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DESCRIPCION
Preparacién de modificaciones cristalinas estables de cloruro de DOTAP

La presente invencion se refiere a un proceso para preparar modificaciones cristalinas de cloruro de DOTAP
racémico y enantioméricamente puro.

Las formas cristalinas de cloruro de DOTAP y sus correspondientes composiciones farmacéuticas tienen los
mismos usos bien conocidos que los de las formas no cristalinas de cloruro de DOTAP.

Cloruro de DOTAP anteriormente y a continuacién indica formas (2R,S) racémicas o (2R) resp. (2S) isoméricamente
puras de cloruro de N,N,N-trimetil-2,3-bis[[(9Z)-1-0x0-9-octadecenil]oxi]-1-propanaminio, también conocido como
cloruro de (Z,2)-N,N,N-trimetil-2,3-bis[(1-ox0-9-octadecenil)oxi]-1-propanaminio o cloruro de 1,2-dioleoiloxi-3-
trimetilamonio propano y sus hidratos.
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Numeros de registro CAS: 132172-61-3 y 477274-39-8 (racemato),
197974-73-58 (racemato, monohidrato)

428506-51-8 (forma 2S), 328250-28-8 (forma 2R)

DOTAP puede, entre otras estructuras, formar parte de los liposomas y de otros agregados vesiculares lipidicos.
Los liposomas son vesiculas sintéticas con mdultiples capas (membranas esféricamente autocontenidas) que
comprenden sustancias anfifilicas, normalmente lipidos naturales, en cuyo interior acuoso pueden encapsularse
sustancias hidréfilas, y también pueden incorporarse sustancias lipofilicas dentro de la membrana lipidica.

Se emplean en particular en productos cosméticos y en medicina, especialmente en dermatologia. Aqui se
embeben especialmente vitaminas, coenzimas, agentes para el cuidado de la piel y protectores solares. Los
liposomas se aplican generalmente por via tépica.

Adicionalmente, los liposomas estan adquiriendo cada vez mas importancia en la tecnologia farmacéutica, ya que la
aplicacién parenteral de liposomas permite lograr una distribucion en érganos mas especifica que si los compuestos
activos se usan en forma disuelta libremente.

Si se incorporan ADN, ARN o proteinas a los liposomas y a otros agregados vesiculares lipidicos, se obtienen
lipoplejos.

La adicion de aceites y el uso de homogeneizadores de alta presién permiten la formacién de las denominadas
nanoparticulas (nanopartes) que aparecen a partir de forzar a los liposomas. Estas son particulas de
aproximadamente el mismo tamafno que los liposomas, pero que no tienen una fase acuosa, sino que es su lugar
tiene una fase oleosa en su interior. Son especialmente adecuadas para la encapsulacién de sustancias lipdfilas.

Las microemulsiones son sistemas coloidalmente dispersos de fase Unica que comprenden componentes acuosos,
similares a lipidos y tensioactivos. Tienen un tamano de particulas de 1-500 nm y se comportan de manera similar a
los liquidos.

Especialmente en conexién con compuestos peptidicos activos, nucleétidos, vacunas y otros biofarmacos, que
normalmente presentan una mala solubilidad, el efecto solubilizante tiene una enorme importancia en el caso de las
aplicaciones que se describen a continuacion.
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Ademas, la degradacién de los compuestos activos en el organismo puede ser mas lenta y de esta manera se
consigue un efecto de liberacién mantenida.

El cloruro de DOTAP pertenece a la clase de lipidos catiénicos. Al contrario de lo que ocurre naturalmente con los
fosfolipidos, estos no tienen caracter de ion dipolar. Los liposomas que comprenden lipidos cationicos, solos o
combinados con fosfolipidos u otros compuestos similares a lipidos, tienen una superficie con carga positiva. Esto
da lugar a una alta afinidad por células cuya superficie esta cargada negativamente en su exterior, por ejemplo, las
células endoteliales.

No obstante, es especialmente importante la capacidad de los liposomas y lipoplejos a base de DOTAP y de otros
de tipo catidénico para penetrar en las células y, por tanto, transportar al interior de la célula (transfeccion)
compuestos activos incorporados en su interior.

Todas estas propiedades hacen que el cloruro de DOTAP sea muy interesante también para terapia antineoplasica.
Estas propiedades dan lugar a la posibilidad de aplicar farmacos citostaticos convencionales incorporados a
liposomas de DOTAP catidnicos.

Las propiedades de transfecciéon del cloruro de DOTAP y de otras sales de DOTAP, como por ejemplo, acetato,
bromuro, dihidrogenofosfato, hidrogenosulfato, yoduro, mesilato, metilsulfato, trifluoroacetato, sulfato o disulfato y
triflato, se conocen adecuadamente a partir de |a literatura.

En algunos estudios in vitro, otras sales, como por ejemplo, el metilsulfato de DOTAP, han alcanzado mejores tasas
de transfeccion que el cloruro de DOTAP.

No obstante, utilizado in vivo, el intercambio aniénico en la superficie del liposoma tiene lugar en el organismo vivo,
lo que significa que aqui no se observan las ventajas de otras sales. Especialmente en su uso médico en humanos,
en particular para su aplicacion parenteral, se prefieren las sales de DOTAP con aniones fisiolégicamente
aceptables, como por ejemplo, el cloruro o el acetato correspondiente.

Las aplicaciones médicas, especialmente parenterales, conllevan las mas altas demandas de calidad y pureza de
los compuestos activos y los adyuvantes utilizados. Por tanto, existen regulaciones muy estrictas por parte de las
autoridades con respecto a la preparacién, reproducibilidad de la preparacion y perfil de subproductos de estos
compuestos. En el caso de sustancias utilizadas por via parenteral, ademas debe evitarse y controlarse
estrictamente la contaminacion microbiolégica por microorganismos patégenos y endotoxinas.

Las formas amorfas disponibles actualmente de cloruro de DOTAP y de otras sales de DOTAP son
extremadamente inestables y, por tanto, son dificiles per se de preparar con una pureza aceptable de modo que
sean Utiles para su uso en la preparacion de una formulacion de medicamento.

Al igual que todos los lipidos portadores de radicales de acido oleico, como por ejemplo, los fosfolipidos naturales
DOPC y DOPE, todas las sales de DOTAP son muy sensibles a la oxidacion y los productos de oxidacién de
derivados de acidos grasos insaturados tienen, en general, alta toxicidad.

Aqui se requieren métodos de preparacion, purificacion y estabilizacién adecuados. Por ejemplo, el acetato de
DOTAP esta en forma de un aceite de alto punto de ebullicion y a nivel industrial puede, por tanto, obtenerse solo
con gran dificultad con la calidad adecuada.

Los métodos convencionales para superar la inestabilidad, como por ejemplo, la adicion de antioxidantes en forma
de acido ascoérbico o L-glutatién reducido, limitan en gran medida la capacidad de uso general del cloruro de
DOTAP, ya que no pueden excluirse interacciones con los compuestos activos que se incorporan mas adelante. La
exclusién completa de oxigeno durante la preparacion, almacenamiento y uso es virtualmente imposible o solo
puede facilitarse con un esfuerzo muy grande.

El cloruro de DOTAP esté disponible en el mercado como una solucién en cloroformo o como un sélido amorfo.

Ademas de su sensibilidad a la oxidacion, el cloruro de DOTAP amorfo es también extremadamente higroscopico y
se licha con facilidad en un tiempo extremadamente corto a niveles normales de humedad atmosférica para
proporcionar una pelicula oleosa. Esto hace que sea mucho mas dificil la manipulacién de este compuesto.

Técnicamente, cualquier manipulacién de las formas amorfas de cloruro de DOTAP disponibles en la actualidad es,
por tanto, solo posible con medidas de proteccion enérgicas. De este modo, el fabricante de cloruro de DOTAP
amorfo generalmente recomienda su conservaciéon con un gas protector a -20 °C y solo se garantiza una semivida
de aproximadamente 6 meses.
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Eibel y Unger, en el documento DE4013632A1, describen la sintesis de cloruro de (2R,S)-DOTAP a partir de
bromuro de DOTAP mediante intercambio iénico en el sistema de solventes cloroformo/metanol/HCI acuoso
seguido de purificacion mediante cromatografia. El bromuro de DOTAP se obtiene con antelacion in situ a partir de
1-bromo-2,3-dioleoiloxipropano.

Leventis y Silvius, Biochim. Biophys. Acta, 1023 (1990) 124-132, publican la sintesis de cloruro de (2R,S)-DOTAP a
partir de yoduro de DOTAP mediante intercambio i6nico en el sistema de dos fases solvente/solucion de NaCl. El
yoduro de DOTAP se obtiene con antelacién mediante metilacién del correspondiente compuesto dimetilamino
mediante yoduro de metilo.

