0,108405
11,8309 011602

12,8876 D0, 126607
14,2573 B0,137753
15,8512 {1,160565
17,1813 0,185365

Volumen
< Acum

%

o
0,000206557
0,000472882
0,000800745

b,00172002
0,002403
0,0067882¢
0117087
00181734
0,0250338
0,0855087
0,0404425
0,0587872
0,0724805
0,0875161
0,103598
0120926
0,138227
0,158082
0179183
0,200648
0223088
0,246402
0,270474
0,288182
0320488
0 346354
0,372091

ES 2671 126 T3

Unidad de Citometria — Centros Cientificos y Tecnolégicos — UB

Volumen Volumen <

Diametro
del canal Dif. Acum
(inferior) % S
pm
18,861 0,182538 7178
20,705 0,292123 2%0034
227262 0224113 3,00248
248513 0,238068 332658
27,3006 0,277 157485

a0peEs  0,301748 3
330081 0302008 415031

350352 0,38877 438281
WQTTTT 0408817 434030
436865 045452 52662
47,9350 0512450 571072

52822 0,584035 622318
577886 0673708 B/0721

B34141 0,7BO50T 745002
88,5138 0227508 820752
76,4105 1,08%02 119503
£2,3007 128385 10,2838
22,0023 1,52033 11,5008
101,508 175235 12,1131
110,879 1,38673 1
121,829 21T 108527
133,74 244881 16,07
148,815 ZgeiET 25188
181,168 2,305 24,1984
175,825 3,1867 27,128
104229 347873 30,3257

213,21 378483 33,5044
234 054 475888 375742
256,936 433025 44,5331
pot ;

45633 45,2634
208 831 4 73188 5%
238,002 451478 85
73132 478337 80,0758
402,811 483777 a-!;‘.gtég
440,657 438487 60
403,817 405782 7
£41,878 38772 77,9414

564,852 330047 a0
653,008 288714 249785
715,840 236277 87,9757
785,832 2731380 00,6385

883,958 1,84611 92,9524
D48, 302 157384 04,8085
104,03 12200 03,4721

114281 0,230603 97,5001
125454  0,608028 93,6288
17T 0422888 29
151183 0, 19860 98,7218
185083 00699723 90,5214
1621,68  0,00858204 25,2014
2008 100
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Fig. 21
Analizador De Tamafio de Particula LS de Beckman Coulter
(1]
m -|1I'I'\-Fl9ﬂ_lllﬂl
° = Pagina 1
13 Oct 2015
= |Unidad de Citometria — Centros Cientificos y Tecnolégicos — UB
Mombes del archive: —— D-\Resultado 201SWP26MP259_D4316\E39-725_ 13 Oct 2015_04 $is
E39-725__ 13 Oct 2015_04 5is
1D el awrchiveg: E3N735
Cparadar: Ricard Alvarez Arpal
Feg CCIT: 043162015
Mimero de realizacion 4
Comentario 2: ﬂﬂ..‘mw;
Medelo dptico: Fraunhoferrfd  PIDS incluido
Residual 1,14%
LS 13320 Universal Liquid Module Duracién de
Tiempa deinici:  15:35 13 Oct 2015 ez | O segundos
Yelocdad de bomba TO%
Oseuresimients: 1% PIDS Oscur, 9%
Fhuide: Agua
Software: EmM Firmware: 2m
Volumen diferencial
* ! ' T\ | ——E38725_130ct 2015 04 5k
35- ' Eofmny
3 / \
& 25- \ 33
S 2 /
§
] 1,5+
1 - L -
A
E,E— /' 1
ﬂ L] _-'r -I_ - L T T T i . _r_ | T T T '| | T T T I‘-| i T T |
004 01 02 04 i 2 4 6 10 20 40 100 200 400 1000

didmetro de particula (wm)

Estadisticas de volumen (aritmética) E39.725__ 13 Oct 2015_04 5Is
Calculos de 0,040 prmoa 2000 pm

Velumen: 4008

Media: 35 7o um 0.7 33,29 pm

Mediana: 24 98 um cV: 90,5%

D32k 3597 pm Asimetria 1,287 psimetria derecha
Modo: 26,14 pm Kurtosis: 0,944 | eptokirtico

dys: 5,819 pm dgs: 24,96 pm dye: 9047 pm
<100% <95%

184, 2 um 126.4 ym

<15 pm =5 pm
2.7% 8.99%
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Fig. 21 —continuacion