Nantz y cols., Biochim. Biophys. Acta, 1299 (1996) 281-283, J. Med. Chem. 40 (1997) 4069-4078, describen la
sintesis de cloruro de (2R,S)-DOTAP mediante cromatografia de intercambio i6nico no acuosa. El compuesto
deseado se obtiene mediante evaporacion del eluido.

Felgner y cols., en el documento US5 264 618, llevaron a cabo la metilacion del compuesto dimetilamino
correspondiente para obtener directamente el cloruro de (2R,S)-DOTAP mediante cloruro de metilo. Aparentemente
obtuvieron una cera amarilla mediante cristalizacion a partir de acetonitrilo a -20 °C. Sin embargo, el cloruro de
(2R,S)-DOTAP es practicamente insoluble en acetonitrilo a temperatura ambiente. Los intentos por reproducir esta
denominada cristalizacion proporcionaron solo material amorfo mediante la solidificacion de la sustancia oleosa
obtenida a partir de una solucién caliente mediante enfriamiento. El hecho de que no sea una cristalizacion es
también evidente debido al hecho de que los autores aparentemente no consiguen un efecto de purificacién y
tienen que purificar la sustancia mediante cromatografia. Véanse también los ejemplos comparativos que
demuestran que Felgner y cols. no consiguen cloruro de (2R,S)-DOTAP cristalino.

En particular, si se pretende que los compuestas sean para uso parenteral, una preparacion que incluye tratamiento
con una resina de intercambio iénico es extremadamente problematica debido a una posible contaminacién
microbioldgica, ya que las resinas correspondientes son un medio nutritivo ideal para las bacterias e incluso
después de haber sido eliminadas, aln existe riesgo de contaminacién por endotoxinas.

En el documento WO 2006/056312 A1 se describe el cloruro de DOTAP enantioméricamente puro. No se describe
un proceso detallado para su cristalizacion.

Por tanto, el objeto de la presente invencién es proporcionar sales e hidratos de cloruro de DOTAP cristalino
altamente puros y con la estabilidad quimica y fisica adecuada. Un objeto adicional de la presente invencion es
proporcionar estas sales cristalinas con semividas largas, que permitan que se puedan utilizar para la preparacion
de formulaciones farmacéuticas. Sigue existiendo una gran demanda de un proceso reproducible para la
preparacion de formas estables de sales e hidratos de cloruro de DOTAP que puedan llevarse a cabo a escala
industrial.

El cloruro de DOTAP enantioméricamente puro puede obtenerse a partir de materiales de partida
enantioméricamente puros de manera analoga a los procesos descritos para el racemato, es decir, a través de (R)-
o0 (S)-1-cloro-2,3-dioleoiloxipropano, a través de (R) o (S)-1-GS-2,3-dioleoiloxipropano e intercambio i6nico
(GS = grupo saliente) o a través de (R)- o (S)-1-dimetilamino-2,3-dioleoiloxipropano. Consulte el documento WO
2006/056 312.

Un método de preparacion adicional que puede mencionarse es la resolucion de racematos del cloruro de DOTAP
racémico.

Mediante experimentacion, se ha encontrado ahora, sorprendentemente, que puede obtenerse cloruro de DOTAP
cristalino tanto racémico como enantioméricamente puro de manera sencilla con alta pureza quimica, excelente
estabilidad y propiedades de manipulacién adecuadas para manejar estos compuestos a mayor escala técnica. Los
productos cristalinos obtenidos de este modo tienen una estabilidad practicamente ilimitada a temperatura ambiente
con un gas protector. Por tanto, son adecuados como constituyentes o materiales de partida para la preparacion de
medicamentos.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un proceso para preparar modificaciones cristalinas estables de
cloruro de DOTAP racémico y enantioméricamente puro.

Las modificaciones cristalinas estables pueden estar en forma cristalina y parcialmente cristalina. Estas tienen una
pureza no lograda hasta el momento de al menos aproximadamente el 95 %, preferiblemente >98 %.
Adicionalmente, se ha encontrado que el cloruro de (2R,S)-DOTAP tiene una estabilidad no alcanzada hasta el
momento del 99 % en peso y % de area determinado mediante HPLC en relacion con el valor inicial cuando se
conserva a 25 °C durante 36 meses 0 a 40 °C durante 12 meses (véanse a este respecto la tabla 1 y la tabla 1a).
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Un experto en la materia puede establecer facilmente un método de HPLC adecuado para determinar la pureza y el
contenido del cloruro de DOTAP. Por ejemplo, puede usarse un equipo de HPLC Agilent 1200 con una columna
Inertsil ODS-3 (150 x 3 mm, 3 um) (Gl Sciences). Los eluyentes tipicos son la sal sédica del acido pentanosulfénico
10 mM en HsPOs acuoso (0,085 %) (eluyente A) y la sal sddica del acido pentanosulfénico 3,85 mM en HzPO4
acuoso (0,085 %) (eluyente B) que contiene acetonitrilo al 94 %. Un gradiente adecuado es el siguiente (tiempo de
funcionamiento 25 min; tiempo posterior 5 min; flujo: 1,5 ml/min; 220 bares; 50 °C, volumen de inyeccion 10 pl):

tiempo Eluyente B | Eluyente A
gradiente 0 min 75 % 25%

1 min 75 % 25 %

6 min 90 % 10 %

7 min 100 % 0%

20 min 100 % 0%

25 min 75 % 25 %
tiempo posterior | 5 min 75 % 25%

Las modificaciones cristalinas del cloruro de DOTAP tienen un contenido de menos de 1 equivalente de agua o
solvente de cristalizacion por equivalente de cloruro de DOTAP.

(2R)-, (2S)- y (2R,S)-DOTAP cristalinos muestran unas propiedades de manipulacién excelentes y altamente
deseables como su notable reduccién de la higroscopicidad y muy buenas capacidades de fluido libre.

(2R)-, (2S)- y (2R,S)-DOTAP cristalinos tienen un punto de fusion por encima de 160 °C, especialmente entre 183 y
185 °C, y una entalpia de fusién de al menos -130 J/g, preferiblemente por encima de -140 J/g, especialmente entre
-143 y -159 J/g (véase a este respecto la tabla 3).

Las modificaciones cristalinas del cloruro de (2R,S)-DOTAP racémico muestran bandas moderadamente definidas
en las medidas por difraccién de rayos-X en polvo (véanse a este respecto la figura 1 y la tabla 2). Los valores de 2-
theta para la modificacion cristalina son aproximadamente 6,5; 12,6; 13,4; 19,5; 20,2; 21,5; 25,2 y 29,8, donde los
valores de 2-theta seleccionados son aproximadamente 12,6; 19,5; 20,2; 21,5 y 25,2. Las formas cristalinas de
cloruro de (2R,S)-DOTAP correspondientes al patrén de difraccion de rayos X en polvo mostradas en la figura 1,
estan dentro del alcance de la invencion.

Los cloruros de (2S)-DOTAP enantioméricamente puros se obtienen probablemente en forma cristalina. Los valores
de 2-theta para la modificacién cristalina son aproximadamente 6,5; 12,8; 19,5; 19,8; 20,2; 20,7; 21,6 y 25,3, donde
los valores de 2-theta seleccionados son aproximadamente 12,8; 19,5; 19,8; 20,2 y 21,6 (véanse la fig. 2 y la tabla
2). Las formas cristalinas de cloruro de (2S)-DOTAP correspondientes al patron de difraccion de rayos X en polvo
mostradas en la figura 2 estan dentro del alcance de la invencién.

Los cloruros de (2R)-DOTAP enantioméricamente puros se obtienen probablemente en forma cristalina. Los valores
de 2-theta para la modificacién cristalina son aproximadamente 6,6; 12,8; 19,5; 19,8; 20,3; 20,8; 21,6 y 25,3, donde
los valores de 2-theta seleccionados son aproximadamente 12,8; 19,5; 19,8; 20,3 y 21,6 (véanse la fig. 3 y la tabla
2). Las formas cristalinas de cloruro de (2R)-DOTAP correspondientes al patrén de difracciéon de rayos X en polvo
mostradas en la figura 3, estan dentro del alcance de la invencién.

La invencion se refiere a un proceso para la preparacién de modificaciones cristalinas de cloruro de (2R)-, (2S)- y
(2R,S)-DOTAP que se caracterizan porque el cloruro de (2R)-, (2S)- y (2R,S)-DOTAP se cristaliza a partir de un
medio aprotico. El medio aprético utilizado para este fin es un solvente aprético, o una mezcla de solventes
aproticos, o una mezcla de uno o méas solventes aproéticos con un solvente prético o una mezcla de solventes
proticos.

Los solventes apréticos adecuados son solventes apréticos que contienen oxigeno, en particular,

éteres, como por ejemplo, tetrahidrofurano, metiltetrahidrofurano, dioxano, éter dietilico, éter dipropilico, éter
diisopropilico y éter metil terc-butilico,
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cetonas, como por ejemplo, acetona y 2-butanona, metil isobutilcetona, metil isopropilcetona y

ésteres, como por ejemplo, formato de etilo, acetato de metilo, acetato de etilo, acetato de propilo, acetato de
isopropilo, acetato de butilo, acetato de isobutilo, dimetilcarbonato, dietilcarbonato y
1,3-dioxolidin-2-ona.

Los solventes apréticos preferidos son las cetonas.
Los solventes proéticos adecuados son, en particular,

alcoholes, como por ejemplo, metanol, etanol, n-propanol, isopropanol, n-butanol, isobutanol, 2-butanol, terc-
butanol, 3-metil-1-butanol y etilenglicol, metoxietanol, etoxietanol.

Si el medio aprético es una mezcla de uno o0 mas solventes aproticos con un solvente prético entonces el solvente
aprotico puede ser un solvente aprético que contiene oxigeno como se definié anteriormente o un

nitrilo, como por ejemplo, acetonitrilo.

Los solventes pueden en cada caso utilizarse en forma pura o en forma de mezcla, es decir, es posible tanto usar
los diversos solventes apréticos de un grupo en forma de mezcla como emplear tipos de solventes aproéticos en
forma de mezcla entre ellos.

Si el medio aprético es una mezcla de uno o mas solventes apréticos con un solvente prético, entonces los
solventes proticos pueden estar presentes en una cantidad mayor del 0 al 40 % en peso, preferiblemente del 10 al
20 % en peso, dependiendo de las condiciones aplicadas, la pureza de las materias primas y el objetivo del proceso
(rendimiento, pureza del producto, grado de cristalinidad). Preferiblemente, deberia emplearse un medio aprético
que contenga muy bajas cantidades de agua. En una realizacién especialmente preferida se excluye el agua.

En una realizaciéon preferida de la invencién se utiliza acetona o 2-propanol como medio aprético. En una
realizacién muy preferida se emplea una mezcla de acetona y 2-propanol. Tipicamente, una mezcla de 2-propanol y
acetona comprende del 0 al 25 % de 2-propanol.

La cristalizacién de los cloruros de DOTAP puede llevarse a cabo aqui directamente a partir de la solucion de
reaccion sin purificacion previa. Del mismo modo, el cloruro de DOTAP cristalino puede obtenerse mediante
recristalizacién de material amorfo, parcialmente cristalino o cristalino.

En una realizacion preferida, los cloruros de DOTAP utilizados para preparar formas cristalinas de los mismos, son
de alta pureza quimica y Optica, preferiblemente con una pureza de aproximadamente =95 % o superior, mas
preferiblemente de aproximadamente el 98 % o superior, incluso mas preferiblemente de aproximadamente el 99 %
o superior. A este respecto, la preparacion de cloruros de DOTAP cristalinos en este documento utiliza acido oleico
muy puro como reactivo, lo que lleva a la obtencién de cloruros de DOTAP altamente puros que cristalizan mas
facilmente que los cloruros de DOTAP de menor pureza disponibles previamente. Entre las principales impurezas
tipicas de los cloruros de DOTAP disponibles en la actualidad se incluyen, pero sin limitaciones, otros lipidos o sus
derivados. La pureza segun la Farmacopea Europea (PhEUR) actual (siendo por tanto, «calidad farmacéutica») del
acido oleico sigue siendo a dia de hoy solo de aproximadamente del 65 al 88 %. En este documento, por acido
oleico muy puro se entiende una calidad ultrapura de aproximadamente el 95 % o superior, preferiblemente de
aproximadamente el 99 % o superior. Un acido oleico muy puro adecuado puede, por ejemplo, obtenerse
comercialmente de RCA (n.? de lote OA 11.G.01.2007) o de Acme Synthetic Chemicals (n.? de lote 060528).

La pureza enantiomérica puede, por ejemplo, determinarse mediante la determinacién de la rotacion éptica.

En una realizacion preferida, los cloruros de DOTAP utilizados para preparar formas cristalinas de los mismos se
cristalizan o recristalizan a partir de mezclas con solventes adecuados dentro de los intervalos de concentracion de
1 parte de cloruro de DOTAP por cada 4 partes de solvente hasta 1 parte de cloruro de DOTAP por cada 100 partes
de solvente, mas preferiblemente dentro de los intervalos de concentracion de 1 parte de cloruro de DOTAP por
cada 4 partes de solvente hasta 1 parte de cloruro de DOTAP por cada 10 partes de solvente.

La cristalizacion de las modificaciones del cloruro de DOTAP se consigue en general especificamente mediante
enfriamiento lento de la solucion preparada a una velocidad de 0,001 a 0,1 °C por minuto, por ejemplo, de 0,05 °C
por minuto o 0,004 °C por minuto, lo que lleva a tiempos de enfriamiento de aproximadamente 10 a 50 horas. El
modus operandi segun la invencion como se define en las reivindicaciones adjuntas es calentar la solucién a 35 °C
y, a continuacion, enfriar lentamente hasta -12 °C durante un periodo de 12 horas, o calentar la solucion a
temperaturas mas bajas, por ejemplo, 25°C, o empezar a partir de temperatura ambiente sin calentar y, a
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continuacion, enfriar lentamente de 10 a 50 horas, hasta -12 °C. La formacioén de los cristales se lleva a cabo de
manera espontanea o mediante inoculacién de la correspondiente modificacion cristalina de cloruro de DOTAP.

El enfriamiento lento puede ejecutarse mediante cualquier método conocido por un experto en la materia.
Tipicamente se utiliza un criostato.

Como se mencion6 previamente, todas las sales de DOTAP son mas sensibles a la oxidacion y, por tanto, se
prefiere la exclusion del oxigeno durante los métodos de preparacion descritos en este documento, por ejemplo,
empleando una atmésfera inerte, por ejemplo, atmésfera de nitrégeno y/o usando solventes con un bajo contenido
de oxigeno y peréxido.

El uso de cloruro de DOTAP amorfo o parcialmente cristalino como material de partida para la recristalizacion
proporciona, mediante el proceso descrito, esencialmente cloruros de DOTAP cristalinos de una pureza nunca
alcanzada hasta ahora, junto con una estabilidad tampoco alcanzada hasta ahora.

Pueden utilizarse cloruros de (2R)-, (2S)- y (2R,S)-DOTAP cristalinos para la preparacion de formulaciones de
medicamentos ya que los cloruros de (2R)-, (2S)- y (2R,S)-DOTAP cristalinos tienen una estabilidad excelente en
forma sélida en las condiciones establecidas y tienen una calidad constante y muy buena durante un tiempo
practicamente ilimitado.

Adicionalmente son posibles también composiciones farmacéuticas resultado del uso de las formas de cloruros de
(2R)-, (2S)- y (2R,S)-DOTAP cristalinos. Las composiciones farmacéuticas de este tipo pueden comprender las
modificaciones cristalinas de cloruros de (2R)-, (2S)- y (2R,S)-DOTAP junto con otros compuestos
farmacéuticamente activos y adyuvantes conocidos empleados normalmente en la preparacién de medicamentos,
asi como uno o mas solventes.

Estas composiciones farmacéuticas pueden, por ejemplo, estar en forma de liposomas, lipoplejos, microemulsiones
y nanoparticulas e incluyen, por ejemplo, un principio activo del grupo de los péptidos, nucleétidos, vacunas o
agentes citostaticos.

La presente descripcion permite al experto en la materia aplicar la invenciéon de manera exhaustiva. Ademas, los
siguientes ejemplos sirven para entender mejor e ilustrar las posibles variantes de la invencién. Por tanto, estos
ejemplos no deberian ser de ningin modo restrictivos.

Todas las temperaturas mencionadas en los siguientes ejemplos estan indicadas en grados centigrados. Siempre
que no se indique otra cosa, los datos contenidos se proporcionan como % en peso.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
En la figura 1 se muestra el espectro de difraccién de rayos X del cloruro de (2R,S)-DOTAP cristalino.
En la figura 2 se muestra el espectro de difraccion de rayos X del cloruro de (2S)-DOTAP cristalino.
En la figura 3 se muestra el espectro de difraccién de rayos X del cloruro de (2R)-DOTAP cristalino.
En la figura 4 se muestra el espectro de difraccion de rayos X del cloruro de (2R,S)-DOTAP amorfo.