Analizador De Tamaio de Particula LS de Beckman Coulter

Lo TR T S

Pagina 2
) ) ) L o 130ct 2015
Unidad de Citometria — Centros Cientificos y Tecnoldgicos — UB

E30-725_ 13 Oct 2015_01 §s

Diametro  Volumen  Volumen Didmetro Volumen Vok""a" <
del canal Dif. < Acum del canal Dif. cum
(inferior) % % (inferior) % %
am um
DOeEE  0,00213408 i 18 881 R¥LIETS 334887
00438980 UDOZBTBT1  G,00213408 20,705 5z382 42,7088
0,0481015 0,0048542  0,00505130 L. ) 3,03451 48,45
0,0528028 00102357 Q.00800558 248513 3,88002 ﬂé}’gé
00580742 0,0213082 0,0201413 27,3208 Jearaz 53,0805
0,0637528 0,0370033 00414405 30,0885 373725 57,8071
0,080a854 0,0542386 B,0784428 33,0081 340387 81,5443
00788275  0,0882586  0,133820 350352 30114 85,048
0,0B843385 0,0837206 0,203037 38,7977 285780 33,0881
0,0e2sa3s 0,0001553 0,288817 43,6865 241855 70,7168
101635 0113862 0385072 47,8358 230466 731353
8,171572 0,12706e 0400834 52822 234745 75,461
0120678 0740503  0,526004 57,7668 243078 77,8085
0,134454 0, 1524432 0, 787487 634141 25959 80,2382
0147588 o, 163184 0,810938 £2,8138 2,5601 82,7551
0,162028 0,17275 1,0831 76,4108 2,58275 85,3242
8177808 01847 1,25586 83,8807 2,58%46 a7,817
085258 0,182TI8 1,430 22,0023 2,54572 05124
0,214348 0,201237 1,683172 101,008 2,3T812 83,0882
0,235300 0,208853 1,83288 110,878 2,01087 854323
0,258308 0215504 22,0411 121,820 144487 97,444
0282581 0, 221883 225721 133,74 0,781135 98 8556
0311283 0227001 247817 146815 0277004 98,5508
0,241718 0,230888 2,70828 161,168 0,pegt30e 99,8477
0,275124 0,23342 23728 178,805 000821025 20,0068
0411788 0,236523 3,17087 104,222 a 00
D, 452057 0,238427 240818 13,21 o 100
D,408282 0,238136 3,84282 234,054 1] 100
0,544788 0,233871 387875 258,838 a 100
0528027 0,231186 4, 11262 282,056 ] 100
0,558403 0,227418 4,34381 30,831 [i] 100
0720675 0222508 457123 330,802 0 100
0,701132 0, 215008 4,70384 273,132 1] 100
0288477 0,208802 5,00083 402,811 ] 100
D,853383 0,200218 5,21804 440,057 o 160
1,04852 00,1825 541855 483,817 Q 100
114801 0,183421 531205 541,878 0 100
1,28123 T, 174283 5, 79547 504,852 4] 100
1,38454 0, 165807 5,00878 653,008 [+] 100
15188 0, 15778 8,13538 718,848 4] 102
1,68840 0,151451 8,289315 TEE,B32 4] 102
183181 0146953 8,4445 263,908 0 100
201088 0,145108 £,59156 048,302 0 100
20725 04T 8,73675 1081,03 0 100
2,42304 0,154418 g,8a382 114281 1] 100
2,85003 0,168388 7,03834 125454 4] 102
261008 0, 180586 7,20668 1377,18 o 100
3,20545 0,222008 7,38728 151,83 a 100
3,51883  0,267301 7,82048 1650,63 a 100
388284  0,32009 7,88748 1521,88 0 100
4, 24045 0401104 8,21353 2000 100G
4,65508 0404373 B,81463
51017 O07M8 8,100
560076 0,74207 g,71835
5582 0801443 10,4564
£,78025 1,08042 11,3508
TAZ117 1,30508 12,4483
8,14882 1,55663 13,7543
5,84315 1,84778 15,3109
9,81748 2,16355 17,1837
10,7773 2,5002 19,3172
11,5300 280048 21,8204
12,0876 16484 24’6810
14,2572 3,403 11 27,8485
155512 356003 21,2497
17,1813 360887 34,8087
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Analizador De Tamario de Particula LS de Beckman Coulter