En la figura 5 se muestran los espectros de difraccion de rayos X del cloruro de (2R,S)-DOTAP cristalino (a),
cloruro de (2R)-DOTAP cristalino (b) y cloruro de (2S)-DOTAP cristalino (c) en comparaciéon con una muestra
comercial de cloruro de (2R,S)-DOTAP (Avanti Polar Lipids) (d).

En la figura 6 se muestra una emulsién de cloruro de (2R,S)-DOTAP (SM-0318-E) en acetonitrilo cuando se
enfria como se describe en Felgner y cols.

En la figura 7 se muestra una emulsion de cloruro de (2R,S)-DOTAP (SM-0318-E) en acetonitrilo tras su
enfriamiento hasta -20 °C como se describe en Felgner y cols.

En la figura 8 se muestra una emulsién de cloruro de (2R,S)-DOTAP (SM-0364-E) en acetonitrilo antes de su
enfriamiento como se describe en Felgner y cols.

En la figura 9 se muestra una emulsion de cloruro de (2R,S)-DOTAP (SM-0364-E) en acetonitrilo tras su
enfriamiento hasta -20°C como se describe en Felgner y cols.
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En la figura 10 se muestra el cloruro (2R,S)-DOTAP cristalino racémico.

En la figura 11 se muestran las temperaturas de la fase de transicién y los puntos de fusién del cloruro de
(2R,S)-DOTAP cristalino puro y del cloruro de (2R)-DOTAP puro cristalino, asi como de dos mezclas de ambas
formas cristalinas.

En la figura 12 se muestran las curvas de absorcion dinamica de vapor (DVS) para el cloruro de (2R,S)-DOTAP
(superior) y cloruro de (2R)-DOTAP (inferior); formas amorfas: diagramas de la derecha; formas cristalinas
(diagramas de la izquierda) (véase el ejemplo de caracterizacion 5).

Ejemplos para ilustrar la invencion

Observaciones generales sobre las condiciones experimentales:

Es importante enfriar muy lentamente durante la cristalizacion y la recristalizacién para optimizar la precipitacion del
material cristalino.

Todos los reactivos y solventes comprenden muy bajo contenido en agua.
Todas las operaciones se llevaron a cabo en un aparato cerrado bajo atmdsfera de nitrégeno.

Se usa un acido oleico muy puro con una pureza de mas del 95 %, preferiblemente mas del 98 %, incluso mas
preferiblemente mas del 99 %.

Las mediciones de los parametros para la difracciéon de rayos X en polvo son las siguientes:

Difraccion de rayos X en polvo STOE

Difraccion: transmision

Monocromador: curvo de Germanio (111)

Longitud de onda de radiacion: 1,54060 Cu

Detector: detector sensible a la posicion lineal

Modo de escaneo: Debye-Sherrer / Detector sensible a la posicién en movimiento / Omega fijo

Es frecuente en los estudios de difraccion de rayos X en polvo que puedan aparecer ligeras diferencias en las
bandas individuales si se utilizan diferentes aparatos o métodos de registro, como reflexion o transmision, o
capilares o ventanas, o si se implantan diferentes condiciones de registro (p. ej., humedad atmosférica o
temperatura). Un experto en la materia esta muy familiarizado con estas ligeras diferencias y seria capaz de
identificar con facilidad un material determinado por una coincidencia cercana con un patrén de difraccion de rayos
X en polvo determinado considerando la metodologia utilizada.

Ejemplo de preparacion 1:

Preparacién de cloruro de (2R,S)-DOTAP racémico cristalino [cloruro de (R.S)-1,2-dioleoil-3-propiltrimetilamonio]:

Materiales de partida

Se utilizaron los siguientes compuestos quimicos:
N,N’-carbonildiimidazol de SIGMA-ALDRICH, n.? de lote 1252812
Acido oleico de RCA, n.2 de lote OA 11.G.01.2007; % de area del 99,1 (HPLC), donde el ensayo podria ser del
99,5 % o incluso mas alto ya que el acido linoleico (la principal impureza) muestra tasas de respuesta mucho

mas altas con luz UV que el acido oleico.

(R,S)-3-(dimetilamino)-1,2-propanodiol, de MERCK EPROVA, n.® de lote MSCH-103-A; 0,11 % de agua; 99,4 %
(CG)
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1,8-Diazabiciclo[5.4.0]undec-7-eno de SIGMA ALDRICH, n.? de lote 1076841; 99,7 % (CG)

Cloruro de metilo de LINDE, n.2 de lote 61448

Yoduro sédico de SIGMA-ALDRICH, n.? de lote 1336385; 0,27 % de agua

Oxido de aluminio de SIGMA-ALDRICH, n.2 de lote 1336643

Acetonitrilo de ICC, n.? de lote 0000426130; 100,0 % (CG); <0,015 % de agua

n-Heptano de BRENNTAG SCHWEIZERHALL, n.2 de lote 0000278245; 96,4 % (CG)

2-Propanol de THOMMEN FURLER, n.? de lote 070920211487; 99,96 % (CG); 0,03 % de agua

Acetona de THOMMEN FURLER, n.2 de lote 080609324212; 99,98 % (CG); 0,16 % de agua
Sintesis de (2R,S)-DODAP [(R,S)-1,2-dioleoil-3-dimetilamonio propano]

Se disuelven 2,41 kg de N,N’-carbonildiimidazol a temperatura ambiente en 6,33 kg de acetonitrilo seco. La solucion
resultante se calienta a 25 °C. A continuacién se bombean 4,0 kg de acido oleico dentro de la solucién durante un
periodo de 60 minutos mientras que la temperatura de reaccién se regula por debajo de 35 °C mediante la variacion
de la velocidad de adicion (formacion de gas de diéxido de carbono). Tras completar la adicion, la solucién de
reaccion se agita durante 90 minutos mas a 30 °C (evolucion del gas finalizada). A continuacién se afiaden 11 g de
1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno seguido de una solucién de 0,83 kg de (R,S)-3-(dimetilamino)-1,2-propanodiol
racémico en 0,37 kg de acetonitrilo seco. La agitacién se continda a 30 °C durante 21 horas. La emulsién resultante
se enfria a 25°C y se detiene la agitaciébn. Aparecen dos capas. La capa inferior se aisla, se degasea a
1 mbar/25 °C durante 200 minutos y, finalmente, se diluye con 11,7 kg de n-heptano. Se afiade a la solucion 1,21 kg
de 6xido de aluminio basico y la suspension se agita durante 3 horas a 0 °C. La suspensién se filtra y el residuo del
filtro se lava con 1,5 kg de n-heptano previamente enfriado a 0 °C. Los filtrados combinados se homogeneizan para
obtener una soluciéon de 15,9 kg de 4,08 kg de (2R,S)-DODAP puro en n-heptano (n.? de lote MBA-116, ensayo:
25,7 %, rendimiento: 88,9 %).

Se obtiene otro lote del mismo modo que da lugar a una solucién de 16,6 kg de 3,52 kg de (2R,S)-DODAP puro en
n-heptano (n.? de lote MBA-117; ensayo: 21,2 %, rendimiento: 88,6 %).

Sintesis de cloruro de (2R,S)-DOTAP

Se cargan 23,4 kg de una solucion de 3,52 kg de (2R,S)-DODAP puro en n-heptano (15,9 kg de n.? de lote MBA-
116 y 7,5 kg de n.? de lote MBA-117) en el recipiente de reaccién y el n-heptano se elimina por destilacién a una
temperatura de camisa de 60 °C y presion reducida. Cuando el vacio permanece estable a 8 mbar la temperatura
de camisa se ajusta a 25 °C. A continuacion se afiaden 7,0 kg de 2-propanol seguido de 3,1 g de yoduro sodico. A
continuacién se ajusta la temperatura de reaccion a 30 °C y la atmésfera de nitrbgeno se sustituye por una
atmosfera de cloruro de metilo con presion absoluta constante de 1200 mbar. La mezcla de reaccién se agita en
estas condiciones durante 137 horas hasta que finaliza la reaccion de metilaciéon de (2R,S)-DODAP a cloruro de
(2R,S)-DOTAP (conversién del 96 %). El consumo de cloruro de metilo es de 1,39 kg.

Cristalizacion de cloruro de (2R,S)-DOTAP

La solucién de cloruro de (2R,S)-DOTAP en 2-propanol preparado como se describe anteriormente se diluye con
35,8 kg de acetona seca a 25 °C. La cantidad de 2-propanol, como se indica anteriormente, es de 7 kg y la cantidad
de cloruro de DOTAP segun los célculos es de 3,64 kg en la solucién. La solucion transparente se enfria lentamente
hasta -12 °C con una velocidad de enfriamiento de 0,05 °C por minuto, es decir, el enfriamiento se produce durante
un periodo de 12% horas. La suspension resultante se mantiene a -12 °C durante 14 horas mas y, a continuacion,
se filtra a través de un filtro previamente enfriado (-15 °C). El cloruro de (2R,S)-DOTAP sin procesar se lava dos
veces con 6,0 kg de acetona seca fria (-18 °C).

No se comprueba la modificacién cristalina obtenida en este punto de este experimento en particular; no obstante, a
partir de los experimentos previos correspondientes en los que se aislo el producto sin procesar en este punto, se
sabe que la modificacion cristalina se corresponde con la de (2R,S)-DOTAP cristalino.

Para conseguir un producto incluso mas puro, es decir, para eliminar algunas impurezas menores, se realiza un
paso de recristalizacién.
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Recristalizacion de cloruro de (2R,S)-DOTAP

El cloruro de (2R,S)-DOTAP humedo sin procesar se disuelve en el filiro cerrado en una mezcla de 44,1 kg de
acetona seca y 3,5 kg de 2-propanol a 35 °C. La solucién se transfiere al recipiente de reaccion y se lleva a 0 °C. La
solucién se enfria lentamente hasta -12 °C con una velocidad de enfriamiento de 0,004 °C por minuto, es decir, el
enfriamiento se produce durante un periodo de 50 horas. La suspension resultante se mantiene a -12 °C durante
16 horas mas y, a continuacion, se filtra con un secador de filtro enfriado (-15 °C). El residuo del filtro se lava dos
veces con 0,8 kg de acetona seca en frio (-18 °C) y se seca aplicando vacio. Durante el secado, se deja que el
secador de filiro se atempere a temperatura ambiente. El secado se completa cuando el vacio es estable a
7,9 mbar. Rendimiento: 3,46 kg de cloruro de (2R,S)-DOTAP racémico cristalino ((2R,S)-DOTAP cristalino, n.® de
lote MBA-118, ensayo: 100,0 %, rendimiento: 37,8 % en ref. a (R,S)-3-(dimetilamino)-1,2-propanodiol, pureza en
HPLC: 99,9 % del area).

Puede encontrarse una imagen del cloruro de (2R,S)-DOTAP cristalino en la figura 10.
Ejemplo de preparacion 2:

Preparacién de cloruro de (2R)-DOTAP_cristalino _enantioméricamente puro [cloruro _de (R)-1,2-dioleoil-3-
propiltrimetilamonio]:

Materiales de partida
Se utilizaron los siguientes compuestos quimicos:
N,N’-carbonildiimidazol de SIGMA-ALDRICH, n.2 de lote 1252812
Acido oleico de ACME SYNTHETIC CHEMICALS, n.2 de lote 060528; 97,8 % (HPLC)
(R)-3-(dimetilamino)-1,2-propanodiol, de DAISO, n.? de lote RMA062151;
0,11 % de agua; 99,6 % (CG)
1,8-Diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-eno de SIGMA ALDRICH, n.? de lote 1076841; 99,7 % (CG)
Cloruro de metilo de LINDE, n.2 de lote 61448
Yoduro sédico de SIGMA-ALDRICH, n.? de lote 1336385; 0,27 % de agua
Acetonitrilo de SIGMA ALDRICH, n.? de lote 7219K; 100,0 % (CG); 0,005 % de agua
n-Heptano de BRENNTAG SCHWEIZERHALL, n.? de lote 0000278245; 96,4 % (CG)
2-Propanol de THOMMEN FURLER, n.2 de lote 070629176434; 99,96 % (CG); 0,016 % de agua
Acetona de THOMMEN FURLER, n.2 de lote 061201101946; 99,98 % (CG); 0,10 % de agua
Sintesis de (2R)-DODAP [(R)-1,2-dioleoil-3-dimetilamonio propano]

Se disuelven 1,63 kg de N,N’-carbonildiimidazol a temperatura ambiente en 4,3 kg de acetonitrilo seco. La solucion
se calienta a 25 °C. A continuacién se bombean 2,7 kg de acido oleico dentro de la soluciéon durante un periodo de
60 minutos mientras que la temperatura de reaccion se regula por debajo de 35 °C mediante la variacion de la
velocidad de adicién (formacion de gas de diéxido de carbono). Tras completar la adicion, la solucién de reaccion se
agita durante 105 minutos mas a 30 °C (evolucién del gas finalizada). A continuaciéon se afaden 7,5 g de 1,8-
diazabiciclo[5.4.0]lundec-7-eno seguido de una solucién de 0,56 kg de (R)-3-(dimetilamino)-1,2-propanodiol
enantioméricamente puro en 0,25 kg de acetonitrilo seco. La agitacion se continta a 30 °C durante 19 horas. La
emulsion resultante se enfria hasta 10°C y se detiene la agitacion. Aparecen dos capas. La capa inferior se aisla, se
degasea a 0,1 mbar/20 °C durante 30 minutos vy, finalmente, se diluye con 9,7 kg de n-heptano. La suspension se
agita durante 1,5 horas a 0 °C y se filtra para obtener una solucién de 12,3 kg de 2,66 kg de (2R)-DODAP puro en
n-heptano (n.? de lote MBR-001, ensayo: 21,6 %, rendimiento: 88,4 %).

Sintesis de cloruro de (2R)-DOTAP
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Se carga una solucién de 12,2 kg de 2,66 kg de (2R)-DODAP puro en n-heptano (n.? de lote MBR-001) se carga en
el recipiente de reaccion y el n-heptano se elimina por destilaciéon a una temperatura de camisa de 60 °C y presion
reducida. Cuando el vacio permanece estable a 1 mbar, la temperatura de camisa se ajusta a 20 °C. A continuacion
se anaden 3,26 kg de 2-propanol seguido de 1,4 g de yoduro sddico. A continuacion se ajusta la temperatura de
reaccién a 30 °C y la atmésfera de nitrégeno se sustituye por una atmésfera de cloruro de metilo con presion
absoluta constante de 1250 mbar. La mezcla de reaccion se agita en estas condiciones durante 330 horas hasta
que finaliza la reaccién de metilacion de (2R)-DODAP en cloruro de (2R)-DOTAP (conversion del 97 %). El consumo
de cloruro de metilo es de 0,58 kg.

Cristalizacion de cloruro de (2R)-DOTAP

La solucién de cloruro de (2R)-DOTAP en 2-propanol preparado como se describe anteriormente se diluye con
16,2 kg de acetona seca a 25 °C. La cantidad de 2-propanol, como se indica anteriormente, es de 3,26 kg y la
cantidad de cloruro de DOTAP segln los calculos es de 2,78 kg en la solucién. La solucion transparente se enfria
lentamente hasta -12 °C con una velocidad de enfriamiento de 0,05 °C por minuto, es decir, el enfriamiento se
produce durante un periodo de 12%s horas. La suspensién resultante se mantiene a -12 °C durante una hora mas y,
a continuacion, se filtra a través de un filtro previamente enfriado (-12 °C). El cloruro de (2R)-DOTAP sin procesar
se lava dos veces con 3,2 kg de acetona seca en frio (-18 °C). El producto cristalino es (2R)-DOTAP cristalino.

No se comprueba la modificacién cristalina obtenida en este punto de este experimento en particular; no obstante, a
partir de los experimentos anteriores correspondientes en los que se aislo el producto sin procesar en este punto,
se sabe que la modificacion cristalina se corresponde con la de (2R,S)-DOTAP cristalino.

Para conseguir un producto incluso mas puro, es decir, para eliminar algunas impurezas menores, se realiza un
paso de recristalizacién.

Recristalizacion de cloruro de (2R)-DOTAP

El cloruro de (2R)-DOTAP humedo sin procesar se disuelve en el filtro cerrado en una mezcla de 20,5 kg de
acetona seca y 1,63 kg de 2-propanol a 35 °C. La solucidn se transfiere al recipiente de reaccion y se lleva a 25 °C.
La solucion se enfria lentamente hasta -12 °C con una velocidad de enfriamiento de 0,05 °C por minuto, es decir, el
enfriamiento se produce durante un periodo de 12% horas. La suspension resultante se mantiene a -12 °C durante
9 horas mas vy, a continuacién, se filtra con un secador de filiro enfriado (-12°C). El residuo del filtro se lava dos
veces con 3,2 kg de acetona seca fria (-18 °C) y se seca aplicando vacio. Durante el secado, se deja que el
secador de filiro se atempere a temperatura ambiente. El secado se completa cuando el vacio es estable a
0,6 mbar. Rendimiento: 1,47 kg de cloruro de (2R)-DOTAP cristalino enantioméricamente puro (n.® de lote: MBR-
002, ensayo: 99,7 %, rendimiento: 44,7 % en ref. a (R)-3-(dimetilamino)-1,2-propanodiol, pureza en HPLC: 99,9 %
del area).