Pagina 1
13 Cct 2015

Nombre de archivo: D:\Resultados201S\P2691P263_04316ME38-725_ 13 Oct 2015_01.8s

1D del archivo:
Operador:
Reg CCIT:

E38-725 13 Oct 2015_01.5is
E308.725

Ricard Alvarez Arpal
043182015

Numero de realizacion: 1

Comentario 1: Tritd X100
Comentario 2: 10s ultrasonidos
Modelo éptico: Fraunhoferfid PIDS incluido
Residual: 057% )
LS 13320 Universai Liquid Module: Duracion
Tiempo de inicio: 1546 13 0ct 2015 de la realizacion: 65 segundos
Velocidad de bomba: 7{%
Oscurecimiento: 6% PIDS Oscur: 35%
Fluido: Agua:
ane: 5§01 Firmware: 202
Volumen diferencial
o = Tt T Ean705_ 13 0c 2015 0155
i | o
i
. 4— = Ti i -
= ™ i
S— f i ‘;‘ |l 1
[l - -y o
g 3 I \‘. i’ !r
S 7 1 i |
© Iy f I
> ; :;' ; i
14— - . { . 1‘ -
i i \
0——— T — T S |' — ] T T
0.04 01 02 04 1 2 4 8 10 20 a0 100 200 400 1000

Diametro de particula  {Lim)

Estadisticas de volumen (aritmética) E38-725_ 13 Oct 2015_D1 5k

Calculos de 0,040 pm a 2000 pm

Volumen: 1D0%

Media: 0,715 pm S0 0,754 pm

Mediana: g 284 pm CNV: 105%

D(3.2) 0,228 pm Asimetria: 0,956 Asimelria derecha
Modo: 1745 pm Kurtosis: -0 527 Leptokurtico

dyg: 0.100 pm dsgt 0,284 pm deg 1542 pm
<100% <958%

3,205 ym 2370 um

<15 pm <5 um

100% 100%
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Fig. 22 - continuacién
Analizador De Tamaiio de Particula LS de Beckman Coulter

It v T R o

Pagina 2
13 Oct 2045
Unidad de Citometria — Centros Cientificos y Tecnologicos — UB