Ejemplo de preparacion 3:

Preparacién de cloruro de (2S)-DOTAP_cristalino enantioméricamente puro [cloruro de (S)-1,2-dioleoil-3-
propiltrimetilamonio]:

El cloruro de (2S)-DOTAP [cloruro de (S)-1,2-dioleoil-3-propiltrimetilamonio] se produce de la misma forma que el
cloruro de (R)-DOTAP (véase a continuacion) empezando a partir del material de partida enantioméricamente puro
(S)-3-(dimetilamino)-1,2-propanodiol (n.% de lote SMA062281 de DAISO, 0,14 % de agua, CG: 99,8 %; el resto de
los compuestos quimicos son idénticos) y tiene un rendimiento de 1,67 kg de cloruro de (2S)-DOTAP cristalino
enantioméricamente puro (n.2 de lote MBS-002, ensayo: 99,6 %, rendimiento: 50,4 % en ref. a (S)-3-(dimetilamino)-
1,2-propanodiol, pureza en HPLC: 100,0 % del area).

Ejemplo de caracterizacion 1
Estabilidades

Para determinar la estabilidad del cloruro de (2R,S)-DOTAP cristalino, la sustancia se conversa a 25 °C y a una
humedad relativa del 60 % (tabla 1) o a 40 °C y una humedad relativa del 75 % (tabla 1a) con exclusién de aire. El
contenido restante del cloruro de (2R,S)-DOTAP se mide a intervalos periddicos y se indica en comparacion con el
valor inicial.

La pureza y contenido de cloruro de DOTAP se determinan mediante HPLC utilizando el siguiente método:
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Aparato de HPLC: Agilent 1200 HPLC
Columna: ODS-3: 150 x 3 mm, 3 um. Gl Sciences: Inertsil
Eluyente A: sal sodica del acido pentanosulfénico 10 mM en H3PO4 acuoso al 0,085 %
Eluyente B: sal sddica del &cido pentanosulfénico 3,85 mM en acetonitrilo al 94 % que contiene
H3PO4 acuoso al 0,085 %
Gradiente: 0 min 75 % de B
1 min 75 % de B
6 min 90 % de B
7 min 100 % de B
20 min 100% de B
25 min 75 % de B
Tiempo posterior: 5 min 75 % de B
Tiempo de ejecucion: 25 min
Flujo: 1,5 ml/min
Presién: aprox. 220 bares
Temperatura de la columna: 50 °C
volumen de inyeccion: 10 pl

Se encuentran los siguientes valores:

La determinacion de la estabilidad puede repetirse en cualquier momento deseado, los valores indicados en las
tablas 1 y 1a son reproducibles.

Tabla 1:
Condiciones de almacenamiento: 25 °C
Cloruro de (2R,S)-DOTAP cristalino Tiempo de exposicion en meses
0 3 6 9 12 24 36
% de area 99,7 | 99,6 | 99,5 | 99,2 | 99,5 | 99,7 | 99,3
% en peso 99,5 | 99,7 | 99,4 | 99,2 | 99,5 | 99,5 | 99,7

Los datos de estabilidad anteriores confirman que el cloruro de DOTAP cristalino es una sustancia estable. Incluso
después de 36 meses, no se observo degradacion significativa en las muestras almacenadas a 25 + 2 °C.

Tabla 1a:
Condiciones de almacenamiento: 40 °C
Cloruro de (2R,S)-DOTAP cristalino Tiempo de exposicion en meses
0 3 6 9 12
% de area 99,7 | 99,6 99,4 99,3 99,4
% en peso 99,5 99,6 99,6 98,9 99,7

Los datos de estabilidad anteriores confirman que el cloruro de DOTAP cristalino es una sustancia estable. Incluso
en condiciones aceleradas después de 12 meses, no se observé degradacién significativa en las muestras
almacenadas a 40 = 2 °C.

Los cloruros de (2R)- y (2S)-DOTAP cristalinos muestran valores de estabilidad comparables.
Ejemplo de caracterizacion 2
Diagramas de difraccion de rayos X de polvo

Para la caracterizacion de las propiedades estructurales (modificaciones cristalinas) de los cloruros de DOTAP
cristalinos, se registraron diagramas de difracciéon de rayos X de polvo (espectros de difraccion) de estas
sustancias.
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Los cloruros de (2R,S)-, (2R)- y (2S)-DOTAP cristalinos proporcionan espectros con bandas moderadamente
definidas que tienen una resolucién relativamente buena para los lipidos. Los espectros indican contenidos
cristalinos elevados. No se observan fracciones amorfas al microscopio de polarizacion.

En la figura 1, figura 2 y figura 3 se muestran ejemplos de espectros.

Para su comparacion, se muestra un espectro de una muestra amorfa comercial en la figura 4 (amorfo). En la figura
5 se muestra la comparacion de los espectros de difraccién de rayos X del cloruro de (2R,S)-DOTAP cristalino (a),
cloruro de (2R)-DOTAP cristalino (b) y cloruro de (2S)-DOTAP cristalino (c) en comparacion con una muestra
comercial de cloruro (2R,S)-DOTAP (Avanti Polar Lipids) (d).

En la tabla 2 se enumeran los valores seleccionados de 2-theta para las diversas modificaciones cristalinas de los
cloruros de DOTAP racémicos y enantioméricamente puros:

Tabla 2:

Tipo Valores seleccionados de 2-theta
(2R,S)-DOTAP | racémico 12,6;19,5; 20,2; 21,5y 25,2
(2S)-DOTAP enantioméricamente puro | 12,8;19,5; 19,8; 20,2y 21,6
(2R)-DOTAP enantioméricamente puro | 12,8;19,5;19,8; 20,3y 21,6

Ejemplo de caracterizacion 3
Punto de fusion y entalpia de fusion

El punto de fusién y la entalpia de fusion de los cloruros de DOTAP cristalinos se determinan mediante calorimetria
diferencial de barrido (Differential Scanning Calorimetry, DSC) (30-350 °C; 5,0 °C/min; 80 ml/min de N2).

En la tabla 3 se enumeran los puntos de fusion y las entalpia de fusion resultantes de los cloruros de (2R,S)-
DOTAP racémico y (2R)- resp. (2S)-DOTAP enantioméricamente puros.

Tabla 3:
Tipo punto de fusion entalpia de fusion
inicio valor maximo
(2R,S)-DOTAP racémico 161,0 °C 183,5 °C -143,7 J/g
(2R)-DOTAP enantioméricamente puro | 160,1 °C 183,6 °C -155,4 J/g
(2S)-DOTAP enantioméricamente puro 159,2 °C 184,7 °C -158,4 J/g

Ejemplo de caracterizacion 4
Temperaturas y entalpias de la transicion de fase

Las temperaturas y la entalpia de la transicion de fase de los cloruros de DOTAP cristalinos se determinan
mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC) (30-350 °C, 5,0 °C/min, 80 ml/min de Nz).

Ademas de los puntos de fusién (véase el ejemplo de caracterizacion 3) se observan varios puntos de transicion a
las fases cristalina resp. liquida-cristalina. En la tabla 4 se enumeran las temperaturas y entalpias correspondientes
de la ftransicion de fase para los cloruros de (2R,S)-DOTAP racémico y (2R)- resp. (2S)-DOTAP
enantioméricamente puros.
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Tabla 4:
tipo (2R,S)- DOTAP (2R)-DOTAP (2S)-DOTAP
racémico enantioméricamente enantioméricamente
puro puro
inicio 49,8 °C 40,9 °C 41,0 °C
1 'g Avi o o o
transicién valor maximo 57,4 °C 42,7 °C 43,0 °C
entalpia -58,2 J/g -14,1 J/g -13,5J/g
inicio 64,7 °C 52,4 °C 51,6 °C
2§ A 1 o o o
transicion valor maximo 66,2 °C 60,7 °C 60,3 °C
entalpia -25,0 J/g -38,0 J/g -37,0 J/g
inicio - 81,9°C 81,6 °C
3.2 .. o o
transicién valor maximo - 84,0 °C 83,8 °C
entalpia - -33,9 J/g -33,1 J/g

Cuando el experimento de DSC se realiza con mezclas de cloruro de (2R,S)-DOTAP cristalino puro y cloruro de
(2R)-DOTAP cristalino puro, se observan todas las temperaturas de transicion de fase de ambos, el racemato y el
enantiomero. En la figura 11 se muestran las temperaturas de la fase de transicion y los puntos de fusion del cloruro
de (2R,S)-DOTAP cristalino puro y del cloruro de (2R)-DOTAP puro cristalino, asi como de las mezclas de ambas
formas cristalinas en proporciones 100:50 y 63:100. Estas proporciones se corresponden con un contenido 33,3
mol% resp. 19,3 mol% de cloruro de (2S)-DOTAP en las mezclas.

Conclusién:

Las modificaciones cristalinas de cloruro de DOTAP cristalino enantioméricamente puro y de cloruro de DOTAP
racémico cristalino son distintas.

Ejemplo de caracterizacion 5
Absorcion de agua en dependencia de la humedad relativa

La absorcion de agua del cloruro de DOTAP se determina mediante absorcién dindmica de vapor (Dynamic Vapor
Sorption, DVS) usando un analizador de absorcion de vapor de agua Projekt Messtechnik SPS 11-100n. Las
muestras se colocan en crisoles de aluminio sobre una microbalanza y se deja que se equilibren a 25 °C y 0 % de
h.r. (humedad relativa) durante toda la noche antes de exponerlas a dos ciclos de humidificacién/secado a 25 °C
con una velocidad de barrido de A h.r. =5 % h™' y periodos de equilibrado «isohiimedo» a los valores extremos.

Se estudian las muestras de cloruro de (2R,S)-DOTAP cristalino, cloruro de (2R)-DOTAP cristalino, cloruro de
(2R,S)-DOTAP amorfo y cloruro de (2R)-DOTAP amorfo.

Resultados:

La comparacion de las curvas de DVS (véase la figura 12: linea continua del primer ciclo, linea discontinua del
segundo ciclo) indica diferencias caracteristicas entre las muestras cristalinas y amorfas: las muestras cristalinas
(diagramas de la izquierda de la figura 12) muestran un peso estable a una h.r. baja, mientras que el peso de las
muestras amorfas (diagramas de la derecha de la figura 12) aumenta justo desde por encima de una h.r. del 0 %.
Ademas, en las muestras que se cristalizaron al inicio, se observa una histéresis significativamente mayor en
ambos ciclos. También puede observarse una diferencia entre las muestras racémicas (diagramas superiores de la
figura 12) y enantioméricamente puras (diagramas inferiores de la figura 12): las muestras racémicas muestran un
aumento mas rapido en el contenido de agua a aproximadamente el 10-15 % de h.r., mientras que las muestras
isoméricamente puras muestran esta etapa a una h.r de aproximadamente el 20-25 %.

Ejemplo comparativo 1

En el experimento de Felgner y cols. reproducido en este documento, todas las condiciones experimentales se han
elegido para que coincidieran los mas posible con el ejemplo 5, columna 27, lineas 15 a 47 del documento US
5264 618 (Felgner y cols.).
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Se afadieron gota a gota 31,5 g de cloruro de oleoilo (FLUKA 0733IAH) disueltos en 125 ml de cloroformo a 4 °C
con enfriamiento durante un periodo de 1%z horas a 5,0 g de 3-(dimetilamino)-1,2-propanodiol, disuelto en 37,5 ml
de cloroformo y 25 ml de piridina. La solucién de color amarillo se agit6 durante toda la noche. A continuacion se
anadieron 125 ml de agua fria y 125 ml de éter dietilico. La fase organica se lavd dos veces con 100 ml de HCI
0,5 N y otras dos veces con 100 ml de una soluciéon de bicarbonato sédico 0,5 N. Se afiadieron 39 g de sulfato
sddico anhidro y la suspension obtenida de este modo se filtr6 y lavé con 100 ml de cloroformo. A continuacion, el
filtrado se concentrd a presién reducida a 40 °C, obteniéndose 40,1 g de un liquido de color marrén (SM-0318-A)
con un contenido de (2R,S)-DODAP del 24,3 % p/p medido mediante HPLC. El secado adicional a presion reducida
a 60 °C daba lugar a una reduccion del peso a 31,2 g.

Se purificaron 31,0 g de este material mediante una cromatografia en columna de &cido silicico del siguiente modo:

Gel de silice: 129 g (la cantidad de gel de silice se calculé en relacién con la cantidad de (2R,S)-DODAP) Merck
60 F 63-200 um

Columna: 4 cm de diametro, 60 cm de longitud
Flujo: aproximadamente 8 ml/min

Como primera fase movil se usaron 1500 ml de cloruro de metileno (fracciones 1-27), a continuacién, 1000 ml de
cloruro de metileno/metanol 95:5 (fracciones 28-47) y, finalmente, 1000 ml de metanol. Se recogieron las fracciones
y se combinaron segun su analisis en TLC. De este modo, las fracciones 4-33 se concentraron juntas a presién
reducida. Se obtuvieron 10,8 g de un aceite de color marrén (SM-0318-B) con un contenido de (2R,S)-DOPAP del
65,6 % p/p medido mediante HPLC. Y las fracciones 34-42 dieron como resultado 12,6 g de un aceite de color
marrén (SM0318-D) con un contenido de (2R,S)-DOPAP del 54,2 % p/p medido mediante HPLC.

Se afnadieron 10,4 g de cloruro de metileno a 9,6 g del compuesto obtenido fuera de las fracciones 4-33 (SM-0318-
B) en un tubo de vidrio a alta presion. A continuacion se cerré el tubo de vidrio y la solucion de color marrén se
calentd durante toda la noche a 50 °C para formar una emulsién. Después se abri6 el tubo y se eliminé el cloruro de
metileno residual mediante evaporacién. Se obtuvieron 8,0 g de una cera de color amarillo (SM-0318-E) con un
contenido de cloruro de (2R,S)-DOTAP del 65,0 % p/p y el 1,3 % p/p de (2R,S)-DODAP, ambos medidos mediante
HPLC.

Se afadieron 14,0 g de acetonitrilo a esta cera (SM-0318-E). La emulsion obtenida de este modo se transfirié con
80 ml de acetonitrilo (para obtener una proporcién de sélido con respecto al solvente de aproximadamente 1:12) a
un matraz y se enfri6 a 20 °C. No se pudo observar cristalizacion. A 20 °C se obtuvo un material de color amarillo
parduzco similar a miel solidificado que, incluso si se calienta solo ligeramente, tiende a convertirse en un material
de color parduzco viscoso y pegajoso.

Conclusién

Los datos demuestran que el cloruro de 1,2-dioleoil-3-propiltrimetilamonio (cloruro de (2R,S)-DOTAP) preparado
segun el procedimiento anterior, que se realiza de acuerdo con el ejemplo 5, columna 27, lineas 15 a 47 del
documento US 5 264 618 (Felgner y cols.) no puede obtenerse en forma cristalina.

Véanse también las figuras 6 y 7 que ilustran la emulsion de cloruro de (2R,S)-DOTAP (SM-0318-E) en acetonitrilo
cuando se enfria y la emulsién de cloruro de (2R,S)-DOTAP (SM-0318-E) en acetonitrilo después de enfriar hasta
-20°C, respectivamente.

Ejemplo comparativo 2

Se preparé una reproduccion adicional del experimento de Felgner y cols. que confirmé el mismo resultado obtenido
previamente.

Todas las condiciones experimentales se eligieron para que fueran lo mas proximas posibles a las de la
preparacion/aislamiento del cloruro de (2R,S)-DOTAP tal como se describe en el ejemplo 5, columna 27, lineas 15 a
47 del documento US 5 264 618 (Felgner y cols.).

En este experimento se hizo un énfasis especial sobre la escala de reactivos, el uso de piridina anhidro, el tiempo
de metilacion y la temperatura del tubo.

En el ejemplo 5 del documento US 5 264 618 (Felgner y cols.) no pudieron encontrarse datos validos sobre la
materia prima utilizada. Para la reelaboracion se utilizaron cloruro de oleoilo de SIGMA-ALDRICH (n.% de articulo
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367850, n.. de lote 0733IAH) y 3-(dimetilamino)-1,2-propanodiol de TCl (n.°® de articulo D2072, n.® de lote
FGCO1EF). Eter dietilico (n.® de articulo 8.22270.1000, n.® de lote K33237470), sulfato sodico (n.® de articulo
8.22286.5000, n.? de lote TA603386), arena de mar (n.® de articulo 1.07711.5000, n.% de lote TA1417811), gel de
silice 60 F 63-200um (n.? de articulo 1.07734.9025, n.® de lote TA1570234) y acetonitrilo (n.° de articulo
1.15500.1000, n.? de lote K88172000) eran todos de Merck KGaA. Cloroformo (n.2 de articulo 34854, n.? de lote
8178C) y piridina por encima del tamiz molecular, H20 < 0,005 % (n.% de articulo, 82704, n.% de lote 1166921) eran
de Fluka.