E30-725 13 Oct 2015 015k

Didmetre  Volumen  Volumen Diametro Volumen  Volumen <
del canal Dif. < Acum del canal Dif. Acum
(inferior) % % (inferior) % =%
um Hm
QKM 00874823 g 18,881 1] 100
0,0438008 0,115644 0,0374823 0,705 i} 100
0p4E1Ri5 0205171 0,203108 27282 o 100
GEZ02E 0,265433 0408278 240913 [1] 100
E:%BO?‘-Q 0,620076 9773711 27’,% i 100
0,0637525 1,00208 1,30480 00685 o 100
0,0680854 1,45668 238778 33,0081 [ 1] 100
0,0788275 1,68048 305424 38,2352 ] 100
0,0543385 224167 5, 74482 3B TIIT a 108
0,0825838 2,55032 7,98058 43 6685 ] 100
0,191635 2,87152 12 5450 47,8358 [1] 100
0,111572 3,181 124174 52,822 1] 100
0,122472 341288 18,5835 57,7064 1] 100
124454 358782 20085 a34141 0 100
0147588 3,74868 235943 58,6138 9 100
0,162028 3,87768 27,341 TE4108 a 100
,177888 3,BE267 31,2188 83,3807 i 100
0195258 3,62718 35,0813 220023 0 100
0214345 3, 77871 38,5085 101.0048 1] 100
0235303 3,70445 42,0872 110,878 1] 100
0, 258385 3,52045 48,3877 121,828 ] 100
0, 283561 3,22461 48 8011 133,74 0 100
0311283 2,83478 43,1457 146815 i 100
0341716 28717 32,0005 181,168 0 100
0375124 237487 28,7517 178,825 o 109
DA1Y788 1,87332 81,1208 194,222 fi] 100
0,452057 144338 82,0000 21321 o 100
0, 485252 1,08873 84,4432 234,054 1] 100
0544788 0,835318 85,543 256,938 fi] 00
0,568027 0,58488 &8,3783 282,058 O 100
0,656483 0412140 &8 2732 a3 1] 100
0, 720675 0,318412 47,3853 F3p 802 i 109
0,781132 0,320040 &7,7037 373,132 a 100
0285477 0,281511 68,0324 40E811 1] 100
0,953383 0,583620 484143 443,857 a 108
1,04658 0,B70082 68,9778 403,817 4] 100
1, 14881 1,42078 on.R470 541,878 1] 100
1,26123 2,35282 71,2747 5p4.as2 a 100
1,28454 332766 73,6276 &5 008 1] 100
1,510 435425 78,0553 716,840 g 100
1,85840 550375 £1,2005 788,932 a 108
1,5318% 5,17728 28,8133 863 368 1] 100
21088 407267 91,9005 948,322 a 100
22725 25717 28,0032 104103 1] 100
242304 1,01018 o8, 5340 4201 ] 100
Tpsger 0300152 28,9541 125454 a 100
291008 0,D457806 99,8542 1377,19 k1] 100
3,20545 a 100 511,83 1] 100
3,51883 i) 100 185883 [t} 100
385284 a 100 1822'\‘333 O 100
4,248049 o 108 100
4 B5506 a 100
541017 o 100
550070 a 100
6, 1582 o 100
B,76025 o 100
742117 0 100
B, 14850 a 100
B 115 i} 100
Q:g;%ﬁ a 100
107773 o 100
11,5308 a 100
12,8875 o 100
142673 o 100
15,8512 0 100
17,1813 a 100
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Fig. 25

Fig. 25 - B1
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Fig. 25-C
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Fig.25-D
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Fig. 26

Solubilidad en agua de cristales sin forma de aguja (722)
y con forma de aguja (723) de citrato de Enclomifeno

000
GOO0
5000
4000

2000

1000

Solubilidad (recuentos de HPLC)

Tiempo (min.) 00

0 53 1C
e 7 i 1

Fig. 27

Solubilidad a pH = 4,5 de cristales con forma de aguja

Q (723) y sin forma de aguja (722) de citrato de Enclomifeno
% B6O00

Lt}

= coo0 ]

w

[=]

T 4000

@

E 3000

g 0

o 2000

m

2 1000 >

L]

E

uc-f. 0 5o Tiempo (min) 100 150 200

a 27y
—— ] ===

. 28

I
o

Solubilidad de acetato de Enclomifeno a pH =45

12000 —

Solubilidad (recuentos de HPLC)
g

0 50 Tiempo (min.) 100 150 200
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION

Esta lista de referencias citadas por el solicitante es tinicamente para la comodidad del lector. No forma parte del
documento de la patente europea. A pesar del cuidado tenido en la recopilacién de las referencias, no se pueden
excluir errores u omisiones y la EPO niega toda responsabilidad en este sentido.

Documentos de patentes citados en la descripcion

US 3848030 A [0007] [0010] [0011] [0016] [0037]
US 2914563 A [0012]

WO 2014031177 A [0012]

WO 2014031177 A1 [0050] [0093] [0176]

WO 2006102232 A2 [0093] [0176]

WO 2010054248 A1 [0093] [0176]
WO 2013020017 A1 [0093] [0176]
WO 2013123218 A1 [0093] [0176]
WO 2013130832 A1 [0093] [0176]
WO 2014070523 A1 [0093] [0176]

Literatura diferente de patentes citada en la descripcion

Acta Cryst, 1976, vol. B32, 291-293 [0008]

Analytical profiles of drug substances and excipients, 1998, vol. 25, 85-121 [0009]
Khimiko-Farmatsevticheskii Zhurnal, 1984, vol. 18 (11), 1318-24 [0013] [0017]
Pharmaceutical Chemistry Journal, noviembre de 1984, vol. 18 (11), 758-764 [0013]
Pharmaceutical Chemistry Journal, noviembre de 1984, vol. 18 (11), 758-764 [0017]
Chem Eng, 1965, vol. 72, 163-168 [0302]
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