Se disolvieron 5,0 g de 3-(dimetilamino)-1,2-propanodiol a temperatura ambiente en 25 ml de piridina anhidro y
37,5 ml de cloroformo recién destilado. La solucion se enfrié hasta 4 °C. Se disolvieron 31,5 g de cloruro de oleoilo
en 125 ml de cloroformo destilado. La solucion de cloruro de oleoilo se afiadié gota a gota a la solucion fria de 3-
(dimetilamino)-1,2-propanodiol durante un periodo de una hora. La soluciéon de color amarillo se agité durante toda
la noche. A continuacion se afiadieron 125 ml de agua fria y 125 ml de éter dietilico. La fase organica se lavé dos
veces con 100 ml de HCI 0,5 N vy, a continuacién, otras dos veces con 100 ml de una solucién de bicarbonato
sddico 0,5 N. A continuacion se afadieron 39 g de sulfato sddico anhidro. La suspension obtenida de este modo se
filtrd y el sélido residual se lavé con 20 ml de cloroformo. El filtrado se concentr6 a continuacién a presion reducida.
Se obtuvieron 31,5 g de un liquido de color marrén (SM 0364 A) con un contenido de 1,2-dioleoil-3-dimetilamonio
propano (DOPAP) del 62,2 % p/p medido mediante HPLC.

Se prepar6 una columna de gel de silice del siguiente modo:
Columna: 4 cm de diametro, 60 cm de longitud

Gel de silice: 200 g de gel de silice y 42,6 g de arena de mar (calculado en relacién con
la cantidad de DODAP)

Flujo: aproximadamente 7 ml/min

Se anadieron gota a gota 15 g del material preparado anteriormente (SM 0364 A) dentro de la columna de gel de
silice y se lavé con 50 ml de cloroformo. La columna se eluy6 en primer lugar con 1000 ml de cloroformo, a
continuacién con 1000 ml de cloroformo/metanol en una proporcion 95/5, después con 1250 ml de
cloroformo/metanol en una proporcién 90/10 y, finalmente, con 2500 ml de metanol. Se recogieron fracciones que
se combinaron segun su analisis en cromatografia en capa fina sobre placas de gel de silice (Merck 60 F254), se
desarrolld con cloroformo/acetona/metanol/acido acético/agua en una proporcién 50/15/5/5/2 por volumen y se
detect6 con yodo. Tras concentrar a presion reducida las fracciones 11-17 combinadas dieron lugar a 4,88 g (SM
0364 B) con un contenido de DODAP del 73,2 % p/p; las fracciones 18-27 dieron como resultado 7,24 g (SM 0364
C) con un contenido de DODAP del 68,2 % p/p y las fracciones 28-31 dieron como resultado 1,9 g (SM 0364 D) con
un contenido de DODAP del 40,4 % p/p, todas medidas mediante HPLC. En total el resultado del equilibrio de
masas era del 93,5 %.

Se anadi6 1,0 g del compuesto obtenido fuera de las fracciones mas puras 11-17 (SM-0364-B) en un tubo de vidrio
de borosilicato de paredes gruesas altamente presurizable (Sigma Aldrich Z181072-1EA). A continuacion se
condensaron 10 ml de cloruro de metilo dentro del tubo de vidrio. Después, el tubo de vidrio se cerrd
herméticamente y se mantuvo durante 72 horas a 70 °C. Posteriormente el tubo se enfrio hasta 0 °C abierto y el
cloruro de metilo residual se elimind mediante evaporacion. Esto dio lugar a 1,11 g de una cera de color amarillo
parduzco (SM 0364 E) con un contenido de cloruro de (2R,S)-DOTAP del 69,3 % p/p y que mostraba un contenido
de DODAP del 1,8 % p/p y un contenido de acido oleico del 2,7 % p/p (todos medidos mediante HPLC).

A 1,08 g del compuesto obtenido como se ha descrito anteriormente (SM 0364 E) se afiadieron 10 ml de acetonitrilo
y se calent6 a 50 °C. La emulsién obtenida de este modo se enfrié hasta -20 °C. No pudo observarse cristalizacion.
A -20 °C se obtuvo una cera de color amarillo parduzco.

Conclusién:

Como se muestra anteriormente, cuando se reelaboraron las realizaciones mas proximas del documento
US 5 264 618 (Felgner y cols.) solo pudo obtenerse cloruro de (2R,S)-DOTAP amorfo.

Véanse también las figuras 8 y 9 que ilustran la emulsion de cloruro de (2R,S)-DOTAP (SM-0364-E) en acetonitrilo
antes de su enfriamiento y la emulsion de cloruro de (2R,S)-DOTAP (SM-0364-E) en acetonitrilo después de enfriar
hasta -20°C, respectivamente.

Sin una mayor elaboracién, se cree que un experto en la materia puede, usando la descripcion precedente, emplear
la presente invencion en toda su extensién dentro del alcance segln se define por las reivindicaciones adjuntas. Por

16



ES 2726 526 T3

tanto, las realizaciones especificas preferidas precedentes deben ser entendidas como meramente ilustrativas y en
ningun modo limitantes del resto de la memoria descriptiva.

Los ejemplos precedentes pueden repetirse con un éxito similar sustituyendo los reactivos descritos genérica o
especificamente y/o las condiciones de funcionamiento de esta invencion como se define en las reivindicaciones
adjuntas para aquellas utilizadas en los ejemplos previos.
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REIVINDICACIONES
Un proceso para la preparacién de una forma cristalina de cloruro de (2R,S)-, (2S)- o (2R)-DOTAP,

que comprende cristalizar el cloruro de (2R,S)-, (2S)- o (2R)-DOTAP a partir de uno o mas solventes aproticos,
en el que la cristalizacion tiene lugar mediante enfriamiento lento de 35 °C a -12 °C durante un periodo de
12 horas o enfriamiento lento desde una temperatura inferior a 35 °C durante un periodo de 10 a 50 horas,

cuyo cloruro de (2R,S)-DOTAP cristalino tiene una de las siguientes caracteristicas:

valores de 2-theta que comprenden al menos valores de 12,6; 19,5; 20,2; 21,5y 25,2; 0

valores de 2-theta que comprenden al menos valores de 6,5; 12,6; 13,4; 19,5; 20,2; 21,5; 25,2 y 29,8;
0
cuyo cloruro de (2S)-DOTAP cristalino tiene una de las siguientes caracteristicas:

valores de 2-theta que comprenden al menos valores de 12,8; 19,5; 19,8; 20,2y 21,6; 0

valores de 2-theta que comprenden al menos valores de 6,5; 12,8; 19,5; 19,8; 20,2; 20,7; 21,6 y 25,3;
0
cuyo cloruro de (2R)-DOTAP cristalino tiene una de las siguientes caracteristicas:

valores de 2-theta que comprenden al menos valores de 12,8; 19,5; 19,8; 20,3y 21,6; 0

valores de 2-theta que comprenden al menos valores de 6,6; 12,8; 19,5; 19,8; 20,3; 20,8; 21,6 y 25,3;
determinados utilizando una longitud de onda de radiacion de 1,54060 A (Cu);
y/o

cuyo cloruro de (2R,S)-, (2S)- o (2R)-DOTAP cristalino tiene una pureza quimica de al menos
aproximadamente el 95 % determinada mediante HPLC.

Un proceso segun la reivindicacién 1, caracterizado porque el cloruro de (2R,S)-, (2S)- o (2R)-DOTAP
cristalino tiene un punto de fusién superior a 160 °C y una entalpia de fusién de mas de -130 J/g.

Un proceso segun la reivindicacion 1 o 2, en el que el uno o mas solventes apréticos comprende uno o mas
solventes proticos.

Un proceso segun una o mas de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la cristalizacién tiene lugar en una
atmosfera inerte.

Un proceso segun una o mas de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la cristalizacion se lleva a cabo
directamente a partir de una solucidén de reaccién sin purificacién previa, en la que la solucién de reaccion
proviene de un proceso de preparacion de cloruro de (2R,S)-, (2S)- o (2R)-DOTAP.

Un proceso segun una o mas de las reivindicaciones 1 a 5, que ademas comprende una recristalizacion del
cloruro de (2R,S)-, (2S)- o (2R)-DOTAP cristalino.
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